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Introduction

La Trypanosomiase Humaine Africaine (THA), également connue sous le nom de
maladie du sommeil est une maladie tropicale négligée (MTN) qui afflige les populations
rurales de I’ Afrique subsaharienne, dans les limites de la distribution du vecteur, la mouche tsé-
tsé (ou glossine) (Blscher et al., 2017). Cette maladie, connue depuis des siécles, est une
affection parasitaire a transmission vectorielle dont la distribution géographique est limitée au
continent africain avec 36 pays qui sont encore sous son emprise (WHO, 2020). Elle est causée
par deux espéces de trypanosomes: Trypanosoma brucei gambiense classiquement responsable
de la THA chronique en Afrique de I’Ouest et Centrale, et Trypanosoma brucei rhodesiense
entrainant une forme aigué en Afrique de I’Est et Australe. A la fin du XX® siecle, la THA a
montré son potentiel d’épidémie avec 37 385 cas rapportés a I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) en 1998 ( Simarro et al., 2008). Des programmes de lutte coordonnés et mis en
ceuvre par les programmes nationaux de lutte contre la THA, avec I’appui de I’OMS et d’autres
parties prenantes, ont permis de mener une riposte efficace. Depuis 2000, le nombre de cas
notifiésa connu une baisse réguliere, avec une chute de moins de 10 000 nouveaux cas rapportes
annuellement a partir de 2009 (Franco et al., 2014). Ces résultats ont permis a I’OMS de fixer
I’objectif d’élimination de la THA comme probléme de santé publique (EPSP) en 2020 (WHO,
2012). Avec moins de 1 000 cas rapportés en 2018 et une réduction annuelle de plus de 40 000
km? de la zone rapportant plus de 1 cas pour 10 000 personnes par an, les objectifs fixés pour
2020 sont en train d’étre atteints (Franco et al., 2020).

Cependant, malgré les résultats spectaculaires obtenus ces dernieres années, plus de 50
millions de personnes sont toujours soumises a un risque plus ou moins élevé d’infection dans
I’aire de distribution des glossines, et le passé a déja montré que la THA a tendance a ré-émerger
rapidement apres suspension de la lutte. Il est donc crucial de poursuivre les efforts de lutte qui
s’inscrivent aujourd’hui au cceur d’un processus de transition épidémiologique importante.
Dans ce processus, les stratégies et les outils doivent et devront continuellement s’adapter pour
atteindre les prochains objectifs fixés pour 2030 par la nouvelle feuille de route de I'OMS :
I'interruption de la transmission pour la THA due a T. b. gambiense (Franco et al., 2020).

Les activités de controle et de surveillance menées au cours des 15 derniéres années ont
été particulierement couronnées de succes en Cote d’Ivoire avec seulement 9 cas signalés entre
2015 et 2019 (WHO, 2021). Ces résultats ont été obtenus en grande partie grace au dépistage

actif des cas, mené par des équipes mobiles. Mais cette stratégie a forte intensité de main-
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d’ceuvre devient moins rentable en termes de colt/efficacité dans un contexte épidémiologique
a faible prévalence (Blscher et al., 2017). De plus, les populations des régions a faible
endémicité ne percoivent plus la THA comme une menace et ne se sentent plus concernées pour
les campagnes de dépistage parce qu’elles sont chronophages et manquent d’intimité ( Hasker
et al., 2012; Mpanya et al., 2012). Le test d’agglutination sur carte pour la trypanosomiase
(CATT) (Magnus et al., 1978) utilisé par les équipes mobiles n’est plus approprié pour la
détection passive des cas, puisqu’il est fabriqué en flacon de 50 doses de tests qui expirent en
quelques jours une fois reconditionnées. De plus, la conservation des tests CATT a besoin d’une
chaine de froid et la réalisation du test nécessite un agitateur électrique. Les techniques de
détection parasitologiqgue comme la miniature Anion Exchange Centrifugation Technique
(mAECT) (Lanham et Godfrey, 1970 ; Lumsden et al., 1977) ne sont plus suffisamment
sensibles pour détecter les parasitémies faibles fréquemment observées chez les patients
(Buscher et Deborggraeve, 2015). En outre, ces méthodes demandent de I'expérience, de
I’équipement spécialisé et de 1'¢lectricité qui ne sont pas toujours disponibles dans les centres
de santé périphériques (Mitashi et al., 2015). Par conséquent, les équipes mobiles deviennent
moins efficaces puisqu’elles détectent de moins en moins de cas pour les mémes efforts et
mémes codts.

L’intégration du diagnostic de la THA dans les activités courantes des centres de santé
périphériques, ou dépistage passif, devient donc cruciale. Cette stratégie répond mieux aux
exigences de cette transition épidémiologique et pourrait assurer et pérenniser I'élimination de
la maladie. Cette intégration exige des tests et algorithmes adaptés aux ressources limitées de
ces centres (Franco et al., 2014). Par ailleurs, une surveillance soutenue est nécessaire pour
atteindre puis suivre I’¢élimination dans I’optique d’anticiper des phénoménes de réémergence
(Nieuwenhove et al., 2001). L’avénement de différents tests de diagnostic rapide (TDR) pour
le sérodiagnostic de la THA qui sont stables a la température ambiante et peuvent étre exécutés
sans matériel additionnel (Buscher et al., 2013; Lumbala et al., 2013 ; Sullivan et al., 2013 ;
Buscher et al., 2014), a été un événement important. En effet, ces nouveaux tests diagnostiques
ont permis d’intégrer efficacement un systéme de dépistage passif et la surveillance de la THA
dans les structures fixes de santé (Jamonneau et Bucheton, 2014). Aussi, des tests
immunologiques comme la trypanolyse (TL) (Van Meirvenne et al., 1995; Jamonneau et al.,

2010; Camara et al., 2014) et ’ELISA Trypanosoma brucei gambiense (ELISA T. b.
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gambiense) (Hasker et al., 2010 ; Mumba et al., 2011) dont I'usage est restreint a des
laboratoires de référence sont utilisés pour le diagnostic de la maladie. Quant aux tests
moléculaires comme l'amplification isothermique a médiation en boucle (LAMP) (Njiru et al.,
2011 ; Njiru et al., 2017) et la qPCR en temps réel (RT-gPCR ou gPCR) (Mumba et al., 2014 ;
Compaoré et al., 2020a), ils sont employés dans le diagnostic de la THA a T. b. gambiense pour
pallier le manque de sensibilité des tests parasitologiques (Buscher et Deborggraeve, 2015 ;
Compaoré et al., 2020a).

Cependant, a I’heure actuelle, aucune information concréte n’est disponible sur la
performance diagnostique des TDR ou encore les combinaisons des TDR avec ou sans des tests
parasitologiques, immunologiques ou moléculaires pour la détection passive de cas de la
trypanosomiase humaine africaine (THA) en Coéte d’Ivoire.

L’objectif général des travaux de recherche présentés dans ce mémoire de thése est de
contribuer a 1’éradication de la trypanosomiase humaine africaine en Céte d’Ivoire grace a la
stratégie de surveillance passive. Pour atteindre cet objectif géneral, trois objectifs spécifiques
ont été vises:

- analyser les tests de diagnostic rapide de la THA utilisés sur le terrain ;

- déterminer la performance des tests diagnostiques de laboratoire de la THA ;

- proposer un algorithme diagnostique pour la surveillance passive de la THA.



CHAPITRE I: GENERALITES



Généralités
I.1. Contexte historique de la trypanosomiase humaine africaine
1.1.1. Premiéres descriptions de la maladie

La maladie du sommeil est vraissmblablement aussi vieille que I'humanité, mais elle a
été signalée pour la premiére fois au 14%€™ sigcle (1374), a I'occasion de la mort du sultan du
Mali survenue aprées une longue maladie se terminant dans un état de sommeil continu, « Et le
sultan fut frappé par la maladie du sommeil a laquelle sont particulierement sujets les habitants
du pays et surtout les chefs. Le malade est envahi par une somnolence qui se fait toujours plus
profonde ; de temps en temps, il est possible de le libérer un bref instant de ce sommeil qui,
finalement, devient invincible.» Ibn Khaldoun, 1375, rapporté par Collomb en 1958 (lbn, 1927).

Bien connue des marchands d'esclaves qui comprenaient déja les conséquences de cette
maladie car tous les esclaves présentant de gros ganglions a la base du cou étaient écartes. Il
faut attendre encore 360 ans (1734) pour que la premiére description de la maladie sous le nom
de "Sleeping distemper"”, soit faite par John Atkins, chirurgien de la marine anglaise, dans son
ouvrage "The Navy Surgeon". Les négriers la considéraient comme une maladie cotiere. Ce
n’est qu’a partir de 1840, suite aux écrits de Clarke, missionnaire en Sierra Leone et en Cote
d’Or (Ghana) que I’on commence a considérer qu’elle peut sévir a I’intérieur des terres.

Dans le courant du 19¢™ siécle, de nombreux cas sont signalés en Afrique de I'Ouest et
Centrale, mais sans que I'on puisse quantifier I'importance de la maladie. La premiére épidémie
connue débute en 1896 et dure jusqu'en 1906 et concerne principalement I'Ouganda et le Congo
(WHO, 2006). Elle fait pres de 500 000 morts dans le bassin du Congo et I'on considére que
c'est I'une des causes principales du sous-peuplement de cette région (Hide, 1999).

Avec I’avénement de 1’ére Pasteurienne, des progres considérables ont été notifiés dans
la connaissance des maladies tropicales. Ainsi, de 1841 a 1901, la maladie du someil et son

épidémiologie ont été définies.

1.1.2. Grandes épidémies de trypanosomiase humaine africaine

La maladie du sommeil est connue depuis le moyen-age, mais la premiere grande
épidémie connue a frappé 1’Ouganda et le bassin du Congo a la fin du XIX® siecle (de 1896 a
1906), faisant un million de déces (WHO, 2006). Cette épidémie majeure a eu lieu apres le
début de la colonisation avec pour conséquence le dépeuplement des pays comme la République

Démocratique du Congo (RDC), la République Centrafricaine, le Cameroun et 1’Ouganda.
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Pendant cette période, la lutte ne reposait que sur I’isolement des malades et les déplacements
des populations exposées car pour les chercheurs, les zones a risques étaient les endroits proches
des cours d’eau ou les zones exondées.

A partir de 1920, la deuxiéme épidémie a commencé d’abord en Afrique centrale puis
s'étend a I'Afrique occidentale. Mais la synthése de 1’atoxyl en 1905 a fourni aux medecins la
premiére arme thérapeutique. C'est lors de cette épidémie que le médecin militaire francais
Eugene Jamot a édicté les regles de la lutte contre les grandes endémies et a mis en place ses
fameuses « équipes mobiles », d'abord en Oubangui-Chari (République centrafricaine) puis au
Cameroun. Durant cette période, ont été créés les « Secteurs de prophylaxie de la maladie du
sommeil ». Les mémes dispositions ont été appliquées en Afrique de I'Ouest notamment en
Cote d’Ivoire entre 1931 et 1935. Dans les années 1961, grace aux efforts des équipes de lutte,
la deuxieme épidémie a été maitrisée (Figure 1). Dans la majorité des pays touchés, la
prévalence de la maladie est restée inférieure a 0,1 % (WHO, 2000).

Dans les années 1970, s’est développée en particulier dans les anciens foyers de la
maladie, la troisieme épidémie suite a la désorganisation des services administratifs apres les
indépendances et le relachement des efforts des équipes médicales mises en place dans une
indifférence générale. Elle a été siirement accentuée par I’effet des activités anthropiques sur
I'environnement (climat et végétation) qui a permis aux populations de glossines de reconquérir
des territoires plus étendus. Cette troisieme épidémie a €té victime du succeés de la lutte sous
I’ére Jamot. Ainsi, elle n’a plus été considérée comme un probléme de santé publique et les
équipes de lutte ont été affectées a d’autres priorités sanitaires. Par ailleurs, si, dans certains
pays, la situation est restée relativement contrdlée, dans d'autres, I'endémie a connu des
proportions catastrophiques a I’instar de la République Démocratique du Congo (De Raadt,
2005).
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Figure 1: Elimination puis résurgence de la maladie du sommeil en Afrique
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1.2. Situation épidémiologique actuelle de la trypanosomiase humaine africaine
Historiquement présente dans 36 pays de I’ Afrique subsaharienne dans les années 1930,

aujourd’hui, des cas de trypanosomiase humaine africaine (THA) sont encore signalés dans 20
pays dont 15 pays rapportant des cas de THA a Trypanosoma brucei gambiense (T. b.
gambiense) et 6 pays des cas de THA a Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense).
L’Ouganda est touché par les deux formes de la THA. Parmi les pays endémiques, la
République Démocratique du Congo (RDC) porte le lourd fardeau avec 74 % des casdus a T.
b. gambiense (Figure 2) (WHO, 2019; Franco et al., 2020).

Depuis le début des années 2000, la lutte contre la THA s’est réorganisée, avec une
coordination entre I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les programmes nationaux de
lutte contre la THA, les agences de financement, les partenaires industriels, la coopération
bilatérale et les organisations non gouvernementales (WHO, 2013 ; WHO 2021). Cette
coordination a ameéliore le soutien des activités de lutte dans les pays endémiques avec une
meilleure surveillance et un meilleur acces aux outils de diagnostic et aux traitements (Buscher
et al., 2017). Ce réinvestissement, couplé aux progrés du diagnostic et du traitement de
I'infection, ont conduit a une forte baisse des cas de THA (Figure 3). En 2018, le nombre de cas
de THA rapportés annuellement est tombé en dessous de 1 000 cas (WHO, 2018).

Sur la feuille de route de ’OMS pour les MTN publié¢e en 2012, 1a THA a été identifiée
comme candidate a I'6limination en tant que probléme de santé publique en 2020 (WHO, 2012).
Cette candidature a été formalisée comme objectif en 2013, avec la définition d'élimination,
comprenant deux indicateurs mondiaux: (1) moins de 2000 cas signalés par an et (2) réduction
de 90 % de la zone a risque de déclarer plus d'un cas pour 10 000 personnes par an par rapport
au niveau de reférence de 2000-2004. La feuille de route a été mise a jour en 2020 et il est
proposé d'inclure l'objectif de zéro cas de THA a T. b. gambiense déclaré d'ici 2030 (WHO,
2013 ; Franco et al., 2017; WHO, 2019). Le premier indicateur qui est d'éliminer la maladie en
tant que probleme de santé publique a €té atteint avant 2020 car 977 et 992 cas de THA ont été
signalés a I'OMS respectivement en 2018 et 2019, bien en deca de l'objectif de 2000 (Figure 3)
(WHO, 2018 ; Franco et al., 2020). Le deuxiéme indicateur est plus difficile a évaluer; toutefois
195 000 km? (période 2014-2018) de territoires rapportaient plus d’un cas pour 10 000 habitants
par an, contre 709 000 km? (période 2000-2004), soit une réduction de 90% (Franco et al.,
2020).
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Cestendances a la baisse reflétent un réel déclin de la transmission, plutot qu’une simple
sous-déclaration, car le nombre de personnes testées activement ne diminue pas et le nombre
d'établissements de santé assurant la surveillance, le diagnostic et le traitement de la
trypanosomiase humaine africaine (THA) est en augmentation (Franco et al., 2020). Par
ailleurs, la situation reste non homogene, car les efforts de contrdle et de surveillance de laTHA
a T. b. gambiense se sont affaiblis dans quelques pays comme la République Centrafricaine et
le Soudan du Sud, principalement pour des raisons sécuritaires.

En Afrique de I’Ouest, la Cote d'Ivoire est actuellement le deuxiéme pays le plus touché
par la THA apreés la Guinée avec deux foyers endémiques dans les zones forestieres du Centre-
Ouest (Kaba et al., 2006 ; Koffi et al., 2016). La prévalence de la THA a fortement chuté au
cours de la derniere décennie (Figure 4) et seuls des cas sporadiques continuent d'étre signalés
dans un contexte de renforcement des activités de détection des cas (Franco et al., 2020). Les
populations rurales vivant du travail du binbme café-cacao et de l'agriculture de subsistance
(banane, riz) sont les plus touchées.

Depuis longtemps, le controle de la THA s’appuie sur des institutions comme |'Institut
Pierre Richet a Bouaké (IPR) et le Projet de Recherches Cliniques sur la Trypanosomiase
(PRCT) a Daloa, qui entre 2006 et 2016, était le seul centre de dépistage passif et de traitement
du pays (Kambiré et al., 2012 ; Koffi et al., 2016). Ce systéeme précaire n'offrait qu'un acces
tres limité au dépistage et aux soins spécialisés, en particulier dans les zones rurales ou sévit
principalement la THA (Simarro et al., 2015).

Depuis 2007, le ministere de la santé et de I’hygiene publique (MSHP) a créé le programme
national d’élimination de la trypanosomiase humaine africaine (PNETHA) avec pour mission
de lutter contre la morbidité et réduire la mortalité due a la THA. Grace au dynamisme de ce
programme, appuy€¢ par I’Institut National de Santé Publique (INSP) et d’autres structures
partenaires de recherche, la lutte contre la THA est devenue pluridisciplinaire et repose sur le
diagnostic, le traitement et la lutte anti-vectorielle.

Les activités de diagnostic sont basées sur le dépistage actif (exhaustif), le dépistage passif et
le dépistage réactif et ciblé. La lutte anti-vectorielle est réalisée en paralléle avec les autres
activites de lutte afin de réduire le contact homme-vecteur dans les zones de transmission.

Le PNETHA a décidé de renforcer le systeme de surveillance passive a partir de 2016, en

déployant progressivement cette stratégie dans tous les foyers hypo-endémiques et a risque.
12
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Figure 4: Nombre de cas de trypanosomiase humaine africaine (THA) déclarés en Cote

d'lvoire de 2000 a 2020

Source : WHO, 2021
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Entre 2000 et 2019, 674 cas de trypanosomiase humaine africaine (THA) ont été
dépistés (figure 4) grace aux différentes stratégies de diagnostic. Pourtant, de 2015 a 2019,
seulement 9 cas de THA ont été dépistés indiquant la baisse de la prévalence sur le plan national.
Cette évolution du contexte épidémiologique a présenté la Cote d'lvoire comme un pays ayant
les caractéristiques d'éliminer la THA en tant que probleme de santé publique (Franco et al.,
2020). La Céte d'lvoire a donc franchit cette étape cruciale d'élimination de la THA en tant que
probléme de santé publique le 10 décembre 2020 (WHO, 2021), annoncée officiellement le 25
mars 2021 a Abidjan par le Ministre en charge de la Santé. Le critére de I’OMS pour valider
I’¢limination de la THA comme probléme de santé publique a été d’atteindre moins d’un cas
pour 10.000 habitants par an et par district sanitaire sur les cing derniéres années, dans un
contexte d’activités de contrlle et de surveillance adequate.
Le nouveau défi consiste desormais a maintenir le niveau de surveillance requis et, a parvenir
a l'interruption de la transmission de la THA d'ici 2025. Toutefois, la maladie continue de se
maintenir dans les foyers de Bonon et Sinfra a 1’état résiduel avec un risque de réapparition

dans le pays, car le vecteur est présent sur 1’ensemble du territoire (Nekpeni et al., 1989).

1.3. Identification du parasite
1.3.1. Trypanosomes: agents étiologiques

Pour Brault (1898), I'agent pathogéne pourrait étre "un protozoaire sanguicole dans le
genre du "Trypanosome". Les trypanosomes eétaient déja connus puisque les premiéres
descriptions remontent au début des années 1840, Valentin en 1841 le décrit chez la truite et
Gruby en 1843, I'observe chez la grenouille. En 1901, Forde voit des "vermicules mobiles” dans
le sang d'un capitaine de bateau faisant du trafic fluvial depuis 6 ans en Gambie (Forde, 1902).
Dans la méme année, Joseph Everett Dutton, examine le sang du patient et identifie 1’agent
pathogéne qu'il décrit sous le nom de Trypanosoma gambiense (Dutton, 1902). En 1903, des
trypanosomes sont retrouvés dans le sang de plusieurs Gambiens et la méme année, Aldo
Castellani met en évidence des trypanosomes dans le liquide céphalo-rachidien (LCR), chez
des malades sommeilleux en Ouganda. Désemparés par le fait que le parasite se trouve dans
deux liquides biologiques différents, les chercheurs de cette époque ont conclu qu'il existe alors
deux trypanosomes distincts. Pour eux, les trypanosomes se trouvant dans le sang sont peu

pathogeénes tandis que ceux présents dans le LCR et le systéme nerveux central sont les vrais
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responsables de la maladie du sommeil. Grace aux études menées par Bruce et Nabarro (1903a),
ils comprennent que cette maladie évolue en deux périodes et que le trypanosome en est I'agent
pathogéne.

En 1908, en Afrique de I'Est, des cas de maladie du sommeil sont rapportés mais plus
séveres avec une évolution plus courte et rapide vers la mort (Barrett et al., 2003). Il est
démontré, en 1912, que le trypanosome responsable de cette forme aigué différe de 1’espece
découverte en Gambie. Ainsi, du fait de son origine géographique car découvert chez un patient
de Rhodésie (I’actuel Zimbabw¢), il fut baptisé Trypanosoma rhodesiense (Mulligan, 1970).

L’agent causal de la maladie est connu mais la principale préoccupation reste celle de
sa transmission a I’homme. Bruce, en 1903, suspecte les glossines d'étre les vecteurs de la
maladie et en fournit la preuve experimentale en transmettant des trypanosomes des malades a
des animaux par l'intermédiaire de glossines sauvages nourries sur ces sommeilleux (Bruce D.
et Nabarro D., 1903b). Quelque temps aprés, Roubaud et Bouet précisent I'évolution cyclique
de chaque type de trypanosome a l'intérieur de la glossine, en 1913 (Roubaud et Bouet, 1913).

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés sanguicoles exoérythrocytaires. Ce
sont des étres vivants constitués d’une seule cellule munie d’un flagelle. Ils vivent dans le sang
(extracellulaire), la lymphe et le liquide céphalo-rachidien (LCR). Le nom « Trypanosoma » a
¢té donné par Griiby, apres 1’observation, en 1843, de ces hémoflagellés chez des grenouilles
(Hoare, 1972). Il tire son étymologie des racines grecques «trypanonx» qui signifie tariére, et
«somay, corps, faisant référence aux mouvements et mode de déplacement du parasite.

Depuis la découverte de ces trypanosomes, une polémique au sujet de leur taxonomie
existe mais nous retiendrons seulement I'nypothese la plus courante, qui n'admet qu'une seule
espece Trypanosoma brucei (Plimmer et Bradford, 1899) se subdivisant en 3 sous espéces : T.
brucei brucei (Plimmer et Bradford, 1899), pathogene pour les animaux mais pas du tout pour
I’homme, et T. brucei gambiense (Dutton, 1902) et T. brucei rhodesiense (Stephens et Fantham,

1910), qui se discriminent de T. brucei brucei par leur pathogénicité pour I'hnomme.

1.3.2. Taxonomie
La systématique des trypanosomes de mammiferes repose sur la localisation du
développement des trypanosomes chez 1’insecte vecteur et sur le mode de transmission des

formes contaminantes a 1’hote vertébré (Wenyon, 1926; Hoare, 1972). Selon la classification
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de Hoare revue par Levine et al. (1980) et Afiez (1982), I'agent pathogene est un protozoaire du
phylum Sarcomastigophora (Honigberg et Balamuth, 1963), de la classe Zoomastigophorea
(Calkins, 1909), de l'ordre Kinetoplastida (Honigberg et Balamuth, 1963), de la famille
Trypanosomatidae (Dolflein, 1901), du genre Trypanosoma (Griiby, 1843) (Figure 5). On
distingue au sein de ce genre deux sections, la section des Stercoraria et celle des Salivaria,
selon que le parasite a un cycle de développement postérograde ou antérograde.

La section des stercoraria a un développement postérograde avec un cycle de
développement se déroulant entierement dans le tractus digestif chez I’insecte vecteur et des
formes matures infectantes transmises par les déjections contaminantes de 1’insecte. La
pénétration des trypanosomes se fait au niveau de la peau de I’hdte. La section comprend 3
sous-genres: les Schizotrypanum (Trypanosoma cruzi, agent de la Maladie de Chagas), les
Herpetosoma, trypanosomes de reptiles et les Megatrypanum, trypanosomes des
microchiropteéres.

Les trypanosomes africains transmis par piqire infectante des glossines appartiennent a
la section des Salivaria, objets de cette étude. Ils ont un développement antérograde. Leur cycle
de développement se déroule dans I'intestin et/ou dans la région buccale du vecteur (insecte
hématophage) et s'acheve dans les glandes salivaires. La transmission se fait par inoculation
des formes infectantes lors de la pigire de I'insecte. Cette section regroupe 5 sous-genres :
Tejeraia, Duttonella (Trypanosoma vivax), Nannomonas (Trypanosoma congolense),
Pycnomonas et Trypanozoon. Le sous-genre Trypanozoon (Lihe, 1906) regroupe 3 especes :
T. brucei s.I. (Dutton, 1902), T. evansi (Balbiani,1888), et T. equiperdum (Ddéflein, 1901).
L’espéce T. brucei s.l. comprend trois sous-espéces génétiquement différentes (Gibson, 2007 ;
Balmer et al., 2011). Il s’agit de T. brucei brucei (Plimmer et Bradford, 1899), T. brucei
gambiense (Dutton, 1902) et T. brucei rhodesiense (Stephens et Fantham, 1910).
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Figure 5: Classification des trypanosomes de mammiféres

Source : (WHO, 2013)
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1.3.3. Morphologie de Trypanosoma brucei s.l. et cycle parasitaire

Les trypanosomes ont un corps en forme de croissant tres effilé dont la taille varie selon
I’espece de 12 2 42 pm de long et de 1,5 a 3,5 um de large. Ce corps renferme un gros noyau
central et des organites tels que la mitochondrie, 1’appareil de Golgi, le flagelle, le corps basal
et le kinétoplaste qui sont présents en exemplaire unique dans la cellule. Au voisinage du
kinétoplaste, part un long filament, le flagelle, qui borde latéralement le corps cellulaire en
déterminant la formation d'une membrane ondulante, et se prolonge a I’extrémité antérieure du
parasite sur 6 a 7 um (Figure 6). Le niveau de développement du flagelle permet de distinguer
les stades d’évolution morphologique du parasite.
Dans le sang T. brucei s.l. peut se voir sous plusieurs formes :

- longue ou gréle dite « slender » dont la taille moyenne est de 23 a 30 um mais qui peut
dépasser 40 um. Le parasite est muni d'un flagelle libre de 6 pm environ et d'une membrane
ondulante bien développée. Le kinétoplaste est subterminal a plus de 4 pum de I'extrémité
postérieure qui est allongée. Le noyau est ovale. Sous cette forme, le parasite peut se
multiplier de fagon active occasionnant des pics parasitaires (Johnson et al., 2012).

- courte ou trapue, dite « stumpy », mesurant 12 a 26 um, épaisse sans flagelle libre (ou
faiblement marqué), avec un kinétoplaste plus terminal que dans la forme longue, une
extrémité postérieure arrondie, un noyau arrondi et une membrane ondulante bien
développée. Cette forme est préte pour étre transmise a la mouche tsé-tse, avec un
mitochondrion mieux développé.

La proportion de ces différentes formes et des formes intermédiaires dans le sang est dépendante
de la réponse immunologique de I’hote. Toutes les formes sanguicoles du trypanosome sont
regroupées sous le terme de « formes trypomastigotes ». Les trypanosomes, une fois inoculés
chez I'hdte vertébre par la piqlre de I'insecte vecteur, se multiplient d'abord dans le collagene
dermique et passent ensuite dans la circulation générale par voie sanguine ou lymphatique avec
un séjour plus ou moins prolongé dans les nceuds lymphatiques. Aprés cette période
lymphatico-sanguine qui peut durer de quelques semaines a plusieurs années (WHO, 2013), les
trypanosomes finissent par envahir le liquide céphalo-rachidien (LCR) et les centres nerveux
(Brun et al., 2010). Morphologiquement, Trypanosoma brucei gambiense, T. b. brucei et T. b.

rhodesiense ne sont pas distinguables.
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Figure 6: Morphologie de Trypanosoma brucei sl.

Source : Laveissiére et Penchenier, 2005
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Le cycle de Trypanosoma brucei s.I. se déroule dans le sang de I'ndte mammifere et chez le
vecteur (Figure 7). La glossine ingére les formes trypomastigotes trapues au cours de son repas
de sang sur un mammifére infecté. Dans I’intestin moyen de la glossine, les formes ingérées
commencent par s'allonger et perdent leur manteau antigénique de surface (couche de
glycoprotéines variables de surface située sur la partie externe de la membrane cellulaire du
trypanosome et responsable de la variation antigénique) : c'est la « forme procyclique ». Cette
derniére se caractérise par la présence d'un réseau extensif de tubes mitochondriaux et d'une
membrane ondulante. Cette forme se multiplie, gagne le proventricule ou elle se raccourcit et
son kinétoplaste migre a l'arriéere du noyau : c’est le stade épimastigote. Les épimastigotes
poursuivent leur migration vers les glandes salivaires ou ils se transforment en trypomastigotes
métacycliques, formes infectantes transmises a I’hote vertébré lors de la piqire de I’insecte
(Sharma et al., 2009; Dyer et al., 2013). A ce stade, le kinétoplaste se replace en avant du noyau
et le trypanosome reconstitue son manteau antigénique de surface ce dernier le protégera contre
I’attaque immunitaire de 1’hote mammifére chez lequel il retrouvera sa forme trypomastigote
(MacGregor et Matthews, 2010). Le cycle complet du vecteur dure entre 18 et 35 jours et, une

fois infectée, la mouche tsé-tsé le reste toute sa vie (Franco et al., 2014).

1.3.4. GEénome du parasite

Trypanosoma brucei est un organisme diploide possédant un génome nucléique et un
génome mitochondrial (ou kinétoplastique). Les principaux chromosomes du noyau sont
diploides ; mais le génome contient également de nombreux chromosomes de taille
intermédiaire (300 a 900 kb) et de nombreux mini-chromosomes (50 a 100 kb) qui servent de
répertoires de génes de Glycoprotéines Variables de Surface (GVS; en anglais VSG pour
Variable Surface Glycoprotein). Cette architecture du génome pourrait jouer plusieurs roles
dans le développement des stratégies de survie, ce pour échapper aux réponses immunitaires de
leurs hotes (Laura et al., 2018). Le génome des trypanosomes africains est aussi relativement
plastique en ce sens que le nombre de copies géniques peut s’accroitre ou se réduire a une

fréquence relativement élevée (WHO, 2013).
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Figure 7: Cycle parasitaire de Trypanosoma brucei s.l.

Lors d’une piqiire par une glossine infectée, les formes métacycliques infectieuses sont injectées dans
le sang de 1’hote ou elles se différencient en formes sanguines « long slender ». Ces formes se multiplient
dans le sang et la lymphe et pourront se différencier en « short stumpy ». Ces derniéres seront ingérées
par une mouche tsé-tsé lors de son repas sanguin et se différencieront dans son intestin moyen en formes
trypomastigotes procycliques. Les procycliques vont ensuite se différencier en épimastigotes capables
de proliférer. Ces derniers vont se différencier en métacycliques infectieuses dans les glandes salivaires.

Source : (Langousis et Hill, 2014), «Motility and more : the flagellum of Trypanosoma brucei»
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1.3.4.1. Génome nucléaire

Le matériel génétique nucléaire de Trypanosoma brucei s.l., d’environs 35 Mb par
génome haploide, est composé de plus d’une centaine de chromosomes classés en 3 groupes en
fonction de leur taille : 11 grands chromosomes de 1 a 6 Mb, des chromosomes intermédiaires
de 200 & 900 kb et une centaine de minichromosomes de 50 a 150 kb (Laura et al., 2018 ;
Ersfeld et al., 1999).

Les 11 grands chromosomes dont le caryotype est essentiellement diploide ont été
entierement séquencés en 2005 (Berriman et al., 2005) et codent pour prés de 10 000 genes
dont environ 900 pseudo-genes et 1700 genes spécifiques de T. brucei. Ces génes sont présents
dans la partie centrale des grands chromosomes alors que les régions sous-télomeriques
contiennent les sites d’expression des glycoprotéines variables de surface (GVS).

Chez les chromosomes intermédiaires, la ploidie est méconnue et les régions sous-
télomériques sont composées de répétitions de 177 kb (Wickstead et al., 2004). lls contiennent
¢galement des sites d’expression des GVS (Berriman et al., 2005).

Les minichromosomes sont composés de séquences répétées de 177 kb a structure
palindromique. Environ 65 genes de GVS sont situés sur les mini-chromosomes (Cross et al.,
2014). Ony retrouve des éléments sous-télomériques non répétés incluant des pseudogénes de
GVS et il est supposé que ces minichromosomes servent au stockage des genes de GVS

inexprimes pour la variation antigénique (Wickstead et al., 2004).

1.3.4.2. GEnome mitochondrial : le kinétoplaste

L’ADN mitochondrial est contenu au sein d’une structure appelée kinétoplaste et
représente 10 a 20 % de I’ADN cellulaire total. Cette structure est composée d’un amas de
milliers de molécules d’ADN circulaires réparties en deux groupes : les minicercles et les
maxicercles (Liu et al., 2005 ; Jensen et Englund, 2012).

Les minicercles en trés grand nombre, entre 5000 et 10000, ont une taille comprise entre
0,5 et 2,5 kb. Ils sont hautement variables au sein d’une espéce, voire d’une souche et codent
pour de petits ARN guides (ARNg) qui servent de matrice pour le mécanisme de correction des
ARN ou « RNA editing » (Stuart et Panigrahi, 2002). Les maxicercles de 20 a 40 kb dont le
nombre est compris entre 30 et 50, codent pour des ARN ribosomaux (ARNTr) ainsi que pour

les sous-unités du complexe respiratoire mitochondrial (Lin et al., 2015).
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1.3.5. Reproduction chez le parasite

La reproduction des trypanosomatidés est une question fondamentale pour I'interaction
hdte-parasite. Son importance biologique réside dans le fait de savoir comment ces especes
acquierent de nouveaux mécanismes de défense contre les ripostes imposées par I'h6te. Cette
lutte s’apparente a la théorie de la course sans fin pour I'existence du sexe méiotique (Heitman,
2006). La fagcon dont ces especes se reproduisent peut étre a l'origine de clades nouveaux et
plus virulents. Mais également, cette maniere est pertinente d'un point de vue thérapeutique ou
vaccinal. Car le sexe peut contribuer a une tolérance accrue et méme a l'acquisition rapide de
mécanismes de résistance aux médicaments (Gutiérrez et al., 2021).

Suite a des approches de génétique de population appliquées a Trypanosoma brucei s.1.,
Tibayrenc et al. (1990) ont d’abord proposé une structure de population largement clonale. Les
progrés dans la compréhension de la nature sexuelle de ces organismes et de la dynamique de
leur structure de population ont permis de découvrir que la reproduction et la recombinaison
sexuelles ont conduit leur évolution, donnant naissance a des structures de populations clonales
ponctuées de recombinaisons. Ainsi, le parasite peut se reproduire sexuellement via une
exogamie ou une autofécondation (Heitman, 2006). Les rapports sexuels ne se produisent que
dans les glandes salivaires de 1’hote vecteur (Gibson et al., 2006). Les mécanismes de cette
reproduction sexuée restent méconnus.

Toutefois, des études de population cadrent avec un degré élevé de clonalité chez T.
brucei s.l. (Tibayrenc et al., 1990 ; Tibayrenc et Ayala, 1991 ; MacLeod et al., 2001 ; Koffi et
al., 2007). Cette théorie de clonalité indique que méme si ces organismes ont conservé les
mécanismes nécessaires a un cycle sexuel complet, I'impact sur la structure de la population
reste limité. La sexualité intervient dans des conditions limitées dans lesquelles se produisent
I’allogamie et 1’autofécondation. Par ailleurs, Gibson et collaborateurs ont découvert que des
souches génétiguement marqués subissent a la fois une allogamie et une autogamie, mais
uniguement lorsque les deux souches génétiquement distincts sont présentes (Gibson, 1989).
Ces résultats soutiennent I'hérédité mendélienne via la méiose avec un taux élevé de
recombinaisons (Heitman, 2006). Ces processus sont difficiles a détecter car le sexe ne semble
pas étre une étape obligatoire de leur cycle de vie ; il n'y a pas de dimorphisme sexuel évident
et parfois les formes compétentes pour I'accouplement sont confinées a une étape du cycle de
vie (Gibson, 2021).
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1.3.6. Mécanisme d’échappement du parasite au systeme immunitaire
Les trypanosomes africains sont des parasites dixenes obligatoires et extracellulaires. 1ls
circulent dans différents liquides biologiques chez leurs différents hotes. Ainsi, ils sont
entierement exposés aux réponses immunitaires innées et adaptatives de ceux-ci et ont
développé des stratégies particulieres de survie. D'une part, le trypanosome change
régulierement de revétement de surface en variant les épitopes antigéniques de son composant
de surface majeur qui sont les glycoprotéines variables de surface (GVS). Ce changement
regulier de GVS permet au trypanosome d'échapper en permanence aux anticorps de 1’hote
(Pays et al., 2014 ; Sima et al., 2019). D'autre part, le trypanosome est capable de modifier le
programme d'expression des cytokines par les macrophages et les lymphocytes ; ce qui
amoindrit considérablement I'efficacité du systéme immunitaire (Darji et al., 1992). Le

mécanisme se fait par I’induction de la voie de 1’arginase macrophagique (Gobert et al., 2000).

1.3.6.1. Protéines de surface et variation antigénique

Le trypanosome dans le sang de 1’hdte humain exprime les GVS qui couvrent de fagon
dense et homogeéne toute la surface du parasite et lui permettant d’échapper a 1'immunité lors
de I’infection de I’hote (Pays et Berberof, 1995). Environ 107 molécules de GVS constituent ce
manteau moléculaire visible au microscope électronique sous forme de couche dense de
dimeres de 12 a 15 nm situé au-dessus de la couche lipidique externe membranaire (Ferguson,
2000) (Figure 8a). Les GVS n’existent que chez les formes métacycliques et sanguicoles du
parasite et sont trés immunogénes. Leur taille est comprise entre 400 et 450 acides aminés
insérés sous forme d’homodimére dans la membrane plasmique via une ancre GPI
(Glycosylphosphatidylinositol) (Ferguson, 1999). La structure reste inchangée d’une GVS a
I’autre et elles sont recyclées toutes les 12 minutes environ, ce qui permet d’internaliser et
détruire les complexes GV S-anticorps et de redistribuer des GVS «libres» a la surface (Engstler
et al., 2004). A la surface des formes présentes chez I’insecte vecteur (excepté la forme
métacyclique), on retrouve un manteau de procyclines (Figure 8b) assurant la protection du
parasite contre I’environnement du tube digestif (Acosta-Serrano et al., 2001 ; Hovel-Miner et
al., 2015) mais qui ne sont pas impliquées dans un phénomeéne de variation antigénique.

L’architecture des glycoprotéines variables de surface (GVS) leur permettent de

fonctionner efficacement comme bouclier physique grace a son recyclage doté d’un mécanisme
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Figure 8: Antigénes de surface des trypanosomes s.l.

Représentation schématique des protéines de surface majoritaires, retrouvées a la surface du parasite. a:
la glycoprotéine variable de surface (GVS) pour les formes sanguines; b: la procycline pour les formes
procycliques. Ces protéines sont ancrées a la membrane par une ancre Glycosylphosphatidylinositol

(GPI).

Source : Ferguson, (2000), « Glycosylphosphatidylinositol biosynthesis validated as a drug
target for African sleeping sickness ».
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permettant I'élimination rapide des anticorps de I'hote de la surface du trypanosome. Cependant,
ce processus n’est pas suffisant pour échapper au systéme immunitaire de I’hdte. C’est alors
qu’intervient la variation antigénique (Horn, 2014 ; Taylor et Rudenko, 2006 ; Weirather et al.,
2012) (Figure 9). En effet, T. brucei possede un répertoire de plus de 1500 génes et pseudo-
génes codant pour les GVS (Taylor et Rudenko, 2006 ; Weirather et al., 2012) et peut donc
changer le variant exprimé a sa surface grace a des remaniements dans le génome.

Les antigénes variants ou VAT pour Variant Antigen Type sont portés par les GVS et
un seul type de VAT est exprimé a la fois a la surface du parasite. On observe alors des pics de
parasitémies qui sont corrélés avec 1’apparition d’un nouveau variant a la surface des parasites.
Il nait alors un mimétisme moléculaire entre les composants parasitaires et ceux du systeme
nerveux central. C’est a cause de ce phénomene de variation antigénique que la création d’un
vaccin est compromise. Par ailleurs, I'analyse globale du répertoire génomique des genes des
GVS, qu'elle soit totale ou partielle, a fourni des informations utiles. Cependant, la maniére
dont ce repertoire génomique est utilisé pendant une infection, ainsi que son mécanisme de
corrélation avec les anticorps sont des questions importantes restant dans 1’incertitude totale.
Mais des approches a haut débit récemment développées pour examiner les GVS exprimées au
cours d'une infection semblent trés prometteuses pour répondre a ces questions (Mugnier et al.,
2015).

1.3.6.2. Résistance au sérum humain

Au début du 20 sigcle, Laveran a signalé I'immunité naturelle de I'homme contre
l'infection & Trypanosoma brucei s.I. (Laveran, 1902). Il a été constaté que les humains et les
primates possédaient un systéme immunitaire particulier contre les trypanosomes africains et
que seulement deux sous-especes de Trypanosoma brucei (T. b.) gambiense et rhodesiense
pouvaient résister a cette défense et provoquer la maladie du sommeil (Malvy et Chappuis,
2011 ; Payset al., 2014). De facon générale, cette immunité depend de deux complexes sériques
appelés facteurs trypanolytiques (TFL) pour Trypanosome Lytic Factor 1 et 2 (TLF-1 et TFL-
2), qui contiennent tous deux une protéine apparentée a I'haptoglobine (HPR) et
I’ Apolipoprotéine L-1 (ApoL-1) une toxine trypanolytique dans le sérum humain normal (NHS)
(Pays et al., 2006 ; Vanhollebeke et Pays, 2010 ;Verdi et al., 2020).
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Figure 9: Variation antigénique

Lorsque I’hote produit des anticorps dirigés contre la glycoprotéine variable de surface (GVS) exprimée
(carré rouge) on observe une diminution de la parasitémie. Un nouveau variant est alors exprimé a la
surface du parasite (triangle bleu). Un variant antigénique distinct, revétant une GVS donnée (cone noir)
chez les trypanosomes en forme trapue. Ce processus se répéte sans cesse afin d’échapper au systéme

immunitaire.

Source : Johnson et al., 2012
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Bien que les deux complexes semblent lyser les trypanosomes par le méme mécanisme,
ils pénétrent dans le parasite par divers modes d'absorption. Dans le cas de TLF-1, un processus
d’absorption a été caractérisé et qui est facilité par la formation du complexe TLF1-Hpr—Hb
dans I’assimilation de I’héme pour une croissance optimale du parasite (Widener et al., 2007 ;
Vanhollebeke et al., 2008). L’entrée de TLF-2 implique la liaison de I’'immunoglobiline M
(IgM) non spécifique a la GVS (Verdi et al., 2020 ; Pays et al., 2014). Une fois les TLF entrés,
I’ApoL-1 génére des pores dans la membrane lysosomale (Figure 10), ce qui entraine I’entrée
d’ions chlorure et d’eau du cytosol vers le lysosome et un phénomene d’ osmose est mis en place
conduisant a la lyse du parasite (Pays et al., 2006; Vanhollebeke et Pays, 2010 ; Wheeler, 2010).
Alors que Hpr est impliqué en tant que ligand de TLF, l'activité lytique est due a ApoL-1.

Cependant, T. b. rhodesiense posséde une protéine de résistance au sérum humain
(serum resistance-associated protein (SRA)) (Xong et al., 1998; Vanhamme et al., 2003 ;
Lecordier et al., 2009). Cette protéine est apparentée a une glucoproteine variable de surface
(GVS). La protéine interagit directement avec 1’ApoL-1 en la neutralisant, ce qui permet la
survie du parasite (Xong et al., 1998) (Figure 10). Le géne SRA est nécessaire et suffisant pour
la résistance contre le sérum humain (Xong et al., 1998). Toutefois son expression par T. b.
rhodesiense n’est pas un phénomeéne permanent car il pourrait perdre cette résistance contre le
sérum humain en 1’absence du facteur trypanolytique, par exemple aprés plusieurs passages
chez des rongeurs (Van Meirvenne et al., 1976).

Quanta Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense), il exprime une glycoprotéine
specifique : TgsGp (T. b. gambiense specific glycoprotein) (Capewell et al., 2013 ; Uzureau et
al., 2013) avec un mécanisme de résistance différent (Figure 10). En effet, la protéine TgsGP
renforce les membranes lysosomales en interagissant avec les lipides, ce qui empéche
I’incorporation de ApoL-1 dans ces dernieres (Uzureau et al., 2013). La TgsGP empéche la
toxicité d'’ApoL-1 dans un processus qui est associé a un raidissement des lipides membranaires,

ce qui ne peut pas protéger le parasite contre un apport élevé d'ApoL-1 (Pays et al., 2014).
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Figure 10: Passage différentiel d'’ApoL-1 dans les trois sous-espéces de Trypanosoma brucei

Chez Trypanosoma brucei brucei, l'insertion de I'apoliprotéine L1 (ApoL-1) dans les membranes endolysosomales
permet a la protéine d'échapper a la dégradation par les protéases a cystéine et conduit a la destruction du parasite,
en raison de la formation de pores anioniques dans ces membranes. Chez Trypanosoma brucei rhodesiense, la
protéine associée a la résistance au sérum (SRA) dérivée de la glycoprotéine variable de surface (VSG) interagit
avec ApolL-1 et empéche son insertion membranaire, ce qui conduit a la dégradation des deux protéines par les
protéases a cystéine. Chez Trypanosoma brucei gambiense, la T. b.gambiense- glycoprotéine spécifique (TgsGP)
empéche l'insertion d'ApoL-1 dans les membranes endolysosomales, en raison de sa capacité a rigidifier les
membranes apres interaction avec les lipides ; en outre, I'inactivation du récepteur de T. brucei pour I'haptoglobine-
hémoglobine (TbHpHbR) par une substitution L210S réduit I'absorption d'ApoL-1, et un pH plus faible dans les
endosomes précoces pourrait permettre une digestion plus rapide d'’ApoL-1 par la protéase cystéine. Les cases
représentent les compartiments endocytiques, et un dégradé de couleurs illustre I'acidification endosomale qui a
lieu entre le début (c'est-a-dire la poche flagellaire) et la fin (c'est-a-dire le lysosome) de la voie endocytaire

Source : Paysetal., 2014
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1.4. Diagnostic de la THA et prise en charge thérapeutique
La démarche diagnostique comprend deux grandes étapes. Le diagnostic de la maladie
proprement dit et le diagnostic de phase, dont dépendent les choix thérapeutiques. Un traitement
précoce est nécessaire car il permet d’interrompre le cycle de transmission de I’infection dont

le réservoir semble étre principalement humain.

1.4.1. Diagnostic de la maladie

De facon classique, la démarche diagnostique de la THA est fondée sur une suspicion
clinique et/ou sérologique, suivie de la mise en évidence du parasite dans le sang, la lymphe
ganglionnaire et/ou le liquide céphalo-rachidien (LCR). Jusqu’a la fin du 19%™ sigcle les
descriptions de la THA étaient purement cliniques et se résumaient exclusivement aux troubles
neurologiques. Cependant, la symptomatologie clinique de cette maladie est peu spécifique
(Jannin et al., 1993; WHO, 2020), polymorphe et varie en fonction de [I’espéce
trypanosomienne et des réactions immunitaires de 1’hote (Biischer et al., 2017). D’une maniére
générale, cette symptomatologie clinique évolue avec la progression de la maladie (Franco et
al., 2014). Dans certains cas, elle peut aussi passer longtemps inapercue ou se manifester de
facon spectaculaire (Jamonneau et al., 2012) et les symptémes sont communs a plusieurs
pathologies tropicales (Cattand et al., 2001). De plus, Camara et al. (2005) ont montré une
différence de fréquence des adénopathies cervicales entre les foyers de THA en Guinée et en
Cote d’ Ivoire. Ceci atteste une certaine variabilité des signes cliniques d’une zone d’endémie
a une autre. Cette difficulté a élucider de facon succincte et spécifique les signes cliniques rend
difficile le diagnostic de la THA (Jannin et al., 1993). Pourtant, la démarche diagnostique doit
étre simple pour permettre I'intégration des activités liées a la THA dans les infrastructures
sanitaires reculées et publiques. Le diagnostic est base sur des tests pratiqués lors d’un dépistage
actif ou passif et commence généralement par des tests sérologiques suivis des techniques
parasitologiques pour mettre en évidence le parasite, une étape nécessaire pour initier un
traitement (WHO, 2013). Il existe plusieurs tests de diagnostic de la THA, mais ceux décrits ici

sont les plus couramment utilisés et notamment ceux qui I’ont été dans le cadre de cette étude.

1.4.1.1. Tests sérologiques
Il s’agit des tests indirects qui détectent les anticorps 3 a 4 semaines apres 1’infection

permettant d’identifier les sujets susceptibles d’étre infectés (WHO, 2013). L'identification des
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suspects sérologiques est le principal point d'entrée dans les algorithmes de diagnostic de la
THA gambienne (Lumbala et al., 2018). Le diagnostic sérologique doit étre considéré comme
une preuve indirecte de la trypanosomiase et doit étre suivi de techniques parasitologiques pour

confirmer l'infection (Lejon et al., 2013).

v Card Agglutination Test for human Trypanosomiasis

Connu sous le nom de test dagglutination sur carte pour la trypanosomiase humaine
africaine (THA) gambienne (CATT/ T. b. gambiense) (Magnus et al., 1978), le CATT/ T. b.
gambiense est un test serologique pour le diagnostic de la THA basé sur une souche lyophilisée
de T. b. gambiense exprimant la glycoprotéine variable de surface (GVS) LiTat 1.3 a la surface
des parasites. Le test consiste a la détection dans le sang total, le plasma ou le sérum, de la
présence d’un anticorps dirigé contre la GVS LiTat 1.3. Ces anticorps contre LiTat 1.3 sont les
plus fréquemment détectés chez les patients parasités par T. b. gambiense (Van Meirvenne et
al., 1995). La production en masse des trypanosomes exprimant la GVS LiTat 1.3 se fait en
cultivant les parasites chez des rongeurs de laboratoire et les parasites sont extraient du sang
(Van Nieuwenhove et al., 2011). Les parasites récoltés exprimant la GVS LiTat 1.3 sont fixés,
colorés avec du bleu de coomassie avant d’étre lyophilisés (Chappuis et al., 2005). Pour la mise
en ceuvre du test, le sang et le réactif antigénique en suspension dans du tampon phosphate salin
sont mélangés sur une carte; le mélange est homogeénéisé a 60 rpm pendant 5 minutes a I’aide
d’un agitateur et le résultat est analysé par observation macroscopique. En cas d’agglutination
observée, le test est positif. Il a été le test sérologique le plus utilisé pour le diagnostic indirecte
de la THA, notamment dans le cadre des vastes campagnes de dépistage actif de masse (WHO,
2013 ; Bischer et al., 2017). Mais, bien qu’il ait eu un réle prépondérant pour juguler la THA,
le test d'agglutination sur carte pour la THA (CATT) a des limites (Simarro et al., 2000; Garcia
etal., 2000). Il est inadapte dans certaines conditions et notamment dans la surveillance passive
(Lumbala et al., 2018 ; Simarro et al., 2012). Dans les centres de santé, la durée de conservation
limitée du réactif du test d'agglutination sur carte pour la trypanosomiase (CATT) reconstitué a
température ambiante (un jour seulement) entraine une perte considérable du réactif lorsque
peu de tests sont effectués par jour. Une autre limitation du CATT est le besoin d'un agitateur
et d'une chaine de froid et donc d'électricité, qui ne sont pas toujours disponibles dans les centres

de santé ruraux (Hasker et al., 2011; Jamonneau et al., 2015 ; Mitashi et al., 2015 ; Bisser et
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al.,2016). Le CATT/T. b. gambiense peut donner des réactions croisées avec des trypanosomes
des animaux et la prévalence de la séropositivité au CATT n’est pas corrélée a la prévalence de
la THA (Jamonneau et al., 2010). De plus, des variations de sensibilité et de spécificité ont été

observées a I’échelle de pays et de foyers de la maladie (Louis et al., 2001 ; Truc et al., 2002).

v Tests individuels de diagnostic rapide

Les Tests individuels de Diagnostic Rapide (TDR) sont des tests immuno-
chromatographiques de détection qualitative des anticorps des isotypes (1gG, IgA et IgM) de T.
b. gambiense dans le sang total, le sérum ou le plasma. Ces tests de diagnostic sérologique ont
été developpés afin de combler les lacunes du CATT et notamment pour la surveillance passive
dans les centres de santé (Lumbala et al., 2018). Les TDR ont éte évalués avec des résultats de
performance trés prometteurs (Buscher et al., 2013 ; Sternberg et al., 2014) et ils sont
maintenant introduits dans des algorithmes diagnostiques de plusieurs pays d'endémie de la
THA, ou ils sont utilisés dans les programmes d'élimination (Lumbala et al., 2018). Les TDR
peuvent se présenter sous la forme d’une cassette en plastique ou d’une tigette nue non contenue
dans une cassette (Figure 11). La production de ces TDR nécessite des antigénes natifs ou
recombinants. Le test SD Bioline HAT, développé par Abbott Diagnostics (Corée du Sud), a
une bande de membrane de nitrocellulose avec deux zones (T1 et T2) qui sont pré-revétues de
deux glycoprotéines variables de surface (GVS) natifs de Trypanosoma brucei gambiense
(GVS LiTat 1.3 et GVS LiTat 1.5) (Sternberg et al., 2014 ; Lumbala et al., 2018). Les tests
fabriqués par Coris BioConcept en Belgique a savoir HAT Sero-K-Set (test de premiére
génération) et rHAT Sero-Strip (test de deuxiéme génération) présentent une seule zone de test.
Le test HAT Sero-K-Set est revétu d'un mélange de GVS LiTat 1.3 et de LiTat 1.5 natifs
(Buscher et al., 2014; Jamonneau et al., 2015).
Le test de 2¥™ génération, le rHAT Sero-Strip, est un test en forme de bandelette et constitué
d’une ligne de test simple revétue d'un mélange de glycoprotéine de surface invariante 65
(Invariant Surface Glycoprotein 65 (ISG 65)) produit dans des Leishmania tarentolae
recombinant et GVS LiTat 1.5 recombinant produit en Escherichia coli (Biischer et al., 2013).
La réaction de ce test a lieu dans un tube a essai inclus dans le kit de test. Une ligne de contréle
de procédure (C) est présente sur chacun des tests dont son apparition au cours du test permet

de valider le résultat du test. Ces tests sont stables pendant au moins 24 mois a 40°C.
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Figure 11: Trois formats de tests de diagnostic rapide (TDR) de la THA
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Tous ces tests possedent le méme mode d’action. Une fois que le sang ainsi que la solution
tampon sont déposes dans la fenétre de dépot, le mélange peut s’écouler a travers la membrane
de la bandelette réactive. Les anticorps spécifiques anti-T. b. gambiense présents dans
I’échantillon interagissent avec les antigénes (GVS LiTat 1.3 et/ou GVS LiTat 1.5) porteurs de
particules d’or et il y a formation d’un complexe anticorps-antigéne-particule d’or. Les
complexes formés migrent vers les lignes de test (par exemple avec le SD Bioline HAT : ligne
1 pour GVS LiTat 1.3 et ligne 2 pour GVS LiTat 1.5). Si des anticorps spécifiques anti-T. b.
gambiense sont présents dans 1’échantillon, les complexes correspondants se lient
specifiqguement a la ligne de test correspondante car ces complexes sont stoppés par 1’anticorps
specifique immobilise. Les particules d’or assurent la coloration visible de la ligne de test. Une
fois I’ensemble de la procédure terminé, le résultat du test peut étre lu dans un délai de 15 a 20
minutes. Le test est positif si les lignes de controle et de test se sont formées. Le test ne doit pas
étre lu aprés 20 minutes, car cela peut entrainer des résultats erronés. Les TDR sont
généralement effectués sur du sang frais collecté a partir d'une ponction digitale avec une micro-

lancette.

v' ELISA/T. b. gambiense

Le test ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay) (Voller et al., 1975 ; Liu et al., 1989)
est un test immuno-enzymatique qui démontre indirectement la présence du parasite dans les
fluides corporels. Contrairement aux autres tests immunologiques, I’ELISA utilise des
marqueurs pour permettre la détection ou la visualisation des complexes antigéne-anticorps.

Le test est utilisé dans le sérodiagnostic de la trypanosomiase humaine africaine (THA) pour
détecter les anticorps spécifiques anti-trypanosomes dans le sérum et le LCR (Buscher et al,
1995 ; Lejon et al., 1998) ou dans la salive (Lejon et al., 2003 ; Lejon et al., 2006). Aussi,
I’ELISA peut étre réalisé sur des échantillons de plasma ou de sang séché sur du papier filtre
(Hasker et al., 2010 ; Luz et al., 2021). Le test a également trouvé une application dans la
stadification de la THA, car les anticorps spécifiques anti-trypanosomes ou I'immunoglobuline
IgM cérébrospinale sont élevés dans le LCR pendant I'infection (Greenwood et Whittle, 1973 ;
Whittle et al., 1977 ; Lejon et al., 2002). Une technique a été proposée pour 1’espéce T. b.
gambiense avec la combinaison d’antigéne de GVS LiTat 1.3 et 1.5 (Van Nieuwenhove et al.,

2011). Le sang ou les sérums dilués des sujets a tester sont mis en présence d’antigénes
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trypanosomiens sur une microplaque. Un conjugué couplé a une enzyme permet de réveler la
réaction, la lecture se faisant visuellement ou par mesure de la densité optique au
spectrophotometre. Une sensibilité comprise entre 82,8 % et 96,9 % a été rapportée sur des
échantillons de sang séché sur du papier filtre (Hasker et al., 2010). Cependant, ce test souffre
de sensibilités variables, et sa réalisation requiert une expertise et de 1’équipement d’un

laboratoire de référence.

v Test de trypanolyse

La trypanolyse (TL) (Van Meirvenne et al., 1995) est un test sérologique a médiation
complément-anticorps des trypanosomes. Ce test est utilisé pour confirmer la présence
d'anticorps spécifiques de T. b. gambiense dans un échantillon de sang ou de plasma
(Jamonneau et al., 2010 ; Dama et al., 2019). A base d’antigénes dérivés de populations clonées
de trypanosomes vivants exprimant spécifiquement les GVS LiTat 1.3 ou LiTat 1.5 (décrits
comme étant spécifiques de T. b. gambiense) et LiTat 1.6 (aussi exprimé chez T. brucei s.l.), la
TL révele un contact avec le parasite (Camara et al., 2014 ; Jamonneau et al., 2015 ; Koffi et
al., 2016).

La forme sanguine du parasite est revétue de glycoprotéine variable de surface (GVS)
hautement immunogénes suscitant une réponse immunitaire de 1’hote d’ou la production
d’anticorps spécifiques aux antigenes variants (VAT) du parasite. Ces anticorps sont capables
d'opsoniser, d’agglutiner et de lyser les trypanosomes circulants (Van Meirvenne et al., 1995).
Le test consiste en une suspension dans du sérum de cobaye riche en complément de
trypomastigotes sanguins clonés, exprimant tous le méme VAT, incubée a 37°C avec un sérum
test. Lorsque les anticorps se lient aux épitopes specifiques du VAT a la surface du
trypanosome, les cellules sont lysées. Le mélange réactionnel est examiné sous un microscope
a contraste de phase (Jamonneau et al., 2010).

La trypanolyse tout comme I’ELISA T. b. gambiense reste un potentiel important pour la
surveillance post-élimination pour surveiller la résurgence et pour la surveillance exploratoire
dans les foyers historiques (Luz et al., 2021). Bien que hautement spécifique, la trypanolyse
présente un certain nombre d'inconvénients. Le test reste trop complexe pour étre utilisé dans
des laboratoires de niveau intermédiaire ce qui le rend difficilement disponible. Dans le monde,

seuls quatre laboratoires spécialisés sont capables d'effectuer la trypanolyse. 11 s’agit des
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laboratoires du CIRDES de Bobo-Dioulasso (Burkina-Faso), de ’IRNB de Kinshasa en RDC,
de ’'IMT d’Anvers (Belgique) et de I'IPR de Bouaké en Cote d’Ivoire. De plus, la trypanolyse
a un faible débit et il est colteux (Luz et al., 2021) et surtout, il faut maintenir des clones de
populations de trypanosomes exprimant les VAT en azote liquide et les cultiver in vivo avec
des risques d'exposition conséquents pour les manipulateurs (Jamonneau et al., 2010).

Comme ni les signes et symptdémes cliniques, ni les examens sérologiques ne sont
spécifiques a 100 %, une confirmation parasitologique par la mise en évidence de trypanosomes

dans les liquides de I’organisme est généralement nécessaire pour confirmer le diagnostic.

1.4.1.2. Tests parasitologiques

La recherche au microscope du parasite a toujours été la principale voie pour le
diagnostic de certitude de la trypanosomiase humaine africaine (THA). Le seul moyen de
confirmer si un suspect clinique ou sérologique est effectivement trypanosomé consiste a
rechercher le parasite dans les différents liquides de I’organisme: le sang, la lymphe (dans les
ganglions) et le LCR. Cette preuve tangible de I’infection est indispensable avant d’initier un
traitement toxique et contraignant. Plusieurs tests parasitologiques comme 1’examen
microscopique du suc ganglionnaire en cas de présence d’adénopathies cervicales, la technique
de centrifugation sur mini-colonne échangeuse d’anions (en anglais miniature Anion-Exchange
Centrifugation Technique (MAECT)) (Lanham et Godfrey, 1970 ; Lumsden et al., 1977), la
centrifugation en tube capillaire (CTC) (Woo, 1970), la double centrifugation du LCR (Cattand
et al.,, 1988) ou la simple centrifugation modifiée du LCR (Miezan et al., 2000), sont
actuellement utilisés. Le gold standard du diagnostic de la THA recommandé par 'OMS est la
démonstration de la présence de parasites dans les fluides corporels, une méthode qui souffre
d'une faible sensibilité. On estime que jusqu’a 20 a 30 % des patients ne sont pas détectés par
les différents tests parasitologiques utilisés (Robays et al., 2004 ; Chappius et al., 2005).

La technique la plus sensible et recommandée par ’OMS, la mAECT, consiste a faire
passer 350 a 500 uL de sang sur une colonne garnie de diéthylaminoéthylcellulose (DEAE).
Entre un pH de 6 a 9, la surface du trypanosome est moins chargée négativement que celle des
cellules sanguines. Lorsque le sang est versé dans la colonne, les cellules sanguines sont
retenues sur le gel tandis que les parasites traversent le gel avec le tampon d'élution et 1’¢éluat

contenant les trypanosomes est recueilli dans un tube. Les trypanosomes sont concentrés dans
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le fond du tube suite & une centrifugation a faible vitesse (3000 rpm pendant 15 min).
L’extrémité du tube de verre est ensuite examinée au microscope (X200) pour détecter la
présence de parasites. Le résultat est une suspension pure de trypanosomes qui conservent leur
morphologie, leur mobilité et leur infectiosité (Buscher et al., 2009 ; Lejon et al., 2019).

La sensibilité analytique de la mAECT est inférieure a 50 parasites par mL mais grace
a plusieurs modifications, la sensibilité de cette technique a été augmentée (Mumba et al.,
2014). Jusqu'a présent, les performances diagnostiques supérieures de la mAECT par rapport a
toutes les autres techniques disponibles pour la détection des trypanosomes dans le sang ont été
confirmées (Lutumba et al., 2006 ; Mumba et al., 2014 ; Lumbala et al., 2018).

Malheureusement, la mAECT présente également certains inconvénients, notamment
son prix (Lutumba et al., 2006). La technique implique des manipulations fastidieuses et
nécessite une source de courant, une centrifugeuse et un microscope. Elle ne peut étre effectuee

que par du personnel qualifié et prend du temps (Lejon et al., 2019).

1.4.1.3. Tests moléculaires

L'essor de la biologie moléculaire a permis de développer de nouvelles techniques
fondées sur l'identification des acides nucléiques du trypanosome. La premiére technique
utilisée dans le diagnostic de la THA a été I’hybridation en 1997 et elle a été rapidement suivie
par I’amplification en chaine par polymérase (en anglais polymerase chain reaction
(PCR)) (Singh, 1997; Kabiri et al., 1999 ; Desquesnes et Davila, 2002 ; Gibson, 2002 ;
Radwanska et al., 2002a ; Radwanska et al., 2002b ; Adams et Hamilton, 2008 ; Gibson, 2009).
L’évolution rapide dans le domaine de la biotechnologie a permis le développement de
nombreuses méthodes de diagnostic moléculaires avec différentes cibles recherchees
(Deborggraeve et Buscher, 2012 ; Blscher et Deborggraeve, 2015). Plusieurs tests de PCR
conventionnels ont été développés pour la détection des trypanosomes dans le sang (Kanmogne
et al., 1996; Kabiri et al., 1999; Truc et al., 1999 ; Kyambadde et al., 2000; Penchenier et al.,
2000; Radwanska et al., 2002b ; Zulantay et al., 2004).

Les tests moléculaires se sont avéreés étre des méthodes tres sensibles et spécifiques pour
le diagnostic de la maladie du sommeil. Cependant, les tests de PCR conventionnels sont
techniquement lourds et sont sujets a la contamination des produits PCR (Kuboki et al., 2003 ;

Njiru et al., 2008). De plus, la présence de ces molécules ne constitue pas en soi la preuve d’une

37



Genéralités
infection active (une infection active est définie par la présence de trypanosomes vivants au
moment du prélévement) et les tests moléculaires sont considérés comme étant des méthodes
indirectes.

Au cours des travaux de cette thése, deux de ces méthodes moléculaires ont été utilisées
a savoir la gPCR en temps réel (en anglais Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction)
(QPCR) et l'amplification isotherme médiée par les boucles (en anglais Loop-mediated
isothermal Amplification (LAMP)).

a) gPCR entemp réel

Ces dernicres années, la technologie de la PCR en temps réel (qPCR) s’est
considérablement développée et devient de plus en plus utilisée dans le domaine du diagnostic.
La qPCR est basée sur la détection et la quantification d’un « reporter » fluorescent et elle
mesure l'accumulation de produit PCR a l'aide d'une sonde fluorogéne (Heid et al., 1996; Poitras
et Houde, 2002; Tichopad et al., 2003). Le signal fluorescent augmente de facon
proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR (Yashu et al.,
2020). L’observation de la quantité de fluorescence émise a chaque cycle permet de suivre la
réaction PCR durant sa phase exponentielle ou la premiere augmentation significative dans la
quantité d’amplicons est corrélée avec la quantité initiale de la matrice originale cible (template)
(Higuchi et al., 1993; Tellinghuisen et Spiess, 2014). Contrairement a d'autres méthodes de
PCR quantitatives, la PCR en temps réel ne nécessite pas de manipulation d'échantillons post-
PCR car le processus complet est automatisé du début jusqu’a la fin, ce qui empéche une
contamination potentielle des produits de PCR. La technique est intéressante pour des
applications d’analyses a grande échelle ou haut débit (high-throughput) (Yashu et al., 2020).

Cette technique a été appliquée au diagnostic de la trypanosomiase humaine africaine
(THA) et une sensibilité analytique de 100 trypanosomes/mL soit 0,1 équivalent génomique
par réaction a été obtenue (Becker et al., 2004). Compaoré et al. (2020a) ont obtenu dans une
étude expérimentale sur des échantillons de sang séché sur papier filtre, une sensibilité
analytique de la qPCR 18S en temps réel de 100 trypanosomes/mL et de la gPCR TgsGp, 104
parasites/ mL.

Bien que la qPCR permet d’identifier les agents pathogenes présents dans les

échantillons de sang humain et de les quantifier en une seule étape, elle présente des limites. En
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effet, seules quelques études fournissent des données sur la répetabilité et la reproductibilité et
surtout sur les performances de la méthode dans les études cliniques prospectives
(Deborggraeve et al., 2011 ; Mugasa et al., 2012). De plus, le résultat d'un test de diagnostic
moléculaire peut étre fortement influencé par la nature, le volume et le traitement des
échantillons biologiques a examiner (Solano et al., 2003 ; Ahmed et al., 2011). Le
développement desamorces plus spécifiques pour les especes de trypanosomes réduit fortement

la sensibilité de la gPCR comme observé par Compaoré et al. (2020a).

b) LAMP (Loop mediated isothermal amplification)

La LAMP est une méthode d’amplification isotherme en boucle (en anglais Loop
mediated isothermal amplification) (Notomi et al., 2000). Cette méthode de diagnostic a fait
son apparition dans la THA pour améliorer le diagnostic moléculaire de la THA a T. b.
rhodesiense. Son application était spécifique au sous-genre Trypanozoon (Kuboki et al., 2003 ;
Njiru et al., 2008) et a la sous-espece T. b. rhodesiense (Njiru et al., 2008), mais un format pour
T. b. gambiense a eté développé (LAMP TgsGP) (Njiru et al., 2011 ; Nikolskaia et al., 2017).

Les principaux avantages de la LAMP incluent (i) la rapidité et ’utilisation de six a huit
amorces offrant une haute spécificité ; (ii) la capacité de la technique a amplifier I'ADN cible a
partir d'une matrice partiellement traitée ; (iii) I'exigence d'un simple appareil de chauffage tel
qu'un bain d’eau et (iv) les résultats peuvent étre inspectés visuellement a I'aide de formats de
détection variés. Les résultats du test LAMP peuvent étre visualisés grace a la turbidité (Mori
et al., 2001), a un colorant fluorescent ( Mori et al., 2006 ; Boehme et al., 2007 ; Aonuma et
al., 2010), a un format de jauge a écoulement latéral (LFD) (Nimitphak et al., 2008) et des
puces microfluidiques (Fang et al., 2010).

La LAMP a suscité beaucoup d'intérét en tant qu'outil moléculaire facile a appliquer,
trés sensible, offrant un grand potentiel de diagnostic dans les environnements ruraux pauvres
en ressources, ou la THA est généralement présente (Grab et al., 2019; Hayashida et al., 2020).
La rapidité, la spécificité et la simplicité de la technique 1’ont rendue attrayante pour une
utilisation dans les régions ou la trypanosomiase humaine africaine (THA) est endémique.

Des études expérimentales récentes visant a optimiser les procédures de préparation des
échantillons de LAMP ont présenté une limite de détection de 10-100 trypanosomes/mL en

fonction du temps de stockage des papiers filtre (Matovu et al., 2020). Ainsi, Compaoré et
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collaborateurs (2020a) ont observé une sensibilité analytique de la LAMP avec une limite de

détection de 100 trypanosomes/mL.

1.4.1.4. Limites du diagnostic de la trypanosomiase humaine africaine

Au fil des années, d’importants progres ont €té réalisés en ce qui concerne le diagnostic
de la trypanosomiase humaine africaine (THA), principalement la forme la plus rencontrée, la
THA a Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense). Malgré cette multitude de techniques
exploitées dans le diagnostic de la THA, celles-ci présentent toujours des limites en termes de
sensibilité et/ou de spécificité ou de reproductibiblité. En raison de la chute globale de la
prévalence de la THA, les valeurs prédictives positives des tests sérologiques existants sont de
plus en plus faibles (Lumbala et al., 2018 ; Buscher et al., 2014). Les tests de confirmation dans
I'algorithme de tests actuel sont donc essentiels mais nécessitent la disponibilité d'une expertise
technique et de fournitures spécialisées et se limitent aux suspects sérologiques et cliniques. La
sensibilité des tests parasitologiques de confirmation reste également insuffisante (Luz et al.,
2021). Les outils moléculaires conventionnels tels que la PCR sont tres gourmands en
ressources et en temps, et sont rarement utilisés dans les pays d'endémie de la THA (Hayashida
etal., 2020).

Le contexte actuel de transition épidémiologique a suscité une réorientation de la
stratégie de lutte contre la THA. Le dépistage actif exhaustif de la population, n’étant plus
adapté a la situation épidémiologique réelle pour plusieurs raisons, est progressivement
remplacé par le dépistage passif qui est en général intégré aux systéemes nationaux de santé et
dans les structures de santé périphériques ou services de soins de santé primaire dans les zones
a risque (Mitashi et al., 2015 ; Wamboga et al., 2017; Mulenga et al., 2019).

En 2015-2016, au moment ou le projet a été rédigé, il y avait des nouveaux outils
disponibles qu’il fallait évaluer. Cette étude a évalué la performance des outils de diagnostic et
les algorithmes pour le diagnostic de la THA a Trypanosoma brucei gambiense (T. b.

gambiense) dans un contexte d’élimination de la maladie du sommeil.

1.4.1.5. Stadification de la maladie ou diagnostic de phase
Aprés la détection de I'agent pathogéne dans le sang, il est nécessaire de déterminer la
progression de la maladie par la mise en évidence de parasites dans le liquide cephalo-rachidien

(LCR) ou la numération des globules blancs dans le LCR, comme le recommande I'OMS
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(WHO, 2013). La phase de la maladie conditionne la nature des médicaments utilisés pour le
traitement. Le diagnostic de phase est une étape trés importante effectuée chez le malade au
cours de sa prise en charge thérapeutique. De facon classique, on distingue deux phases de la
THA. La 1€ phase est caractérisée par la présence de trypanosomes dans le systéme
lymphatico-sanguin et la 2™ phase s’installe lorsque les trypanosomes traversent la barriére
méningée et se retrouvent dans le systeme nerveux central (SNC). Au stade 2, si le parasite ne
peut pas étre décelé, on peut prendre la décision thérapeutique sur des marqueurs biologiques
signant I’invasion du SNC. Selon les recommandations de 'OMS (WHO, 2013), le stade 2 est
défini par la présence d’au moins une des altérations biologiques du LCR ci-dessous avec ou
sans présence de signes neurologiques : (i) un nombre de cellules blanches > 5 / pL, (ii) la
présence de trypanosomes.

En pratique, ces critéres de stadification font I’objet de nombreuses controverses de par
leur manque de sensibilité (détection des trypanosomes) ou par leur manque de spécificité
(cytorachie). Le comptage des leucocytes reste encore actuellement I’élément clé pour la
décision thérapeutique malgré son manque de spécificité et la difficulté de définir un seuil
(Kennedy, 2008).

Par ailleurs, avec I’avénement de nouvelles molécules efficaces contre les 2 phases de
la maladie, la détermination du stade de la THA due a T. b. gambiense deviendra probablement
redondante (Lejon et al., 2019).

1.4.2. Traitement de la trypanosomiase humaine africaine
Le traitement de la trypanosomiase humaine africaine (THA) est complexe car il différe

selon I’espéce parasitaire et le stade de la maladie (Tableau I). Mais plus le diagnostic est
précoce, plus les perspectives de guérison sont bonnes (Bischer et al., 2017). Les médicaments
utilisés au cours de la premicre phase présentent peu d’effets secondaires et sont relativement
faciles a administrer. Les traitements de la deuxiéme phase sont plus complexes et/ou toxiques
car les médicaments doivent franchir la barriére hémato-encéphalique.

L'iséthionate de pentamidine est le traitement de premiére intention pour la
trypanosomiase humaine africaine (THA) a Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense)
au premier stade et constitue une alternative pour la THA a T. b. rhodesiense (Buscher et al.,

2017). Quant a la suramine, elle est efficace au premier stade de la THA a T. b. gambiense et a
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Tableau I: Liste des anciens et actuels médicaments contre la trypanosomiase humaine
africaine (Kaba et al., 2021)
Médicament
Stade de la . Forme de la . s
. (date de mise . Protocole de traitement Effets indésirables
maladie \ maladie
sur le marché)
THAAT. b. At ité
Atoxyl ® (1906) a b Cécité, mortalité
gambiense
THAAT .b. . .
ambiense et Maux de téte, vomissements,
Salvaran (1910) _?_ b diarrhée, nécrose cutanée, cécité,
rhodesiense surdité, paralysie
- . L Douleur au point d’injection,
- Pentamidine R 4mg/kg/jour en injection IM . .
- THAAT. b. . nausees, vomissements,
% (Lomidine) ambiense pendant 7 jours hypotension voire callopsus par
c (1940) g (Pentacarinat ® 300 mg) ypotensio psusp
0p) hypolipémie
Administration progressive :
-jourl : injection IV d’essai de Réaction fébrile, allergie et
Suramine . 4-5 mg/kg atteinte des voies urinaires,
® THAAT. b. . . . - -
(MoranyI®) . -suivi de 20mg/kg par semaine réaction anaphylactiques séveres,
rhodesiense . - . -
(1920) pendant 5 semaines anémie hémolytique, neuropathie
consécutives (dose maximale/ périphérique, etc.
injection : 1 mg
-Encephalopathie réactive chez 5
) a 10% des patients
Mélarsoprol THAAT.b -Injection intraveineuse
(Mel Bou o 2,2 mg/kg/jour pendant 10 jours )
® gambiense et . douloureuse
Arsobal ®©) . consécutifs . )
rhodesiense -Nombre croissant d’échecs
(1949) ) . .
thérapeutiques pouvant atteindre
jusqu’a 30%
-400 mg/kg/jour répartis en 4 -Effets indésirables fréquents :
Eflornitine perfusions IV lentes (2 h) toutes | anémie, leucopénie,
~ (difluoromethyl | THAAT. b. les 6 heures pendant 14 jours thrombopénie, diarrhée,
% ornitine ou gambiense (au total 56 perfusions) convulsions, vomissements
8 DFMO) (1990) -Associée parfois au nifurtimox | -administration difficile
n (NECT) Inactive sur T. b. rhodesiense
Nifurtimox THAAT. b. Utilisé en association avec (I:cl)(:]\ilrjl,sri]:rl:sseterso,u\g)lglssements,
(1970) gambiense I’Eflornithine N
psychiatriques
NECT - -Eflornithine : 400 mg/kg en
L IV, toutes les 12 heures pendant N . .
Combinaison 5 ) - Fievre, nausées, vomissements,
A THAAT. b. une durée de 7 jours .
nifurtimox et . I ) . convulsions, troubles
. o gambiense -Nifurtimox : 15 mg/kg, voie L
éflornithine psychiatriques
(2009) orale, toutes les 8 heures
pendant 10 jours consécutifs
o Fexinidazole THA 4T b. 3 comprlm-es a 600.mg par !our Nausegs, vgmlss?mepts, asthenle,
- . pendant 4 jours, puis 2 par jour | anorexie, céphalées, insomnie,
) (2018) gambiense - . .
— pendant 6 jours tremblements, étourdissements
(<5}
_% Oxaborole (en THA 4T b. _ o
S cours de . Dose unique (1 comprimé)
) o gambiense
validation)
I M.: intramusculaire; Vv: intraveineuse; mg: milligramme; kg: kilogramme;

T. b.: Trypanosoma brucei ; trypanosomiase humaine africaine (THA)
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T. b. rhodesiense mais elle n'est utilisée que dans le traitement de la THA a T. b. rhodesiense
en raison du risque de coinfection par I'onchocercose dans les régions ou T. b. gambiense est
endémique. Cependant, étant donné que la pentamidine ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique de maniére suffisamment efficace pour éliminer les trypanosomes dans le SNC,
elle n'est pas utilisée contre la THA a T. b. gambiense de stade 2. Le traitement de la deuxiéme
phase de la maladie, depuis 1949 et jusqu’a récemment reposait sur le mélarsoprol, responsable
de 5 a 10 % d’encéphalopathies le plus souvent mortelles. L'éflornithine, ou DFMO
(difluorométhylornithine) a été utilisé comme une alternative thérapeutique dans le traitement
de 1 ligne dans les régions ot le taux de guérison obtenu avec le mélarsoprol est insuffisant,
et comme traitement de 2°™ ligne (rechutes aprés mélarsoprol) dans les autres zones
endémiques (Louis et al., 2003).

Une ameélioration radicale des traitements a été obtenue en 2009, lorsque des études

cliniques réalisées par Epicentre / Médecins Sans Frontiéres (MSF) / DNDi ont démontreé la
sécurité et 1’efficacité de 1’association thérapeutique nifurtimox-eflornithine (en anglais
Nifurtimox-Eflonithine combination therapy (NECT)), un traitement plus sir et plus court
(Priotto, 2009). Comparé au mélarsoprol ou a I'éflornithine en monothérapie, le NECT a des
taux de guérison (95-98%) plus élevés, des taux de mortalité (<1%) plus faibles, moins d'effets
indésirables graves, une administration plus simple et on pense qu'il ne provoque pas de
résistance du parasite (Priotto et al., 2009 ; Alirol et al., 2013).
Le NECT étant maintenant plus sdr et plus facile a administrer que I'éflornithine seule (Priotto
et al., 2009), il a été inclu dans la liste des médicaments essentiels en 2009 et est devenu le
traitement de premiére intention du deuxiéme stade de la THA & T. b. gambiense (Franco et al.,
2012 ; WHO, 2013; Biischer et al., 2017). Cette thérapie est mieux tolérée chez les enfants que
chez les adultes, et est généralement mieux tolérée que les monothérapies a base d'éflornithine
et de mélarsoprol. Bien que le NECT soit la premiére révolution dans le traitement de la maladie
du sommeil, il nécessite toujours une hospitalisation et reste lourd et 1’intégration ciblée du
traitement de la trypanosomiase humaine africaine (THA) dans les structures sanitaires
publiques est encore limitée (WHO, 2013).

Des efforts sans précédent ont genéré de meilleurs résultats dans la prise en charge

thérapeutique des cas. En novembre 2018, le comité scientifigue des médicaments a usage
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humain (CHMP) de I'agence européenne des médicaments a émis un avis favorable concernant
les comprimés de fexinidazole destinés au traitement de la THA a T. b. gambiense (Tarral et
al., 2014 ; DNDi-HAT, 2018). Cette agence a recommandé 1’approbation de fexinidazole en
tant que premier traitement entiérement oral efficace contre les deux stades de la THA a T. b.
gambiense ouvrant la voie a la distribution de fexinidazole dans les pays endémiques. Le
Fexinidazole est devenu la deuxiéme révolution tangible dans le traitement de la THA car il
pourrait éliminer les hospitalisations systématiques et réduire potentiellement le nombre de
ponctions lombaires. Le fexinidazole est un médicament a prendre par voie orale pendant 10
jours, a raison d’une prise par jour (Tableau I). Le régime oral simplifié du fexinidazole,
affectant les deux stades de la maladie plutdt qu'un traitement intraveineux surmonte les
obstacles a l'intégration des soins de la THA a T. b. gambiense dans les structures de santé
périphériques, en particulier dans les zones ou les ressources de santé sont limitées. Cependant,
des problemes potentiels concernant I'observance sont présents, étant donné que le fexinidazole
doit étre administré pendant ou apres un repas principal pour atteindre des concentrations
efficaces. Egalement, le schéma posologique de 10 jours est relativement long pour un
traitement oral et le nombre de comprimés change a mi-parcours du traitement. Des effets
secondaires tels que les nausées et les vomissements sont fréquents au cours du traitement
(Mesu et al., 2021).

Des essais cliniques avec I'Acoziborole, un nouveau médicament oral a dose unique et efficace
contre les deux stades de la trypanosomiase humaine africaine (THA) a T. b. gambiense

viennent d’étre terminés et semblent prometteurs (Jacobs et al., 2011 ; Eperon et al., 2014).

1.5. Différentes stratégies de lutte actuelle

Comme il n’existe pas de vaccin ni de moyen chimio-prophylactique, la lutte contre la
THA repose sur le dépistage-traitement le plus précoce possible des personnes infectées (lutte
médicale) et sur la lutte contre la mouche tsétsé (lutte anti-vectorielle) pour réduire le risque de

transmission.

1.5.1. Lutte medicale
Cette stratégie est basée sur des méthodes bien élaborées comme le dépistage actif
exhaustif des cas par des équipes mobiles et le dépistage passif intégré dans les systémes

nationaux de santé. Pour compenser les limites de ces deux méthodes et s’adapter au contexte
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actuel de baisse généralisée des prévalences, des stratégies de depistage actif, ciblé sur les
populations les plus a risque, ont récemment été développées pour dépister les cas de THA le

plus t6t possible (Compaoré et al., 2020b).

1.5.1.1. Dépistage actif

Cette stratégie développée au début du XX® siecle a été utilisée a grande échelle au
Cameroun (Louis et al., 2002) puis dans d’autres régions de 1’ Afrique de I’Ouest (Ekwanzala
et al., 1996). Le dépistage actif est toujours utiliseé pour endiguer les épidémies de THA due a
T. b. gambiense (Robays et al., 2004 ; Simarro et al., 2006). Le dépistage actif est mené par des
équipes mobiles spécialisées qui procédent a un dépistage a grande échelle parmi les
populations a risque et elle est surtout plus effectuée dans les zones fortement endémiques et
en cas d’épidémie (WHO, 2013) (Figure 12). Idéalement, elle est précédée (i) d’une
sensibilisation pour améliorer le taux de présentation, (ii) d’un recensement de la population
(Figure 12A) pour pouvoir en évaluer I’efficacité qui repose sur le taux de présentation de la
population (Solano et al., 2003). L’ensemble de la population est d’abord soumise a un test
sérologique pour la recherche de cas suspects, suivi d’une recherche parasitologique sur les
sujets positifs (Chappuis et al., 2005) (Figure 12B et 12C).

Les tests diagnostiques utilisés sont adaptés aux conditions de terrain. Depuis les années
1980, le test sérologique le plus utilisé a été le CATT (Magnus et al., 1978). Le diagnostic
parasitologique consiste a rechercher le parasite par examen microscopique au grandissement
(X400) entre lame et lamelle du suc ganglionnaire, en cas d’adénopathies cervicales ; soit dans
le sang par des méthodes de filtration et/ou de concentration adaptées aux faibles parasitémies
qui caractérisent la trypanosomiase humaine africaine (THA) due a Trypanosoma brucei
gambiense (T. b. gambiense). La mAECT reste le test parasitologique le plus sensible (Mumba
et al., 2014). Cette stratégie n’est pas adaptée a la THA a T. b. rhodesiense, d’une part a cause
de son caractére aigu, et d’autre part parce qu’aucun test sérologique n’est disponible. Dans le
cas de la THA gambienne, le dépistage actif permet une détection précoce des cas, méme
asymptomatiques, facilitant la prise en charge thérapeutique et limitant dans le temps leur réle
de réservoir, source de contamination pour la population. I permet aussi d’accéder aux

populations a risque les plus reculées ayant un acces limité aux structures de dépistage.
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Figure 12: Depistage actif de la trypanosomiase humaine africaine a Trypanosoma brucei gambiense

A. Enregistrement de population venue se faire tester. B. Préléevement de sang par ponction digitale. C. Réalisation des

tests sérologique et parasitologique Source : Compaoré et al., 2020b
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Si cette stratégie permet de contrdler rapidement les situations épidémiques, son rapport
codt/efficacité diminue avec la baisse des prévalences, accompagnée par un desintérét
progressif des populations & participer aux séances de dépistage, notamment parce qu’elles ne
considérent plus la THA comme une menace (Hasker et al., 2012; Mpanya et al., 2012).
Ces situations rencontrées au cours du dépistage actif peuvent entrainer une sous-détection des
cas et lorsque le but visé n’est plus désormais de juguler la maladie mais I’ ¢éliminer, il faut faire

usage d’autres stratégies plus adaptées comme le dépistage passif.

1.5.1.2. Dépistage passif

Généralement intégré aux systéemes nationaux de santé dans les structures de santé
périphériques ou services de soins de santé primaire dans les zones a risque, le dépistage est dit
passif lorsque le malade sollicite une intervention de sa propre initiative (Mitashi et al., 2015 ;
Wamboga et al., 2017 ; Mulenga et al., 2019). Dans le cas de la THA a T. b. gambiense, a I’aide
d’un test sérologique, des patients qui se sont présentés eux-mémes a un centre de santé fixe
sont dépistés suivant des symptomes et signes cliniques se rapportant a cette infection. Le
développement récent des tests de diagnostic rapides (TDR) réalisables par un personnel non
spécialisé et ne nécessitant ni source de courant, ni chaine de froid, a considérablement facilité
I’intégration du diagnostic de la THA dans le systéme de santé et a permis I’extension du
dépistage passif a un moment crucial du processus d’élimination (Jamonneau et Bucheton,
2014). 1l en existe plusieurs formats (Bisser et al., 2016 ; Bischer et al., 2017) dont les
performances diagnostiques sont toujours en cours d’évaluation. Les examens parasitologiques
sont alors effectués sur les échantillons des suspects cliniques positifs au test de diagnostic
rapide (TDR).

Si la suspicion clinique et sérologique peut se faire dans n’importe quel centre de santé,
les examens parasitologiques plus complexes sont souvent effectués dans des centres équipés
ou sont référés les suspects cliniques positifs au TDR (Hasker et al., 2011). De plus, I’une des
options de prise en charge des suspects sérologiques et chez qui le test parasitologique est
négatif, consiste a faire appel a un systeme de référence avec expédition des échantillons a un
laboratoire de référence pour la confirmation de la suspicion. Dans ce cas, des tests tres
spécifiques et sensibles comme la trypanolyse (Jamonneau et al., 2010), des tests de diagnostic

moléculaire sont alors utilisés. Pour la trypanosomiase humaine africaine (THA) a
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Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense), du fait de I’indisponibilité d’un test
sérologique adapte, et en raison des fortes parasitémies observées, les examens parasitologiques
simples comme I’examen microscopique de sang frais, la goutte épaisse, ou d un suc du chancre
d’inoculation, sont directement effectués pour les suspects cliniques (WHO, 2013).

Le dépistage passif permet de sensibiliser et maintenir le réflexe « Trypano » chez les
agents de santé et permet également de dépister a I'aide d'un protocole simple basé sur une
suspicion clinique et sérologique. Il rend le diagnostic accessible a toutes les populations a
risque tout en ciblant des suspects cliniques méme s'ils sont venus consulter pour d'autres motifs
(Mitashi et al., 2015). Cependant, le fait de cibler des suspects cliniques amene a ne détecter
les cas que lorsqu'ils présentent des symptomes, notamment neurologiques, et sont donc déja a
un stade avancé de la maladie (Fevre et al., 2005 ; Kambire et al., 2012). Il s'agit d'une
contrainte, non seulement pour le patient, mais aussi pour la communauté, car le sujet constitue
un réservoir de parasites et une source de contamination potentielle jusqu’a son traitement. Une
autre limite est que le depistage passif basé sur une suspicion clinique difficile nécessite une
formation initiale et continue du personnel de santé souvent soumis a une importante mobilité,
ainsi qu’a une baisse de motivation quand le dépistage de nouveau cas devient rare (Matemba
et al., 2010 ; Hasker et al., 2015). Le fait que le diagnostic parasitologique de la THA a T. b.
gambiense, qui est une procedure complexe, ne soit effectif que dans certains centres de
référence est aussi un inconvénient majeur. En effet, certains suspects serologiques détectés
dans les centres périphériques ne se rendent pas spontanément, voire pas du tout, dans les
centres de diagnostic parasitologique parfois éloignés, ce qui retarde leur dépistage et le
traitement (Hasker et al., 2018 ; Mulenga et al., 2019). Enfin un autre inconvénient est que
I’efficacité du dépistage passif intégré dépend du taux de fréquentation qui peut étre faible dans
certaines zones a risque reculées, notamment a cause d’une offre de soin cotiteuse et de faible

qualité (Mitashi et al., 2015).

1.5.1.3. Dépistage actif ciblé

Dans le but de rendre plus compléte la lutte medicale, une stratégie de dépistage actif
ciblé a été développée pour compenser les principaux inconvénients du dépistage actif et du
dépistage passif, ¢’est-a-dire pour permettre une détection précoce des cas avec un rapport

codt/efficacité acceptable. Le dépistage est mené par des équipes spécialisées qui identifient et
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ciblent les populations les plus a risque a tester. Dans une nouvelle zone a risque de transmission
ou dans un foyer historique de la trypanosomiase humaine africaine (THA) ou aucune
information épidémiologique récente n’est disponible, il est nécessaire de déterminer la
situation de la maladie pour pouvoir y mettre en place des stratégies adaptées (Compaoré et al.,
2020b). Le depistage actif ciblé peut cibler un choix de villages considérés comme les plus a
risque sur la base de données historiques, épidémiologiques et géographiques. Il est alors
précédé de la stratégie dite d’identification des villages a risque (Courtin et al., 2019 ; Rouamba
etal., 2019).

Le dépistage actif ciblé peut aussi cibler les populations partageant les mémes espaces
que les derniers cas dépistés. Ces populations, considérées comme particuliérement a risque,
sont identifiées en déterminant précisément leurs lieux de vie et les trajets quotidiens des cas
par un suivi spatialisé (Courtin et al., 2010). Pour améliorer le taux de participation, ce
dépistage réactif peut se faire de porte a porte (Koffi et al., 2016) et/ou avec des mini-équipes
pour faciliter I’accessibilité aux populations les plus reculées (Hasker et al., 2015). Le dépistage
actif ciblé peut aussi consister a suivre les cas dépistés lors des campagnes de dépistage actif
exhaustif qui ne se rendent pas spontanément dans un centre de traitement afin de les convaincre
de se faire traiter (Jamonneau et al., 2012), et a identifier et effectuer les examens
parasitologiques sur les suspects serologiques du dépistage passif qui ne se sont pas rendus
spontanément dans un centre de référence (Hasker et al., 2011, Mitashi et al., 2015 ; Mulenga
etal., 2019).

Le suivi des suspects sérologiques non traités peut faire objet d’un dépistage actif ciblé sur ces
sujets jusqu’a ce que le parasite soit mis en évidence puis le sujet traité, ou jusqu’a négativation

des tests sérologiques (Ilboudo et al., 2011).

1.5.2. Lutte antivectorielle

En I’absence de vaccin et de chimioprophylaxie, le moyen de prévention contre la THA
reste la lutte antivectorielle (LAV). Elle vise a diminuer les densités de glossines afin de réduire
le contact homme/vecteur et donc le risque de transmission du parasite. La LAV est donc un
complément précieux au depistage et au traitement des cas de trypanosomiase humaine
africaine (THA) a Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense) eta T. b. rhodesiense car

la réduction de la densité vectorielle peut faire rapidement reculer la transmission des
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trypanosomes. Plusieurs methodes ont été décrites pour combattre le vecteur (WHO, 2013),
mais la plus utilisée pour lutter contre la THA a T. b. gambiense est ’'usage d’attractifs visuels
noirs et bleus, sous forme de pi¢ges et d’écrans imprégnés d’insecticide. De nouveaux écrans
de lutte récemment développés, appelés les «tiny targets» ont permis de réduire le codt de la
LAV sans en altérer I’efficacité, avec des réductions de densités de glossines pouvant atteindre
80 % a 90 %.

Plusieurs études récentes ont montré que cette stratégie associée a la lutte médicale a
contribué significativement a contrdler la maladie dans plusieurs foyers en Guinée, au Tchad et
en Ouganda (Courtin et al., 2015 ; Tirados et al., 2015 ; Mahamat et al., 2017 ; Kagbadouno et
al., 2018). Une étude de modélisation a méme montré que la LAV serait nécessaire pour
atteindre I’interruption de la transmission de la THA a T. b. gambiense dans les foyers de forte
endémicité en République Démocratique du Congo avant 2030 (Rock et al., 2017). Du fait de
son caractere zoonotique, la LAV est essentielle pour limiter le risque d’infections humaines a
partir des animaux domestiques, mais également sauvages, chez lesquels un traitement
trypanocide n’est pas envisageable. De facon objective, la LAV est maintenue aussi que

I’incidence de la THA demeure dans la zone de lutte.
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11.1. ZONES D’ETUDE
11.1.1. Choix des différentes zones d’étude

Grace a la surveillance épidémiologique menée en Cote d’Ivoire via le programme
national d’élimination de la trypanosomiase humaine africaine (PNETHA) en collaboration
avec des structures partenaires nationales et internationales, des foyers endémiques, hypo-
endémiques et a risque ont éte identifiés (Figure 13). Les foyers endémiques sont des zones qui
fournissent encore des cas de THA depuis 2015 et les foyers hypo-endémiques correspondent
aux zones qui ont rapporté des cas entre 2000 et 2014, mais aucun cas depuis 2015. Les foyers
historiques dans lesquels aucun cas n’a été rapporté depuis 2000 sont considérés comme des
zones a risque.

Les activités de terrain se sont deroulées dans les foyers endémiques de Bonon et Sinfra
(Figure 13). Le choix de ces deux foyers s’est fait en rapport avec 1’histoire récente de la THA
dans ces zones qui a été retracée a 1’aide des données d’archives des différentes structures en
charge de la lutte contre la THA. La provenance des malades dépistés annuellement entre 2000
et 2019 a également motivé le choix de ces sites (Tableau II).

Depuis la fin des années 1990, le foyer de Bonon est le plus actif en Cote d'lvoire (Dje
etal., 2002 ; Courtin et al., 2005 ; Coulibaly et al., 2019). De 2000 a 2015, ce sont 325 cas de
THA qui ont été diagnostiqués, montrant que la transmission se poursuit et que Bonon est
toujours le principal foyer de THA en Cdte d'lvoire (Simarro et al., 2010 ; Franco et al., 2018).

Le foyer de Sinfra a été mis en évidence au début des années 1990 (Laveissiére et al.,
1997 ; Laveissiére et al., 2003) et des cas de THA sont toujours dépistés méme si on note une
réduction importante de I’incidence de la maladie (Kaba et al., 2021). Comme indiqué dans le
tableau Il, depuis 2015, seulement 3 cas ont été dépistés dans le foyer.

Ces foyers de Bonon et de Sinfra se sont développés a la suite de I’accentuation de la
vitesse de déforestation liée a d’importants flux migratoires (Courtin et al., 2005). En effet, le
peuplement de ces deux zones est le fait d’un processus de mouvements migratoires successifs
qui seraient a I’origine de ’introduction de la maladie, suivie de son expansion dans la zone
grace a des facteurs de risques liés a la déforestation et au développement des cultures de rentes
(le café et le cacao) (Hervouét et al., 2000 ; Kaba et al., 2006 ; Kambiré et al., 2012 ; Fauret et
al., 2018).
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Figure 13: Statut epidémiologique de la trypanosomiase humaine africaine dans des

districts sanitaires de Cote d’Ivoire

Source : Institut Pierre Richet (IPR) de Bouaké, 2020.
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Tableau Il: Nombre de cas de trypanosomiase humaine africaine dépistés par an et par foyer entre 2000 et 2019 en Céte d’Ivoire

Foyer 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | Total
Aboisso 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Bonon 108 | 31 54 19 50 12 15 6 3 3 5 5 5 5 2 2 0 2 2 0 329
Bouaflé 8 3 3 3 5 0 0 1 1 1 1 2 0 0 0 0 0 0 37
Daloa 14 10 3 2 3 2 2 0 1 2 0 0 2 0 0 0 0 0 51
Oumé 11 4 4 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 37
Sinfra 31 22 23 37 16 16 12 5 7 4 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 179
Vavoua 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 6
Zoukougbeu 5 2 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17
Autres 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15
Total 188 | 92 97 68 74 42 29 13 14 8 8 10 9 7 6 3 0 3 2 1 674

Source : Programme National d’Elimination de la THA (PNETHA), 2020 (données non publiees).
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Les données épidémiologiques ont permis d’identifier 10 centres de santé a raison de cing
centres de santé retenus par foyer et ceux-ci ont été scindés en deux niveaux (figure 14) :
v' les sites de screening sérologiques (SSS) ;
Il s’agit de Centres de Santé Urbains (CSU) ou de Centres de Santé Ruraux (CSR), qui
exécutent les tests sérologiques (TDR) sur des suspects cliniques. Ils sont au nombre de
quatre par foyer et ils font référence de tous les suspects sérologiques dépistés.
v"les Centres de Diagnostic et Traitement (CDT).
Ces centres plus équipés, ont un statut central et assurent en plus des taches effectuées dans
les SSS, la confirmation parasitologique ainsi que le traitement des cas de THA confirmés.
Il s’agit de deux hopitaux généraux (Sinfra et Bonon) implantés dans chacun des deux

foyers endémiques. Ce sont des centres de référence pour les SSS qui leur sont associés.

11.1.2. Description de la zone de Bonon

Bonon est une ville située a 6°55 de latitude Nord et a 6°02 de longitude Ouest dans le
Centre-Ouest de la Cote d'lvoire. Le departement de Bonon appartient a la région de la
Marahoué. Chef-lieu de commune, cette ville est située a 92 km a 1’Ouest de Yamoussoukro,
capitale politique du pays et a 325 km au Nord-Ouest d’ Abidjan, capitale économique du pays.
La commune de Bonon couvre une superficie de 520 km?, pour une population totale de 112
629 habitants (RGPH-CI, 2014). Cette zone évolue sous I’influence d’un climat de type
équatorial a deux saisons de pluies (de mai a mi-juillet et d’aoit a octobre) et une grande saison
séche (de Novembre a mi-avril). La pluviométrie annuelle oscille autour de 1300 mm prénant
un couvert forestier important, mais qui a été remplacé progressivement par les cultures de
rentes surtout le bindme café-cacao. De nos jours, seules des reliques de foréts humides
subsistent sous forme d’aires protégées a I’instar du Parc National de la Marahoué¢ et de foréts
sacrées (Coulibaly et al., 2019).

Bonon a connu, dés le début des années 1970, une arrivée massive de migrants agricoles
a partir des pays voisins comme le Mali (Malinké, Sénoufo) et Burkina Faso ((Mossi, Sénoufo,
Lobi, etc.). Mais également, des peuples locaux a I’instar des Baoulé, Lobi, Sénoufo et Malinke
de Cote d’Ivoire se sont déplacés vers cette zone (Fauret et al., 2018). Cette immigration a éte
principalement liée a la recherche d’une parcelle de forét pour la culture de cafe-cacao, faisant

de Bonon une zone cosmopolite composée d’une cinquantaine d’ethnies (Courtin, 2007).

55


http://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4te_d%27Ivoire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Marahou%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Marahou%C3%A9

Matériel et méthodes

MALI BURKINA FASO

A g

VNVYHO

ABIDJAN

vig3gnn

OCEAN ATLANTIQUE

Vers Paloa

, Zoola Vers Zuénoula N
Danagoro Barrage de 0SSOl
£ (f

G
s
o

o~ . L

3. Baziafla 2N

g /

~o--""

s
BOUAFLE,

Gobazra

BONON
Vers Yamoussoukro

Duonflae

SURVEILLANCE PASSIVE

Hopital général (HG)
Centre de santé urbain (CSU)
Centre de santé rural (CSR)

Localité

Route bitumée
Piste

Vers Gagnoa

— Limite de département
——— Limite de sous-prefecture
20 km B Chef-lieu de région

Figure 14: Localisation des différents sites d'échantillonnage

Source : Institut Pierre Richet (IPR) / équipe de cartographie, 2022

56



Matériel et méthodes

11.1.3. Description de la zone de Sinfra

La localité de Sinfra est située a 6°37 de latitude Nord et a 5°54 de longitude Ouest.
Département depuis 1985, Sinfra fait partie de la région de la Marahoué. Avec une superficie
de 1618 km2, elle a une population estimée a 130 277 habitants selon le recensement général de
la population et de I’habitat (RGPH-CI, 2014). La commune de Sinfra est situéesur ’axe
Yamoussoukro-Issia a 82 km de Yamoussoukro et a 315 km d’Abidjan. La sous-préfecture de
Sinfra est localisée en zone de forét mésophile non loin du contact forét-savane. Sinfra évolue
sous I’influence d’un climat de type équatorial a deux saisons de pluies (de mai a mi-juillet et
d’aolit a octobre), méme si cet équilibre est quelque peu perturbé ces derniéres années. La
pluviométrie est d’environ 1 300 mm/an (Fauret et al., 2018). La saison seche debute en
novembre et s’achéve en mars.

Tout comme Bonon, la sous-préfecture de Sinfra est située en pays Gouro. Elle a connu
une immigration massive de travailleurs nationaux (Baoulé, Sénoufo, etc.) et étrangers
originaires du Mali (Malinké, Sénoufo, etc.) et du Burkina-Faso (Mossi, Sénoufo, Lobi, etc.).
Cette immigration s’est faite a partir des années 1960, avec pour intérét capital d’acquerir une

parcelle de forét servant & la mise en place d’une plantation de café-cacao (Courtin, 2007).

11.2. MATERIEL
11.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué d’échantillons de sang (sang frais et sang séché sur
du papier filtre) prélevés chez des suspects cliniques. Des extractions d’ADN ont été réalisées
a partir des échantillons de sang séché sur du papier filtre (Whatman N° 4 et Whatman N° 1001).

11.2.2. Matériel technique

L’¢étude s’est deroulé dans les centres de santé existants et dans un laboratoire de
référence, alors plusieurs materiels techniques ont été nécessaire pour sa realisation.
Concernant la sérologie dans les centres de santé, trois différents tests de diagnostic rapides
(TDR) ont été utilisés dont les TDR HAT Sero-K-Set, SD Bioline HAT 1.0 et rHAT Sero-Strip.
Pour la parasitologie, d’abord, des tubes de prélevement contenant de I’héparine et des Aiguilles
de prélevement de sang veineux ont servi a la collecte de 1’échantillon de sang veineux prélévé

au pli du coude. Ensuite, des Kits de tests de la minicolonne (kit INRB), un microscope
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binoculaire et une centrifugeuse ont permis de faire I’investigation parasitologique dans
I’échantillon du sang. Des aiguilles pour ponction ganglionnaire, des lames et lamelles ont
également été utilisées en cas de I’examen du suc ganglionnaire. Enfin, des micropipettes
ajustables (P1000 et P100) ainsi que leurs cones respectifs ont servi au prélevement des
échantillons et solutions utilises.

Des papiers filtres qualitatifs Whatman™ de grade N° 1001 et N° 1004, des enveloppes A4 et
A6, des sacs en plastique de type zip-lock, du gel de silice orange (déssicant) et du
dodécylsulfate de sodium (SDS 5%) ont été utilisés pour la conservation et le transport des
échantillons de sang au laboratoire.

Au laboratoire, le QIAmp DNA Micro kit et ’eau de grade moléculaire ont été utiles
pour extraire I’ADN génomique pour la realisation des tests moléculaires. L’amplification de
I’ADN du parasite a été réalisée a partir de deux machines dont la machine de type Agilent-
AriaMx pour la PCR quantitative a temps réel (qQPCR) et la machine de type incubateur Génie
III pour I’amplification isotherme a boucle médiée (LAMP).

Quant aux tests sérologiques de laboratoire, des microplagues en polystyréne de 96 puits et avec
un fond plat, une plaque chauffante, un agitateur de microplaque, un vortex, une bonbonne
d’azote liquide, des solutions de sérum de cobaye et une micropipette multicanaux ont permis

de réaliser les tests de la trypanolyse (TL) et de ’ELISA/T. b. gambiense.

11.3. METHODES
I1.3.1. Aspects éthiques de I’étude

L’étude a été menée dans le cadre d’un essai diagnostic DITECT-HAT (en anglais
““Diagnostic Tools for Human African Trypanosomiasis Elimination and Clinical Trials” et en
francais ‘‘Outils de diagnostic pour I’élimination de la trypanosomiase humaine africaine et
essais cliniques’’). L’essai diagnostic a également été conduit dans plusieurs pays notamment
au Burkina Faso, en Guinée et en Republique Démocratique du Congo (RDC). En Coéte
d’Ivoire, 1’étude se déclinait en deux protocoles a savoir le work package 2 (WP2) et le work
package 3 (WP3). Cette étude, avant sa mise en ceuvre en Cote d'Ivoire, a regu l'aval éthique
(i) du Comité Consultatif de Déontologie et d'Ethique de I'Institut de Recherche pour le
Développement (IRD), (ii) de I'Institutional Review Board de I'Institut de Médecine Tropicale

d'Anvers (référence 1133/16), (iii) du Comité d'éthique de I'Université d'Anvers (numéro
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d'enregistrement belge B300201730927) et (iv) du Comité National d'Ethique des Sciences de
la Vie et de la Santé (CNESVS) du Ministére de la Santé et de I'Hygiene Publique en Cote
d'Ivoire (référence 076//MSHP/CNER-kp) (Annexe I).

L’étude a également été conduite conformément au protocole selon la déclaration d’Helsinki,
la réglementation locale en vigueur et les Bonnes Pratiques Cliniques (BPC).

L’ensemble des données a été répertorié¢ de manicre a garantir I’anonymat des personnes
participant a I’étude, dans une base informatisée, développée et hébergée par le site de I’Institut
de Médecine Tropicale (IMT) a Anvers avec acces sécurisé selon les normes en vigueur. Cette
étude a été également menée sous les normes de la Bonne Pratique Clinique de Laboratoire
(BPCL) et conformément aux conditions Iégales et de normalisation du pays. Tous les individus
inclus dans cette étude ont été informés par les investigateurs et par note d’information écrite
des conditions de I’é¢tude, conformément a la réglementation en vigueur (Annexe II). Le
consentement écrit (daté et signé) a été obtenu pour chague sujet avant toute évaluation liée a
I’é¢tude (Annexe III). Pour les mineurs, I’assentiment est demand¢ en plus du consentement d'un
représentant Iégal ou d'un témoin indépendant (annexe 1V). Les directives sur I'éthique exigent
que le consentement des personnes illettrées soit confirmé par un témoin instruit et indépendant,
qui assiste a la demande de consentement et garantit que la décision du participant a été prise
dans la pleine autonomie et en I'absence de coercition. Les ICH GCP (International Conference
on Harmonisation-Good Clinical Practice) exigent, également, que si quelqu'un ne peut pas lire,
"un témoin impartial™ soit présent pendant la discussion. Le patient signe personnellement le
formulaire, pour certifier que le consentement a été librement donné. Le témoin qui est une
personne instruite de confiance est choisi librement par le participant lui-méme. Par exemple
un ami ou un parent a qui une sensibilisation est faite sur I’importance de son réle en protégeant
le participant et sa confidentialité pourrait jouer ce réle. La présence du témoin doit étre
explicitement acceptée par l'individu. La demande de consentement est effectuée par un agent
de santé chez qui le patient va en consultation médicale. En effet, les agents de santé ont été
formés en GCP, a I’éthique de la recherche et averti de la supériorité de l'intérét du patient au-
dessus de l'intérét de la recherche. Il a également été mentionné dans la demande de
consentement que la participation est volontaire et que la décision de décliner sa participation

ou de se retirer ultérieurement n'a aucune conséquence sur la qualité du soin médical.
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11.3.2. Surveillance passive de la maladie du sommeil dans les foyers endémiques

La surveillance passive est une stratégie de lutte médicale qui permet de détecter des
malades de la trypanosomiase humaine africaine (THA) dans les établissements fixes de santé.
Le dépistage est effectué lorsque des patients se présentent dans 1’'un des centres de santé
équipés, a la recherche de soins. Dans cette etude, le dépistage était effectue lorsque le patient
rempli les conditions de sa participation. L’étude a duré 29 mois (Aot 2017 a Décembre 2019)
et a été menée sans interruption dans les 10 centres de santé de la zone d’endémie suivant le

protocole de la surveillance passive de la maladie.

11.3.2.1. Critéres d'inclusion et d*exclusion
Les critéres de participation a 1’étude étaient basés sur deux points majeurs chez des patients
venus en consultation dans I’'un des centres de santé identifiés. Les patients remplissant les
critéres suivants étaient éligibles a cette étude :
a) Criteres d’inclusion
e Visiteurs ou résidents dans une région endémique de THA
e Suspicion clinique de THA basée sur les symptémes et signes cliniques suivants :
o fiévre de longue durée, rebelle aux traitements antipaludéens ;
o maux de téte pendant une longue durée (> 14 jours) ;
o présence de ganglions au niveau du cou (adénopathies cervicales) ;
o grand amaigrissement ;
o affaiblissement général ;
o prurit intense ;
o aménorrhée, avortement(s) spontané(s), ou sterilité ;
o coma, convulsion ;
o problémes psychiatriques (agressivité, apathie, confusion mentale, hilarité
croissante inhabituelle) ;
o troubles du sommeil (insomnie nocturne et somnolence diurne excessive) ;
o troubles moteur (mouvements anormaux, tremblement, difficulté a la marche) ;

o difficulté & s'exprimer.
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b) Critéres d'exclusion
Les patients chez qui 1’un des critéres ci-dessous est vérifié n’ont pas participe a 1’étude :
e patient précédemment traité pour cas de trypanosomiase humaine africaine (THA) quel
que soit le temps écoulé depuis le traitement;
e patient non volontaire refusant ou n’ayant pas signé le consentement éclairé ;

e patient dont I’age est inférieur a 4 ans.

11.3.2.2. Procédure de diagnostic

L'algorithme de diagnostic (figure 15) a nécessité la formation du personnel des centres
de santé. En effet, le personnel soignant n’était pas familiarisé au diagnostic de la THA.
Cependant, la zone d’étude étant également endémique au paludisme (Fakih, 2014), les agents
de santé étaient déja habitués a réaliser des tests de diagnostic rapides (TDR) du paludisme. Ces
tests sont effectués de la méme maniéere que les TDR de la THA a Trypanosoma brucei
gambiense. Malgré cette familiarité des agents de santé avec le format TDR, il était nécessaire
de les former a nouveau et les sensibiliser pour la prise en compte de la THA dans leur
diagnostic quotidien. Des supervisions mensuelles ont permis de faire un suivi continu du
déroulement des activités sur le terrain ainsi que de la sensibilisation aupres de la population
d’étude. 11 a également été essentiel de former le personnel de santé sur la maniere d'interpréter
les résultats des différents TDR et de les communiquer aux patients. De facon pratique, les
agents de santé formés aux divers protocoles de I’étude, ont posé un diagnostic clinique chez
des patients venus d’eux-mémes au centre de santé pour une consultation. Le diagnostic
clinique avait pour objectif de rechercher chez le patient un ou plusieurs signes cliniques
évocateurs de la maladie du sommeil.

Parmi les centres de santé identifiés, les sites de screening sérologique (SSS) avaient
juste la capacité de soulever une suspicion clinique et sérologique de cas de THA. Les suspects
sérologiques diagnostiqués dans les SSS ont été automatiquement référés dans les centres de
diagnostic et traitement (CDT) pour la prise en charge des tests plus pousses voire pour le
traitement en cas de confirmation parasitologique. Au CDT, des échantillons de sang sur papier
filtre ont été collectés a partir du sang des suspects sérologiques pour la réalisation des tests de
laboratoire, a effectuer ultérieurement au Centre International de Recherche-Développement

sur I'Elevage en zone Subhumide (CIRDES) de Bobo-Dioulasso.
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Figure 15: Algorithme diagnostique de la surveillance passive de la trypanosomiase
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Les résultats des tests réalisés au laboratoire ont été communiqués aux agents de santé dans un
délai de un mois. Le rdle de ces tests a été de confirmer ou non la suspicion de la trypanosomiase
humaine africaine (THA) chez les suspects sérologiques non encore confirmés en parasitologie
afin de refaire les investigations parasitologiques. En résumé, les patients suspectés
cliniquement d’étre atteints de la THA et remplissant les critéres d’inclusion ont été examinés
avec trois tests de diagnostic rapides (TDR) simultanément a partir d’un échantillon de sang
frais obtenu par une ponction digitale. Les patients ayant au moins un résultat positifa 1’un des
TDR, ont subi un prélevement au pli du coude, pour la réalisation des tests parasitologiques
(mAECT/sang total). Le méme échantillon de sang a été utilisé afin de réaliser des spots sur
papier filtre pour des tests au laboratoire. Un examen du suc ganglionnaire était envisagable en
cas de présence de ganglions. Dans ce cas, le ganglion au bas du cou est ponctionné avec une
séringue et le suc ganglionnaire est déposé entre lame et lamelle puis examiné au microscope

au grandissement (X400). Les sujets positifs a la parasitologie ont été aussitét traités au CDT.

11.3.3. Evaluation des tests diagnostiques
11.3.3.1. Réalisation des tests de diagnostic rapide

Dans cette étude, trois TDR développés réecemment et commercialisés ont été utilisés. I
s’agit de SD Bioline HAT (Abbott Diagnostics, Corée du Sud) (Sternbergetal., 2014 ; Lumbala
et al., 2018) ; HAT Sero-K-Set (Coris BioConcept, Belgique) (Buscher et al., 2014) et rHAT
Sero-Strip (Coris BioConcept, Belgique) (Buscher et al., 2013). Avant toute procédure le code
de I’échantillon a été inscrit sur chacun des TDR. Pour le test rHAT Sero Strip, le code de
I’échantillon a été inscrit sur le tube a essai. Les TDR ont été effectués avec du sang frais obtenu
par une ponction digitale et les résultats des tests ont été interprétés aprés 15 minutes avec un
délai de lecture allant jusqu’a 5 minutes. Les trois TDR ont été réalisés simultanément en
suivant les instructions de procédure d’opération standardisée de chacun des TDR. D’abord, un
volume de 70 pL de sang prélévé a été nécessaire pour la réalisation des trois (3) TDR. Pour
les tests HAT Sero-K-Set et rHAT sero-Strip, 25 pL de sang ont respectivement été introduits
dans la fenétre de dépbt tandis que 20 pL de sang ont été utilisés pour le test SD Bioline HAT.
Ensuite, une solution de tampon de migration a été ajoutée dans la fenétre de dép6t de chacun
des tests permettant 1’écoulement ou 1’ascension de 1’échantillon le long de la membrane par

capillarité. Ainsi deux (2) gouttes de tampon ont été ajoutées pour le test HAT Sero K-Set tandis
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que quatre (4) gouttes ont éte utilisées respectivement pour les tests SD Bioline et rHAT Sero-
Strip. L’échantillon traverse la zone de deux lignes appelées ligne de test (T) et ligne de contréle
(C) pour les tests HAT Sero-K-Set et rHAT Sero-Strip. Alors que pour le test SD Bioline HAT,
I’échantillon traverse trois (3) lignes dont 2 lignes de tests (notées T1 et T2) et une ligne de
contrdle. L interprétation des résultats des différents tests est basée sur la présence ou I’absence
de lignes (Figure 16). Un résultat est consideré positif avec les tests Coris lorsque la ligne de
contréle (C) et la ligne de test sont toutes deux visibles. Pour le test SD Bioline HAT, il est
positifsi la ligne de contrdle (C) et I’une ou les deux lignes de test T1 et T2 sont visibles (Figure
16A). Tout signal positif au niveau des lignes de test doit étre considéré comme tel, quelle que
soit I’intensité de la ligne de test car celle-ci peut étre extrémement faible. Dans le cas ou seule
la ligne de contrdle (C) est visible alors le test est négatif (Figure 16B). Si aucune des lignes

n’est observée ou seules les lignes de tests sont visibles alors le test est non valide (Figure 16C).

11.3.3.2. Réalisation des tests parasitologiques

Les tests parasitologiques préconisés dans cette étude ont été la minicolonne ou mMAECT
(Lanham et Godfrey, 1970 ; Lumsden et al., 1979) et I’examen microscopique du suc
ganglionnaire (au grossissement X400) collecté par ponction ganglionnaire (PG) en cas de
présence d’adénopathies cervicales. La trousse de mAECT utilisée, provenait de 1’Institut
national de recherche biomédicale (INRB) de Kinshasa en RDC (modele INRB/IMT) et le test
a été effectué de facon systématique.. Un prélevement au pli du coude d’un volume de 3 mL
environ a été fait dans un tube hépariné (Figure 17A). Le code de I’échantillon a été inscrit sur
la mini-colonne avant d’ouvrir le tube collecteur. Le tampon surnageant de la colonne a été
transvasé dans le tube de centrifugation contenu dans le kit mAECT. Un volume de 500 pL a
¢té prélevé a 1’aide d’une pipette puis déposé délicatement au milieu du filtre de la colonne
(Figure 17B). Une fois que le sang a bien pénétré dans le filtre de la colonne, le tampon a été
ajoute dans la colonne (Figure 17C). Le tube collecteur a été immédiatement posé en dessous
de la colonne afin de recueillir I’éluat. Aprés quelques minutes d’élution, le tube collecteur a
été refermé puis centrifugé pendant 15 min a 3000 rpm (Figure 17D). Le tube collecteur a été
monté dans une chambre de lecture (Figure 17E) puis examiné sous un microscope au
grossissement (X200) (Figure 17F). Le test est considéré positif lorsque des trypanosomes sont

observés au microscope (Blscher et al., 2009) (Figure 17G).
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A. Prélévement au pli du coude B. Dép6t de sang dans la
minicolonne du test

C. Ajout du reste de tampon dans
la minicolonne

E. Montage du tube collecteur F. examination du fond dur tube collectenr
sous le microscope

Trypanosomes

G. Observation des trypanosomes si test positif

Figure 17: Les étapes de réalisation du test parasitologique mMAECT
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11.3.3.3. Réalisation des tests de laboratoire
11.3.3.3.1. Préparation des papiers filtres

Une partie de 1’échantillon de sang prélevé au pli du coude a été utilisée pour préparer
des papiers filtres. Deux catégories de papiers filtres ont été préparées en fonction du test a
réaliser au laboratoire. Le papier filtre Whatman No.4 (11 cm de diameétre) a été préparé pour
la réalisation des tests de I'ELISA T. b. gambiense, la trypanolyse (TL) et la qPCR. La catégorie
du papier filtre Whatman No. 1001 (47 mm de diametre) a été préparée pour la réalisation du
test LAMP (Figure 18A). Pour chaque échantillon de suspect sérologique, la réalisation des
deux papiers filtres (Whatman 1001 et Whatman No.4), les indications comme le code du
participant, la date et la nature du papier filtre (W1 pour Whatman 1001) et (W4 pour Whatman
No.4) ont été inscrites sur le bord de chacun des papiers filtres réalisés. Les papiers filtres ont
été ensuite montes sur des tiges de fer pour permettre leur séchage a 1’air ambiant (Figure 18B).
L’échantillon étalé sur le W1 a subi un traitement dans du dodécylsulfate de sodium (SDS 5%)
qui a permis de lyser les cellules sanguines avant d’étre étalé sur le papier filtre. A I’aide d’une
micropipette, 20 pL de solution SDS 5% ont été déposés dans un tube Eppendorf et un volume
de 180 pL de sang hépariné y a éte ajouté. La solution obtenue est homogénéisée, puis laissée
incuber avec le SDS 5% pendant 5 minutes entrainant la lyse des globules rouges. Un volume
de 40 uL de sang traité avec le SDS 5% a ensuite été étalé en 2 taches sur le papier filtre puis
séché pendant 1 heure a I’air ambiant et a I’abri du soleil et des insectes. Quant au W4, le papier
a d’abord été divisé a 1’aide d’un crayon en huit zones d’aire égale puis 30 pL de sang ont
directement été déposé en 16 taches sur le papier filtre a raison de 2 taches de sang par zone.
Les taches de sang ont été disposées de sorte qu’ils ne se touchent pas (Figure 18C). Aprés
séchage des papiers filtres, les codes des participants ont également été recopiés sur des petites
enveloppes en papier (enveloppes de type AG6) dans lesquelles chaque papier filtre
correspondant a été place (Figure 18D). Pour la conservation des échantillons de papiers filtres,
les enveloppes ont été placées par lot de 10 au maximum dans un sachet en plastique a fermeture
hermétique (sachet de type Zip-Lock) et 35g de gel de silice ont été ajoutés (Figure 18E). Les
sachets zip-lock ont été ensuite placés dans des grandes enveloppes (enveloppes de type A4)
bien emballés et conservés a température ambiante. Le sang séché sur du papier filtre permettra

de réaliser des tests au laboratoire.
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Figure 18: Etapes de réalisation d'échantillon sur papier filtre
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11.3.3.3.2. Réalisation de la trypanolyse (TL)

Pour réaliser la trypanolyse (TL) (Van Meirvenne et al., 1995), des trypanosomes vivants

ont été incubés avec 1’échantillon a tester et du sérum de cobaye (complément). Dans le but
d’obtenir des trypanosomes vivants, des souris ont été inoculées (3 souris /variant antigénique)
avec les souches de T. b. gambiense portant les variants antigéniques LiTat 1.3 et LiTat 1.5.
Aprés avoir atteint une parasitémie de niveau d'antilog de 8.1 ou 8.4 trypanosomes par millilitre
de sang en trois ou quatre jours, les souris ont été tuées afin de récolter le sang contenant les
trypanosomes. Du sérum de cobaye collecté grace a une ponction cardiaque chez des cobayes
puis conservé au congélateur, a été utilisé comme complément dans la réaction anticorps-
antigene. Ainsi, un volume nécessaire de sérum de cobaye (80 pL par échantillon ou environ 8
mL par microplaque) a été décongelé pendant 30 minutes a température ambiante.
Pour chacune des souches, un volume de sang ayant une parasitémie de 107 trypanosomes/mL
a été utilisé. Des dilutions ont été faites avec du sérum de cobaye préalablement récolté afin
d’ajuster la parasitémie du sang récolté a 5 trypanosomes par champ (grossissement X400). Les
papiers filtres ont été découpés en petits cercles ou confettis a raison de 2 confettis par papier
filtre a I’aide de perforateur de 6 mm. Les confettis ont été déposés au fond des puits de la
plaque selon un ordre bien défini. Le premier et le second puits contiennent respectivement le
témoin positif (sérum humain de malade de la THA) et le témoin négatif (papier filtre vierge).
Ensuite, un volume de 40 pL de sérum de cobaye (complément) a été distribué dans chaque
puits et la plaque a été agitée a une vitesse maximum pendant 1 heure.

Apres ’incubation, 10 pL de la solution de sang parasité préparée a 5 trypanosomes par
champ ont été ajoutés dans chaque puits pour un volume total de 50 pL. La plaque a été agitée
a vitesse maximum pendant 10 secondes puis incubée pendant 90 minutes a température
ambiante. Dans la phase d’incubation, la plaque a été agitée pendant 10 secondes a vitesse
maximum toutes les 15 min. Le surnageant (8 pL) de chaque puitsa été observée au microscope
(au grossissement X400) en commengant par les temoins (positif et négatif). Au moins 10
champs ont été lus en notant le pourcentage de lyse. Le test a été interprété positif si son
pourcentage de lyse > 50%. L’échantillon est positif a la TL lorsque le test d’un des deux

variants antigéniques a été positif.
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11.3.3.3.3. Réalisation du test ELISA/T. b. gambiense

Pour cette étude, le principe de I’ELISA/ T. b. gambiense (Voller et al., 1975 ; Liu et al.,
1989) consistait a détecter la présence d’un anticorps spécifique dans un échantillon de sang
séché sur papier filtre WA4. Les réactifs majeurs utilisés ont été les antigenes (GVS LiTat 1.3 et
LiTat 1.5 de T. b. gambiense, lyophilisés en quantités de 1 mg, produits par I'Institut de
Médecine Tropicale, Anvers), le conjugué : chevre anti-lgG humain (H+L)-peroxidase
(Jackson, 109-035-003), du chromogene ABTS (Sigma-Aldrich, réf. 11112422001) et le
tampon substrat ABTS (Sigma-Aldrich, réf. 11112597001). Les résultats du test ont été validés
en présence de contrdle positif (sérum humain de patient THA) et de contrdle négatif (sérum
humain négatif pour THA). Le test a été réalisé en plusieurs étapes a savoir de la préparation
des tampons jusqu’a la lecture du test.

Plusieurs reactifs comme NaH;PO4.H.O (137,99 g/mol), Na;HPO4.2H,O (177,99
g/mol), NaCl (58,44 g/mol), NaNs (6,01 g/mol), lait écrémé (Sigma-Aldrich, réf. 70166-500G),
Sucrose 1 kg (VWR, 1076511000), Glycérol 87%(VWR, réf. 1.04094.1000) ont servi a la
préparation des différents tampons (Annexe VI).

La procédure de réalisation du test a débuté par la préparation des antigenes qui sont
conditionnés sous la forme lyophilisée. Ils ont été reconstitués avec 1 mL d'eau distillée pour
obtenir une concentration de 1 mg/mL. La solution obtenue avec I’antigeéne dissout a été répartie
en volumes de 100 pL dans des microtubes de 0,5 mL et le tube marqué a été conserve a -80°C.
Plus tard, les antigénes ont été utilisés pour préparer plusieurs microplaques ELISA afin de les
rendre sensibles aux anticorps de T. b. gambiense puis elles ont été conservées au congélateur
avant usage. Un tube de 100 pL de chaque antigéne a été décongelé. Pour rendre sensible une
microplaque, un volume de 8 mL de PB 0,01M, pH 6,5 a été mesuré avec un tube Falcon de 15
mL. Une dilution de 1/1000 de chaque antigene a été faite dans du tampon PB (8 pL de LiTat
1.3 (solution 1 mg/mL) et 8 pL de LiTat 1.5 (solution 1 mg/mL) dans 8 mL de tampon PB).
Avec un marqueur, la microplaque a été divisée en deux en tragant une ligne verticale entre les
colonnes 6 et 7 (Figure 19). Seul le c6té gauche a été rendu sensible et chacun des c6tés de la
plaque a été marqué (le contenu et la date de sensibilisation (LiTat 1.3 + 1.5 jj/mm/aaaa)). A
’aide d’une micropipette multicanaux, 150 pL de la solution d'antigénes LiTat 1.3 et LiTat 1.5

ont été déposés dans chacun des puits des colonnes 1 a 6 de la microplaque.
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Figure 19: Exemple de plan d'utilisation de la microplaque pour le test ELISA/T. b. gambiense
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Les colonnes 7 a 12 ont éte laissées vides (sans antigene). La microplaque a été couverte et
laissée pour incubation pendant toute une nuit a 4°C. Pour cette étape de sensibilisation, le but
est de permettre que l’antigéne se fixe de maniére électrostatique au fond des puits.Le
lendemain, la microplaque a été retirée du frigo et la solution d'antigénes a été vidée par
retournement de la plaque. Chaque puits de la microplagque a été de nouveau rempli avec 350
pL de PBS-Blotto et la plaque a été laissée incuber pendant une heure a température ambiante.
Cette étape est la saturation de la microplaque.

Suite a cette étape, les échantillons ont été préparés dans des tubes d'élution suivant le numéro
d’ordre de série. A I’aide d’un perforateur, un confetti de 6 mm de chaque échantillon de sang
séché sur papier filtre a été coupé et mis dans le tube d’élution. Puis, 720 pL de tampon PBS-
Blotto-Tween ont été ajoutés dans les tubes d'élution et 1’élution a été faite pendant toute une
nuit a 4°C.

Le test ELISA/T. b. gambiense proprement dit a été réalisé en plusieurs phases de lavage
et d’incubation de la microplaque. Tout d’abord, les échantillons ont été retirés du réfrigérateur
ainsi que la microplaque du congélateur. Les échantillons ont été mélangés a I’aide d’un vortex,
ensuite, les serums de contréles positif et négatif ont été dilués avec du PBS-Blotto-Tween (une
dilution de 1/150 c.-a-d. 10 pL de sérum de contrdle dans 1,5 mL de PBS-Blotto-Tween).

La microplaque a subit un premier lavage (rincer 3 fois avec 350 puL PBS-Tween par puits de
la microplaque pendant minimum 1 seconde) ensuite, les échantillons et les contréles ont été
déposés dans les puits selon le plan suivant:

i) 150 pL de contrdle positif ont été déposés dans les puits Al, A2, B1, B2, A7, A8, B7 et B8 ;
i) 150 pL de contréle négatif ont également été déposés dans les puits C1, C2, C7 et C8; ainsi
que 150 pL de PBS-Blotto-Tween (contréle conjugué) dans les puits D1, D2, D7 et D8 (Figure
19);

iii) 150 pL d'éluét du premier échantillon ont été déposés dans les puits E1 et E2 (avec antigene)
et les puits E7 et E8 (sans antigéne).

Cette technique a été répétée pour les autres échantillons selon le schéma de la figure 19 puis
la microplaque a été laissée pour incubation pendant 30 minutes.

Un second lavage de la microplaque a été réalisé a raison de 3 fois pendant une seconde avec

350 puL PBS-Tween et vidée apres le dernier lavage. Pour I’incubation du conjugué a la
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peroxydase (AffiniPure Goat (Anti-Human IgG, Jackson Immuno Research)), il a d’abord été
dilué (dilution 1:40000) dans du PBS-Tween en deux étapes a savoir 5 pL dans 0,5 mL et puis
100 pL de cette dilution dans 40 mL. Ensuite 150 pL du conjugué dilué ont été déposés dans
chaque puits de la microplaque et elle a été laissée pour incubation pendant 30 minutes. Aprés
cette incubation du conjugué, la plaque a éte lavée a nouveau 5 fois pendant une seconde avec
350 uL de PBS-Tween par puits et vidée apres le dernier lavage.

Dans chaque puits de la microplaque, 150 pL de solution substrat/chromogene (ABTS) ont été
déposés et la plaque a été laissée pour incubation pendant 1 heure dans l'obscurité. L’ incubation
de ce substrat/chromogéne est spécifique a ’enzyme et permet de transformer et induire une
coloration bleue de la réaction s’il y a présence de I’anticorps recherché (Figure 20).
L’intensité de la coloration a été proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et donc a la
concentration d’anticorps recherchés. Les densités optiques (DO) ont été lues a 415 nm et le
fichier a été sauvegardé avec les données brutes. Les résultats de la réaction ELISA/T. b.
gambiense ont été interprétés comme suit :

- le test était négatif si la DO de I’échantillon se situe entre 0-30 d’aprés le pourcentage de
positivité du contrdle positif ;

- le test était positif lorsque la DO de 1’échantillon est supérieur a 30 selon le pourcentage de
positivité du contréle positif.

Des cas de rejet de résultats ont été observés lorsque la différence entre deux répétitions d'un

échantillon ou d'un sérum de contréle était trop grande.

Figure 20: Microplaque ELISA/T.b.gambiense avec révélateur chromogéne
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11.3.3.3.4. Réalisation du test PCR en temps réel (QPCR)
Pour la réalisation de la gPCR en temps réel (Mumba et al., 2014 ; Compaore et al.,
2020a), une extraction d'ADN a partir du sang séché sur du papier filtre Watman N°4 (W4) a

été effectuée.

11.3.3.3.4.1. Extraction de ’ADN génomique

L’ADN génomique qui a été extrait a partir du sang séché sur du papier filtre est un
mélange d’ADN génomique de 1’héte et celui des trypanosomes si le sujet est infecté. Ce
processus a été réalisé en utilisant le Q1Aamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Le
principe d’extraction s’est fait en plusieurs étapes successives (lyse, fixation, lavage et élution).
Les tampons contenus dans le kit d’extraction ont été tout d’abord vérifiés et certains ont été
reconstitués pour leur premier usage.

Les papiers filtres ont été sortis de leur enveloppe et a ’aide de perforateur, trois confettis
de 6 mm de diametre ont été découpés sur chague échantillon (Figure 21A) et mis dans un tube
Eppendorf. Du tampon ATL (180 uL) (Figure 21B) puis de la protéinase K (20 uL) ont été
ajoutés dans les tubes et ont été mixés a 1’aide d’un vortex. L’incubation des tubes a été faite a
56°C pendant 1 heure et chaque 10 minutes les tubes ont été retirés et mixés pendant 10
secondes avec le vortex. Les tubes ont ensuite été centrifugés pendant 5 secondes a vitesse
maximale dans une micro centrifugeuse pour faire descendre des gouttes qui peuvent se former
dans les bouchons des tubes Eppendorf. A ce stade, du tampon AL (200 uL) a été ajouté et les
tubes ont été mixés pendant 10 secondes puis incubés pendant 10 minutes & 70°C. Au cours de
cette incubation, chaque 3 minutes, les tubes étaient mixés pendant 10 secondes sur le vortex.
Les tubes ont été centrifugés de nouveau pendant 5 secondes a vitesse maximale et a I’aide
d’une micropipette, tout le contenu a été soigneusement transféré dans des colonnes (QlAamp
MinElute) marquées, sans toucher la paroi de la colonne. Les colonnes ont été centrifugées a
8000 rpm pendant 1 minute et montées sur de nouveaux tubes collecteurs (2 mL). Du tampon
AW1 (500 uL) a été ajouté dans les colonnes et elles ont éte centrifugees a 8000 rpm pendant
1 minute. Les colonnes ont été placées sur de nouveaux tubes collecteurs, un volume de 500 pL
de Tampon AW2 y a été ajouté. Les colonnes ont été centrifugées a 8000 rpm pendant 1 minute.
Ensuite, les mémes colonnes ont été posées sur de nouveaux tubes collecteurs puis centrifugées
a vitesse maximale (14000 rpm) pendant 3 minutes pour sécher la membrane des colonnes.
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i

B. Ajout du tampon ATL dans les tubes contenant les confettis

Figure 21: Extraction de I’ADN génomique a ’aide de QlAamp DNA Micro Kit
75



Matériel et méthodes

Chaque colonne a été placée sur un tube Eppendorf propre et marqué avec les codes et la date
de prélévement des échantillons. Le tampon d’élution (50 uL. de tampon EA) a été ajouté dans
les colonnes au milieu de la membrane, elles ont été incubées pendant 1 minute a température
ambiante puis centrifugées pendant 1 minute a vitesse maximale (14000 rpm). L’ADN
génomique des échantillons (un précipité blanchatre) a été conservé dans des tubes Eppendorf
a-20°C,

11.3.3.3.4.2. Procédure de la PCR en temps reel (QPCR)
a) Principe de lagPCR
Une machine de type Agilent-AriaMx, Version 1.0 a été utilisée pour la réalisation de
la gPCR. Le principe de la gPCR a été réalisé en 3 étapes a savoir la préparation d’un mix pour
la réaction PCR et sa distribution dans les puits d’une plaque a 96 puits. Ensuite 1’ajout des
¢chantillons d’ADN et des controles positif et négatif dans les puits. Enfin, la mise en route de

la machine Agilent-AriaMx pour la réaction de gPCR.

b) Protocole de réalisation de la gPCR

Un premier test (QPCR m18S) a été réalisé sur tous les échantillons en utilisant des
amorces permettant la détection du sous-genre Trypanozoon. Le deuxiéme test de la gPCR
ciblant le gene TgsGP spécifique a T. b. gambiense a été appliqué uniquement sur les
échantillons positifs en g°PCR m18S.
Des amorces spécifiques pour ’amplification de I’ADN et une sonde TagMan pour la détection
d’amplicons en temps réel ont été utilisées. Pour réaliser les deux tests, le matériel, les réactifs
et le mode opératoire ont été les méme sauf les sequences des amorces et sondes:
- Séquences d’amorces et sonde pour la gPCR ciblant le gene 18S (qPCR m18S)
Amorce sens: m18S-11-F-Tb 5-CGTAGTTGAACTGTGGGCCACGT-3'
Amorce anti-sens: m18S-11-R-Tb  5-ATGCATGACATGCGTGAAAGTGAG-3’
Sonde tagman: m18S-11-probe 5-FAM-TCGGACGTGTTTTGACCCACGC-BHQ1-3'
- Séquences d’amorces et sonde pour la gPCR ciblant le gene TgsGP (QPCR TgsGP)
Amorce sens: Tgs-F  5-GGCTGTCACGGACTTGCTCA-3'
Amorce anti-sens: Tgs-R  5-CTTGCAGATGCCTCGCACAC-3’
Sonde tagman: Tgs-probe 5-FAM-ACGGCGGTATCGACGGCGGCAGTGA-BHQ1-3'
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c) Préparation du mix qPCR et préparation de la plaque

Les amorces ou sonde étant lyophilisées, elles ont été reconstituées avec du tampon TE a
la concentration 1X a 100 uM afin d’obtenir des solutions méres. Des aliquots de 100 pL ont
été préparés dans des tubes Eppendorf (1,5 mL) marqué avec le nom de I’amorce/sonde ainsi
que la concentration (100 uM) et la date de préparation. Les tubes contenant la sonde ont été
protégés avec du papier aluminium contre la lumiére. Des solutions de travail ont été préparées
pour chaque amorces et sondes par dilution de la premieére solution (solution meére) avec de
I’eau grade biologie moléculaire pour obtenir une concentration de 20 pM (une dilution de 5
fois a partir de la solution mére 100 uM). Le mix de la réaction de qPCR a été préparé dans un
tube Eppendorf de 1,5 mL et les volumes a ajouter au Master Mix ont été calculés en tenant
compte du témoin positif et negatif (Figure 22A). Le tableau Il1 illustre le mode de calcul de
ces réactifs. Dans chaque puits de la microplaque, 20 pL du mix PCR ont été déposés sauf le
puits correspondant au témoin négatif de la PCR (NTC) dans lequel le mix PCR a été remplacé
par de 1’eau grade biologie moléculaire. Hors de la hotte, 5 uL d’ADN de I’échantillon ont été
ajoutés dans les puits correspondants et I’ensemble a ét¢ mélangé avec la pipette (en faisant des
va et vient). Enfin, un volume de 5 pL du contrdle positif de PCR a été ajouté dans le puits
correspondant (ADN T.b. gambiense). Le volume final de la réaction était de 25 pL par puits.
La plaque a été scellée avec du plastique optique afin d’éviter 1’évaporation pendant la PCR.
La plaque a été centrifugée a 2700 rpm pendant une minute a 4°C.

Ensuite, la plaque a été introduite dans la machine Agilent-AriaMx (Figure 22B) et le
plan de plaque a été vérifié au niveau de I’ordinateur et les conditions d’amplification ont été
les suivantes : une dénaturation initiale (deshybrider I’ADN double brin) a 95°C pendant 5 min,
ensuite I”hybridation des amorces a 60°C pendant 30s, enfin I’élongation a 72°C pendant 30s.
A la fin du programme, les données ont été automatiquement sauvées dans le dossier
“expérience” de I’ordinateur et I’interprétation des résultats s’est faite en fonction des valeurs
de quantification de cycle (Cq) obtenues (Figure 22C). Les échantillons présentant un Cq <40

étaient positifs.
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Tableau I11: Composition du mix pour la gPCR

Réaction dans 25uL

Concentration Concentration
initiale Finale 1 échantillon M échantillons
(HL) (HL)

Master Mix 2X 1X 12,5 Mx12,5
Amorce F 20 uM 0.2 uM 0,25 M x 0,25
Amorce R 20 uM 0.2 uM 0,25 M x 0,25
Sonde 20 pM 0.2 uM 0.25 M x 0,25
Eau 6,75 M x 6,75

Master Mix = dNTPs + Taq polymérase + tampon + MgCl2
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B. Insertion de la microplaque dans la machine gPCR

Amplification
1200 . v ’

5888

=

Cyeles

C. Interprétation des résultats sauvegardés
sous forme de Courbes d’amplification

Figure 22: Etapes de réalisation de la qPCR
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11.3.3.3.5. Réalisation de la LAMP
Le présent protocole pour la LAMP (Kuboki et al., 2003 ; Njiru et al., 2008; Matovu et
al., 2020) cible une séquence répétitive (RIME) qui est spécifique pour le sous-genre

Trypanozoon. Deux grandes étapes ont été considérées dans I’application du test LAMP.

11.3.3.3.5.1. Extraction de ’ADN

A T’aide d’un perforateur, deux confettis de 6 mm de diamétre ont été coupés sur chacun
des papiers filtres Whatman N°1 (W1) et mis dans les tubes Eppendorf stériles correspondants
aux numéros inscrits sur les différents échantillons. Pour le témoin négatif d’extraction, deux
confettis de papier filtre W1 vierge ont été également coupés puis 100 pl de I’eau
biomoléculaire ont été ajoutés dans tous les tubes. Les tubes ont été mixés au Vortex puis
centrifugés a vitesse maximale (14 000 rpm). Ils ont été incubés a 90°C pendant 10 minutes
puis centrifugés pendant 3 minutes a vitesse maximale. Les cellules sanguines étant lysées avec
du SDS lors de la préparation du papier filtre sur le terrain alors le surnageant contient I’ADN

extrait prét a étre utilisé pour la réaction LAMP.

11.3.3.3.5.2. Réaction LAMP

La méthode de la LAMP a été réalisée avec une machine de type incubateur LAMP Génie
Il (OptiGene Ltd). Cette méthodologie s’est deroulée en trois étapes a savoir la préparation
d’un strip LAMP pour obtenir les solutions avec le mix LAMP, suivi de 1’ajout des échantillons
d’ADN et de controles positif et négatif puis de la mise en route de la machine Genie 11l de
OptiGene et de la lecture du résultat (Figure 23). Le kit LAMP (Loopamp Trypanosoma brucei
assay; Eiken Chemical Co Ltd, Japan) composé de huit (8) tubes ou strips a été utilisé pour
préparer le mix réactionnel. Les tubes du kit ont été marqueés et le tampon controle négatif
contenu dans le kit a été déposé dans chacun des tubes (25 pL pour le témoin négatif et 20 pL
pour le reste des tubes a tester). Hors de la paillasse de préparation du mix réactionnel, 5 uL de
chaque échantillon (solution d’extraction) ont été ajoutés dans les tubes correspondants. Pour
le tube du contr6le positif, 25 pL du tampon contréle positif ont été ajoutés. Dans un premier
temps, les tubes ont été tournés a I’envers et secoués fermement afin que la solution se déplace

dans I’intérieur des capuchons des tubes ou les réactifs sont présents. Ce processus a permis de
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reconstituer le réactif LAMP (Figure 23A). Dans un second temps, les tubes ont été placés a
I’envers sur la paillasse pendant 2 minutes.

Ces rotations de tubes ont été effectués 5 fois et a chaque inversion, les tubes ont été agités afin
d’obtenir un mélange homogeéne pour la réaction LAMP. Ensuite, les tubes ont été
immeédiatement placés dans I’incubateur LAMP a 65°C pendant 40 minutes (Figure 23B). A la
fin de la réaction, les résultats ont été visualisés sur I’écran de la machine et sauvés
automatiquement dans le dossier Log de la machine Génie Il1. Pour la lecture avec la méethode
de fluorescence, le strip a été retiré de l'incubateur LAMP et a été placé dans l'unité de
fluorescence (Figure 23C). L'échantillon est positif si la fluorescence est présente (I'échantillon
brille), cela signifie que I'échantillon contient de I'ADN des trypanosomes. Dans le cas
contraire, I'échantillon est négatif (pas de fluorescence et I'échantillon ne brille pas). Ce résultat

signifie que I'échantillon ne contient pas d’ADN des trypanosomes (Figure 23D).

11.3.3.4. Evaluation de la performance des tests diagnostiques

L’¢tude d’outils d’aide a la prise de décision sanitaire comme les tests de dépistage ou de
diagnostic nécessite entre autres, d’estimer 1’incertitude li¢e a la détection de la maladie. Dans
une situation idéale, la détection de la maladie serait réalisable de maniére directe et immédiate,
sur la base de signes cliniques pathognomoniques exprimés de maniére constante chez tous les
individus atteints. En réalité, la détection d’une maladie n’est pas aussi simple. Les individus
infectés peuvent exprimer les signes cliniques de maniére variable selon I’évolution de la
maladie et I’ancienneté de 1’infection et ces signes peuvent étre plus ou moins spécifiques. 11
est alors nécessaire de recourir a |’utilisation de tests de dépistage ou de diagnostic afin
d’apporter un appui au clinicien, mais la encore, les résultats obtenus nécessitent une
interprétation selon les indices disponibles (fiabilité du test, contexte épidémiologique, profil
de I’individu testé, ...). Comme vu précédemment, les plans de lutte collective contre la THA
reposent en partie sur l’utilisation de tests fournissant des informations sur le statut des
individus vis-a-vis de la maladie. La connaissance de leurs limites est indispensable a la
rationalisation des décisions sanitaires prises sur la base des résultats qu’ils fournissent.
En somme, I’interprétation des résultats fournis par un test de diagnostic nécessite de connaitre
a la fois les caracteristiques du test utilisés mais également le contexte épidémiologique dans

lequel le diagnostic ou le dépistage est réalisé.
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Figure 23: Réalisation de la LAMP avec la machine de type incubateur LAMP Génie Il
(OptiGene)

A. Préparation du strip LAMP ; B. Insertion du strip dans 1’incubateur LAMP ; C. Unité de
visualisation a la lumiere fluorescente des résultats de la LAMP ; D. résultats lus a la lumiéere
fluorescente.
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En pratique, I’évaluation des tests disponibles pour la conception d’un algorithme de
dépistage nécessite en premier lieu la comparaison de leurs caractéristiques intrinséques, qui
doivent étre déterminées par rapport a une référence fournissant une information sur le statut
de I’individu vis-a-vis de ’agent pathogene dépisté (infecté ou indemne). Le « gold standard »
utilisé étant la minicolonne avec une spécificité de 100%, il est qualifié d’un « gold standard »
negatif.

Dans cette étude, I’estimation de la performance des tests a été faite de fagon directe et les

résultats des tests étudiés ont tous été comparés au méme test de référence.

11.3.3.5. Analyses des données

Les données récoltees sur le terrain ont été consignées dans le tableau Excel du logiciel
Microsoft Office Excel (Version 2016). Ce fichier Excel a permis d’organiser les données
récoltées afin de constituer les bases de données de 1’étude. L’ensemble des analyses statistiques
ont été réalisées avec le logiciel R et ses interfaces (Core R Team R; 2018). Les données
quantitatives ont été exprimées en médiane et les variables catégorielles ont été exprimées en

fréquence.

11.3.3.5.1. Détermination des caractéristiques de la population d’étude
a) Test binomial

Le test binomial, également appelé test exact binomial, est une approche non paramétrique
qui a permis de tester si la répartition des signes cliniques observés au niveau du genre était
aléatoire. A I’instar du test exact de Fisher, le test binomial est connu comme une alternative au

test du chi 2 de Pearson lorsque la configuration des effectifs ne permet pas son application.

b) Test de Chi? d’indépendance de Pearson

Ce test a permis d’apprécier 1’existence ou non d’une relation entre deux variables
nominales. La répartition des symptémes et signes cliniques a été comparée dans les foyers
prospectés au moyen de ce test. En d’autres termes, les fréquences d’observation des différents
signes cliniques dépendent-elles du foyer? Le test a également été utilisé pour établir une

relation entre la séroprévalence et I’dge ainsi qu’entre les symptomes et signes et le genre.
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c) Test exact de Fisher

Considéré comme alternatif au test de Chi? lorsque les effectifs théoriques sont inférieurs a
5, le test exact de Fisher a été utilisé pour les analyses de variables nominales telles que le sexe
en fonction du statut des individus. Aussi, ce test a été utilisé pour les signes cliniques en
fonction du foyer et du statut de I’individu. Comme le test de Chi?, il est réalisé a partir d’un

tableau de contingence.

11.3.3.5.2. Détermination des parametres épidémiologiques de la THA
11.3.3.5.2.1. Calcul des prévalences de la THA

La prévalence de la THA et la séroprévalence ont été calculées dans la population
d’étude en relation avec le test appliqué a cette population. La prévalence (P) de la THA dans
la population a été calculée comme étant le rapport entre le nombre (n) de cas confirmés par les
tests parasitologiques et le nombre de sujets examinés (N). Cette valeur peut étre rapportée en

pourcentage.

n
P=—X100
N

La séroprévalence (p) est une expression de la prévalence apparente (Pa) obtenue sur le
terrain suite a un dépistage sérologique. Elle a été calculée comme étant le rapport entre le
nombre (x) de sujets positifs a chacun des tests sérologiques de terrain et le nombre de sujets

examinés (N) et exprimée en pourcentage. La formule de calcul est la suivante:

~Xx100
P=y

L’intervalle de confiance des estimations de la prévalence et la séroprévalence peut étre
calculé avec la formule ci-dessous (Daniel, 1991), basée sur la loi binomiale normale (p étant

la séroprévalence et n le nombre total de prélévements testés).

(1—P)P
P+ 1,96 |=————X100%
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La séroprévalence a également été calculée pour les combinaisons de TDR en se basant
sur une interprétation des résultats en paralléle (¢’est-a-dire tous les résultats des tests ont éte
lus simultanément) ou en série (en considérant certains résultats avant d’autres). La formule

suivante a été utilisée:

% x 100
P=y

Le nombre d’individus positifs a la combinaison (en série ou en parallele) des tests est noté Z
et N le nombre de patient examinés.

Par ailleurs, pour une maladie identifiée a 1’aide d’un test de dépistage, la valeur de la
prévalence apparente est plus ou moins éloignée de celle de la prévalence réelle. La distance
est fonction de la sensibilité et de la spécificité du test utilisé pour I’identification de la maladie
ainsi que de sa prévalence réelle. Un test peu sensible sous-estime la prévalence réelle de la
maladie (beaucoup de malades ou infectés ne sont pas détectés par le test) tandis qu’un test peu
specifique surestime la prévalence réelle de la maladie (beaucoup de patients sains ou non-
infectés ont un résultat positif). La figure 24 traduit la relation entre la prévalence réelle et la
prévalence apparente. Quand on connait la sensibilité et la spécificité d'un test, on peut calculer
I'erreur inhérente au test et donner une estimation de la prévalence réelle de la maladie en

utilisant le calcul suivant:

Prévalence apparente (Pa) + Spécificité (Sp) — 1
Sensibilité (Se) + Spécificité (Sp) — 1

Prévalence réelle (Pr) =
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Q_)_ Pr x Se

Infecté

@— Test non sensible

\ / @— (1-Pr) x (1-Sp)
Non
infecté \
Sp 6

Figure 24: Relation entre la prévalence réelle et la prévalence apparente

Test non spécifique
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11.3.3.5.2.2. Calcul des odds ratio et leurs intervalles de confiance

L’odds ratio (OR), également appelé rapport des chances, rapport des cotes ou risque
relatif rapproché, est une mesure statistique utilisée en épidémiologie exprimant l'association
entre une exposition et un résultat. 1l représente les chances qu'un résultat se produise compte
tenu d'une exposition particuliere, par rapport aux chances que le résultat se produise en
l'absence de cette exposition. En d’autres termes il quantifie la force de I’association entre la
survenue de la maladie représentée par la variable dichotomique et les variables explicatives ou
facteurs (Daniel, 1969). La formule de 1’Odds Ratio est:

_a/c_ad
"~ b/d  bc

a: nombre des individus exposés et atteints de la maladie

OR

b: nombre des individus exposés et non atteints de la maladie
c: nombre des individus non exposés et atteints de la maladie
d: nombre des individus non exposés et non atteints de la maladie

L’intervalle de confiance pour 1’0dds ratio est calculé en utilisant la formule suivante:
IC (95%) = e*[In(OR) + 1.96,/(1/a+ 1/b + 1/c + 1/d)] ou
IC(95%) = e*In (OR)[1 + 1,96 /v (Khi — deux)]

Méme si les valeurs des odds ratio et leurs intervalles de confiance peuvent étre calculées a
partir des relations ci-dessus, le package «questionr» exécuté avec le logiciel R a permis
d’obtenir les différentes valeurs.
L’o0dds ratio s’interpréte comme suit:
e OR =1:signifie que le facteur étudié n’a pas d’effet sur la survenue de la maladie
e OR>1 :T’association est positive: le risque de maladie est plus fort chez les sujets exposés
que chez les sujets non exposés ; le facteur étudié est un facteur de Risque de la maladie
e OR<1:I’association est inverse: le risque de maladie est moins fort chez les sujets exposés
que chez les sujets non exposés ; le facteur étudié est un facteur de protection contre la

maladie.
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Les variables explicatives considérées étaient les signes cliniques, le genre, 1’age, le foyer. La

variable a expliquer était le résultat aux tests de diagnostic rapides.

11.3.3.5.3. Détermination des caractéristiques des tests de diagnostic

Les caractéristiques des tests de diagnostic sont dépendantes de différents facteurs, en
particulier des caractéristiques de la population étudiée et de la prévalence de la maladie. Dans
cette étude, I’ensemble des caractéristiques des différents tests de diagnostic ainsi que la valeur
Kappa ont été calculées en utilisant comme "gold standard" le test parasitologique de
confirmation (MAECT).

11.3.3.5.3.1. Performance intrinséque des tests diagnostiques

Elle se définit comme étant la capacité informative propre du test, ne dépendant pas de la
prévalence de la maladie. On I’estime grace a la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp). Les
caractéristiques intrinséques du test permettent de déterminer si le test a une bonne capacité
discriminante. Ces indicateurs sont assez théoriques car on ne prend pas en compte le contexte
de la prévalence. Pour les évaluer, un tableau de contingence a été établi permettant d’estimer
la dépendance entre les 2 caracteres (le statut de I’individu et le résultat du test).

Le statut de I’individu a été marqué M+ pour une personne malade ou M- pour une personne
saine et le résultat du test a été noté T+ pour positif ou T- pour négatif.

Lorsqu’un test de diagnostic ou de dépistage est réalisé, différents cas de figures possibles
sont observés a I’issu du résultat. L’individu peut étre cas de THA M+ ou non M-. Son résultat
au test peut étre positif (T+) ou négatif (T-). Les combinaisons présentées dans le tableau I'V ci-
dessous permettent de calculer les caractéristiques diagnostiques du test.

Ces informations fournies ont permis d’étudier la relation entre ces quatre catégories grace au

calcul de différents parametres définis ci-dessous.

e Sensibilité (Se)
La sensibilité se définit comme étant I’aptitude du test a donner un résultat positif chez
un cas de THA. Elle est le rapport entre le nombre de vrais positifs et le nombre total des positifs
donné par le test gold standard. La valeur de Se est obtenue en pourcentage lorsqu’elle est

multipliée par 100.
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e Spécificiteé (Sp)

La spécificité est I’aptitude du test a donner un résultat négatif chez un individu sain. Elle
est la probabilité (présentée en pourcentage) que les sujets indemnes de THA (tel que déterminé
par le test gold standard) aient un résultat négatiflorsqu’ils sont testés avec le test diagnostic en
cours d’évaluation. Elle a été calculée en divisant les vrais négatifs par le total des négatifs

donné par le test gold standard. Elle s’exprime également en pourcentage et elle est multipliée
par 100.

VN
Sp(%) =P(T" M) =——7—-X100
p(%) = P(TIM7) = o —

Dans un langage probabiliste, la sensibilité est la probabilité d’avoir un test positif lorsque 1’on
est malade et la spécificité est la probabilité d’avoir un test négatif lorsqu’on est sain.

La sensibilité et la spécificité étant des valeurs dites « intrinseques » elles sont censées demeurer
constantes quelle que soit la prévalence de la maladie dans la population d’individus soumis au

test (Toma et al., 2010).
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Tableau 1V: Combinaisons possibles a I’issue d’un test de diagnostic, selon le résultat au test

et le statut du sujet vis-a-vis de la maladie

Résultat positif (T+) Résultat négatif (T-) Total

Cas de THA (M+) Vrai positif (VP) Faux positif (FP) VP + FP

Indemne de THA (M-)  Faux négatif (FN) Vrai négatif (VN) VN + FN

Total VP + EN VN + FP VP +FP+ VN+FN

- VP: Vrai Positif, cas de THA ayant un test positif

- FN: Faux Négatif, cas de THA ayant un test negatif

- FP: Faux Positif, sujet indemne de THA ayant un test positif

- VN: Vrai Négatif, sujet indemne de THA ayant un test négatif
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11.3.3.5.3.2. Performance extrinséque des tests de diagnostic

Les caractéristiques extrinséques du test diagnostique sont les plus instructives pour les
cliniciens. Elles sont déterminées en prenant en compte la prévalence de la maladie que le test
va explorer. Un méme test peut avoir des qualités extrinséques différentes vis a vis de la
pathologie et de la population étudiée. Le calcul de ces indicateurs exige la prise en compte des

parametres intrinseques du test (Se, Sp) et de la prévalence apparente.

e Preévalence apparente (Pa)
La prévalence apparente correspond a la probabilité pré-test ou la probabilité d’avoir la

maladie avant d’avoir fait le test. Elle se calcule selon la formule suivante:

VP + FN
Pa (%) = X100
VP +VN + FP + FN

e Valeurs prédictives

Les caractéristiques intrinséques du test comme la Se et la Sp donnent essentiellement
des informations selon lesquelles si le patient est atteint ou non de la maladie, quelles sont les
chances que le test index soit en mesure de détecter ou non, respectivement. Bien que ces
concepts soient importants du point de vue épidémiologique, le clinicien veut en fait connaitre
I’inverse; autrement dit, si le patient a été testé positif ou négatif, quelles sont les chances qu'il
ait réellement la maladie ou non. La valeur prédictive positive est la capacité du test de
distinguer les personnes malades (vrais positifs) de I’ensemble des personnes dont le résultat
au test est positif (vrais positifs + faux positifs). C’est également la probabilité d’étre malade

(M+) si on a un test positif (T+). La VPP a été calculée selon la formule suivante:

VP Se « Pr
VPP = —— =P(M*|T*) =
VP + FP SexPr+ (1—-Sp)(1—-Pr)
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La valeur prédictive négative est la capacité du test a distinguer les personnes saines (vrais
négatifs) de I’ensemble des personnes dont le résultat au test est négatif (vrais négatifs + faux
négatifs). La VPN peut étre traduite comme étant la probabilité de ne pas étre malade (M") si

on a un test négatif (T°). La formule suivante a permis de calculer la VPN.

VN Sp * (1 — Pr)
VPN =———=PM|T") =
VN + FN (1—-Se)*Pr+Sp=(1—Pr)

11.3.3.5.4. Détermination des différentes combinaisons de tests diagnostiques

Sur le terrain, le clinicien ou le « décideur » est amené a statuer sur la confiance qu’il est
possible d’accorder au résultat d’un test, qu’il soit positif ou négatif. Ainsi, il est possible, pour
pallier les imperfections, de concevoir des protocoles de diagnostic associant plusieurs tests.
On distingue usuellement deux grands types d’associations de tests dits «en série» ou «en
parallele». Lorsque deux tests sont associés en série, la réalisation du second test dépend des
résultats du premier. Le second test n’est effectué que si le premier a fourni un résultat positif.
En regle générale, le résultat global de la séquence est positif lorsque le résultat est positif au
premier test ET au second (schéma décisionnel « ET »; Figure 25). Lorsque les tests sont
associés en paralléle, chaque individu est soumis de maniere systématique aux différents tests.
On considére habituellement que le résultat global de la séquence est positif lorsque le résultat
est positifa I’'un OU I’autre des tests (schéma décisionnel « OU » ; Figure 26). La sensibilité et
la spécificité des associations de tests sont déductibles des arbres décisionnels présentés ci-
dessous (Figure 25 et Figure 26). Vu le contexte épidémiologique, les deux schémas ont été
utilisés pour 1’évaluation des caractéristiques intrinséques des tests. Dans la séquence de
diagnostic, le schéma décisionnel "OU" privilégie la sensibilité tandis que le schéma

décisionnel "ET" est pour la spécificité.
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Positif — SUSPECT

Positif —  Test 2
Sep

Négatif — INDEMINE
Test 1

1-5e;
Négatif ——» INDEMINE

Figure 25: Association de deux tests diagnostiques interprétés en série (Schéma décisionnel

"ET")
Positif — SUSPECT
S5e;
Positif — 4 Test 2
Seq
1-5e;
Négatif —» SUSPECT
Test 1
Positif —» SUSPECT
Ses
1-5e4
Négatif ——» Test2
1-Ses
Négatif —» |NDEMNE

Figure 26: Association de deux tests diagnostiques interprétés en paralléle (schéma décisionnel
IIOUII)
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11.3.3.5.5. Calcul du coefficient de corrélation Kappa (K) entre les tests de diagnostic

Le Kappa mesure I’accord entre 2 jugements qualitatifs, en tenant compte de la part de
concordance due au hasard. La concordance peut étre présentée comme un « pourcentage de
concordance », c'est-a-dire la proportion d'échantillons totaux qui ont les mémes résultats pour
les deux tests et le nombre total d'échantillons présenté en pourcentage (Tableau V). Le
pourcentage de concordance peut varier de 0% a 100%. Le Kappa a été exprimé comme un
rapport entre I'amélioration observée sur I'accord du hasard et I'amélioration maximale possible

sur I'accord du hasard. Il a été calculé comme suit:

(concordance observée - concordance due au hasard) Po - Pe
Kappa (K) = =

(1 - concordance due au hasard) ~ 1- pe

Po: Proportion de I’accord observé

Pe: proportion d’un accord aléatoire

Les valeurs de Kappa ont été obtenues en remplissant correctement le tableau V dans le logiciel
Epitools. Les valeurs obtenues ont été interprétées comme présenté dans le Tableau VI (Landis
et Koch, 1977). Le seuil de significativité retenu a été de 5%. Les intervalles de confiance ont

tous été calculés a 95%.

11.3.3.5.6. Régression logistique

La régression logistique ou modele logit est un modele de régression binomiale. Cette
analyse décante les variables pour ne retenir au final que celles qui suffisent a expliquer sans
redondance le modeéle. Elle a permis de trouver les signes cliniques qui caractérisent le groupe
de sujets positifs aux TDR par rapport aux sujets sains. D’abord, des analyses univariées ont
permis de préciser la relation entre la variable a prédire (Positivité aux TDR) et les variables
explicatives (les différents signes cliniques). La régression a permis non seulement de désigner
les variables indépendantes entre elles et de fournir la force des liaisons sous forme d’odds-
ratio, mais aussi d’établir des scores dits prédictifs. Cette analyse a été implémentée avec le

logiciel R en utilisant le package Ime4.
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Tableau V: Cadre général dans le cas de deux modalités de réponse

Test A
Résultats Positif Négatif Total
Positif a B nB1
Test B
Négatif c D nB;
Total n Az nA2 n

Tableau VI: Degré d’accord et valeurs de Kappa proposés par Landis et Koch en 1977

K Interprétation

<0 Désaccord

0,0-0,20 Accord trés faible
0,21-0,40 Accord faible
0,41-0,60 Accord moderé
0,61-0,80 Accord fort
0,81-1,00 Accord presque parfait
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Résultats et discussion

I11.1. RESULTATS
I11. 1.1. Evaluation des tests de diagnostic rapides de terrain
111.1.1.1. Inclusions et caractéristiques des patients inclus

Entre aolt 2017 et décembre 2019, un effectif de 3433 suspects cliniques a été examiné
dans les 10 centres de santé. Le tableau VII montre le nombre de patients inclus dans chacun
des centres de santé par annee. Au total, 1606 (46,8%) et 1827 (53,2 %) patients ont été
enregistrés respectivement dans les foyers de Bonon et de Sinfra. L’effectif des femmes et celui
des hommes ont été respectivement de 1681 (49%) et de 1752 (51%), soit un sex-ratio (F/H)
de 0,96. L’age médian des patients inclus était de 37 ans (El : 26-50). Sur I’ensemble des centres
de sante, le nombre de patients inclus a été homogéne et une moyenne de 118 inclusions a été
observée par mois soit environ 12 inclusions par centre et par mois.

Les symptomes et signes cliniques présentes par les patients inclus sont décrits dans le
tableau VI1II. Les cas d’affaiblissement général (57,1 %), les cas de fievre de longue durée (50,4
%) et les cas de maux de téte de durée supérieure a 14 jours (48,9 %) ont été les symptdmes et
signes cliniques les plus fréquemment observés chez les patients inclus. Par contre, les cas de
coma (0,3 %), de convulsions (0,87 %) et de difficulté a s’exprimer (0,96 %) ont été les
symptdmes les moins rencontrés chez les patients inclus dans 1’étude. Parmi les patientes
inclues, 9,25 % de cas d’aménorrhées ont été observés.

Aucune différence significative (p = 0,53 ; test binomial) entre la fréquence d’apparition
des symptomes et signes cliniques n’a été observée au niveau du genre chez les patients
(Tableau IX). En d’autres termes, le genre n’a pas influencé I’apparition des symptomes et
signes cliniques.

Par ailleurs, la fievre de longue durée (858/1678 cas), les maux de téte (906/1730 cas), la
présence de ganglions (65/123 cas), le prurit intense (147/283 cas) et le coma (6/11 cas) ont été
les symptoémes et signes cliniques les plus observes chez les femmes. En revanche, les
symptomes et signes cliniques comme le grand amaigrissement (277/550 cas), I’affaiblissement
général (1003/1960 cas), les probléemes psychiatriques (52/85 cas), les troubles de sommeil
(476/900 cas), les troubles moteurs (103/200 cas) et la difficulté a s’exprimer (18/33 cas) ont

été majoritaires chez les hommes.
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Tableau VII: Nombre des inclusions dans les différents centres de santé par année

Nombre des inclusions

2017 2018 2019 Total

Foyer de Bonon

CSR Blanoufla 25 167 200 392
CSR Gobazra 20 121 129 270
CSU Zaguieta 30 149 207 386
HG Bonon 55 147 79 281
CSU Gonaté 44 111 121 276
Total 174 695 736 1606 (46,8%)

Foyer de Sinfra

CSR Binoufla 73 121 129 323
CSR Djénédoufla 37 158 163 358
CSR Huafla 33 157 90 280
CSU Bayota 25 133 149 307

HG Sinfra 13 106 441 560
Total 181 675 972 1827 (53,2%)
Total géneral 355 1370 1708 3433 (100%)
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Tableau VIII: Fréquence d’apparition des signes cliniques et symptomes chez les patients

inclus

Signes cliniques Nombre de cas Frequence (%)
Affaiblissement général 1960 57,1
Maux de téte (> 14 jours) 1730 50,4
Fievre de longue durée 1678 48,9
Troubles de sommeil 900 26,2
Grand amaigrissement 550 16
Aménorrhées 165 9,252
Prurit intense 283 8,2
Troubles moteurs 200 58
Présence de ganglions 123 3,6
Problémes psychiatriques 85 2,5
Difficulté a s’exprimer 33 0,96
Convulsions 30 0,87
Coma 11 0,3

La fréquence ayant I’exposant correspond uniquement dans la proportion de femmes

Les fréquences n’ayant pas d’exposant correspondent a la proportion de femmes et des hommes
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Tableau IX: Répartition des symptomes et signes cliniques en fonction du genre

Genre
Signes cliniques N p-value
Femmes (%) Hommes (%)

Fievre de longue durée 1678 858 (51,13) 820 (48,87) 0,35
Maux de téte >14 jours 1730 906 (52,37) 824 (47,63) 0,05
Présence de ganglions 123 65 (52,85) 58 (47,15) 0,59
Grand amaigrissement 550 273 (49,64) 277 (50,36) 0,89
Affaiblissement général 1960 957 (48,83) 1003 (51,17) 0,31
Prurit intense 283 147 (51,94) 136 (48,06) 0,55
Aménorrhées 165 165 (100) s e
Problémes psychiatriques 85 33 (38,82) 52 (61,18) 0,05
Troubles du sommeil 900 424 (47,11) 476 (52,89) 0,08
Troubles moteurs 200 97 (48,50) 103 (51,50) 0,72
Convulsions 30 15 (50) 15(50) 1

Difficulté a s’exprimer 33 15 (45,45) 18 (54,55) 0,73
Coma 11 6 (54,55) 5 (45,45) 1

Total 7748 3961 3787 0,53

N : nombre de cas d’apparition des symptomes et signes cliniques

P-value: Probabilités associées au test binomial
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111.1.1.2. Tests de diagnostic réalisés sur terrain
Sur un total de 3433 sujets inclus et analysés avec les trois (3) tests de diagnostic rapides

(TDR), 3336 patients soit 97,17% ont présenté des résultats negatifs aux trois TDR. Le taux de
positivité au moins a un des trois TDR obtenu était de 2,83% dont 97 suspects sérologiques sur
3433 patients inclus (Tableau X). Parmi les suspects sérologiques, 38 ont été détectés dans un
Centre de Diagnostic et Traitement (CDT) et 59 dans un Site de Screening Sérologique (SSS).
Sur I’ensemble des suspects sérologiques détectés dans les SSS, six ne sont pas rendus au CDT
pour la confirmation parasitologique et la collecte de sang sur papier filtre. L’age moyen des
suspects sérologiques était de 36 + 16,53 ans. Il n'y avait pas de différence significative dans la
proportion de suspects sérologiques entre les foyers de Bonon et de Sinfra (p = 0,588).
Egalement, aucune différence significative (p= 0,918) n’a été observée au niveau de la
séroprévalence des TDR entre le genre des patients (Tableau X).

Concernant le test parasitologique (MAECT), 91 sur les 97 suspects serologiques ont €té testes.
Les six suspects sérologiques manquants au test de confirmation parasitologique ont été perdus
de vue. Chez les 91 suspects sérologiques analysés avec la mAECT, des trypanosomes ont été
détectés dans les échantillons de deux suspects (Tableau Xl). Ainsi, la prévalence de cas
confirmés de trypanosomiase humaine africaine (THA) dans la population recrutée a été de
0,06% (IC 95%:0,02-0,2). La repartition des malades confirmés avec la mAECT s’est faite de
facon équitable au niveau des foyers et du genre. Aucun examen microscopique du suc
ganglionnaire n’a été réalisé au cours de cette étude. En effet, la majorité des suspects ne
présentait pas d’adénopathie cervicale et pour les 123 cas chez lesquels des ganglions ont éte

observés, ils n’étaient pas ponctionnables.
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Tableau X: Caractéristiques de la population d’étude et résultats des tests de diagnostic rapides
(HAT Sero-K-Set, rHAT Sero-Strip et SD Bioline HAT)

TDR- TDR* Séroprévalence (%)
(N=3336) (N=97) (2,83)
Foyers
- Bonon 1558 (46,7%) 48 (49,5%) 2,97
0,588
- Sinfra 1778 (53,3%) 49 (50,5%) 2,68
Genre
- Féminin 1702 (51,0%) 50 (51,5%) 2,85
0,918
- Masculin 1634 (49,0%) 47 (48,5%) 2,80

TDR: les 3 tests de diagnostic rapides négatifs, TDR™: au moins un des tests de diagnostic rapide positif,
p: probabilité associée au test exact de Fisher, N : effectif,

Tableau XI: Résultats des tests de diagnostic de terrain en fonction du foyer et du genre

HAT Sero- rHAT SD Bioline
] mAECT
Facteurs K-Set Sero-Strip HAT
N Pos (%) Pos (%) Pos (%) N  Pos (%)
Foyers
-Bonon 1606 44 (2,74) 8 (0,50) 23 (1,43) 45 1(2,22)
-Sinfra 1827 41 (2,24) 6 (0,33) 20 (1,09) 46 1(2,17)
Genre
-Féminin 1752 46 (2,63) 4 (0,23) 25 (1,43) 47 1(2,13)
-Masculin 1681 39 (2,32) 10 (0,60) 18 (1,07) 44 1(2,27)
3433 85 (2,47%) 14 (0,41) 43 (1,25) 91 2

N: effectif, Pos : Positif
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111.1.1.3. Symptdmes et signes cliniques prédicteurs de suspicion sérologique

L’analyse univariée des symptomes et signes cliniques présentes par la population étudiée
a montré que 6 des 13 symptdmes et signes cliniques d’inclusion (troubles du sommeil, grand
amaigrissement, troubles moteurs, problémes psychiatriques, convulsions et difficulté a
s’exprimer) ont été significativement associés a la positivité d’au moins un des tests de
diagnostic rapides (TDR) (Tableau XII).

La régression logistique réalisée sur I’ensemble des symptomes et signes cliniques en
utilisant I’approche de sélection de modele par étapes a indiqué que le modele le mieux adapté
(AIC = 841,86) a été celui contenant cing (5) variables dont grand amaigrissement, problémes
psychiatriques, troubles moteurs, troubles du sommeil et convulsions (tableau XIII). Les
convulsions ont présenté 1’odds ratio le plus élevé (OR = 4,58). Cette valeur d’odds ratio
indique qu'un patient présentant des convulsions a 4,6 fois plus de chances (p = 0,02) d’étre
positif au moins a I’un des TDR par rapport a un patient ne souffrant pas de convulsions.
Concernant les troubles de sommeil, malgré le risque de 2,5 fois plus susceptible d’étre tester
positif au moins a un des TDR, la probabilité que ce symptdme soit véritablement lié a la
trypanosomiase humaine africaine (THA) a été tres élevée (p < 0,001). Quant aux symptomes
et signes cliniques tels que troubles moteurs, problémes psychiatriques et grand
amaigrissement, ils ont présenté respectivement les valeurs d’odds ratio de 2,7, 2,5 et 1,7. La
probabilité qu'un patient soit testé positif lorsqu'il ne présente aucun de ces 5 signes cliniques
n’a été de 0,015.

L'analyse univariée des trois TDR séparément a indiqué que la positivité a I'un des TDR
était tres significativement associée (p < 0,001) a la positivité a un autre TDR (Tableau XIV).
Pour cette méme analyse univariée, le symptome "difficulté a s’exprimer" a été associé a la
positivité globale des trois (3) TDR tandis qu’en analyse multivariée ce symptdme a été associé
uniguement a la positivité du test rHAT Ser-Strip. Le modele de regression logistique a indiqué
que seuls les symptémes comme les troubles du sommeil et les convulsions ont été
significativement associés a la positivité de chacun des trois TDR (Tableau XV). Entre trois et
cing symptomes et de signes cliniques ont été significativement associés a la positivité de
chacun des TDR. Ces mémes symptdmes et signes cliniques ont été identifiées comme étant

associés a la positivité globale des TDR (Tableau XV).
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Tableau XII: Signes cliniques en fonction des 3 tests de diagnostic rapide (HAT Sero-K-Set,
rHAT Sero-Strip et SD Bioline HAT)

. . TDR- TDR* Total
Signes cliniques (N=3336) (N=97) (N=3433) p
Fiévre de longue durée

- neg (%) 1703 (51,1) 52 (53,6) 1755 (51,1) 0.220

- pos (%) 1633 (48,9) 45 (46,4) 1678 (48,9) '
Maux de téte > 14 jours

- neg (%) 1658 (49,7) 45 (46,4) 1703 (49,6) 0521

- pos (%) 1678 (50,3) 52 (53,6) 1730 (50,4) '
Présence de ganglions

- neg (%) 3217 (96,4) 93 (95,9) 3310 (96,4) 0.771

- pos (%) 119 (3,6) 4 (4,1) 123 (3,6) '
Grand amaigrissement

- neg (%) 2813 (84,3) 70 (72,2) 2883 (84,0) 0.001%**

- pos (%) 523 (15,7) 27 (27,8) 550 (16,0) ’
Affaiblissement général

- neg (%) 1432 (42,9) 41 (42,3) 1473 (42,9) 0.897

- pos (%) 1904 (57,1) 56 (57,7) 1960 (57,1) '
Purit intense

- neg (%) 3058 (91,7) 92 (94,8) 3150 (91,8) 0.262

- pos (%) 278 (8,3) 5(5,2) 283 (8,2) '
Problémes psychiatriques

- neg (%) 3259 (97,7) 89 (91,8) 3348 (97,5) < 0.001***

- pos (%) 77 (2,3) 8 (8,2) 85 (2,5) ’
Troubles du sommeil

- neg (%) 2484 (74,5) 49 (50,5) 2533 (73,8) < 0.001***

- pos (%) 852 (25,5) 48 (49,5) 900 (26,2) '
Troubles moteurs

- neg (%) 3151 (94,5) 82 (84,5) 3233 (94,2) < 0.001***

- pos (%) 185 (5,5) 15 (15,5) 200 (5,8) ’
Aménorrhées

- neg (%) 1538 (90,4) 49 (98,0) 1587(90,6) 0,09 (a)

- pos (%) 164 (9,6) 1(2,0) 165 (9,4) ’
convulsions

- neg (%) 3310 (99,2) 93 (95,9) 3403 (99,1) < 0.001***

- pos (%) 26 (0,8) 4 (4,1) 30 (0,87) ’
Difficultés a s’exprimer

- neg (%) 3308 (99,2) 92 (94,8) 3400 (99,0) < 0.001***

- pos (%) 28 (0,8) 5(5,2) 33(0,96) ’
coma

- neg (%) 3326 (99,7) 96 (99,0) 3422 (99,7) 0.209

- pos (%) 10 (0,3) 1(1,0) 11 (0,3) ’

Neg : négatif, pos: positif, N : effectif, ***: différence significative, p : probabilité associée au test exact fisher, TDR:
les 3 tests de diagnostic rapides négatifs, TDR*: au moins un des tests de diagnostic rapides positif, (a) : calcul effectué
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Tableau XI11: Symptomes et signes cliniques associés a la positivité des TDR (HAT Sero-K-
Set, rHAT Sero-Strip et SD Bioline HAT)

Symptoémes et signes cliniques OR ICa95 % p

Grand amaigrissement 1,7 1,06 -2,75 0,02~
problemes psychiatriques 2,5 0.97-95 0.04
Troubles moteurs 2.7 14-4,8 0,002
Troubles du sommeil 2,8 19-43 106"
Convulsions 4,6 15-14 0,02°
Intercept 0,015 0,01-0,02 < 216

OR : odds ratio, IC a 95%: intervalle de confiance, p : probabilité associée a la valeur de I’Odds
Ratio, “***’: différence trés significative, ‘**’: différence moyennement significative, ‘*différence

faiblement significative
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Tableau X1V: Associations univariables entre les variables explicatives d'intérét et la positivité

de chacun des trois tests de diagnostic rapide (HAT Sero-K-Set, rHAT Sero-
Strip et SD Bioline HAT)

Positivité de SD

Positivité de

Positivité de

Bioline HAT HAT Sero-K-Set  rHAT Sero-Strip
(n=43) (n=85) (n=14)
Caractéristiques de la population
Age 0,380 0,040** 0,855
Foyer 0,375 0,351 0,436
Genre 0,348 0,565 0,092
Symptémes & signes cliniques
Affaiblissement général 0,631 0,917 0,997
Maux de téte (>14 jours) 0,837 0,256 0,976
Fievre de longue durée 0,427 0,215 0,850
Troubles du sommeil < 0,001*** < 0,001*** < 0,001***
Grand amaigrissement 0,085 0,012** 0,200
Prurit intense 0,389 0,423 0,881
Troubles moteurs 0,022** < 0,001*** < 0,001***
Présence de ganglions 0,704 0,979 0,473
Problémes psychiatriques < 0,001*** <0,001*** 0,004***
Difficultés a s’exprimer <0,001*** < 0,001*** < 0,001***
Convulsions < 0,001*** < 0,001*** < 0,001***
Coma 0,019** 0,597 0,832
Tests de diagnostic rapide
Positivité de SD Bioline HAT ND <0,001*** < 0,001***
Positivité de HAT Sero-K-Set < 0,001*** ND < 0.001***
Positivité de rHAT Sero-Strip < 0,001*** < 0,001*** ND

**p-value < 0,05; ***p-value < 0,001; ND: non disponible
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Tableau XV: Modele de régression logistique multivariable pour les associations entre les

symptomes et signes cliniques et la positivité de chacun des trois tests de
diagnostic rapides (SD Bioline HAT, HAT Sero-K-Set et rHAT Sero-Strip)

OR IC a95% p-value
SD Bioline HAT
Troubles du sommeil 4,06 2,18 -7,74 <0,001***
Problémes psychiatriques 3,62 1,07 - 9,67 0,02**
Convulsions 14,25 3,51 45,88 <0,001***
Intercept 0,01 0,003-0,01 <0,001 ***
HAT Sero-K-Set
Age 0,99 0,97-1,00 0,05*
Troubles du sommeil 2,89 1,84 4,52 <0,001***
Grand amaigrissement 1,56 0,91-257 0,09
Troubles moteurs 2,89 1,47 -5,29 0,001**
Problémes psychiatriques 2,74 1,07 - 6,06 0,02**
Convulsions 3,93 0,94 - 12,50 0,04**
Intercept 0,02 0,01-0,04 <0,001***
rHAT Sero-Strip
Genre 2,93 0,90 - 12,22 0,09
Troubles du sommeil 12,21 3,52-61,71 <0,001***
Difficultés a s’exprimer 14,27 2,05 -67,36 <0,001**
Convulsions 18.88 1,65 — 166,05 0,01**
Intercept 0,0004 0,000055 - 0,0016 <0,001***

OR: Odds ratio; 1C a 95%: intervalle de confiance a 95%
*p-value = 0,05; **p-value < 0,05; ***p-value < 0,001
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111.1.1.4. Performance des tests de diagnostic rapides de la trypanosomiase humaine
africaine interprétés seuls ou en combinaison

Parmi les trois tests de diagnostic rapides (TDR) de la THA réalisés, le test HAT Sero-K-
Set a montré la plus forte séroprévalence avec une valeur de 2,5 % (IC: 2,0-3,1 %) (Tableau
XVI). La combinaison en paralléle des trois TDR et la combinaison en paralléle des tests HAT
Sero-K-Set - SD Bioline HAT ont présenté une séroprévalence de 2,8% (I1C:2,3-3,4%). Cette
séroprévalence était la plus élevée parmi celle des TDR individuels ainsi que celle des
combinaisons de TDR en parallele et en série. La plus faible séroprévalence de 0,2% (IC: 0,1 —
0,4%) a éte enregistrée avec I’association en série des trois TDR et I’association en série des
tests rHAT Sero Strip + SD Bioline HAT.

La spécificité des tests a €té calculée en utilisant les résultats du test parasitologique (MAECT)
comme "gold standard".

Les six (6) individus perdus de vu (quatre positifs pour le HAT Sero-K-Set uniquement,
et deux positifs pour la combinaison HAT Sero-K-Set + SD Bioline HAT) ont été exclus des
calculs. Les spécificités des TDR individuels ont varié de 97,8 % (97,2 — 98,2) pour le HAT
Sero-K-Set a 99,6 % (99,4 — 99,8) pour le rHAT Sero-Strip. Les combinaisons en série de tous
les TDR et de rHAT Sero-Strip + SD Bioline HAT ont présenté la plus grande spécificité (Sp
=99,9 %; IC: 99,7-100 %). Quant a la plus faible spécificité des combinaisons des tests (97,2%,
IC:96,6 —97,7), elle a été observée au niveau des combinaisons en paralléle de tous les TDR
et de HAT Sero-K-Set - SD Bioline HAT. Les associations en série des TDR ont eu une
meilleure spécificité par rapport a I’association en parall¢le.

La valeur prédictive positive (VPP) des tests a été évaluée comme étant la capacité des
tests de distinguer les personnes malades de THA ¢’est-a-dire les patients positifs a la mAECT
de I’ensemble des patients dont les résultats des tests sont positifs. Les VPP estimées pour les
TDR interprétés seuls ont été généralement faible (<15%). La VPP la plus élevée a été de 33%
(IC: 4-78) pour l'interprétation "en série" des trois TDR et pour l'interprétation "en série” des
tests rHAT Sero-Strip + SD Bioline HAT. L'ajout "en série” du test HAT Sero-K-Set n'a pas

amélioré la \VVPP.
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Tableau XVI: Performance des différents tests de diagnostic rapide de la trypanosomiase

humaine africaine en utilisant le test parasitologique comme "gold standard"

Tests de diagnostic rapide Nbre de Séroprévalence Spécificité VPP

g P positifs (95% IC) (95% IC)2b (95% IC)P
Tests individuels
SD Bioline HAT 43 1,3(0,9-1,7) 98,9 (98,5-99,2) 4,9 (1-17)
HAT Sero-K-Set 85 2,5(2,0-3,1) 97,8 (97,2-98,2) 2,5 (0-9)
rHAT Sero-Strip 14 0,4 (0,2-0,7) 99,6 (99,4-99,8) 14,3 (2-43)
Combinaisons de tests
Tous les TDR (paralléle) 97 2,8 (2,3-3,4) 97,2 (96,6-97,7) 2,2 (0-8)
Tous les TDR (seérie) 6 0,2 (0,1-0,4) 99,9 (99,7-100) 33,3 (4-78)
HAT Sero-K-Set- rHAT
Sero-Strip (paralléle) 85 2,5(2,0-3,1) 97,8 (97,2-98,2) 2,5 (0-9)
HAT Sero-K-Set-
SD Bioline HAT (paralléle) 97 2,8 (2,3-3,4) 97,2 (96,6-97,8) 2,2 (0-8)
rHAT Sero Strip-
SD Bioline HAT (paralléle) 51 1,5(1,2-2,0) 98,6 (98,2-99,0) 4,1 (0-14)
HAT Sero-K-set + rHAT
Sero Strip (série) 14 0,4 (0.2-0.7) 99,6 (99,4-99,8) 14,3 (2-43)
HAT Sero-K-set +
SD Bioline (série) 31 0,9 (0,6-1,3) 99,2 (98,9-99,5) 6,9 (1-23)
rHAT Sero Strip + 6 02(01-04) 999 (99,7-100) 333 (4-78)

SD Bioline HAT (série)

a : dénominateur de 3425 pour les TDR, b : 6 individus perdus exclus pour ces calculs (4 positifs au
HAT Sero-K-Set seulement, et 2 positifs au HAT Sero-K-Set + SD Bioline HAT)
IC: intervalle de confiance, VVPP: valeur prédictive positive, Nbre : Nombre
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111.1.2. Performances des tests diagnostiques réalisés au laboratoire
111.1.2.1. Echantillons de papiers filtres positifs

Sur 91 échantillons de suspects sérologiques envoyés au laboratoire, 12 échantillons ont
été positifs au moins a un des tests réalisés au laboratoire y compris les deux cas confirmés de
la trypanosomiase humaine africaine (THA) (Tableau XVII). Sept échantillons de suspects
sérologiques ont été positifs avec le test de la trypanolyse (TL), trois a la LAMP et trois a
I'ELISA/T. b. gambiense. Sur huit échantillons de suspects sérologiques testés positifs avec le
test de la gPCR m18S (dont un cas confirmé de THA), aucun de ces échantillons n'a été testé
positif avec la gPCR TgsGP. Les échantillons des deux cas confirmés de THA ont été testés
positifs avec les tests de la TL, de ’ELISA/T. b. gambiense et de la LAMP.

111.1.2.2. Caractéristiques des 12 suspects sérologiques positifs aux tests réalisés au
laboratoire
Les statuts des 12 individus suspects sérologiques et positifs au moins a un des tests
réalisés au laboratoire sont présentés dans le tableau XVII. Les deux cas confirmés de THA
étaient des patients adolescents dont une fille de 11 ans et un gargon de 13 ans. Sur I’ensemble
des tests de diagnostic réalises, sept (7) tests de diagnostic (HAT Sero-K-Set, rHAT Sero-Strip,
SD Bioline HAT, TL, ELISA/T. b. gambiense, LAMP et gPCR m18S) étaient positifs chez le
jeune garcon. Alors que chez la jeune fille, six (6) tests de diagnostic (HAT Sero-K-Set, rHAT
Sero-Strip, SD Bioline HAT, TL, ELISA/T. b. gambiense et LAMP) étaient positifs. La jeune
fille a été diagnostiquée dans un état de santé tres altéré. Les symptdmes et signes cliniques
observés chez cette patiente étaient : grand amaigrissement, affaiblissement général, probléemes
psychiatriques, troubles du sommeil, troubles moteurs, convulsions et difficulté a s’exprimer.
Son état physique et son parcours diagnostique ont fait I’objet d’un article dans le cadre de ce
travail (Publication 1). Quant au jeune garcon de 13 ans, les symptémes et signes cliniques
observés étaient uniquement de la fievre de longue durée et des troubles de sommeil. Aprés
analyse de leur liquide céphalo-rachidien (LCR), ils ont tous deux été classes comme patients
de stade 2. Des trypanosomes ont été observés dans le LCR de la jeune fille ainsi qu’une
cytorachie de 160 cellules/mm?. Egalement, une cytorachie de 240 cellules/mm? a été observée
dans le LCR du jeune gargon avec une absence de trypanosomes. Ils ont été traités avec une
thérapie combinée au nifurtimox et a I'éflornithine (NECT).
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Deux patients décédés au cours de 1’étude étaient une jeune femme de 20 ans et un jeune
homme de 28 ans. lls ont tous les deux présenté comme symptémes et signes cliniques la fievre,
les maux de téte, le grand amaigrissement, I’affaiblissement général, les troubles du sommeil,
les troubles moteurs et les difficultés a s’exprimer. En plus, I’homme souffrait de prurit et la
femme de problémes psychiatriques et de convulsions. Lors de I'inclusion, I'hnomme était positif
a HAT Sero-K-Set et a rHAT Sero-Strip mais négatif a SD Bioline HAT. Il a également éte
négatif a la mAECT. Il est décédé deux jours aprés sa consultation. Le résultat de son
échantillon de papier filtre s'est avéré positifala TL, a la LAMP et a la g°PCR m18S. La femme
était positive aux trois tests de diagnostic rapides (TDR) mais négative a la mAECT. Comme
elle était positive a un des tests réalisés au laboratoire (la TL), on lui a demandé de se présenter
a une visite de suivi trois mois plus tard, au cours de laquelle la mAECT a été toujours negative.
Compte tenu de son état clinique dégradé, une ponction lombaire a été effectuée mais aucun
trypanosome et / ou invasion du LCR n’ont été observés. Les parents de la patiente n’ont pas
accepté le prochain suivi, et elle est finalement décédée.

Les huit autres suspects serologiques sur les 12, ont présenté a I’inclusion de la fiévre de
longue durée (n=4), des troubles du sommeil (n=4), des maux de téte (n=3), de I’affaiblissement
général (n=3), du grand amaigrissement (n=1), des troubles moteurs (n=1) et des convulsions
(n=1). A I’inclusion, les huit patients ont été testés tous positifs avec le test HAT Sero-K-Set,
trois avec le test SD Bioline HAT et un seul avec le test rHAT Sero-Strip. Cependant, leurs
échantillons de sang ont tous été testés negatifs avec le test de la mMAECT. Concernant ’analyse
de leurs échantillons de sang séché sur papier filtre au laboratoire, six (6) échantillons de sang
séché sur du papier filtre ont été positifs a la gPCR m18S mais négatifs a la qPCR TgsGp. Les
tests de ’ELISA/T. b. gambiense et de la trypanolyse ont respectivement été positifs pour un
(1) échantillon et trois (3) échantillons de ces suspects sérologiques. Aucun échantillon de ces
suspects sérologiques n’a été positif a la LAMP. Tous les echantillons de suspects sérologiques
positifs au moins a un des tests réalisés au laboratoire sont restés négatifs a la mAECT au cours
des suivis a 3 et 6 mois plus tard. Lors du dernier suivi (suivi a 6 mois), quatre (4) des 8 suspects
sérologiques ont obtenu une séroconversion au(x) TDR initialement positif(s) tandis que les 4
autres suspects serologiques ont maintenu leur séropositivité, tous avec le test HAT Sero-K-Set
(Tableau XVII).
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Tableau XVI1I: Statuts et résultats des 12 suspects sérologiques positifs a un test de laboratoire
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Cas confirmé THA M/13  + + + + + + + -
Cas confirmé THA F/11 + + + + + + - NF
Cas décédé, PF+ M/28 + + - + - + + -
Cas décédé, PF+ Fl20 + + + + - - - NF
Séropositif, PF+ M27  +(+) - - - - - + -
Séropositif, PF+ M/53  +(+) - - + + - - NF
Séropositif, PF+ FI36 +(+) - +() - - - + .
Séropositif, PF+ M/71 +(+)  +() +() - - - + -
Séroconversion, PF+  F/52  +(-) - - + - - + -
Séroconversion, PF+  F/6 +() - +() - - - + -
Séroconversion, PF+  F/35  +(-) - - - - - + -
Séroconversion, PF+  M/38 +(-) - - + - - - NF

THA : atteint de la trypanosomiase humaine africaine ; PF : tache de sang séché sur papier filtre ; M :
male ; F : femelle ; NF : non fait ; () : Résultat du TDR aprés 6 mois ; + : positif ;

- : négatif
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111.1.2.3. Performance des tests de diagnostic réalisés de laboratoire

Concernat les 91 échantillons de sang séché sur du papier filtre analysés avec les tests
réalisés au laboratoire, les prévalences apparentes ont fluctué entre O et 8,8% (Tableau XVIII).
La prévalence apparente la plus élevée a été observée avec le test moléculaire gPCR m18S. Les
échantillons positifsa lagPCR m18S testés a nouveau avec la g°PCR TgsGP ont tous été négatifs
entrainant une prévalence apparente nulle de ce test. Les tests de diagnostic de ’ELISA/T. b.
gambiense et de la LAMP ont présenté une méme prévalence apparente de 3,3 % (IC: 1,1-9,3).

Les spécificités de I’ensemble des tests de diagnostic ont varié de 93,3 % a 98,9 %, sans
tenir compte de la gPCR TgsGP. La spécificité la plus élevée, soit 98,9 % (IC: 93,9-99,9 %) a
été observée avec les tests de la LAMP et de ’ELISA/T. b. gambiense. Ces mémes tests (la
LAMP et ’ELISA/T. b.gambiense) ont obtenu la VPP la plus elevée (67%, IC: 9-99%).

111.1.3. Algorithme de diagnostic pour la surveillance passive de la trypanosomiase
humaine africaine

111.1.3.1. Concordance entre les différents tests de diagnostic de la trypanosomiase
humaine africaine

L’ensemble des résultats de la concordance (coefficient de concordance Kappa et IC a
95%) entre les tests de diagnostic par comparaisons deux a deux est présenté dans le tableau
XIX. Le coefficient kappa estimant le taux de concordance entre les TDR a été calculé avec un
effectif de 3433. Généralement, les accords entre les 3 TDR ont été faibles pour chaque
comparaison deux a deux. La concordance entre les tests HAT Sero-K-Set et SD Bioline HAT
a été la plus élevée (K= 0,47, IC: 0,36-0,58) qui temoigne d’un accord modéré entre les deux
(2) tests de diagnostic rapides.

Les coefficients Kappa des tests réalisés au laboratoire mais aussi entre les TDR et les
tests réalisés au laboratoire ont eté calculés sur un effectif de 91 résultats disponibles. La
concordance entre les TDR et les tests réalisés au laboratoire a vari¢ d’un accord trés faible a
un accord faible trouvé entre les tests de diagnostic de la trypanolyse et le rHAT Sero-Strip
ainsi qu’entre les tests de la LAMP et le rHAT Sero-Strip (K = 0,29; 1C:0,02-0,6). La
comparaison deux a deux des tests réalisés au laboratoire ont montré une trés faible
concordance (0,14 ;-0,17; 0,45) entre les tests de diagnostic de la qPCR m18S et de I’ELISA/T.

b.gambiense.
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Tableau XVIII: Performance des tests de laboratoire effectues sur les patients positifs aux tests

de diagnostic rapides (TDR)

Prévalence

) _ Nbre de Spécificité VPP

Tests diagnostiques . apparente . .
positifs . (IC a95%)2 (1C 4 95%)
(IC a95%)

TL 7 7,7 (3,8-15) 94,4 (87,4-98,1) 29 (4-71)
LAMP 3 3,3(1,1-9,3) 98,9(93,9-99,9) 67 (9-99)
ELISA/T. b. gambiense 3 3,3(1,1-9,3) 98,9(93,9-99,9) 67 (9-99)
qPCR m18s 8 8,8 (4,5-16,4) 93,3(85,7-97,5)  25(4-89)
qPCR TgsGP- 0 0 1(0,96-1)

a: dénominateur de 89 pour les tests de laboratoire (sauf pour la gPCR TgsGP qui avait pour

dénominateur 8); IC: intervalle de confiance, Nbre : Nombre ; VPP : valeur predictive positive ; TL :

trypanolyse
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Tableau X1X: Concordance entre HAT Sero-K-Set, rHAT Sero-Strip, SD Bioline HAT, TL, ELISA/T b gambiense, LAMP et gPCR m18S

SD Bioline HAT rHAT Sero-Strip Trypanolyse (TL) ELISA/T.b.g gPCR m18S LAMP

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
HAT Sero-K-Set
Pos 31 54 15 70 7 72 3 76 8 71 3 76
Neg 12 3336 0 3348 0 12 0 12 0 12 0 12
Kappa (IC) 0,47 (0,36; 0,58) 0,27 (0,16; 0,39) 0,02 (0,00; 0,05) 0,01 (-0,03; 0,02) 0,03 (0,00; 0,05) 0,01 (-0,03; 0,02)
SD Bioline HAT
Pos 7 36 4 36 2 38 4 36 2 38
Neg 8 3382 3 48 1 50 4 47 1 50
Kappa (IC) 0,20 (0,06; 0,30) 0,04 (-0,08; 0,17) 0,03 (-0,05; 0,12) 0,02 (-0,11; 0,15) 0,03 (-0,05; 0,12)

rHAT Sero-Strip

Pos 4 11 2 13 3 12 3 12
Neg 3 73 1 75 5 71 0 76
Kappa (IC) 0,29 (0,02; 0,56) 0,18 (-0,06; 0,42) 0,16 (-0,08; 0,41) 0,29 (0,02; 0,56)
TL

Pos 3 4 3 4 3 4
Neg 0 84 5 79 0 84
Kappa (IC) 0,58 (0,22; 0,95) 0,35 (0,02; 0,68) 0,58 (0,22; 0,95)
ELISA/T.b.g

Pos 1 3 2 1
Neg 7 81 1 87
Kappa (IC) 0,14 (-0,17; 0,45) 0,66 (0,21; 1,10)
gPCR m18S

Pos 2 6
Neg 1 82
Kappa (IC) 0,33 (-0,03; 0,70)

Pos : positif ; Neg : négatif ; IC : intervalle de confiance, TL : trypanolyse
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Alors que, un bon accord (K = 0,66; IC: 0,2-1,1) a été trouvé entre les tests de
I’ELISA/T. b.gambiense et de la LAMP.

111.1.3.2. Séquence de tests de I’algorithme de diagnostic de la trypanosomiase humaine
africaine

L’algorithme pour diagnostiquer la trypanosomiase humaine africaine (THA) en Cote
d’Ivoire dans la zone d’endémie est présenté par la figure 27. Cet algorithme débute par les cing
(5) symptdmes et signes cliniques particuliers, évocateurs de la THA et associés a la positivité
aux tests de diagnostic rapides (TDR). Le diagnostic serologique chez les suspects cliniques est
effectué dans les centres de santé avec le (s) TDR HAT Sero-K-Set et/ou SD Bioline HAT. Pour
le et/ou les TDR neégatif(s), les investigations diagnostiques pour la THA sont stopées.

En cas de positivité de 1’échantillon testé au (x) TDR, le diagnostic parasitologique
s’effectue avec le test de la minicolonne (MAECT) avec la trousse du PRCT de Daloa ou la
trousse INRB/IMT. Si des ganglions cervicaux caractérisés sont observés chez le patient, un
examen du suc ganglionnaire (PG) est realise.

Lorsque la parasitologie est positive, le statut du suspect clinique et sérologique est confirmé
en tant que cas de THA. Le patient est conduit dans un centre de diagnostic et traitement le plus
proche pour la prise en chage thérapeutique gratuite.

Les échantillons des suspects cliniques et sérologiques négatifs en parasitologie sont
achéminés au laboratoire grace a la réalisation de papiers filtres. Ces échantillons sont analysés
avec le test de la trypanolyse (TL). Pendant I’étude, ce test de laboratoire a été transféré du
CIRDES de Bobo-Dioulasso a I'IPR de Bouaké ou il est maintenant effectué en routine. La
négativité de I’échantillon a la TL engendre I’arrét des investigations. Les échantillons des
suspects cliniques et sérologiques positifs a la TL font 1’objet d’un suivi annuel (au moins une
fois par an) afin de préciser leur statut vis-a-vis de la maladie. Au cours du suivi, la parasitologie
est réalisée de nouveau et se poursuit jusqu’a confirmation du cas. Au troisieme suivi,
I’échantillon qui est toujours négatif en parasitologie est analysé de nouveau avec le ou les TDR
initialement positifs a I’inclusion.

Si le(s) TDR deviennent negatif(s) alors le suspect est déclaré indemne de la THA ; dans le cas

contraireles suivis se poursuivent jusqu’a négativation des TDR.
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Suspicion clinique de la THA basée
sur 5 symptdmes et signes cliniques
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Figure 27: Algorithme de dépistage de la trypanosomiase humaine africaine (THA) dans un

service de santé primaire en zone d’endémie en Cote d’Ivoire

PG : Ponction du suc ganglionnaire ; mAECT : mini-Anion Exchange Centrifugation Technique ; TDR : test

de diagnostic rapide ; TL : trypanolyse ; THA : trypanosomiase humaine africaine ; (+) : positif ; (-) : négatif.
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111.2. DISCUSSION

Les efforts de recherche et de lutte menés en Cote d’Ivoire, notamment la lutte médicale
couplée a la lutte antivectorielle, ont engendré une baisse spectaculaire du nombre de cas de
trypanosomiase humaine africaine (THA) dans les foyers endémiques (Koffi et al., 2016 ; Kaba
etal., 2021). Cette baisse considérable du nombre de cas a permis a la Cote d’Ivoire de valider
I’¢élimination de la THA comme probléme de santé publique (WHO, 2021). Le nouvel objectif
visé par le pays est I’arrét de la transmission en 2025. Au cours de cette étude, la faible
prévalence (0,06%) de la THA observée dans les foyers endémiques de Bonon et Sinfra peut
étre interprétée comme un point fort dans le cadre de la lutte contre la maladie en Céte d’Ivoire.
Mais, elle parait comme un point faible de I’étude car les performances des tests pourraient étre
influencées par cette situation de faible prévalence de la maladie. Bien que la prévalence de la
THA observée au cours de cette étude ait été faible, I'apparition sporadique de cas de THA était
attendue car le nombre annuel de cas de THA signalés depuis 2009 a toujours été inférieur a 10
(Franco et al., 2020). Les résultats concordent avec ceux de Kambiré et al. (2012) et Koffi et
al. (2016). Ces auteurs ont également signalé une faible prévalence de la THA dans les foyers
endémiques de Bonon et de Sinfra avec I’existence de cas résiduels. Ce caractere "résiduel” de
la maladie du sommeil dans la zone d’endémie pourrait s’expliquer par la contribution de
plusieurs facteurs dont les facteurs socio-écologiques concourant a 1’exposition des populations
rurales et périurbaines aux piqares des glossines. Ces facteurs entretiennent les éléments de la
chaine de transmission de I’infection (Desenclos et De Valk, 2005). L'existence d'un réservoir
animal potentiel de T. b. gambiense (Njiokou et al., 2006 ; Njiokou et al., 2010; N'Djetchi et
al., 2017) ou d'un réservoir résiduel humain pourrait jouer un réle important dans le maintien
de la transmission (Buscher et al., 2018). En effet, les suspects sérologiques sans confirmation
parasitologique détectés ne sont pas traités alors que certains sont des porteurs asymptomatiques
agissant comme un réservoir (Jamonneau et al., 2010; Jamonneau et al., 2012 ; Bucheton et al.,
2011).

La Cote d'lvoire présentait en 2016, les caractéristiques idéales pour évaluer les
algorithmes de diagnostic adaptés pour la détection passive des cas et la surveillance de la
maladie et tout en tenant compte des défis a relever pour la rendre efficace. Avant la mise en

place de cette étude, cette surveillance reposait sur le centre de Projet de Recherches Cliniques
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sur les Trypanosomiases (PRCT), seul centre de dépistage passif et de traitement du pays (Kaba
et al., 2006 ; Kambire et al., 2012 ; Koffi et al., 2016). Cette situation a limité le nombre
d'agents de santé ayant le réflexe de penser a la THA et capables de suspecter la maladie. Une
grande majorité des agents de santé en Cote d'lvoire considére la trypanosomiase humaine
africaine (THA) comme une maladie du siécle dernier. Aujourd'hui, la THA est abordée de
maniére tres succincte dans la formation du personnel de santé, quel que soit le niveau de
formation. Par ailleurs, les communautés a risque ne considérent plus la maladie comme une
menace.

Dans un contexte de faible prévalence de la THA, la mise en ceuvre d'une surveillance
passive efficace intégrée au systeme national de santé (Mitashi et al., 2015) contribuera a
relever les défis mentionneés ci-dessus et a ameliorer la lutte. Premierement, elle rappelle aux
agents de santé, I'existence de la THA et leur donne les moyens de la dépister a lI'aide d'un
protocole simple basé sur la suspicion clinique et sérologique avec des tests de diagnostic
rapides (TDR) (Jamonneau et Bucheton, 2014). Les résultats des inclusions (en moyenne 12
inclusions / mois / par centre) de cette étude indiquent la bonne intégration de la surveillance
passive de la THA dans les différents centres de santé périphériques. Cette adoption du
dépistage passif est la conséquence d’une formation continue des agents de santé en charge du
protocole ainsi que la disponibilité de nouveaux outils de diagnostic (les TDR) réalisables par
du personnel non spécialisé et adaptés aux conditions de ces structures de santé (Lumbala et
al., 2013 ; Buscher etal. 2014). Elle s’explique également par les supervisions rapprochées des
activités de terrain et les formations de recyclage du personnel de santé. La projection du film

"La maladie du bout de la piste” (https://www.youtube.com/watch?v=VwDv5uQhyR0) a

permis également de sensibiliser les agents de santé, mais aussi la population cible de la zone
d’étude a la capacité diagnostique des centres de santé. L’objectif étant également d’informer
la population de I’existence de la maladie dans la zone tout en rappelant son épidémiologie et
les symptomes et signes cliniques évocateurs.

Le dépistage passif présente un atout important dans le sens qu’il rend le diagnostic
accessible a I’ensemble des populations a risque tout en ciblant les suspects cliniques méme
s’ils sont venus consulter pour d’autres raisons (Mitashi et al., 2015). Enfin, la localisation

géographique des patients confirmés, permet l'identification de zones potentielles de
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transmission et une meilleure orientation des efforts de contréle. Afin d’assainir le réservoir
humain de parasites sur le plan national, les cas confirmés de trypanosomiase humaine africaine
(THA) sont suivis et un dépistage réactif ciblé est effectué dans leur environnement de vie
(Kambiré et al., 2012). Ainsi, les aspects cliniques, diagnostiques, géographiques et financiers
du premier cas confirmé de THA dans cette étude ont été décrits par Koneé et al. (2020). Le
parcours global de la patiente a montré clairement les difficultés qui peuvent étre rencontrées
pour arriver au bon diagnostic dans un contexte d'élimination de la THA. En effet, la patiente a
consulté pendant 3 ans au moins une vingtaine de centres de santé des secteurs public et privé.
Elle a utilisé les trois niveaux de la pyramide du systeme national de santé publique et a
rencontré plus d'une centaine de médecins, infirmiers, techniciens de laboratoire et agents de
santé communautaire. Ce parcours complexe de recherche de santé et de souffrance avant le
diagnostic de cette patiente illustre I'enjeu du diagnostic lorsque les agents de santé et la
population ne considérent plus la THA comme une menace dans un contexte d'élimination. De
plus, le retard diagnostique a conduit a un traitement tardif de la patiente qui a beaucoup souffert
et qui, apres le traitement garde encore des séquelles neurologiques. Il est important de
mentionner que cette patiente a eu la vie sauve grace au systéme de surveillance passive déployé
dans la zone d’endémie au cours de cette étude.

Malheureusement, la surveillance passive présente certaines limites. Elle repose sur la
suspicion clinique et risque de détecter les patients principalement lorsqu'ils présentent des
symptémes neurologiques et sont donc déja a un stade avance de la maladie (Kambiré et al.,
2012). C'est une contrainte importante, non seulement pour le patient, mais aussi pour la
communauté puisque le sujet constitue un réservoir de parasites et une source de contamination
pendant longtemps avant d'étre détecté et traité. Pour détecter les cas supplémentaires le plus
tot possible, la surveillance passive doit donc étre accompagnée de stratégies de dépistage actif
réactif adaptées, tels que le dépistage réactif porte a porte, (Koffi et al., 2016), le suivi spatialisé
(Courtin et al., 2010), le suivi des sujets seropositifs (Garcia et al., 2000 ; Ilboudo et al., 2011 ;
Ilboudo et al., 2016 ; Ahouty et al., 2017) ou l'identification des villages a risque (Courtin et
al., 2019). Il est également essentiel d'informer le personnel de santé que, méme si la prévalence
de la THA a diminué, la maladie existe toujours et comporte un risque de réapparition (Camara

et al., 2017). Le personnel de santé doit étre formé en permanence et doit recevoir les moyens
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pour diagnostiquer la maladie. Il est tout aussi important de sensibiliser le public aux risques de
la trypanosomiase humaine africaine (THA), au niveau local dans les zones a risque, mais aussi
au niveau national y compris des informations sur la possibilité d'étre dépisté dans les centres
de santé primaires. Des difficultés de détection passive des cas de THA dans le contexte d'une
baisse significative de la prévalence ont également été observées en République Démocratique
du Congo (RDC) (Mud;ji et al., 2019).

Cliniguement, les symptdmes et signes de la maladie du sommeil ne sont pas spécifiques
(WHO, 2013) mais un tableau clinique peut étre établi afin de suspecter et diagnostiquer la
THA. En effet, tout algorithme de dépistage passif débute par des symptomes et signes cliniques
de la THA. La sélection des 13 symptomes et signes cliniques d'inclusion était basée sur les
lignes directrices de 'OMS pour la surveillance passive, complétées par l'expérience d’experts.
Pour tous les participants a I'étude, la présence de ces symptomes et signes cliniques a permis
une inclusion systématique. L'analyse détaillée des aspects cliniques des patients inclus dans
I’étude a permis de mettre en évidence que parmi les 13 symptdmes et signes cliniques
recherchés, trois (maux de téte pendant une longue durée, fiévre de longue durée et affaiblissent
général) étaient les plus représentés. La fréquence élevée de ces trois symptdmes et signes
cliniques pourrait étre due au paludisme qui est également endémique en Cote d’Ivoire (Fakih,
2014) et toute la population est exposée a la maladie (WHO, 2020). En effet, la clinique de la
THA peut souvent préter a confusion avec d’autres pathologies comme le paludisme qui sévit
également dans les pays endémiques de la THA (Mukadi et al., 2016).

Bien que la fréquence des symptémes et signes cliniques chez les patients atteints de THA ait
été décrite précédemment (Boa et al., 1988 ; Pepin et al., 1989 ; Jannin et al., 1993 ; Blum et
al., 2006 ; WHO, 2013), les critéres cliniques qui augmentent la probabilité d'obtenir un TDR
positif ou de contracter le THA dans une population visitant 1'hOpital n’avaient jamais été
étudies. L'application d'algorithmes cliniques simples facilite la sélection des personnes a tester
pour la THA. Les troubles du sommeil, les troubles moteurs, les convulsions, le grand
amaigrissement ou les problemes psychiatriques ont été identifié comme ayant une probabilité
élevée d'étre positif aux tests de diagnostic rapides (TDR) de la THA. Les personnes ne
souffrant d'aucun de ces symptémes et signes cliniques avaient une faible probabilité d'étre

testées positives. 1l reste a confirmer si les mémes critéres cliniques de sélection des suspects
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sérologiques par les tests de diagnostic rapides (TDR) seraient appropriés dans d'autres pays ou
la trypanosomiase humaine africaine (THA) est endémique. Au Soudan du Sud, I’algorithme
de référence syndromique consistant en des troubles de sommeil, des problémes neurologiques,
une perte de poids et/ou des antécédents d'cedéme permettait de mieux identifier la THA au sein
d’une population en quéte de traitement (Palmer et al., 2013).

L'absence de ganglions lymphatiques cervicaux hypertrophiés, notamment chez les 12
personnes fortement suspectées d'étre atteintes de la THA (incluant les deux cas confirmés), a
été surprenante car ce signe clinique est considéré comme typique de la THA (WHO, 2013).
Ce signe clinique a été observé chez 86,3 % des patients atteints de THA dans le foyer voisin
de Daloa dans les années 1980 (Boa et al., 1988).

Malheureusement, la conception de cette étude a propos des symptomes et signes cliniques
présente certaines limites. Premierement, les personnes ne présentant pas I'un des 13 signes et
symptémes cliniques d'inclusion n'ont pas été incluses. Certains patients atteints de THA
pourraient étre oubliés, en particulier les patients de premiére phase présentant des symptoémes
légers. Cette limitation est inhérente au cadre de déetection passive des cas comme mentionné
plus haut. Dailleurs, il n’est pas garanti que toutes les personnes se présentant au centre de
santé avec l'un des 13 signes et symptémes cliniques pour l'inclusion aient effectivement été
incluses malgré les efforts de sensibilisation.

L’évaluation prospective de tous les TDR disponibles en parallele pour le diagnostic de
la THA mise en route pour la premiere fois est un atout important de cette étude. Les études
prospectives précédentes ont évalué soit des TDR produits par Standard Diagnostics (Bisser et
al., 2016 ; Lumbala et al., 2018), soit par Coris BioConcept (Buscher et al., 2014 ; Boelaert et
al., 2018). Une seule étude a comparé les TDR des deux firmes de tests sur du plasma stocké
provenant de I'Afrique de I'Ouest (Jamonneau et al., 2015). La séroprévalence de 2,83%
obtenue au cours de cette surveillance passive est plus élevée que celle observée par Mulenga
et collaborateurs dans trois districts sanitaires endémiques de la THA (Kongolo, Bibanga et
Yasa Bonga) en RDC avec une moyenne de 2,7% (Mulenga et al., 2019). La séroprévalence
des TDR n’a pas varié au niveau des foyers et du genre des suspects sérologiques ce qui pourrait
étre di au fait que les deux zones ont présentes les mémes caractéristiques du point de vue

épidémiologique.
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Les estimations de specificité de 98,9 % pour le SD Bioline HAT et de 97,8 % pour le
HAT Sero-K-Set en Cote d'lvoire approchent les spécificités précédemment rapportées pour
ces tests dans des essais prospectifs en Afrique centrale. Pour le SD Bioline HAT, des
spécificités de 94,6 % et 98,8 % ont déja été rapportées (Bisser et al., 2016 ; Lumbala et al.,
2018). Cependant, le SD Bioline HAT présente également une spécificité légérement inférieure
de 96,7 % pour la détection passive des cas. Les valeurs de spécificité signalées précédemment
en RDC pour le HAT Sero K-Set étaient de 98,6% et 97,0% (Buscher et al., 2014 ; Boelaert et
al., 2018). Des spécificités plus faibles d'environ 88% ont été observées avec le SD Bioline
HAT et le HAT Sero-K-Set en utilisant des échantillons stockés de plasma provenant de
I'Afrique de I'Ouest (Jamonneau et al., 2015). Vue la faible prévalence de la trypanosomiase
humaine africaine (THA) dans les deux zones d’étude, une positivité a un test sérologique
comme les tests de diagnostic rapides (TDR) pourrait étre due a la présence d’autres pathogénes
non ciblés par le test car des cas de réactions croisées avec les anticorps d’autres affections
comme le VIH ont été mentionnés (Lejon et al., 2010 ; Gillet etal., 2013 ; Bonnet et al., 2018).

Dans 1’étude, il a été supposé que les suspects cliniques négatifs aux trois TDR ne
souffraient pas de la THA, donc ils n'ont pas été testes ni parasitologiqguement ni avec les quatre
tests de laboratoire. Bien que la sensibilité de chague TDR ne soit probablement pas de 100%
(Mulengaet al., 2019), il a été supposé qu'une combinaison de trois TDR permettrait de détecter
différents profils sérologiques et de ramener la sensibilité a pres de 100%, comme décrit par
Lumbala et al. en 2018. Cette approche pourrait entrainer une surestimation de la spécificité
des TDR, mais compte tenu de la tres faible prévalence de la THA en Céte d'lvoire, I'effet sera
probablement faible. Les essais prospectifs précédents (Bisser et al., 2016 ; Lumbala et al.,
2018) n'ont pas non plus effectué une parasitologie systématique sur tous les négatifs au TDR
ou au test d’agglutination sur carte de la trypanosomiase (CATT). Dans la surveillance, les
raisons en sont la forte augmentation des colts diagnostiques, les besoins en infrastructures
(8/10 centres de santé de I’étude n'étaient pas équipés pour faire de la parasitologie), et la charge
de travail, qui était déja ressentie comme élevée par le personnel de santé en raison des aspects
administratifs et éthiques de I'essai diagnostique. De méme, il a été considéré que la probabilité

pour qu'un cas réel de THA soit négatif dans I’ensemble des tests sérologiques et moléculaires
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de laboratoire était extrémement faible, et ces patients ont donc été considérés comme de faux
positifs aux tests de diagnostic rapides (TDR).

Bien que le dépistage paralléle avec le test d’agglutination sur carte de la trypanosomiase
(CATT) ait pu théoriquement étre intéressant, également pour la comparaison avec les études
diagnostiques précédentes (Blscher et al., 2014 ; Bisser et al., 2016 ; Boelaert et al., 2018 ;
Lumbala et al., 2018), il a été considéré comme non pertinent pour le dépistage passif. En effet,
3433 participants dans 10 centres sur 29 mois, soit une moyenne de 12 tests par centre de santé
et par mois ont été examinés, ce qui aurait impliqué un gaspillage considérable de réactif de
CATT, en particulier dans les centres qui ne peuvent pas stocker le réactif au réfrigérateur. Les
taux de fréquentation des centres de santé et d'utilisation des tests dans les centres de santé
proposant un diagnostic de la THA dans certaines zones d'endémie de la trypanosomiase
humaine africaine (THA® peuvent étre extrémement faibles (Lee et Palmer, 2018).

La sensibilité imparfaite de la mMAECT implique que la confirmation parasitologique de
vrais positifs aux TDR a pu manquer. Toutefois, les résultats positifs des tests de laboratoire
ont été suivis de deux examens parasitologiques supplémentaires dans la mesure du possible.
Des efforts importants ont été faits pour confirmer les résultats positifs du TDR.
Malheureusement, deux participants séropositifs aux tests de référence sont morts sans avoir
bénéficié du suivi parasitologique complet. Il s'agissait peut-étre de patients atteints de THA.
Comme deécrit précédemment, différents examens de la mMAECT peuvent étre nécessaires pour
la confirmation (Wamboga et al., 2017 ; Mulenga et al., 2019).

Pendant la surveillance passive, un taux élevé d'orientation des suspects aux TDR vers
les centres de santé capables de faire la parasitologie a été obtenu. En effet, 53/59 (89,8%) des
séropositifs aux TDR détectés dans les centres de santé périphériques ou I'examen
parasitologique n'était pas disponible, ont suivi I'étape de confirmation parasitologique au
niveau du centre de diagnostic et traitement (CDT). Lors d’un dépistage passif au Kongo
Central en RDC, seuls 39,9 % des séropositifs aux TDR ont pu étre correctement référés au
CDT pour le test de confirmation (Lumbala et al., 2020). Cette fagon d’orienter les séropositifs
vers un autre centre capable de faire la confirmation parasitologique est complexe a cause de la
faible prévalence de la THA. De plus, la faible valeur prédictive positive des TDR fait que le

résultat final est souvent négatif (Wamboga et al., 2017). Egalement, le manquement des
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suspects aux tests de diagnostic rapides (TDR) a la confirmation parasitologie pourrait étre di
a un manque de moyens financiers. Il est en effet probable que certaines de ces personnes dont
I’état de santé est peu altéré ne souhaitent donc pas parcourir de longues distances pour des
investigations médicales complémentaires engendrant des dépenses. Les six séropositifs
"perdus de vue" ont présenté des symptémes relativement bénins (affaiblissement général,
maux de téte et fievre, troubles du sommeil pour lI'un d'entre eux) et ont été testés positifs dans
un ou au maximum deux TDR. Certaines études ont montré que la mauvaise communication
du personnel de santé aux sujets positifs aux TDR pourrait étre une raison de non-achévement
(Lee et Palmer, 2018 ; Mulenga et al., 2019). Dans la présente étude, des réunions réguliéres
entre les coordinateurs nationaux et le personnel de santé auraient pu améliorer la
comprehension et créer la motivation, ce qui aurait entrainé de meilleurs efforts de
communication envers les participants a I'étude. Un suivi actif des séropositifs aux TDR non
parvenus au centre de confirmation parasitologique a été effectué, cette action les a encouragés
a se rendre au centre de diagnostic et traitement (CDT).

Un autre point fort de cette étude a été I'examen du sang séché sur papier filtre de quatre
tests de laboratoire différents en parallele : la trypanolyse (TL), ’ELISA/Trypanosoma brucei
gambiense, la LAMP et la qPCR. Des tests de dépistage utilisant du sang séché sur papier filtre
des suspects aux TDR non confirmés afin de sélectionner des individus pour un suivi
parasitologique supplémentaire ont déja été effectués soit par la sérologie (TL et/ou ELISA/T.
b. gambiense) (Hasker et al., 2010; Camara et al., 2014), soit par des tests moléculaires (Bisser
etal., 2016). Jusqu'a présent, la LAMP a été principalement appliqué sur le terrain a des sujets
séropositifs et négatifs a la microscopie, pour compenser la sensibilité imparfaite de la
microscopie (Wamboga et al., 2017 ; Lumbala et al., 2020). Les tests sérologiques et
moléculaires ont rarement été effectués en paralléle (Mumba et al., 2014).

La positivité elevee des échantillons de papier filtre des suspects serologiques au test
moléculaire gPCR m18S pourrait se justifier par la meilleure sensibilité de ce test. En effet,
cette technique cible le gene a copie multiple de I'ARN ribosomique 18S du Trypanozoon
(T. brucei, T. evansi et T. equiperdum) (Deborggraeve et al., 2011) ce qui améliorerait sa
capacite diagnostique. Des sensibilités élevees de la gPCR m18S ont également été observées

dans des etudes antérieures (Deborggraeve et al., 2011; Mitashi et al., 2013 ; Mumba et al.,
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2014). Cependant, un échantillon de papier filtre d’un cas confirmé de trypanosomiase humaine
africaine (THA) a été négatif a la qPCR ce qui pourrait probablement étre di a la qualité de
I’échantillon de sang séché sur papier filtre car une diminution de la sensibilité a déja été
observée lors de l'utilisation de tels spécimens (Mumba et al., 2014 ; Compaoré et al., 2020a).
La gPCR TgsGP spécifique a T. b. gambiense, qui a été effectué sur I’ensemble des échantillons
de papier filtre positifs a la qPCR m18S, a été négative, y compris chez les deux patients atteints
de THA confirmée. Des sensibilités limitées de cette technique ont déja été observées dans des
études expérimentales et sur le terrain en RDC (Matovu et al., 2010; Morrison et al., 2007).
Ainsi, avec cette sensibilité limitée, ce test ne semble pas approprié au diagnostic de la THA a
T. b. gambiense selon une étude experimentale au Burkina Faso (Compaoré et al., 2020a).

L’¢échantillon de papier filtre d’un cas confirmé de THA diagnostiqué a la phase ultime
de la maladie a été négatif a la plupart des tests de laboratoire (trois tests sur quatre). La qualite
de I’échantillon du papier filtre ou les conditions de réalisation des tests pourraient causer le
manque de sensibilité des tests. Une étude de revue systématique sur la fiabilité des anticorps
sur des échantillons de sang séché sur du papier filtre a montré que les anticorps dans les
échantillons de papier filtre stockés a 37°C étaient instables (Amini et al., 2021), les
concentrations d'anticorps diminuant régulierement en trois jours seulement (Yel et al., 2015).
Par ailleurs, les tests de laboratoire sont tous des méthodes indirectes qui ne peuvent identifier
que des cas suspects ou accroitre la suspicion de la THA et bien que I’ensemble de ces tests ait
une spécificité généralement élevée, on peut avoir des faux positifs en cas de contamination.
Dans la présente étude, les spécificités de I'ELISA/T. b. gambiense et de la trypanolyse (TL)
respectivement de 98,9 % et 94,4 %, ont été probablement sous-estimées, car ces tests ont été
effectués sur des personnes présélectionnées avec les tests de diagnostic rapides (TDR) qui
s'appuient sur les mémes antigénes GVS LiTat 1.3 et 1.5 pour la détection des anticorps. Des
spécificités rapportées précédemment en RDC étaient de 99,8 % pour ’ELISA/T. b. gambiense
réalisée sur des échantillons de sang séché sur papier filtre (Hasker et al., 2010) et de 98,0 %
pour la trypanolyse (TL) sur sérum (Buscher et al., 2014). Cela ne s'applique pas aux tests
moléculaires, pour lesquels la spécificité de 98,9 % de la LAMP observée dans la présente étude
pourrait étre comparée aux spécificites de 92,8% et 96,4 % observées dans une étude de
laboratoire (Mitashi et al., 2013).
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La valeur prédictive positive (VPP) et la concordance de la plupart des tests ont été
relativement faibles, par rapport aux observations précedentes, en raison de la faible prévalence
de la maladie dans les foyers de Bonon et de Sinfra. En RDC, la VPP du test SD Bioline HAT
dans la détection passive des cas a été de 14,4% (Lumbala et al., 2020), tandis que chez les
patients atteints de troubles neurologiques, la VPP du test HAT Sero-K-Set a été de 50%
(Boelaert et al., 2018), pour des prévalences de trypanosomiase humaine africaine (THA)
respectives de 0,1-0,8 % et 2,9 %. |l a été observé pour ces précédents TDR des VPP de 4,9 %
et 2,5 %, et de 14,3 % pour le rHAT Sero-Strip. Concernant les tests de laboratoire, la VPP a
fluctué entre 29 % et 67 %, mais ces tests ont été réalisés sur une population positive aux tests
de diagnostic rapides (TDR), donc une population a prévalence plus élevée (2 cas de THA sur
91 séropositifs ou 2,4 %). En raison de la spécificité élevée des combinaisons de tests et a la
faible prévalence de la THA, les intervalles de confiance de la VPP ont été larges. De méme, la
concordance entre les TDR a été plut6t faible. La sensibilité du coefficient kappa a la prévalence
se traduit par une valeur Kappa "basse" (Bendahhou et al., 2010). Pareillement, la concordance
entre les TDR et les tests de laboratoire varie de faible & modérée, ce qui pourrait étre di au fait
que tous les tests ne sont pas basés sur le méme principe biologique. Un bon accord a été trouvé
entre deux tests de laboratoire (ELISA/T. b. gambiense et LAMP), ce qui suggére que ces deux
techniques ont des résultats plus concordants et que potentiellement un seul des deux tests
pourrait étre utilisé dans un futur algorithme de diagnostic.

Les deux cas confirmés de THA diagnostiqués dans les deux foyers endemiques du pays
ont été des enfants de 11 ans et 13 ans. Les résultats corroborent ceux d’autres auteurs qui dans
leurs études ont mentionné que les enfants ne sont pas indemnes de I’attaque de la THA et le
tribut payé est particulierement lourd (Triolo et al., 1985 ; Boa et al., 1988 ; Kazumba et al.,
1993). Ainsi, les deux cas diagnostiqués étaient tous a la deuxiéme phase de la maladie
confirmant le caractére chronique de la THA a T. b.gambiense qui peut durer des mois voire
des années (Kennedy et Rodgers, 2019). Un autre aspect épidémiologique remarquable dans la
surveillance passive est le fait que les deux cas confirmés ont été diagnostiqués plus d’un an
apres le début des symptdomes malgré la présence de centres de santé dans la zone. Des
observations similaires ont été faites a Kinshasa, sur 19 malades, aucun diagnostic n’a été posé

avant 3 mois d’évolution et 33 % des cas ont été diagnostiqués plus d’un an apres le début des
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symptémes (Kazumba et al., 1993). Les raisons de ce retard diagnostique sont multiples: le
manque de vigilance des parents qui ne s’inquiétent pas assez rapidement des symptomes
présentés par I’enfant, la méconnaissance de la trypanosomiase humaine africaine (THA) par
le personnel de santé qui évoque d’abord des pathologies plus fréquentes tels que le paludisme,
la fievre typhoide, la poliomyélite, la tuberculose ou le sida qui se traduit par une errance
diagnostique.

Quiatre sujets positifs aux tests de diagnostic rapides (TDR) a I’inclusion et aux tests de

laboratoire, ont été séroconvertis en négatifs tandis que quatre autres sujets positifs aux TDR et
aux tests de laboratoire sont restés positifs au test HAT Sero-K-Set et négatifs a la mAECT a la
fin des investigations. Mais pour des raisons de manque de sensibilité de la mAECT, les
participants a I'étude qui ont été suivis et positifs aux TDR et aux tests de laboratoire jusqu'a la
fin de I'étude pourraient étre des cas réels. Ces participants ont donc éte orientés vers le
programme national d’élimination de la THA (PNETHA) pour poursuivre le suivi.
Ce suivi continu permet d'exclure le risque qu'ils soient des porteurs asymptomatiques
(Jamonneau et al., 2010 ; Bucheton et al., 2011 ; Jamonneau et al., 2012). Les porteurs
asymptomatiques peuvent agir comme un réservoir de parasites humains et maintenir la
transmission de la THA. D’une fagon générale, on ne peut pas exclure que des individus positifs
aux TDR et aux tests réalisés au laboratoire soient porteurs de trypanosomes. Une hypothese
en cours d’étude, notamment en Cote d’Ivoire, est que T. b. gambiense pourrait étre présent
dans le derme de certains de ces sujets (Camara et al., 2020).

Cependant, la positivité du test pourrait également s'expliquer par une infection
transitoire par des trypanosomes animaux. Les taux d'infection par les trypanosomes animaux
chez les bovins (5,75%) et les porcs (29,93%) dans les foyers de Bonon et de Sinfra, ou la
présente étude a eu lieu, sont élevés (N’Djetchi et al., 2017). Les mouches tsé-tsé infectées
peuvent également piquer les humains et, pendant la piqlre, injecter des trypanosomes
animaux, ce qui peut provoquer une réponse des anticorps et une fausse positivité des tests
sérologiques, ou une fausse positivité transitoire des tests moléculaires qui sont spécifiques aux
Trypanozoon, comme la gPCR m18S ou la LAMP.

Les resultats préliminaires de cette étude ont permis au programme national

d’élimination de la THA (PNETHA) d’élaborer deux algorithmes actuellement utilisés en Cote
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d’Ivoire. Ces algorithmes dépendent du contexte ¢épidémiologique et des capacités
diagnostiques dans les centres de santé. Ils dépendent aussi de la performance et de la
disponibilité des tests. Ces algorithmes confirment également le caractére différentiel du

diagnostic de la trypanosomiase humaine africaine.

129



CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Références

CONCLUSION GENERALE

Cette étude a permis de montrer que la THA est toujours présente dans les foyers
endémiques de Bonon et Sinfra en Cote d’Ivoire, méme si la prévalence est devenue tres faible.
Egalement, I’étude a donné la possibilité d’élucider un algorithme syndromique basé sur cing
(5) symptdmes et signes cliniques clés, capable de discriminer les suspects cliniques a examiner
a partir de tests de diagnostic rapides (TDR). L'identification de cing symptémes et signes
cliniques clés permet de simplifier le tri des patients a dépister avec le TDR de la THA.

Les résultats de performance des différents outils de diagnostic ont permis d’élaborer

un algorithme diagnostique complet pour la surveillance passive de la THA dans la zone
endémique. Concernant les TDR pour le tri des patients, la sensibilité des tests a été un element
capital pour intégrer un quelconque test dans I’algorithme diagnostic de la THA. Ainsi, le
dépistage sérologique de la THA peut étre effectué en Cote d’Ivoire avec le (s) TDR HAT Sero-
K-Set et/ou le SD Bioline HAT. Pour les sujets positifs aux TDR, I'algorithme dépend de la
disponibilité des tests parasitologiques sur place.
Quant aux tests réalisés au laboratoire, le facteur clé pour retenir un test dans 1’algorithme de
diagnostic a été la spécificité mais avec une sensibilité acceptable du test afin de confirmer ou
infirmer la suspicion a la THA du patient. Outre la trypanolyse, les résultats actuels de cette
étude montrent I'intérét de réaliser le test ELISA / T. b. gambiense, qui peut étre mis en ceuvre
dans tous les laboratoires effectuant des tests de I’ELISA. Dans cette étude, le manque de
sensibilité du test de la qPCR TgsGP indique que ce test ne semble pas étre approprié dans la
détection de cas de THA a T. b. gambiense surtout en zone de faible prévalence.

Cet algorithme de diagnostic utilisant peu de tests de diagnostic est applicable dans les
zones reculées et difficiles d’accés. Le suivi des suspects sérologiques et/ou moléculaires apres
I’échec des examens parasitologiques de confirmation a été envisage grace a la reprise des
investigations diagnostiques avec les tests parasitologiques et le(s) TDR initialement positif(s).
Le suivi des suspects est une étape cruciale de surveillance de la THA et il peut étre réalisé par
une petite équipe mobile constituée par les agents du PNETHA et des collaborateurs.

Par ailleurs, I'analyse détaillée des aspects cliniques, diagnostiques, géographiques et

financiers de cas de THA, dont le diagnostic a été facilité par cette étude, souligne a la fois la
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complexité et I'importance de détecter les derniers cas de THA. La surveillance passive en tant
que stratégie de lutte repond mieux au contexte épidémiologique de la maladie en C6te d'lvoire.

La présente étude a eu des impacts pratiques pour le contréle de la THA en C6te d'lvoire.
Elle a initié la mise en place d'un réseau de détection passive des cas dans le pays qui pourrait
s’étendre a I’ensemble des foyers hypoendémiques et a risque du pays.
L’algorithme diagnostique déterminé au cours de cette étude permettra de pérenniser
I’élimination de la THA en tant que probléme de santé publique en Cote d’Ivoire, aussi de
verifier I’arrét de la transmission. Cependant, cet algorithme doit étre soutenu par d’autres
stratégies adaptées conduisant a lutter contre certaines composantes du triangle
épidémiologique de la maladie afin d’éviter des phénoménes de reemergence. Ces efforts
multisectoriels conjugués pourraient amener a I’éradication de cette parasitose séculaire.

D’un autre point de vue, les stratégies et les outils de lutte doivent s’adapter
continuellement aux nouveaux défis. Mais I’évolution des stratégies et des outils de lutte devra
aussi tenir compte des résultats sur les phénomenes biologiques qui pourraient compromettre

leur efficacité voire 1’avancée vers 1’ éradication.
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PERSPECTIVES

Dans un futur proche, ce travail ayant fourni des axes de recherche pertinents sera a
poursuivre et a améliorer dans une étude beaucoup plus approfondie permettant de mettre en
place une lutte inclusive et durable de la trypanosomiase humaine africaine (THA).

1) |l serait par exemple nécessaire d’évaluer a nouveau les performances des tests de

diagnostic en absence de gold standard grace a I'analyse de classes latentes.

2) |l faudrait réaliser aussi des analyses de codt-efficacité concernant la stratégie de lutte
utilisée dans le cadre de ce travail.

3) Il serait également nécessaire d’évaluer dans les conditions de terrain de nouveaux outils
diagnostiques prometteurs comme le TDR SD Bioline HAT 2.0 et le test de I'iELISA
(Geerts et al., 2021). Un projet visant a comparer le test SD Bioline HAT 2.0 au test
HAT Sero-K-Set dans les 10 centres de sante pour la surveillance de la THA dans les
zones endemiques de Bonon et Sinfra sera mis en place. Egalement, un projet
d’évaluation de I'iELISA est en €laboration.

Des analyses sont en cours pour le protocole de la surveillance post-élimination qui est le

deuxiéme paquet d’activités réalisé en Cote d’Ivoire dans le cadre de cette étude. L’ objectif

étant de proposer un systeme de surveillance de la THA dans les conditions de post-
élimination qui permettra de détecter précocement des cas de réémergences dans des foyers
considérés comme éteints. Les résultats de cette sous-étude permettront de déterminer la
performance, la faisabilité et le colt de la surveillance des foyers de THA a T. b. gambiense
éteints et de proposer un algorithme de tests que pourra utiliser les équipes mobiles

spécialisées pour limiter les risques de réémergence de la THA.
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RECOMMANDATIONS

Cette étude s’inscrit dans les objectifs de développement durable (ODD) visant dans son
objectif 3 a « permettre a tous de vivre en bonne santé et a promouvoir le bien-étre de tous a
tout age ». Ainsi, la lutte contre les maladies tropicales négligées (MTN) comme la
trypanosomiase humaine africaine (THA) contribue a alléger le poids qu’elle fait peser au
niveau humain et économique sur les communautés les plus pauvres du monde. A I’égard des
résultats obtenus au cours de cette étude, nous recommandons :

% aux pays endémiques en particulier a la Cote d’Ivoire d’intégrer en priorité la lutte
contre la THA dans le plan sanitaire national et y consacrer une ligne budgétaire
adéquate ;

% Au programme national d’élimination de la THA (PNETHA) d’accroitre son
management en mettant en place une action multisectorielle planifiée trés en
amont afin de faire naitre la volonté politique pour soutenir les activites de lutte

contre la THA ;

X/
°oe

Aussi, au PNETHA, de faire de la sensibilisation, une stratégie de lutte a part
entiere qui aidera le personnel sanitaire ainsi que I’ensemble des populations a

une prise de conscience considérable vis-a-vis de cette parasitose ;

X/
°o

Aux populations de s’approprier des activités de lutte contre la THA tout en

falcilitant leur mise en ceuvre.
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Annexe 1A: Approbation du protocole de détection passive des cas dans les
foyers endémiques par le CNESVS (anciennement CNER)

MINISTERE DE LA SANTE REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE

ET DE I'HYGIENE PUBLIQUE UNION-DISCIPUNE-TRAVAIL

COMITE NATIONAL D’ETHIQUE =

DE LA RECHERCHE (CNER) A

US DPT OF HHS REGISTRATION # : IORG00075 =3

Le Président

N/Réf : 076//MSHP/CNER-kp Abidjan, le 27 juin 2017
Au
Docteur KABA Dramane
Investigateur Principal
DITECT-HAT / BOUAKE

OBJET: Autorisation de mise en ceuvre du projet de recherche intitulé :
«Protocole pour la détection passive des cas de Trypanosomiase Humaine Africaine».

Docteur,

Le Comité National d’Ethique de la Recherche (CNER) a examiné votre demande
d’autorisation de mise en ceuvre du projet cité en objet.

Sous cette perspective, il a été émis un avis favorable a I'utilisation de ce protocole.

Par conséquent, je vous autorise @ mettre en ceuvre votre étude telle que soumise au Comité
National d’Ethique.

Toutefois, il faut noter que la validité de cette autorisation est d’un an (1) 4 compter de la date
de signature. Par ailleurs, je vous saurai gré de bien vouloir transmettre au CNER une copie
du rapport de cette étude dés la fin de sa mise en ceuvre.

Je vous prie d’agréer, Docteur, 1’expression de mes salutations distinguées.
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UQD ane s R CCDE

Marseille, le 16 novembre 2016

A |'attention de madame Veerle
Lejon IRD - UMR 177 - Intertryp
Campus International de Baillarguet TA A-
17/G 34398 Montpellier Cedex 5

Objet : Votre demande d’un avis du CCDE sur I'éthique du projet de recherche
DITECT-HAT-WP2

Chere Madame,

Vous avez sollicité I'avis du Comité consultatif de déontologie et d'éthique (CCDE) de I'IRD
a propos de votre projet de recherche intitulé « Diagnostic Tools for Human African
Trypanosomiasis Elimination and Clinical Trials: WP2 Passive case detection, protocol nr
DITECT-HAT-WP2, protocol version 1.0, 28/09/2016 ».

Votre demande a été examinée au cours de la session pléniére du CCDE du 17 au
20 octobre 2016.

Ce protocole est une composante du programme de recherche Diagnostic Tools for
Human African Trypanosomiasis Elimination and Clinical Trials, dont d’autres protocoles
ont été déja examinés par le CCDE.

L'objectif de cette étude est d’évaluer et de comparer la performance et le co(it de quatre
tests de dépistage rapides (TDR) de la trypanosomiase humaine africaine afin de proposer
des algorithmes de détection adaptés aux structures de santé périphériques, dans le
cadre d’une intégration de la lutte contre la trypanosomiase dans la pratique médicale de
routine des structures de santé périphériques.

Cette évaluation repose sur une comparaison des résultats obtenus par les TDRs avec
les méthodes de référence qui ne peuvent étre réalisées que dans des structures
régionales de référence.

Il s’agit d’'une étude non-interventionnelle, conduite dans le cadre des activités de routine
des centres de santé, en partenariat avec les Programmes Nationaux de lutte contre la
Trypanosomiase, dans trois pays d’Afrique de I'Ouest et du Centre (Cote d’ivoire, Guinée
et République Démocratique du Congo).

Les partenaires de ce programme sont I'Institut de Recherche pour le
Développement (IRD), I'Institut de Médecine Tropicale (IMT-Anvers, Belgique),
I'université de Liverpool
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(Royaume-Uni) I'Institut National de Recherche Biomédicale (INRB, Kinshasa, RD Congo),
le Programme National de Lutte contre la Trypanosomiase (PNLTHA) en RD Congo, le
PNLTHA en Guinée, I'Institut Pierre Richet (IPR, Bouaké, Cote d’lvoire) et le Centre
International de Recherche-Développement sur I'Elevage en zone Subhumide (CIRDES,
Bobo-Dioulasso, Burkina Faso).

L'IRD est coordonnateur du projet.

Le protocole présenté se référe explicitement aux principes éthiques de la recherche
médicale internationale. Les personnes qui seront dépistées a I'occasion de cette étude
sont prises en charge gratuitement dans le cadre des Programmes nationaux de lutte
contre la Trypanosomiase, la balance risque/bénéfice est favorable pour les participants.

Les divers aspects d’éthique formelle sont pris en compte de maniére satisfaisante.

Le CCDE a exprimé diverses remarques :

- Le protocole prévoit de ne pas inclure les enfants de moins de 4 ans, il serait utile que
les raisons de cette décision soient exposées, en lien avec les procédures de dépistage
et de prise en charge des enfants dans les programmes nationaux.

- Cette recherche doit conduire a identifier les TDR les plus performants, il serait
nécessaire d’évoquer les modalités d’acces des pays aux tests qui auront été reconnus
les meilleurs.

- Le protocole précise que les personnes identifiées porteuses de la maladie
seront traitées gratuitement dans le cadre des soins fournis par les programmes
nationaux : est-ce que les frais éventuels de déplacement des participants sont
couverts par le programme national ou le programme de recherche ?

- Le protocole mentionne que des formations au GCP (Good Clinical Practices) seront
proposées aux membres des équipes (cf. page 22/28), notamment en ce qui concerne
I'information des participants et le recueil des consentements éclairés. Le comité
serait intéressé de connaitre les grandes lignes du contenu de cette formation et son
volume horaire.

- Lalettre d'information pour les participants (page 3/3) évoque I'usage « d’informations
personnelles », pourriez-vous préciser la nature de ces informations ?

En conclusion, le comité souhaiterait étre tenu au courant de vos réponses a
ses questions.

Le CCDE donne un avis favorable a votre projet de recherche.

Je vous prie d’agréer, chére Madame, I'expression de mes salutations distinguées.

Anne Marie Moulin
Présidente du CCDE
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Annexe IC : Approbation du comité d’éthique de I’Université d’ Anvers

Traduction document d’approbation Comité d’éthique Université d’Anvers :

Prof. Dr. P. Blischer Université d’Anvers, COMITE ETHIQUE
Institut de Médecine Tropicale PRESIDENT

Parasitologie Prof. Dr. Patrick Cras

Nationalestraat 155

2000 Antwerpen SECRETARIAT

Tel: 038213544

Outils Diagnostiques pour I’élimination de la trypanosomiase humaine africaine et
pour les essais cliniques : WP2 Détection passive des cas (DiTECT-HAT-WP2) (Protocole
no ITG 1133/16)

Numéro d’enregistrement en Belgique : B300201730927

Annelies Van Looy
16/01/2017 16/49/526 Anniek Leeraert

Marleen Bolens

Ethisch.comite@uza.be

APPROBATION DEFINITIVE

Cher collégue,

Le comité d’éthique de I'HoOpital Universitaire d’Anvers et de I'Université d’Anvers confirme que |'étude
susmentionnée satisfait aux critéres stipulés par la loi du 7 mai 2004 et donne son approbation en date du
16/01/2017.
Les documents suivants ont étés approuvés par le Comité Ethique selon les critéres ICH-GCP :
e Attestation d’assurance « no fault » signée le 16/02/2016,
Liberty mutual, numéro de contrat AARQF3-004 date d’expiration le 01/01/2017
o CVchercheurs
Lejon Veerle, Kaba Dramane, Mumba Ngoyi Dieudonné, llboudo Hamidou, Blscher Philippe
e Formulaire d’information et consentement version FR adaptée du 09/01/2017
Version 1.1
e Protocole adapté du 09/01/2017
Version 1.2

Nous vous prions de nous signaler les dates suivantes :
e Date de début d’inclusion de patients
e Date et motif de cloture de I'étude :
O Jamais démarrée
o Cloture précoce
O Fin de I'étude

Sincérement
Prof. Dr. P. Cras Président Comité Ethique
Cc : FAGG — Research & Development Department, Victor Hortaplain 40, bus 40 - 1060 Brussel
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Annexe ID : Approbation éthique de I’Institut de Medecine Tropicale

Vi A/ Wiltjksiraat 10 / 2650 Edegen Universiteit
UM )/ Fax 432 38 Antwerpen

ETHISCH COMITE
Prof. dr. P. Bascher mice \;'OORZ_ITTCE'Q
Instituut voor Tropische Geneeskunde o
Parasitologie SECRETARIAAT
Nationalestraat 155 tok 03 8213544
2000 Antwerpen

Diagnostic tools for human African Trypanosomiasis elimination and clinical trials: WP2
passive case detection (DITECT-HAT-WP2) (ProtocolNr: ITG 1133/16)

Belgisch Registratienummer: B300201730927

16/01/2017 16/49/526 Annebes Van Looy
Anmiek Leersert
Marieen Bolens
ethisch.comite@uza be
DEFINITIEF GUNSTIG ADVIES
Geachte Collega,

Het Ethisch Comité van het Universitair Ziekenhuis Antwerpen en de Universiteit Antwerpen bevestigt
dat bovenvermelde studie voldoet aan de criteria gesteld in de wet van 7 mei 2004 en geeft een
gunstig advies dd. 16/01/2017.

De volgende bijlagen werden volgens de ICH-GCP richtlijnen door het Ethisch Comité goedgekeurd:

- Bewijs van "no-fault" verzekefing dd. 16/02/2016
Liberty Mutual, polisnr. AARQF3-004, exp date 01/01/2017

- CV onderzoeker
Lejon Veerle, Kaba Dramane, Mumba Ngoyi Dieudonné, liboudo Hamidou, Bischer
Philippe

- Informatie- en toestemmingsformulier FR aangepaste versie dd. $/01/2017
Versie 1.1

- Protocol aangepaste versie dd. 9/01/2017
Versie 1.2
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Annexe Il: Fiches d’information du participant pour la surveillance passive des cas

Outils Diagnostiques pour I’élimination de la Trypanosomiase & 5’*&
Humaine Africaine et les essais cliniques : Dépistage passif des cas *F) I

(DITECT-HAT-WP2) DITECT

Fiche d’information

L& DOCteUr/IRFINMIEE cisvssmmummimmebumsimmsii a trouvé que vous avez des signes cliniques de la maladie du
sommeil. La maladie du sommeil, aussi appelée trypanosomiase humaine africaine (THA), est une maladie causée par
un parasite appelé trypanosome. Sans traitement la maladie conduit au décés du patient.

Pour confirmer ou exclure que vous souffrez de la maladie du sommeil, votre docteur/infirmier doit faire des tests
diagnostiques. Il/elle vous propose de participer a I'étude DIiTECT-HAT-WP2. Cette étude a pour but d’évaluer des
nouveaux tests rapides et simples pour la détection de la maladie du sommeil. Avec les résultats nous espérons
pouvoir proposer une détection plus simple de la maladie, qui pourra alors se faire dans tous les centres de santé.
Votre décision d’accepter ou pas n"aura aucune influence sur les soins que vous allez recevoir.

Avant d’accepter de participer a I'étude DITECT-HAT-WP2, il est nécessaire que vous compreniez bien pourquoi nous
voulons faire cette étude et ce que nous allons faire exactement. Prenez donc le temps de bien comprendre les
informations données ci-dessous et par le médecin/infirmier. N’ayez pas peur de poser toutes les questions. Si
vous voulez, vous pouvez parler de cette étude aux autres membres de votre famille et aux amis.

But de I'étude
Le but de I'étude est de proposer une détection simple de la maladie du sommeil, afin de pouvoir tester facilement
des personnes avec des signes cliniques qui se présentent dans un centre de santé.

Combien de personnes vont participer?
Cette étude aura lieu en Cote d’lvoire, en Guinée et en République Démocratique du Congo (RDC). Environ vingt
mille personnes avec des signes cliniques de la maladie de sommeil seront invitées a participer.

Est-ce que je peux participer?

Si vous avez des signes cliniques de la maladie du sommeil, vous pouvez participer a I'étude. Le médecin/infirmier
vous prélévera quelques gouttes de sang par une piqure au doigt, pour faire 4 nouveaux tests simples. Si tous les
tests simples restent négatifs, vous ne souffrez pas de la maladie de sommeil et les examens se terminent. Si un des
tests simples est positif, vous serez invité a donner du sang et un peu de lymphe pour rechercher le trypanosome
avec le microscope afin de confirmer ou exclure I'infection. On déposera aussi un peu de sang sur un papier (papier
filtre), pour faire d’autres tests compliqués qu'on ne peut pas faire sur place. Vous recevrez les résultats des tests
compliqués dans environ 3 mois. Si les tests compliqués sont négatifs, les examens s’arrétent. Si un des tests
compliqués est positif, on répétera encore 2 fois la microscopie pour la recherche de trypanosomes dans le sang et la
lymphe. Si on trouve des trypanosomes, le programme national de lutte contre la trypanosomiase humaine
(PNLTHA) vous traitera pour la maladie du sommeil.

Durée de la participation a I'étude

La durée de participation est entre 30 minutes et 6 mois, dépendant des résultats des tests :

e Sitous les tests simples sont négatifs la durée de participation sera d’environ 30 minutes.

e Siun des tests simples est positif, il y aura une recherche initiale de trypanosomes et une visite a 3 mois.

e Siun des tests simples et un des tests compliqués sont positifs, il y aura une recherche initiale de trypanosomes et
des visites a 3 et 6 mois avec la microscopie pour la recherche de trypanosomes a chaque visite.

Quelles sont les contraintes de I'étude?

Pour faire des tests simples, une seule piqure au doigt sera faite pour prélever quelques gouttes de sang. Pour la
recherche du trypanosome, un prélévement de 4 ml de sang se fera au pli du coude. Le volume de 4 ml correspond a
environ une cuillere. Si un ganglion est présent dans le cou, il sera piqué pour prélever une goutte de lymphe. Sile
centre de santé qui fait les tests simples n’est pas équipé pour la recherche de trypanosomes par microscopie, il sera
nécessaire d’aller se présenter dans un centre spécialisé ou d’attendre un microscopiste spécialiste.

A quoi serviront les préléevements et les tests?
Les 4 tests simples détectent des anticorps, des produits fabriqués par le corps pour se défendre contre le
trypanosome. La microscopie est faite pour la recherche du trypanosome. Les tests compliqués détectent des

DIiTECT-HAT-WP2, Version 1.1, datée 09-Jan-2017, modifié le 30/05/2017 2/5
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anticorps, et des produits du parasite appelés les ADN. Ces tests compliqués seront faits au Centre International
de Recherche-Développement sur I'Elevage en zone Subhumide (CIRDES) a Bobo-Dioulasso au Burkina Faso et a
I'Institut de Médecine Tropicale en Belgique. Le sang sur papier filtre sera détruit lorsque le rapport de fin d’étude
sera signé et validé. Seulement si vous donnez votre accord explicite (si la case OUI est coché dans le formulaire de
consentement), le sang sur papier filtre sera gardé et mis a disposition a d’autres chercheurs, mais seulement pour des
fins de recherche médicale, et toujours de facon anonyme.

Quels sont les avantages et les inconvénients de participer a I'étude?

Les tests simples permettent de détecter la maladie du sommeil dans tous les centres de santé. Pour un diagnostic
fiable de la maladie du sommeil, il est toujours nécessaire de prendre du sang. Pour cette étude, nous vous
demandons de donner un peu plus de sang que d'habitude. Donner un peu plus de sang ne nuira pas a votre santé.
Mettre les restes de vos échantillons a disposition de la recherche, ne nuira pas a votre santé.

Quels seront les bénéfices de ma participation pour les malades de la THA?

Les tests simples permettent de détecter la maladie du sommeil dans tous les centres de santé. Ceci permettra a
plus de personnes de se faire examiner pour la maladie du sommeil.

Est-ce-que je serai payé? Est-ce-que je vais devoir payer?

Participer a I’étude ne vous coltera rien. Vous ne serez pas payé pour votre participation.

Est-ce-que je bénéficie d’'une assurance pendant I'étude ?

Le promoteur a contracté une assurance qui servira a vous protéger en cas de probléme lié a I'étude.

Est-ce-que j’ai le choix de participer? Comment va-t-on me soigner si je refuse de participer a I'étude?

Vous étes libre de décider de participer ou non a cette étude DIiTECT-HAT-WP2. Vous étes libre de participer a
I'étude DIiTECT-HAT-WP2, mais de refuser que votre sang sur papier filtre soit utilisé pour d’autres recherches
ultérieures a celle-ci. Votre choix n’aura aucune influence sur les soins que vous allez recevoir.

Ma participation peut-elle s’arréter ?

Votre participation a cette étude peut étre interrompue a tout moment par le promoteur ou les autorités de santé, par
le médecin de I'étude pour des raisons médicales et par vous-méme sans dire pourquoi. Mais il est mieux
d’informer le médecin/infirmier de I'étude. Vous serez alors testé et traité selon la routine du programme national de
lutte contre la THA. Si vous décidez de ne plus participer a I'étude, vous pourrez demander a ce que votre sang sur
papier filtre soit détruit pour ne pas étre analysé. Aucune nouvelle information vous concernant ne sera collectée
et ajoutée aux données déja recueillies et vous pourrez discuter avec le médecin de I'étude comment seront
utilisées les données déja collectées. Mais pour que votre participation soit utile, il est important que vous restiez
dans I'étude et que vous veniez a toutes les visites de suivi prévues.

Comment seront utilisées mes informations personnelles et médicales?

Personne, autre que le personnel médical impliqué dans I'étude ne pourra vous identifier. L'utilisation des
informations collectées et leur transmission par ordinateur se feront dans le respect de I'anonymat et dans le seul but
de savoir si les nouveaux tests sont efficaces. Vos échantillons biologiques seront codés pour assurer la
confidentialité. Les données seront utilisées pour la recherche médicale uniguement. Vous pourrez demander au
médecin/infirmier a voir vos données et demander a les modifier. Les résultats de I'étude vont étre publiés mais
votre identité restera anonyme a tout moment.

Cette étude respecte-t-elle les lois?

Cette étude sera conduite en accord avec les lois en vigueur dans le monde et dans votre pays. Un comité
indépendant a donné son approbation pour la conduite de I'étude.

Qui puis-je contacter si j’ai d’autres questions sur I'étude ?
Si vous avez des questions vous pouvez a tout moment contacter
e DOCtBUF/INAIMNIGE sonmnammnmmmmim e Son numéro de téléphone est e .........ccccuevevereereeirennrnsecenne
e Dr Dramane KABA, Institut Pierre Richet/ Institut National de Santé Publique (IPR/INSP), Bouaké.
Tél: +225 31630285 ; Cel : +2255994 07 17 ; Email: kaba dramane@yahoo.fr
e Dr Vincent JAMONNEAU, Institut de Recherche pour le Développement / Institut Pierre Richet de Bouaké,
Cel : 4225 79 32 18 72 Email: vincent.jamonneau@ird.fr
e M. Minayégninrin KONE: IPR/INSP, de Bouaké. Cel : +225 08 24 02 82 /06330300 ;
Email: konemina85@gmail.com
e Dr Louis PENALI, Président du Comité National d’Ethique de la Recherche (CNER) de Céte d’lvoire, Abidjan,
Tel : +225 22 00 58 29. Email : cner_ci@gmail.com

DIiTECT-HAT-WP2, Version 1.1, datée 09-Jan-2017, modifié le 30/05/2017 3/5
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Annexe I11 : Formulaire de consentement écrit des participants a 1’étude

Outils Diagnostiques pour I’élimination et les essais cliniques -
dans la Trypanosomiase Humaine Africaine : Dépistage passif '“LO _j) %
des cas et surveillance post-élimination (DIiTECT-HAT) DFTJECT

Formulaire de consentement éclairé — Page de signature

Je confirme que j’ai lu (ou que je me suis fait lire) et que j’ai compris pourquoi et comment cette étude sera réalisée. J'ai
pu poser toutes les questions et j’ai regu des réponses satisfaisantes.

Je dis que ma participation n’est pas forcée et je comprends que je suis libre de quitter I'étude sans étre obligé de
dire pourquoi.

Je permets que des informations personnelles, des données et des prélévements soient recueillis pendant I'étude, et
gu’elles puissent étre examinées par les personnes impliquées dans I'étude et/ou mandatées par le personnel de
I’étude et/ou par les Autorités de Santé, mais de fagon confidentielle et anonyme.

e J'accepte de participer a cette étude.

e Jaccepte qu’apres la fin de I'étude le reste du sang sur papier filtre soit gardé et mis a disposition d’autres
chercheurs, pour faire des examens additionnels a des fins de recherche médicale sur des maladies
tropicales. Des examens additionnels seront seulement faits aprés approbation des autorités de santé et si je
donne mon accord. Cocher la case de votre choix :

Oul

NON

Nom complet et signature du participant (ou empreinte digitale):

SIENALITE e T e e AR e A e e e R o

Pour enfants <18 ans, I'enfant doit signer ou apposer son empreinte digitale a la page suivante pour donner son accord

Pour les participants mineurs, nom complet et signature du représentant légal (ou empreinte digitale):

SIENATUNE & e ennae

Nom complet du témoin (si le participant et/ou son représentant légal ne savent pas lire ou si mineur émancipé):

Lieu: Date: / /

DIiTECT-HAT-WP3, Version 1.2, datée le 19-Fev-2018

Consentement éclairé, fiche pour I'étude CODE POrtiCiptIts sswissswssissvsvssssuisonss
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Annexes IV : Formulaire d’assentiment pour enfants moins de 18 ans

Outils Diagnostiques pour I’élimination de la Trypanosomiase : e
Humaine Africaine et les essais cliniques : Dépistage passif et w3 T
surveillance post-élimination (DIiTECT-HAT) DlTECT

Formulaire d’accord pour enfant moins de 18 ans

Informations sur I'étude

Nous voulons faire une étude scientifique sur la maladie du sommeil. C'est pourquoi nous vous demandons de donner
un peu de sang pour faire des tests pour la maladie, méme si vous vous sentez en bonne santé. Ceci va nous permettre
a développer une méthode peu couteuse pour savoir rapidement si la maladie de sommeil réapparait dans une région.

Procédures et risques
Si vous et vos parents étes d'accord, nous allons vous piquer avec une aiguille pour prendre un peu de sang. Une
piglre peut vous faire un peu de mal mais ceci passera vite.

Autres informations

Vos parents sont au courant, mais nous ne dirons a personne d’autre que vous participer a I'étude. Nous ne mettons pas
votre nom dans des rapports. Vous n'étes pas obligé de participer dans I'étude, et vous pouvez arréter quand vous
voulez. Si vous refusez, vous serez soigné de méme fagon que les enfants qui participent. Nous vous donnons une
copie de ce papier que vous devez garder. Sur ce papier vous trouvez les noms des personnes que vous pouvez contacter
si vous avez des questions.

Nom complet et signature de I'enfant de moins de 18 ans (ou empreinte digitale):

L'étude m'a été expliquée et je suis d'accord a participer. J'ai eu I'occasion de poser toutes les questions et je peux
toujours contacter le personnel médical quand j'ai d'autres questions.

Nom complet et signature du membre de I'équipe d’étude qui a expliqué I’étude :
NOTHE s S S R R R SIENATUFE!: coonmesanaenrnnamsmmuss

Lieu : Date : / 7

Qui puis-je contacter si j’ai d’autres questions sur I'étude ?
Vous pouvez demander des questions a vos parents, ou nous contacter :
¢ ApentdeBante o nimmnnnnnnnnis s Mon numéro de téléphone est le ........cccoevviniericenencnnnne
e Dr Dramane KABA, Institut Pierre Richet/ Institut National de Santé Publique (IPR/INSP), Bouaké.
Tél: +225 316302 85; Cel : +2255994 07 17 ; Email: kaba dramane@yahoo.fr
e Dr Vincent JAMONNEAU, Institut de Recherche pour le Développement / Institut Pierre Richet de Bouaké,
Cel : +225 79 32 18 72, Email: vincent.jamonneau@ird.fr
e M. Minayégninrin KONE : IPR/UJLoG Cel : +225 08 24 02 82; Email: konemina85@gmail.com
e Dr Louis PENALI, Président du Comité National d’Ethique des Sciences de la Vie et de la Santé (CNESVS) de
Cote d’lvoire, Abidjan, Tel : +225 22 00 58 29. Email : cner_ci@gmail.com

DiTECT-HAT-WP3, Version 1.2, datée le 19-Fev-2018
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Annexe V: Protocole du test d’immuno-Trypanolyse sur papier filtre

¢+ Pour la réaction du test
o Perforer le papier Whatman 4 en 2 confettis contenant le sang sec avec
un perforateur de 6 mm
o Prendreunaun les 2 confettis avec une pince et les déposer dans un puits
correspondant a I’échantillon découpé
o Ajouter 40 pL de sérum de cobaye dans chaque puits de la plaque de
microtitration contenant les confettis et agiter la plaque pendant une
heure a la vitesse ¥ ou maximum
o Pendant I’incubation, préparer la solution de 5 tryps/chp avec du sérum
de cobaye, obtenue par une culture de trypanosomes chez une souris a la
parasitémie comprise entre 8.1 et 8.4 (méthode de Lumsden)
o Garder la solution de 5 tryps/chp préparee dans un bain glacial
o Ajouter 10uL de la solution préparée dans chaque puits contenant les
confettis
o Agiter a vitesse maximum la plaque pendant 10s et incuber la plaque a
température ambiante pendant 90 min tout en I’agitant durant 10s a
vitesse maximum toutes les 15 min
o Prendre le liquide surnageant de chaque puits et I’étaler entre lame et
lamelle pour une observation microscopique (10x25) de 10 champs
minimum et noter le pourcentage de lyse sur le fichier trypanolyse
¢ Pour I’interprétation des résultats de réaction
o Lyse <50% = test négatif
o Lyse>50% = test positif
NB : Formes intermédiaires de certains trypanosomes dans la réaction :
- Vacuolisée (mais tryps vivants)

- Opsonisée (tryps immobiles) ou agglutinée (forme de I’étoile)
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Annexe VI: Préparation des solutions tampons pour le test ELISA/T. b.

gambiense sur papier filtre

a) PB0.01 M pH 6.5

Quantité pour une plague : 8 mL, ne pas conserver

Substance Poids Moléculaire Par Litre Par 250 mL
NaH2P0O4.H20 137,99 g/mol 0,959 238 mg
Na2HPO4.2H20 177,99 g/mol 0,55¢ 138
b) PBS-Blotto 0.01 M, pH 7.4
Quantité pour 1 plaque : 40 mL

Substance Poids Moléculaire Par Litre Par 250 mL
NaH2P04.H20 137,99 g/mol 029 50 mg
Na2HPO4.2H20 177,99 g/mol 1,449 360 mg
NaCl 58,44 g/mol 11,79 2930 mg
NaN3 65,01 g/mol 059 125 mg
Lait écrémé 10g 2500 mg

Meélanger 30 min, laisser sédimenter pendant une nuit a 4°C. Décanter. Conserver a 4°C dans

une bouteille Duran.

c) PBS-sucrose 0.01M,pH 7.4

Quantité pour une plaque : 40 mL, ne pas conserver

Substance Poids Moléculaire Par Litre Par 250 mL
NaH2PO4.H20 137,99 g/mol 0.2g 50 mg
Na2HPO4.2H20 177,99 g/mol 1,449 360 mg
NaCl 58,44 g/mol 8,20 2050 mg
Sucrose 342,30 g/mol 509 12500 mg

d) PBS-Tween0.01 M, pH 7.4




Quantité pour une plague : 500 mL, conserver jusqu’a une semaine

Annexes

Substance Poids moléculaire Par 5 Litre Par Litre
NaH2P0O4.H20 137,99 g/mol 109 200 mg
Na2HPO4.2H20 177,99 g/mol 7,29 1440 mg
NaCl 58,44 g/mol 4109 8200 mg
Tween-20 2549 0,5 mg
e) PBS-Blotto-Tween

Quantité pour une plague : 20 mL, conserver jusqu’a une semaine

PBS-Blotto + Tween 2
Substance Poids moléculaire Par Litre Par 250 mL
PBS-Blotto 1L 250 mL
Tween-20 500 pL 125 pL

f) Tampon substrat ABTS
Dissoudre 16.7 g poudre (Roche 12604400) dans 1 litre d'eau distillée. Conserver a 4°C pour

maximum 3 mois

g) Solution chromogene

Dissoudre 1 comprimé ABTS (Roche 12740000, 50 mg/comprimé) dans 100 ml de tampon

ABTS. Utiliser un cylindre gradué. Fermer avec du Parafilm et emballer avec une feuille

d'aluminium pour protéger contre la lumiere. Conserver a 4°C pour maximum une semaine

Quelques définitions :

e ABTS:
e PB:
e PBS:

Phosphate buffer (Tampon Phosphate)
Phosphate buffered saline (Tampon Phosphate Saline)

2,2’-azino-his (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)




Annexes

Annexe VII: Fiche du participant pour le dépistage passif des cas de THA

CODE Participant: | 2. |-} 2 |- | __|-| | | | | Initiales participant : | || __|
Outils Diagnostiques pour I’élimination de

la Trypanosomiase Humaine Africaine et les essais (=) I
cliniques : Dépistage passif des cas (DITECT-HAT-WP2) DITEC'l

Fiche du participant - version papier. Pays : Cote d’lvoire

<

1a. Identification du participant a I'inclusion dans WP2

Code participant J2 -2 =L ]
WP - Pays _ Site _ N° du participant

Pays : |2} Cote d’Ivoire.

Site (cochez) : Bonon:_ Sinfra:
o] 4] 0| Blanoufla 0].4. |5 | Bayota
ol 4| 1] CSUBonon ] 4 | 6 | Binoufla
ol 4] 2| Gobarza o| 4 | 7 | Djénédoufla
ol 4| 3| Gonaté o] 4 | 8 | Huafla
o[ 4T47 Zaguiéta o[ 4197 Sinfra
1 ) L [ O] T AU &iiiiiiiais
N° du participant dans site: |__ ||| (entre 0001-9999)
NoM AU PArtICIDANt ©: iiiiiiiiiiiiiiiciiiivisiieisisiiisisiidsd®  eivivibeieieisivivie i isieisiviiiiivis
Nom Prénom
Sexe (cochez) : oM oF
Age (années): e,
Numérodeteléphone'ls i R A R G SR TR At
NUmMéro de tEIBPhONE 21 s s i s s b e e s S S it
Adresse: @ === s ceaseen e e R e S R S R e AT,
Distance voyagé au site: ... kms
Temps de déplacement: ... heures pour un voyage simple
Mode de déplacement: 0 Pied o Vélo 0 Moto
o Véhicule 0 Bateau

DIiTECT-HAT-WP2 Fiche du participant Cl, Version 1.0 datée 09/mars/2017 pla
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CODE Participant: | 2 |-] 2 |-] | __|-1__ | || | Initiales participant: | | | |

1b. Signes cliniques a I'inclusion dans WP2

Cochez les signes cliniques observés dans le participant (plusieurs choix possible):
O Fievre de longue durée, rebelle au traitement antipaludéen
0 Maux de téte pendant une longue durée (> 14 jours)
o Présence de ganglions au niveau du cou
o Grand amaigrissement
o Faiblesse
O Prurit intense
0 Aménorrhée, avortement(s), ou stérilité
o Problémes psychiatriques (agressivité, apathie, confusion mentale, hilarité inhabituelle ...)
o0 Troubles du sommeil (insomnie nocturne et sommeil diurne excessif)
0 Troubles moteur (mouvements anormaux, tremblement, difficulté a marcher)
o Convulsions
o Difficultés a s'exprimer
o Coma

4. Tests diagnostiques a I'inclusion dans WP2

Date TDR : = RS

Nom laborantin : ..........

HAT Sero-K-Set : o Positif O Négatif o non fait
rHAT Sero strip : O Positif 0 Négatif o non fait
SD Bioline HAT 1.0 : 0 positif 0 Négatif o non fait
SD bioline HAT 2.0 : o positif o Négatif o non fait

-Si tous les tests rapides négatifs : le participant ne souffre pas de la THA. Aucune autre action
a faire. Garder I'original de la fiche avec vous.

-Si un ou plusieurs des tests rapides positif(s) :

-pour les centres de diagnostic et de traitement : faite la parasitologie et prélevez du sang sur
papier wathman (page 1d)

-pour les sites de dépistage sérologique (pas de parasitologie disponible) : réferez le participant
pour I'examen parasitologique et donnez-lui une copie des pages 1a-1c a emmener au centre
de diagnostic et traitement. Garder I'original avec vous. Le participant gardera son code
initial.

-pour Bonon :

Blanoufla, Gobazra, Gonaté, Zaguiéta ———— référez au CSU Bonon

-pour Sinfra :

Bayota, Binoufla, Djénédoufla, Huafla ———————— référez a HG Sinfra

DITECT-HAT-WP2 Fiche du participant Cl, Version 1.0 datée 09/mars/2017 p 1b+1c
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Annexe VIII : Liste et statut des centres de santé ayant participé aux activités du dépistage

passif
CENTRE DE SANTE STATUT
+ District sanitaire de Bouaflé (Région de la Marahoué)
1 CSU de Zaguiéta SSS
2 CSR de Blanoufla SSS
3 CSR de Gobazra SSS
4 Hopital Général de Bonon CDT
+ District sanitaire de Daloa (Région du Haut Sassandra)
5 CSU de Gonate SSS
% District sanitaire de Sinfra (Région de la Marahoue)
6 CSR de Huafla SSS
7 CSR de Binoufla SSS
8 CSR de Djénédoufla SSS
9 Hopital Général de Sinfra CDT

% District sanitaire de Gagnoa (Région du Go6h)
10 CSU de Bayota SSS

CDT: centre de diagnostic et traitement SSS: site de screening sérologique

CSU : centre de santé urbain CSR: centre de santé rural
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Annexe 1X: Malade de la trypanosomiase humaine africaine (THA) traité a

I’Hopital général de Bonon
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Abstract

Background

Significant efforts to control human African trypanosomiasis (HAT) over the two past
decades have resulted in drastic decrease of its prevalence in Cote d’Ivoire. In this context,
passive surveillance, integrated in the national health system and based on clinical suspi-
cion, was reinforced. We describe here the health-seeking pathway of a girl who was the
first HAT patient diagnosed through this strategy in August 2017.

Methods

After definitive diagnosis of this patient, epidemiological investigations were carried out into
the clinical evolution and the health and therapeutic itinerary of the patient before diagnosis.

Results

At the time of diagnosis, the patient was positive in both serological and molecular tests and
trypanosomes were detected in blood and cerebrospinal fluid. She suffered from important
neurological disorders. The first disease symptoms had appeared three years earlier, and
the patient had visited several public and private peripheral health care centres and
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hospitals in different cities. The failure to diagnose HAT for such a long time caused signifi-
cant health deterioration and was an important financial burden for the family.

Conclusion

This description illustrates the complexity of detecting the last HAT cases due to complex
diagnosis and the progressive disinterest and unawareness by both health professionals
and the population. It confirms the need of implementing passive surveillance in combina-
tion with continued sensitization and health staff training.

Author summary

Human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is a parasitic disease caused
by Trypanosoma brucei that is transmitted by tsetse flies. In 2012, HAT was included in
the World Health Organization roadmap for the control of neglected tropical diseases
with the objective of elimination as a public health problem by 2020. In Cote d’Ivoire,
HAT prevalence has dropped sharply the last decade. A passive HAT surveillance was
therefore integrated in the national health system, which allowed to detect a first patient
in 2017. This article describes the complex health seeking pathway and suffering before
diagnosis of this patient, an 11 years old girl, and illustrates the challenge when health
agents and population no longer consider HAT as a threat in an elimination context. Qur
results show the need to install a solid surveillance system, in combination with continued
sensitization and repeated health staff training.

Introduction

Human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is a neglected tropical disease
caused by the protozoan parasites Trypanosoma brucei gambiense (Tbg) and Tb rhodesiense
(Tbr) which are transmitted by tsetse fly (Glossina spp) bites. The disease occurs in Sub-Saha-
ran Africa, within the limits of its vector distribution [1]. Thanks to the intensive control
efforts deployed since the early 2000s, the number of HA'T cases has evolved from 26550 in the
year 2000 to 977 in 2018. However, still 57 million people are at risk for infection. As defined
in its roadmap, WHO has targeted HAT elimination as a public health problem by the year
2020, and interruption of transmission by 2030 [2].

Céte d’Ivoire is at present the second HAT affected country in West-Africa, with endemic
foci in Central-Western forest areas [3,4]. Rural populations living from handwork in cash
(cocoa, coffee) and subsistence (banana, rice) agriculture are the most affected. For a long
time, the HAT control strategy in Cote d’Ivoire has been based on active case detection by
mass screening using the Card Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT) [5], followed
by parasitological examination of seropositive individuals [6]. This strategy, implemented by
mobile teams who travel from village to village, has allowed to drastically reduce the number
of detected HA'T cases, with less than 10 yearly cases since 2009 [2,4,7].

However, in a low prevalence context, this strategy is not cost effective. The population
does not consider HAT as a threat anymore and refuses to participate to mass screening activi-
ties [8,9]. The fact that in 2010 and 2011 not a single case of HAT was found during active
screening, while 12 HAT patients were diagnosed in only one national treatment centre [7],
demonstrates well the need of implementing a passive HAT surveillance based on clinical
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suspicion integrated in the national health system [10,11,12]. This need is also confirmed by
the itinerary of a HAT patient that we describe here, illustrating the progressive disinterest and
unawareness by both health professionals and the population as HAT is being eliminated.

Materials and methods
Study area

The national health system in Cote d’Ivoire is organized as a classical three level pyramid, with
health centres that serve as an entry point at the basis, general hospitals at the secondary level
and university hospitals and specialized institutes at the tertiary level. These public health
structures are complemented by private clinics and hospitals as well as a network of traditional
medicine officially recognized by the Ministry of Health[13]. Until 2017, passive HAT surveil-
lance in Cote d'Ivoire relied on two HAT treatment centres: the Projet de Recherches Clini-
ques sur la Trypanosomiase in Daloa (PRCT) and the Base de Santé Rurale in Bouaflé (closed
in 2006) (Fig 1). In August 2017, passive surveillance was extended to the two last endemic foci
of the country, Bonon and Sinfra, within the framework of a diagnostic clinical trial
(DiTECT-HAT) evaluating the performance of diagnostic tools and algorithm. Ten health

STUDY AREA
[YANOUSSOUKRO

<

HEALTH DISTRICT
OF DALOA
P

HEALTH DISTRICT
& OF SINFRA

1
HEALTH DISTRIC

0 40 km
OF GAGNOA e

e Center for diagnosis and treatment (CDT) —— Limit of health distric
4 Scrological screening site ——— Main road
= Other health center —— Secondary road

Fig 1. Map showing the localisation of the passive surveillance sites implemented in the Bonon and Sinfra HAT
endemic foci in Cote d’Ivoire in 2017.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008588.g001
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structures were selected at the primary level (Fig 1). Two structures, the Sinfra Hopital Général
(HG) and the Bonon Centre de Santé Urbain (CSU), were mandated to perform clinical and
serological screening as well as parasitological confirmation and treatment (centres for diagno-
sis and treatment). The eight other were health centres performed clinical and serological
screening only, and referred seropositive suspects to one of the two centres for confirmation
diagnosis.

Diagnostic methods for passive surveillance in Bonon and Sinfra

The diagnostic procedure was initiated by clinical suspicion for HAT. The following symptoms
were considered: long-lasting fever resistant to anti-malaria treatment, long-lasting headaches
(>14 days), swollen cervical lymph nodes, weight loss, weakness, intense pruritus, amenor-
rhea, abortion, sterility, coma, psychiatric problems (aggressiveness, apathy, mental confusion,
hilarity), sleep disruption (nocturnal insomnia and excessive daytime sleepiness), motor prob-
lems (convulsions, abnormal movements, tremor, walking difficulties) and speech difficulties.
An individual was a clinical suspect if at least one of these symptoms was present, which initi-
ated serologically testing for presence of specific antibodies. Within the DITECT-HAT diag-
nostic trial, three rapid diagnostic tests (RDT) were carried out simultaneously: SD Bioline
HAT 1.0 (Standard Diagnostics, Korea, [14]), HAT Sero-K-Set (Coris Bioconcept, Belgium,
[15]) and rHAT Sero-Strip (Coris Bioconcept, Belgium, [16]). Clinical suspects positive in at
least one RDT, underwent parasitological examination by the mini-anion exchange centrifuga-
tion technique (mAECT) performed on whole blood [17, 18] and for those who had swollen
cervical lymph nodes, a microscopic examination (x400 magnification) of lymph node fluid.
Dried blood spots were also prepared for further testing in immunotrypanolysis [19], enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA/Tbg [20,21]), loop-mediated isothermal amplification
(LAMP [22]), and real-time PCR targeting the 18S rRNA and the Trypanosoma brucei gam-
biense-specific glycoprotein (TgsGP) genes specific respectively for Trypanozoon [23] and Tbg
[24]. Patients in whom trypanosomes were detected were treated according to the national
procedures and WHO recommendations [25].

Epidemiological investigations

For each detected HAT case, a spatial and geo-referenced investigation of the travel history
and living places was carried out to identify populations that share the same environment and
are at increased risk for HAT [4, 26]. An epidemiological investigation was carried out to
describe in detail the clinical evolution and the health and therapeutic itinerary of the patient
(discussions with the family, discussions with health agents that examined the patient, consul-
tation of all possible documentation such as the health book, the results of different analyses,
hospitalisation certificates, prescriptions etc.)

Ethics

Before commencement, the DITECT-HAT diagnostic trial (Diagnostic Tools for Human Afri-
can Trypanosomiasis Elimination and Clinical Trials, work package 2, passive case detection)
received ethical clearance (i) from the Comité Consultatif de Déontologie et d’Ethique of the
French National Institute for research on sustainable development (IRD), (ii) from the Institu-
tional Review Board of the Institute of Tropical Medicine Antwerp Belgium (reference 1133/
16), (iii) from the Ethics Committee of the University of Antwerp (Belgian registration number
B300201730927) and (iv) from the Comité National d’Ethique de la Recherche, Ministry of
Public Health and Hygiene in Cote d’Ivoire (reference 076//MSHP/CNER-kp). The
DIiTECT-HAT trial has been registered at ClinicalTrials.gov, identifier NCT03356665. Before
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being included in DiTECT-HAT, the study was explained to the patient and her mother and
written ascent and informed consent was obtained. A written ascent and informed consent
was also obtained to study and describe the pathway of the HAT case in the frame of the HAT
elimination project in Cote d’Ivoire for which ethical clearance was received from the Comité
National d’Ethique de la Recherche, Ministry of Public Health and Hygiene in Céte d’Ivoire
(reference 030-18/MSHP/CNER-kp).

Results

The patient was the first one diagnosed by the passive surveillance activities implemented in
the two endemic foci in Cote d’Ivoire. The patient was an 11 years old girl detected in Septem-
ber 2017 in the Bayota CSU, a serological screening site in the Sinfra focus.

Diagnosis at inclusion

The girl presented with long-lasting fever that did not respond to malaria treatment, serious
weight loss, weakness, sleep disruption, motor problems (tremor and unable to walk), anorexia
and speaking difficulties. All three RDT performed in Bayota were positive (S1 Fig), and the
girl was referred to the Sinfra HG for parasitological examination. In the absence of swollen
cervical lymph nodes, parasitological confirmation was carried out by examination of blood in
the mAECT, with only one trypanosome observed (52 Fig). The patient was diagnosed with
stage 2 HAT, having 160 white blood cells/ul and trypanosomes in the cerebrospinal fluid and
was successfully treated using Nifurtimox Eflornithine Combination Therapy in the Bonon
CSU since the Sinfra HG was, at that time, not yet functional for HAT treatment. Her dried
blood spots were positive in immune trypanolysis, ELISA and LAMP but negative in real time
PCR.

Geographical itinerary

The girl was born in January 2006 in Buyo, situated in South-West Cote d’Ivoire in the depart-
ment of Soubré, in the Nawa region (Fig 2). Three weeks after her birth, her mother took her
to Abidjan, from which 8 months later, they moved to Sinfra where they stayed for 5 years. In
March 2011, she moved with the girl to Yabayo, a city in Central-West Cote d’Ivoire to do
business. In September 2012, they went to Gagnoa, where the girl went to school and was
under the supervision of her grandmother. The mother installed herself to work in Bouaké, a
city in the centre of the country. In December 2015, the girl dropped out of school due to the
deterioration of her health (see below). In January 2016, the mother left her job in Bouaké to
seek health care for the girl in Abidjan where they stayed with the mother’s family. Running
out of financial means, they went to Bouaké in April 2017, for the mother to resume her job,
while looking for a cure for the girl. After numerous examinations and despite a strong HAT
suspicion established in Bouaké (details provided below), the mother, decided in August 2017
to take her girl to Bayota (20 km south of Sinfra) where her husband resided. It was at the
Bayota CSU and then at the Sinfra HG that she was re-screened in September 2017 after which
the diagnosis could be confirmed.

Clinical evolution and health seeking itinerary

The first clinical signs of HAT date back to October 2014 (Fig 2) with fever and headaches that
were treated with traditional self-medication. In November 2014, the same symptoms per-
sisted accompanied by general asthenia. The patient then consulted the nearest primary health
care centre, the maternal and child protection centre (PMI) in Gagnoa where malaria was
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Fig 2. Geographical and health itinerary of the patient between birth and HAT diagnosis. W = week(s),
M = month(s), Y = year(s).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008588.9002

diagnosed and treated. Between December 2014 and July 2015, the PMI continued to diagnose
and treat for malaria with monthly intervals, based on the same symptoms, which from June
2015 were accompanied by convulsions. This was the reason for visiting a traditional healer in
August. Although from September to October 2015 all symptoms subsided, they reappeared in
November 2015, together with hallucinations and behavioural problems (bulimia, hilarity,
strong restlessness, abnormal movements). The patient was then hospitalized for 12 days in a
private clinic in Gagnoa, but no improvement was observed. In December 2015, the patient’s
family called upon another traditional healer and a spiritual healer who attributed the troubles
to a spirit called "DRAGON". Despite prayers and new treatments, symptoms worsened with
appearance of limb paralysis.

In January 2016, the patient and her mother went to Abidjan and first consulted private
structures. A strong anemia led to a sickle cell test, which turned out negative. Following the
onset of severe fever and diarrhoea, typhoid fever was diagnosed and treated, and anti-anemic
drugs were given. In April 2016, the existing symptoms persisted, with the addition of

PLOS Neglected Tropical Diseases | https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0008588  September 14, 2020 6/14



PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Passive surveillance and sleeping sickness elimination

abnormal movements, trembling of the limbs and sleep disturbances (daytime hypersomno-
lence and night time insomnia). The patient was then admitted to a private clinic. An analysis
report and the patients’ health record mention a HAT test, which consisted of a fresh blood
examination, which was negative. Anti-anemics and antipyretics were again prescribed. In
October 2016, the patient consulted a referral hospital of the tertiary level in Abidjan with, in
addition to the aforementioned symptoms, eating difficulties. She was admitted to the neurol-
ogy department and then to the trauma department. Leg massages were prescribed, as well as
medicines for fever and poor appetite. Without improvement, in January 2017, the patient
consulted another private clinic in Abidjan where she was diagnosed with malaria and treated.

Back in Bouaké in April 2017, the persistent symptoms associated with severe anemia made
the patient to consult an urban health centre where she was once again prescribed antimalari-
als, antibiotics against typhoid fever and anti-anemics. In July 2017, with the worsening of
motor disorders, a generalized paralysis (hypertonia of the limbs), anorexia, almost continuous
hyper-somnolence and loss of consciousness, she was referred to the Bouaké CHU where she
was admitted to the service of neurology. It is in this department that a precise clinical descrip-
tion was made, described elsewhere [27]. The first real clinical suspicion of HAT was made by
a neurologist who knew the symptoms of the disease and who guided the patient to the Institut
Pierre Richet, an institution of the National Institute of Public Health (INSP) specialized in
research on vector-borne diseases including HAT. Although the RDT and the CATT were pos-
itive for presence of specific antibodies, the patient could not be confirmed by parasitological
examination in the mAECT. Since a lumbar puncture was performed the day before at Bouaké
CHU to perform a direct microscopic observation of cerebrospinal fluid (CSF) which turned
out to be negative for trypanosomes, the lumbar puncture was not repeated at this occasion.
The patient was invited to come back the next week to repeat the parasitological investigations.
Unfortunately, the mother, who lost hope of recovery and trust in conventional medicine,
decided to return to Bayota. It was thanks to the strong awareness-raising of the HAT team of
IPR who stayed in contact by phone with the mother and to the fact that Bayota was included
in the HAT passive surveillance system that she finally agreed to go to the CSU of Bayota in
September 2017. The confirmation of the serological suspicion of HAT convinced the mother
to go to the Sinfra HG where her daughter was finally parasitologically confirmed.

Financial aspects

We made an estimation of the total expenditures made by the patient’s family between the time
of her first symptoms (October 2014) and her treatment (September 2017). We took into
account the costs of consultations, the cost of laboratory analyses and the cost of drugs that
were prescribed and purchased. We also estimated the mother’s loss of income due to the inter-
ruption of her professional activities (Table 1). We did not include the transport costs and the
costs of living outside the main residence. The total amount spent was 3 718 500 CFA francs or
5669 Euros. For comparison, the gross domestic product per capita of Cote d’Ivoire was 1 383
Euros in 2017 (https://data.worldbank.org/indicator/NY.GDP.PCAP.CD?ocations=CI).

Discussion

We examined the clinical, diagnostic, geographical, and financial aspects of a HAT case
detected in Céte d’Ivoire. Only one single patient is described, which is clearly a limitation.
Although interesting for its peculiarities, it is not possible to extrapolate some of the conclu-
sions to the generality. However, the patient overall pathway clearly demonstrates the difficul-
ties that can be encountered to arrive at the correct diagnosis within a HAT elimination
context.
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Table 1. Details of the expenses for case management of the patient between October 2014 and September 2017.

ITEM Amount in FCFA” Amount in EURO
Consultation costs 293 500 447,44

Drug costs 965 000 1471,13
Costs of medical laboratory analyses ] 540 000 823,23

24 months’ salary loss of the mother** 1920 000 2927,02
TOTAL 3718 500 5 668,84

* FCFA = currency in Cote d'Ivoire (1 euro = 655,957 FCFA)
** The mother had to stop working for 24 months to take care of her daughter

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008588.t001

Clinically, symptoms and signs for sleeping sickness are not specific [25]. The first symp-
toms observed (fever, headache, asthenia, anemia and digestive disorders) were attributed sev-
eral times to malaria or typhoid fever, confirmed or not by laboratory analyses. The treatments
prescribed during three years were in line with these diagnoses and mainly composed of anti-
pyretics, antibiotics, antimalarials and anti-anemics, even after the onset of neurological disor-
ders, since no alternative diagnosis could be made. Suspicion of HAT was raised for the first
time in a private clinic in Abidjan, on the basis of sleep disruption, but as the diagnosis could
not be confirmed at that time, suspicion was not maintained. It was only at a very advanced
disease stage that an experienced neurologist strongly suspected HAT [27] and referred the
patient to a specialized structure. The evolution of the patient’s clinical signs with three years
between the appearance of the first symptoms and an almost comatose state in which she was
diagnosed, perfectly illustrates the chronic nature of HAT due to Thg with a slow evolution
and a progressive appearance of neurological disorders [28,29].

Also laboratory diagnosis [6], which is needed to initiate treatment for HAT, proved not to
be easy. The first parasitological examination, the wet blood film examination, was negative
but this technique has a poor sensitivity [30, 31]. The final confirmation was also retarded by 2
months due to a negative mAECT result, despite the fact that mAECT is the most sensitive
parasitological method [32,33,34]. During the screening of the patient in September 2017, the
three RDT were positive, but only one trypanosome could be detected in blood by the
mAECT. This can be explained by the low parasite numbers present in the blood, which is
characteristic for Tbg HAT, and shows the interest of repeating the parasitological examination
[30]. The tests carried out on dried blood spots by the reference lab were positive with excep-
tion of the 18S and TgsGP PCR, which can be explained by the limited quantity of DNA on
the filter paper [33,35]. In contrast to the blood results, many trypanosomes were observed
upon cerebrospinal fluid examination, a phenomenon that is not uncommon in advanced
stage HAT [33].

The travel history of the patient contributed to delay diagnosis as well. She spent her early
childhood in Sinfra, a well-known HAT focus [3,36,37,38,39], where she was probably
infected. Although Yabayo and Gagnoa are historic HAT foci, infection there seems less prob-
able due to her short stay in Yabayo and an exclusively urban life as schoolgirl in Gagnoa, with
little probability of exposure to tsetse flies. Unfortunately, the patient did not attend any active
HAT screening session before leaving Sinfra, and her chances of being diagnosed, despite the
onset of symptoms, were limited in Gagnoa where since 1994 no case of HAT had been
detected [37].

From a service provider delay perspective, the patient consulted during 3 years at least
twenty health centres in the public and private sector. She used the three levels of the national
public health system pyramid and met with more than a hundred doctors, nurses, laboratory
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technicians and community health workers. This illustrates another difficulty, which comes
from the fact that HAT is a neglected tropical disease, whose control, in the absence of vaccines
or prophylactics, is based on case management often carried out by specialized teams on the
edges of the national health system [40]. In Cote d’Ivoire, for example, control has long relied
on two research institutions: Institut Pierre Richet in Bouaké and PRCT. Since 2006, PRCT
has been the only centre for passive screening and treatment in the country [3,4,7]. This system
offers only very limited access to specialized care, especially in rural areas where HAT mainly
occurs [41]. Tt also limits the number of health workers capable of suspecting the disease,
which in addition, is going down in a context of sharply decreasing prevalence. Today, HAT is
very succinctly dealt with in the training of health personnel, whatever the level of training is.
In addition, a large majority of health workers in Céte d’Ivoire considers HAT as a disease of
the past century.

Unfortunately, this is also the case for at-risk communities who no longer consider the dis-
ease as a threat, and no longer participate in active screening sessions -hence their ineffective-
ness [8] and who gradually lose the reflex of thinking about HAT. Neurological disorders are
often attributed to a mystical cause and patients are referred to traditional and spiritual healers.
Implication of traditional healers is probably common in diagnostic pathways of patients with
rare diseases in an elimination context, but not as well documented for Thg HAT [42], as for
rhodesiense HAT [43], [44]. These steps contributed to patient delay in seeking the diagnosis.
Actions should be taken to raise awareness of the traditional healers so that they can refer clini-
cal suspects to health centres where HAT passive surveillance is implemented. Such an
approach would compensate for the often-low presentation rate in health centres in remote
areas that characterize the HAT foci [12].

The combination of all difficulties highlighted above, resulted in a patients and service pro-
vider delay which was much higher than the median time previously reported from Demo-
cratic Republic of Congo [45], which could possibly be attributed to the relatively high HAT
prevalence at time of the study in DR Congo, compared to the elimination context in Cote
d’Ivoire some years later. The delays led to late treatment of the patient who suffered a lot and
still has neurological sequels when writing the manuscript. The present experience also illus-
trates the financial burden of HAT on families in particular when the suspicion index is low
and diagnostic capacities are absent. The costs incurred, including the mothers salary loss for
two years, were also much higher than the 44 US$ previously described for DR Congo [45],
and led the mother to seek for financial help from her family.

In a context of low HAT prevalence, the implementation of an effective passive surveillance
integrated into the national health system [12] could help to overcome some of these difficul-
ties. First, it reminds the health workers of the existence of HAT and gives them the means to
screen for it using a simple protocol based on clinical and serological suspicion using RDT
[46]. It makes care more accessible to all populations at risk, even the most remote, and targets
clinical suspects even if they came to consult for other reasons. Finally, geographically localisa-
tion of confirmed patients, enables identification of the areas of transmission and improved
orientation of the control efforts. Based on the clinical symptoms, the patient might have been
diagnosed earlier, if a passive surveillance system had been in place. In Cote d’Ivoire, the
national programme for elimination of HAT has decided to reinforce the passive surveillance
system from 2018 on, by extending it to all hypo-endemic foci, which were defined as having
one case detected between 2000 and 2015, and implemented it in 13 additional health centres.
In addition to primary health care centres, passive surveillance has also been integrated in five
tertiary level health centres including in the main psychiatric and neurological services (Abi-
djan, Bouakeé and Bingerville). These centres receive patients from all over the country, as was
the case for the patient who consulted two of them, and contribute to national surveillance.
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This is important as the population at risk for HAT in West-Africa, is often characterized by
significant mobility [7,36]. This population has in general very little chance to be tested for
HAT when it leaves endemic areas.

Passive surveillance however has some limitations. It is based on clinical suspicion, and
risks to detect patients mainly when they present with neurological symptoms and therefore
are already in an advanced disease stage [7]. This is an important constraint, not only for the
patient, but also for the community since the subject constitutes a reservoir of parasites and a
source of contamination for a long time before being detected and treated. To detect additional
cases as early as possible, passive surveillance should therefore be accompanied by adapted
reactive active screening strategies, such as reactive door to door screening, [4], spatial tracking
[26], follow-up of seropositive subjects [47,48,49,50] or identification of villages at risk [51]. It
is also essential to inform the health personnel that, even if HAT prevalence has decreased, the
disease still exists and carries a risk to re-emerge [52]. Health personnel needs to be trained
continuously and must receive the means to diagnose the disease. Equally important, public
awareness on HAT should be raised, at the local level in the areas at risk but also at national
level, including information on the possibility to be screened in primary health centres. Diffi-
culties in passive case detection of HAT in the context of a significant drop in prevalence have
also been observed in DR Congo [53]. In this country, the most affected by HAT [2], a national
HAT commemoration day has been created [54], a sensitization initiative that could be
extended to all endemic countries.

In conclusion, the detailed analysis of the clinical, diagnostic, geographical, and financial
aspects of this HA'T case, whose diagnosis was facilitated by a clinical trial, underlines both the
complexity and the importance of detecting the last HAT cases and of reaching HAT elimina-
tion in Cote d’Ivoire where tsetse flies are found throughout the territory [55]. Reinforcement
of passive surveillance at national scale, integrated in the existing health system could help to
overcome some difficulties in combination with continued sensitization and health staff
training.

Supporting information

S1 Fig. Photo of the three positive rapid diagnostic tests performed at the time of HAT
diagnosis in September 2017.

(TIF)

S2 Fig. Video of the single trypanosome detected by the mAECT parasitological test con-
firming the HAT status of the patient in September 2017.

(MP4)
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Fidure 1. Dépistade actif de la trypanosomiase humaine africaine a Tryp

e

brucei ga

A. Enregistrement de la population venue se faire tester. B. Prélévement de sang par ponction digitale. C. Tests sérologique et parasitologique.

la fin des années 1990 et un pic de 37 385 cas rapportés a été
enregistré en 1998 [43]. La riposte qui s'est ordanisée autour de
la création de programmes nationaux dédiés a la lutte contre
la THA, bénéficiant du soutien de l'Ordanisation Mondiale de la
Santé (OMS), de plusieurs organisations non gouvernementales,
d’institutions de recherche et de partenaires privés, a été efficace.
0On assiste depuis le début du siécle & une diminution progressive
du nombre de cas rapportés annuellement, qui est passé sous la
barre des 10 000 en 2009 [44]. La THA a été inscrite en 2012 sur
la feuille de route de 'OMS sur les maladies tropicales négligées,
avec l'objectif d’élimination comme probléme de santé publique
(EPSP) en 2020 [371.

Deux indicateurs globaux ont alors été définis pour suivre le
processus d’élimination : le nombre annuel de cas rapportés,
avec l'objectif de passer sous la barre des 2 000 en 2020, et la
surface de la zone a risque rapportant plus d'un cas sur 10 000
personnes par an, calculée sur une période de cing ans, avec
'objectif d’atteindre une réduction de 90 % de cette surface
sur la période 2016-2020 comparée a celle de 709 000 km?
observée sur la période 2000-2004. Avec moins de 1 000 cas
rapportés en 2018 et une réduction annuelle de plus de 40 000
km? de la zone rapportant plus d’un cas sur 10 000 personnes
par an, les objectifs fixés pour 2020 sont en train d'étre atteints
[14]. L'indicateur au niveau national pour la THA due a Tbg est
la moyenne du nombre de cas sur 10 000 personnes par an sur
cing années consécutives dans chaque district sanitaire du pays.
La validation de I'EPSP par I'OMS se fait alors sur la base d'un
dossier constitué par le pays rassemblant toutes les informations
épidémiolodiques prouvant que cet indicateur est inférieur a
1 dans l'ensemble des districts. Sept pays ont été récemment
identifiés comme éligibles pour demander cette validation [14].

Cependant, malgré les résultats spectaculaires obtenus ces
derniéres années, plus de 50 millions de personnes sont toujours
soumises a un risque plus ou moins élevé d'infection dans laire
de distribution des glossines, et le passé nous a déja montré que
la THA a tendance a réémerder rapidement aprés suspension de
la lutte. IL est donc crucial de poursuivre les efforts de lutte, qui
s'inscrivent aujourd’hui au cceur d’'un processus de transition
épidémiolodique importante, auquel les stratédies et les outils
doivent et devront continuellement s'adapter, pour atteindre
les prochains objectifs fixés pour 2030 par la nouvelle feuille de

route de 'OMS : l'interruption de la transmission pour la THA due
a Tbg et 'EPSP pour la THA due a Tor [14].

Comme il n'existe pas de vaccin ni de chimioprophylaxie, la
lutte contre la THA repose : (i) sur le dépistage et le traitement
les plus précoces possibles des personnes infectées (lutte
meédicale) ; (ii) sur le traitement curatif et prophylactique des
animaux réservoirs ; (i) sur la lutte contre la mouche tsétsé
(lutte antivectorielle), pour réduire le risque de transmission
[2]. Uobjectif de cette revue est de faire un état des lieux des
stratégies et des outils de lutte actuellement utilisés, et en
particulier de diagnostic, en précisant leurs intéréts et limites
dans le contexte actuel de transition épidémiologique.

2. Stratédies de lutte médicale

La lutte médicale repose sur le dépistage actif exhaustif des cas
par des équipes mobiles qui se déplacent de village en village
dans les zones a risque (Fid. 1), et sur le dépistage passif intégré
dans les systémes nationaux de santé [38]. Pour compenser les
limites de ces deux méthodes et s’adapter au contexte actuel de
baisse généralisée des prévalences, des stratégies de dépistage
actif, ciblé sur les populations les plus a risque, ont récemment
&té développées pour dépister les cas de THA le plus tdt possible.
Du fait d’'une symptomatologie aspécifique, le diagnostic de la
THA se fait généralement par une suspicion sérologique suivie
d’'une confirmation parasitologique, sachant que la mise en
évidence du parasite est théoriquement nécessaire avant
d'initier un traitement potentiellement toxique (multiples effets
secondaires fréquents) et toujours contraignant (hospitalisation
coCteuse de plus de dix jours) [38].

2.1. Dépistage actif exhaustif

Cette stratédie développée au début du XX° siécle est toujours
utilisée pour endiguer les épidémies de THA due a Tbg [39,
45]. Elle est menée par des équipes mobiles spécialisées qui
procédent a un dépistage a grande échelle parmi les populations
a risque. Idéalement elle est précédée (i) d’un recensement de la
population pour pouvoir en évaluer efficacité qui repose sur le
taux de présentation de la population et (ii) d’une sensibilisation
pour améliorer ce taux de présentation [48]. L'ensemble de la
population est d’abord soumise a un test sérologique adapté au
dépistage de masse, suivi d’une recherche parasitologique sur
les sujets positifs [7]. Depuis les années 1980, le test sérologique
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le plus utilisé est le Card Agglutination Test for Trypanosomiasis
(CATT) [29]. Le diagnostic parasitologique consiste a rechercher le
parasite par examen microscopigue (x400) entre lame et lamelle
du suc ganglionnaire, en cas d'adénopathies cervicales ; soit dans
le sang par des méthodes de filtration et/ou de concentration
adaptées aux faibles parasitémies qui caractérisent la THA a
Tbg, la plus sensible étant la mini Anion Exchange Centrifugation
Technigue (MAECT) [35].

Le dépistade actif exhaustif n’est pas adapté a la THA due a
Tbr, d’une part a cause de son caractére aigu, et d’autre part
parce qu'aucun test sérologique n'est disponible. Dans le
cas de la THA due a Tbg, il permet une détection précoce des
cas, méme asymptomatiques, facilitant la prise en charde
thérapeutique et limitant dans le temps leur réle de réservoir,
source de contamination pour la population. Il permet aussi
d’accéder aux populations a risque les plus reculées ayant
un accés limité aux structures de dépistage. Si cette stratégie
permet de contrdler rapidement les situations épidémiques, son
rapport co0t/efficacité diminue avec la baisse des prévalences,
accompagnée par un désintérét progressif des populations a
participer aux séances de dépistage, notamment parce qu’elles
ne considérent plus la THA comme une menace [20, 33, 40].
A titre d’exemple, en Cdte d'lvoire, aucun cas de THA n'a été
détecté lors des dépistages actifs menés en 2010 et 2011 dans
les foyers endémiques de Sinfra et Bonon, alors que douze cas
provenant de ces deux foyers étaient diagnostiqués ces mémes
années dans le seul centre de traitement national [26]. Une
autre difficulté du dépistade actif est liée au fait que des cas sont
dépistés avant U'apparition de symptémes et que certains d’entre
eux ne se sentant pas malades, ne se rendent pas spontanément
dans un centre a cause des contraintes liées au traitement [40].

2.2. Dépistage passif

Le dépistage passif est en général intégré aux systémes nationaux
de santé dans les structures de santé périphériques ou services de
soins de santé primaire dans les zones a risque [32, 34, 51]. Pour
la THA due a Tbg, un test sérologique est effectué sur des sujets
présentant des signes évocateurs de la THA. Le développement
récent des tests de diagnostic individuel rapide (TDR) réalisable
par un personnel non spécialisé et ne nécessitant ni source
de courant, ni chaine de froid, a considérablement facilité
lintégration du diagnostic de la THA dans le systéme de santé
et a permis U'extension du dépistage passif @ un moment crucial
du processus d’élimination [22]. Il en existe plusieurs formats [1,
3] dont les performances diagnostiques sont toujours en cours
d’évaluation. Les examens parasitologiques sont alors effectués
sur les suspects cliniques positifs au TDR. Si la suspicion clinique
et sérologique peut se faire dans n’importe quel centre de santé,
les examens parasitologiques plus complexes sont souvent
effectués dans des centres équipés oU sont référés les suspects
cliniques positifs au TDR [17]. Pour la THA due a Tbr, du fait de
l'indisponibilité d’un test sérolodique adapté, et en raison des
fortes parasitémies observées, les examens parasitologiques
simples comme 'examen microscopique de sang frais, la goutte
épaisse, ou d’un suc du chancre d’inoculation, sont directement
effectués pour les suspects cliniques [38].

Le dépistade passif présente lintérét de rappeler aux agents
de santé l'existence de [a THA et leur donne les moyens de la
dépister a l'aide d'un protocole simple basé sur une suspicion
clinique et sérologique. IL rend le diagnostic accessible a toutes
les populations a risque tout en ciblant des suspects cliniques
méme s'ils sont venus consulter pour d'autres motifs [32]. Enfin,
la localisation géogdraphique des patients confirmés, permet
d'identifier les zones de transmission et de définir une meilleure
orientation des efforts de contrle. Cependant, le fait de cibler
des suspects cliniques améne a ne détecter les cas que lorsqu'ils
présentent des symptdmes, notamment neurolodiques, et sont
donc déja a un stade avancé de la maladie [13, 26]. Il s'agit
d'une contrainte, non seulement pour le patient, mais aussi
pour la communauté, car le sujet constitue un réservoir de
parasites et une source de contamination potentielle jusqu'a
son traitement. Une autre limite est que le dépistage passif
basé sur une suspicion clinique difficile nécessite une formation
initiale et continue du personnel de santé souvent soumis a une
importante mobilité, ainsi qu’a une baisse de motivation quand
le dépistade de nouveau cas devient rare, qui se traduit souvent
par une perte prodressive du réflexe « trypano » [11, 17, 31]. Le
fait que le diagnostic parasitologique de la THA & Tbg, qui est une
procédure complexe, ne soit effectif que dans certains centres
de référence est aussi un inconvénient majeur. En effet, certains
suspects sérologiques détectés dans les centres périphériques ne
se rendent pas spontanément, vaire pas du tout, dans les centres
de diagnostic parasitologique parfois éloignés, ce qui retarde leur
dépistade et le traitement [17, 34]. Enfin un autre inconvénient
est que l'efficacité du dépistade passif intégré dépend du taux de
fréquentation qui peut 8tre faible dans certaines zones a risque
reculées, notamment a cause d’une offre de soin colteuse et de
faible qualité [32].

2.3. Dépistade actif ciblé

En théorie, le dépistade actif exhaustif et le dépistade passif sont
complémentaires. En pratique, le premier est souvent priorisé
pour rapidement endiguer une situation épidémique. Mais avec
la baisse de la prévalence, il est progressivement remplacé par le
second, moins codteux, mais impliquant un dépistade tardif, qui
est alors plutdt utilisé comme stratédie de surveillance. Dans le
contexte actuel de transition épidémiologique en vue d’atteindre
UEPSP puis linterruption de la transmission, des stratédies de
dépistade actif ciblé ont été développées pour compenser les
principaux inconvénients du dépistage actif exhaustif et de la
surveillance passive, c’est-a-dire pour permettre une détection
précoce des cas avec un rapport co0t/efficacité acceptable.
Elles sont menées par des équipes spécialisées qui identifient et
ciblent les populations les plus a risque a tester.

Dans une nouvelle zone a risque de transmission ou dans un
foyer historique de THA o0 aucune information épidémiologique
récente n'est disponible, il est nécessaire de déterminer la
situation de la maladie pour pouvoir y mettre en place des
stratégies adaptées. Le dépistade actif peut cibler un choix
de villages considérés comme les plus a risque sur la base de
données historiques, épidémiologigues et géodraphiques. Il est
alors précédé de la stratégie dite d'identification des villages a
risque [8, 42].
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Le dépistade actif peut aussi cibler les populations partageant les
mémes espaces que les derniers cas dépistés. Ces populations,
considérées comme particuliérement a risque, sont identifiées
en déterminant précisément leurs lieux de vie et les trajets
quotidiens des cas par un suivi spatialisé [9]. Pour améliorer le
taux de participation, ce dépistage réactif peut se faire en porte
a porte [27] et/ou avec des équipes |égéres et trés mobiles, a
moto par exemple, pour faciliter U'accessibilité aux populations
les plus reculées [18].

Le dépistage actif ciblé peut aussi consister (i) a suivre les cas
dépistés lors des campagnes de dépistade actif exhaustif qui
ne se rendent pas spontanément dans un centre de traitement
afin de les convaincre de se faire traiter [23], et (i) a identifier
et effectuer les examens parasitologiques sur les suspects
sérologiques du dépistage passif qui ne se sont pas rendus
spontanément dans un centre de référence [17, 32, 34].

Lors des dépistages actifs ou passifs, des individus positifs aux
tests sérologiques (CATT ou TDR), mais nédatifs aux examens
parasitologiques, sont aussi identifiés mais non-traités. Une
partie de ces sujets, communément appelés séropositifs,
constitue pourtant un potentiel réservoir de parasites [15]. Il
est préconisé de renouveler régulierement (annuellement) un
dépistage actif ciblé sur ces sujets jusqu'a ce que le parasite soit
mis en évidence et le sujet traité, ou jusqu’a nédativation des
tests sérologiques, qui est le signe d’'une guérison spontanée
[21]. Des tests spécifiques de laboratoire comme la trypanolyse
[24], la loop-mediated isothermal amplification (LAMP)® [51]
ou U'ELISA [19] peuvent étre effectués pour différencier les faux
positifs aux tests sérologiques de terrain des séropositifs qui ont
6té ou sont encore porteurs de parasites et qu'il est nécessaire
de suivre.

2.4. Traitement de la trypanosomiase humaine

Le traitement des sujets dépistés, étape clé de la lutte médicale,
fait Uobjet du précédent article de ce bulletin [cf. p. 49]. Les
recommandations de UOMS mettent récemment en avant
l'utilisation du fexinidazole comme nouveau traitement de la
THA & Tbg [28].

3. Traitement curatif et prophylactique des animaux
réservoirs

La THA a Tbr étant une zoonose, ce sont les animaux qui sont
les principaux réservoirs du parasite. Prévenir la transmission
a 'homme en assainissant ces réservoirs est une priorité de
la lutte contre cette maladie, comme ce fut récemment le cas
avec le traitement massif des bovins par des trypanocides en
Ouganda [16]. Bien que plusieurs travaux de recherche aient
démontré lexistence de Tbg chez des animaux sauvades et
domestiques, le role épidémiologique des animaux en tant que
réservoirs fait encore l'objet de débats, notamment a cause de
la difficulté de différencier avec certitude Tbg de T. brucei brucei,
pathogéne exclusivement animal [4]. C'est par exemple le cas
en Cote d'lvoire oU des taux d'infections importants de Thg

(prés de 30 %) sont suspectés chez le porc domestique élevé
en divadation en périphérie des villages [36], alors que moins
de dix cas sont rapportés annuellement depuis 2009 [27]. Une
situation comparable est observée au Cameroun [47]. Si ce
réservoir existe, il ne semble donc apparemment pas freiner le
contréle la maladie par la combinaison des stratégies de lutte
médicale et antivectorielle dans ces deux pays. Néanmoins, dans
le contexte actuel de transition épidémiologique, cette question
devient prioritaire en termes de recherche, puisqu’un réservoir
animal pourrait compromettre l'objectif de Uinterruption de la
transmission et étre a la base d’une réémerdence dans d’autres
foyers [14]. En termes de lutte, le traitement des animaux pourrait
8tre reconsidéré en attendant le résultat de ces recherches.

Le traitement des animaux, qui ne peut s'appliquer qu'aux
animaux domestiques, consiste a utiliser des trypanocides
soit a titre curatif, soit a titre prophylactique. Selon le contexte
épidémiologique, il peut étre exhaustif ou ciblé, et doit étre mené
en collaboration avec les autorités et services vétérinaires selon
le concept « une seule santé » avec un impact concomitant sur
les trypanosomiases animales [46].

4. Lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle (LAV) est une stratédie qui vise a
diminuer les densités de glossines afin de réduire le contact
homme/vecteur et donc le risque de transmission du parasite.
En l'absence de vaccin et de chimioprophylaxie, c’est le seul
moyen de prévention contre la THA. Il existe plusieurs méthodes
qui sont décrites dans l'article de Solano et al. de ce numéro
[cf. p. 64] . La plus utilisée pour lutter contre la THA & Tbg est
l'usade d’attractifs visuels noirs et bleus, sous forme de piéges et
d’écrans imprégnés d'insecticide. Le développement récent des
«tiny targets » a permis de réduire le co0t de la LAV sans en altérer
lefficacité, avec des réductions de densités de glossines pouvant
atteindre 80 % a 90 %. Plusieurs études récentes ont montré
que cette stratégie associée a la lutte médicale a contribué
significativement a contréler la maladie dans plusieurs foyers en
Guinée, au Tchad et en Ouganda [10, 25, 30, 49]. Une étude de
modélisation a méme montré que la LAV serait nécessaire pour
atteindre Uinterruption de la transmission de la THA & Tbg dans
les foyers de forte endémicité en République démocratique du
Congo avant 2030 [41]. Du fait de son caractére zoonotique, la
LAV est essentielle pour limiter le risque d’infections humaines
a partir des animaux domestiques, mais édalement sauvades,
chez lesquels un traitement trypanocide n'est pas envisageable.
En plus des leurres imprégnés d'insecticide, une méthode
efficace consiste & appliquer de linsecticide sur le bétail qui
devient alors un attractif maobile [50].

S'il ne fait plus aucun doute que la LAV doit étre utilisée en
complément de la lutte médicale pour contrbler la THA, des
études sont toujours en cours pour déterminer jusqu’a quels
dedrés d’endémicité elle doit étre utilisée en tenant compte de
son rapport co0t/efficacité et pendant combien de temps elle doit
étre maintenue afin d’atteindre l'interruption de la transmission.

INDLR. Technique d'amplification d'acide nucléique isotherme ne nécessitant pas de thermocycleur.
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Tableau I. Stratédies de lutte a mettre en place contre la trypanosomiase humaine africaine en fonction du degré
d’endémicité.
St Dépistage 5 3
o Nombre de cas Risque Dépistage ciblé par Surveillance LAV Traitement des
par habitant et par an q actif sl passive animaux
réactif
Tbg >1cas/10° Haut 4 + + . NA
Tbg entre 1 cas / 10* et 1 cas / 10% Modéré ++ ++ ++ ++ NA
Tbg | <1cas/10* Faible + 4+ Ea + +
Tor >1cas/10° Haut + + e+ e ++
Tor entre 1 cas / 10% et 1 cas / 10° Modéré NA + ++ - ++
Tor <1cas/10° Faible NA + +++ T+ +
L'association nombre de cas/habitants/an et risque provient des définitions proposées par 'OMS [38]
THA = Trypanosomiase humaine africaine ; Tbg = Trypanasoma brucei gambiense ; Tbr = Trypanosoma brucei rhadesiense ;
LAV = Lutte antivectorielle ; +++ = prioritaire ; ++ = conseillé ; + = optionnel ; NA = non adapté

Dans cette approche, il faut tenir compte du fait que méme
dans un contexte de faible prévalence, une LAV ciblée sur les
lieux de contact homme/vecteur pourrait permettre de limiter
le risque de transmission & partir du réservoir humain résiduel
ou du potentiel réservoir animal. La LAV fait édalement partie
des stratégies « une seule santé » qui ont un impact a la fois
en termes de lutte contre la THA et contre les trypanosomiases
animales [46].

Conclusion, la lutte continue!

Les deux principales stratédies de lutte contre la THA a Tbg
ont bénéficié d’avancées significatives ces derniéres années,
permettant de s’adapter a la diminution des prévalences et
d’atteindre aujourd’hui U'EPSP. Le développement des TDR a
permis un renforcement important du dispositif de dépistage
passif intégré. Si le dépistage actif exhaustif est toujours priorisé
dans les derniers foyers de forte endémie, principalement en
République démocratique du Condo, plusieurs stratégies de
dépistage actif ciblé, moins colteuses, ont &té développées
pour dépister les derniers cas et assainir le réservair humain de
parasites. Le développement des écrans « tiny targets » a permis
a la LAV de retrouver la place qu'elle mérite dans les processus
de lutte. Malheureusement, a lutte contre la THA a Tbr n'a pas
connu les mémes succés, pourtant nécessaires a un contrdle
durable, qui repose toujours sur le triptyque surveillance passive,
LAV et traitement des animaux.

Un autre fait marquant dans cet élan vers 'élimination de la
THA a été de mettre a profit la complémentarité de plusieurs
stratédies de lutte selon le contexte épidémiologique. Par
exemple l'association lutte médicale et LAV a permis de controler
la maladie, en seulement quelques années, dans plusieurs foyers
endémiques et l'association dépistade actif ciblé et surveillance
passive s'est montrée particulierement efficace pour atteindre
les critéres de 'EPSP dans les foyers hypo-endémiques. Au regard
de cette revue bibliographique, et en se référant a la notion

de risque défini par 'OMS [14], des associations de stratédies
pourraient étre recommandées selon le degré de prévalence
dans une zone donnée (Tableau ).

Si ces évolutions ont permis d’atteindre l'objectif fixé par 'OMS
en 2020, il n’en reste pas moins que U'EPSP de la THA n'est
qu’une étape vers linterruption de la transmission et que les
stratédies et les outils de lutte vont devoir continuer a s’adapter
a de nouveaux défis. Les capacités de lutte diminueront
probablement avec notamment la perte du « réflexe trypano »
par les agents de santé qui seront de moins en moins motivés
a déployer leur énergie pour rechercher les quelques cas d’une
maladie infectieuse qui aurait quasiment disparu. L’adhésion des
populations aux stratégies de lutte, nécessaire pour en darantir
lefficacité et la pérennité, risque aussi de diminuer. Dans
ce contexte, la sensibilisation pourrait devenir une stratégie
de lutte a part entiére, tant au niveau local dans les zones a
risque, qu'au niveau national. En République démocratique
du Congo, le pays le plus touché par la THA, une journée
nationale de commémoration de la THA a été créée [12]. Cette
initiative de sensibilisation pourrait 8tre étendue & tous les pays
endémiques, en suivant U'exemple de la journée mondiale de
la maladie de Chagas, le 14 avril (https://www.who.int/news-
room/events/detail/2020/04/14/default-calendar/celebrating-
world-chagas-disease-day-for-the-first-time-in-2020).
Le développement de cette stratégie devra étre accompagné
par une approche socio-anthropologique pour la rendre la plus
efficace possible.

La baisse des prévalences dans un pays va aussi inévitablement
s'accompagner d'une raréfaction des ressources humaines
spécialisées et dédiées a la THA. Pour la compenser, il est
important de renforcer la coordination entre les partenaires
nationaux et la coopération entre pays, notamment par la
création d'équipes régionales d’intervention en cas d’apparition
de phénomeénes de réémergence.
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Un autre « challenge » qui permettra d'optimiser cette
adaptation est de précisément définir les critéres a utiliser pour
suivre l'évolution de la maladie et vérifier interruption de la
transmission. L'évolution des stratégies et des outils de lutte
devra aussi tenir compte des résultats sur les phénoménes
biologiques qui pourraient compromettre Uélimination. Par
exemple, les études en cours sur le réservoir animal de Thg
ont déja permis d'initier des réflexions sur la mise en place du
traitement des animaux comme stratégie de lutte contre la
THA a Tbg. Les récentes études, qui ont montré que le derme
est un réservoir anatomique de trypanosomes [5, 6], pourraient
également faire évoluer les stratégies de dépistage et de
traitement des hommes et des animaux .

Une avancée trés attendue dans la lutte contre la THA est un
traitement oral a prise unique efficace contre les deux formes de
THA et n’occasionnant que peu d'effets secondaires. Ces espoirs

reposent sur les essais cliniques en cours sur l'acoziborole qui
pourrait étre disponible dans les prochaines années [28]. Les
stratédies et les méthodes de lutte devront une fois de plus
s'adapter a cet espoir qui pourrait permettre des changements
radicaux, notamment celui de pouvoir traiter des personnes sur
la base d’une suspicion clinique ou sérologique, voire sur la base
d’un simple risque d'exposition.
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Abstract

Background

Little is known about the diagnostic performance of rapid diagnostic tests (RDTs) for passive
screening of human African trypanosomiasis (HAT) in Cote d’lvoire. We determined HAT
prevalence among clinical suspects, identified clinical symptoms and signs associated with
HAT RDT positivity, and assessed the diagnostic tests’ specificity, positive predictive value
and agreement.

Methods

Clinical suspects were screened with SD Bioline HAT, HAT Sero-K-Set and rHAT Sero-
Strip. Seropositives were parasitologically examined, and their dried blood spots tested in
trypanolysis, ELISA/Tbg, m18S-qPCR and LAMP. The HAT prevalence in the study popula-
tion was calculated based on RDT positivity followed by parasitological confirmation. The
association between clinical symptoms and signs and RDT positivity was determined using
multivariable logistic regression. The tests’ Positive Predictive Value (PPV), specificity and
agreement were determined.
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Results

Over 29 months, 3433 clinical suspects were tested. The RDT positivity rate was 2.83%,
HAT prevalence 0.06%. Individuals with sleep disturbances (p<0.001), motor disorders (p=
0.002), convulsions (p = 0.02), severe weight loss (p = 0.02) or psychiatric problems (p=
0.04) had an increased odds (odds ratios 1.7—4.6) of being HAT RDT seropositive. Specifici-
ties ranged between 97.8%-99.6% for individual RDTs, and 93.3-98.9% for subsequent
tests on dried blood spots. The PPV of the individual RDTs was below 14.3% (Cl 2—43),
increased to 33.3% (Cl 4-78) for serial RDT combinations, and reached 67% for LAMP and
ELISA/Tbg on RDT positives. Agreement between diagnostic tests was poor to moderate
(Kappa < 0.60), except for LAMP and ELISA/Tbg (Kappa = 0.66).

Conclusion

Identification of five key clinical symptoms and signs may simplify referral for HAT RDT
screening. The results confirm the appropriateness of the diagnostic algorithm presently
applied, with screening by SD Bioline HAT or HAT Sero-K-Set, supplemented with trypano-
lysis. ELISA/Tbg could replace trypanolysis and is simpler to perform.

Trial registration
ClinicalTrials.gov NCT03356665.

Author summary

As human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is approaching elimina-
tion, case management is progressively transferred from specialized teams to front line
health care centres. This approach raises practical questions. What clinical symptoms and
signs should trigger HAT testing? What rapid diagnostic tests (RDT) are suitable for
screening? Which unconfirmed serological suspects should be examined further? During
this study conducted in Cote d’Ivoire, individuals with sleep disturbances, motor disor-
ders, convulsions, severe weight loss, or psychiatric problems were more often positive in
RDTs. These symptoms and signs should trigger referral for HAT screening. Our results
confirm appropriateness of the existing HAT screening strategy with SD Bioline HAT or
HAT Sero-K-Set having specificities of 97.8% and 98.9%. Subsequent tests on dried blood
spots from RDT positives were 93.3% to 98.9% specific, and increased the positive predic-
tive value from below 15% up to 67%. For selection of RDT seropositives for additional
parasitological examinations, trypanolysis on dried blood spots is suitable, but could be
replaced by ELISA, which can be performed locally. The optimal diagnostic test algorithm
for Cote d’Ivoire, in terms of cost-effectiveness, remains to be determined.

Introduction

Sleeping sickness, or human African trypanosomiasis (HAT), is a parasitic disease that is fatal
ifleft untreated. This disease is caused by an extracellular protozoan of the Trypanosoma brucei
(Tb) species, which is transmitted by the tsetse fly. Two subspecies are pathogenic to humans:
Tb gambiense (Tbg) and Tb rhodesiense (Tbr), causing distinct disease entities. The chronic
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HAT form, responsible for 98% of cases and endemic across Central and West Africa, is caused
by Tbg [1,2]. HAT experienced an emergence / re-emergence phase with a peak number of
37,385 cases reported in 1998 [3]. Thanks to a very effective response, the number of cases
decreased gradually, and HAT was included in the 2012 WHO roadmap on Neglected Tropical
Diseases (NTDs), with the goal of elimination as a public health problem by 2020 [4]. With
less than 1,000 cases reported since 2018, and an annual reduction of more than 40,000 km? in
the area reporting more than 1 case / 10,000 peoples / year, this target could be considered to
have been achieved [5]. In the new WHO NTD roadmap, Tbg HAT is targeted for interruption
of transmission by 2030 [6].

Active case finding, carried out by mobile teams, has largely contributed to HAT reduction
but is no longer cost effective in low prevalence contexts [7]. The integration of HAT diagnosis
into the routine activities of peripheral health centers, or passive screening, becomes crucial
but requires diagnostic tests and algorithms adapted to the limited resources of these centers
[1]. Indeed, the Card Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT) [8] used by mobile
teams for population screening is not suitable for passive case detection: it is manufactured in
multiple dose vials which expire quickly once opened, the preservation of CAT'T requires a
cold chain, and a 12 Volt rotator is needed for performing the test. Specialized equipment and
electricity are often not available in peripheral health centers, while the number of persons pre-
senting to be tested for HAT can be low and vials of antigen may therefore not be used before
expiry [9,10].

The advent of rapid diagnostic tests (RD'T's) for individual HAT serodiagnosis, that are sta-
ble at ambient temperature and can be performed without additional equipment [11-14], is an
important step towards integrating HAT surveillance in fixed health care facilities [15]. Several
immunological tests, such as trypanolysis [16] and Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay for
Tbg (ELISA/Tbg) [17-19], and molecular tests, such as Loopamp Trypanosoma brucei Detec-
tion Kit (LAMP) [20,21,22] and real-time gPCR (RT-qPCR) [23-25], have also been developed
for HATT diagnosis. While these serological and molecular assays are usually restricted to refer-
ence laboratories, they may still play a role in detecting the infection in pre-screened individu-
als [18,26].

Currently, little is known about the performance of diagnostic algorithms using RDTs in
combination with additional serological and molecular tests for passive detection of suspected
HAT cases requiring parasitological diagnosis. New, less toxic, oral drugs, efficient for all HAT
stages [27,28] may offer opportunities for widened treatment of HAT suspects identified by
RDT and/or other serological and molecular tests. Empirical data on the performance of dif-
ferent diagnostic algorithms are therefore needed to inform HAT surveillance, innovative case
management and elimination efforts. The objectives of the present study were i) to determine
the apparent prevalence of HAT in endemic foci of Cote d’Ivoire under passive surveillance; ii)
to identify clinical symptoms and signs associated with RDT positivity and; iii) to assess the
specificity, Positive Predictive Value (PPV) and agreement between the diagnostic tests used.

Methods
Ethics statement

This study corresponds to the Ivorian part of the DITECT-HAT-WP2 multi-country diagnos-
tic clinical trial (Diagnostic Tools for Human African Trypanosomiasis Elimination and Clini-
cal Trials, work package 2, passive case detection, https://www.ditect-hat.eu/), which, before its
implementation in Cote d’Ivoire received ethical clearance from the Advisory Committee on
Deontology and Ethics (plenary meeting of 17-20 October 2016) of the French National Insti-
tute for Research on Sustainable Development (IRD), of the Institutional Review Board of the
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Institute of Tropical Medicine in Antwerp Belgium (reference 1133/16), of the Ethics Commit-
tee of the University of Antwerp (Belgian registration number B300201730927) and of the
National Research Ethics Committee, Ministry of Public Health and Hygiene in Cote d’Ivoire
(reference 076 // MSHP / CNER-kp). The DiTECT-HAT-WP2 project is registered on Clini-
calTrials.gov, ID NCT03356665. Prior to inclusion, each potential study participant was
informed about the objectives, conduct, benefits and risks of the study in the language of their
choice in order to obtain written informed consent. For children, parents/legal guardians pro-
vided written informed consent agreeing to their children’s participation in the study. In addi-
tion, assent was obtained from the participating minors.

Study area and inclusion and exclusion criteria. This study took place in 10 fixed health
centers, including two centers for diagnosis and treatment (CDT) and eight serological screen-
ing site (SSS) in the Bonon and Sinfra endemic foci in west-central Céte d’Ivoire, as previously
described [29]. From August 2017 to December 2019, patients who visited one of the selected
fixed health centers were included in the study based on the following inclusion criteria: visi-
tors or residents in a HAT endemic area and clinical suspicion of HAT based on one or more
of the following clinical symptoms or signs: 1) long-term fever, resistant to antimalarial treat-
ment, 2) headache for a long period (> 14 days), 3) presence of enlarged lymph nodes in the
neck, 4) severe weight loss, 5) weakness 6) severe pruritus, 7) amenorrhea, abortion(s), or ste-
rility, 8) psychiatric problems (aggressiveness, apathy, mental confusion, unusual increasing
hilarity), 9) sleep disturbances (nocturnal insomnia and excessive daytime sleep), 10) motor
disorders (abnormal movements, tremor, difficulty walking), 11) speech disorders, 12) convul-
sion, 13) coma. Individuals meeting any of the following criteria were excluded from the
study: subjects previously treated for HAT; subjects refusing to sign the informed consent
form; children <4 years.

Diagnostic procedure and sample collection. The diagnostic procedure is summarized
in Fig 1. Following informed consent, 3 RDTs were performed from a blood sample taken by
finger prick and using the blood transfer device of each test: SD Bioline HAT (Abbott Diagnos-
tics, South Korea), HAT Sero-K-Set (Coris BioConcept, Belgium), and rHAT Sero-Strip (Coris
BioConcept, Belgium). Tests were carried out in parallel and according to the manufacturer’s
instructions. Subjects negative to the 3 RDTs were considered free from HAT. Subjects that
tested positive for at least one RDT were considered “serological suspects” and were referred
for parasitological examinations at the CDT. From each serological suspect, venous blood was
taken using heparin as anti-coagulant, to carry out the mini-anion exchange centrifugation
technique (mAECT) [30] according to the manufacturer’s instructions (INRB, Democratic
Republic of Congo). If enlarged cervical lymph nodes were present, they were punctured to
obtain fresh lymph, which was examined microscopically by direct examination at 10x40 mag-
nification. In case of strong clinical suspicion, the CDT clinician could decide to perform a
lumbar puncture for trypanosome detection in the cerebrospinal fluid by modified simple cen-
trifugation [31]. HAT cases in whom trypanosomes were detected, were treated at the CDT
according to the Ivorian national procedure implemented by the National Program for the
Elimination of HAT (NPEHAT).

For every serological suspect two categories of dried blood spots (DBS) were prepared. For
RT-qPCR, ELISA/Tbg and trypanolysis, a total of 16 individual drops, 30uL each, of hepari-
nised blood were carefully deposited on a Whatman No 4 paper mounted on a drying rod. For
LAMP, 180 pL of heparinised blood were mixed with 20 uL of 5% SDS solution (Sigma
Aldrich) in an eppendorf tube. After 5 minutes of lysis, two drops of 40 uL of the mixture were
deposited on Whatman No 1001 filter paper. The filter papers were left to dry, then placed in
separate envelopes, which were inserted in hermetically sealed plastic bags containing silica
gel.
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Fig 1. Flow chart of study participants with tests results. RDT rapid diagnostic test, [TAT human African trypanosomiasis, SSS serological
screening site, CDT centre for diagnosis and treatment, DBS dried blood spot, mAECT mini anion exchange centrifugation technique.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.9001
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The DBS were sent for analysis to the Centre International de Recherche-Développement
sur 'Elevage en zone Subhumide (CIRDES, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso). Antibodies were
assessed with trypanolysis and ELISA/Tbg. The trypanolysis was carried out with 2 Thg vari-
able antigen types (LiTat 1.3 and LiTat 1.5) as previously described [16]. Trypanolysis was con-
sidered positive if at least one trypanosome variable antigen type was lysed for more than 50
percent. ELISA/Tbg was performed as previously described [19] with the following small mod-
ifications. Briefly, 6 mm confettis were punched out of the Whatman No 4 dried blood spots,
and eluted with 720 pL of PBS-Blotto-Tween buffer overnight at 4°C. The specimen was tested
against a mixture of purified Thg LiTat 1.3 and LiTat 1.5 variable surface glycoproteins, coated
each at a concentration of 1ug/ml. The test result was considered positive when the percentage
positivity of the test specimen was higher than 30, i.e. when the optical density (O.D.) obtained
with a test sample was above 30% of the O.D. obtained with the positive control included in
the plate. Molecular tests on DBS included LAMP (Eiken Chemical, Taito-ku, Tokyo, Japan),
m18S-qPCR and, if the latter was positive, TgsGp-qPCR [25].

If the results of all four laboratory tests on DBS were negative, the serological suspect was
considered free from HAT and no further follow-up parasitological examinations were per-
formed. In the event that at least one of the four laboratory tests was positive, two visits, 3
months and 6 months after the date of inclusion, were carried out in order to repeat the parasi-
tological examinations. At the last visit, the RDTs that were positive at inclusion were repeated.
Serological suspects that had remained parasitologically negative and remained reactive in at
least one RDT, were referred to the NPEHAT for further follow-up.

For each study participant, socio-demographic characteristics (residence, age, gender, con-
tacts, date of visit, travel details) and details of inclusion symptoms were collected using an
electronic questionnaire and stored in an electronic database. In the CDTs, pictures were
taken from the RDT result, and if present, a short video of the trypanosome was recorded [32].

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R software (version 4.0.2, R Foundation for Statistical
computing, Vienna, Austria) via RStudio (Version 1.1.456-2009-2018 RStudio, Inc., Boston,
MY). Descriptive statistics were carried out to summarize the characteristics of participants.
Specifically, quantitative data were expressed as a median with range, while categorical vari-
ables were expressed as a frequency with percentage. The prevalence of HAT in the study pop-
ulation was calculated based on those testing positive on RDTs with parasitological
confirmation in lymph, blood or cerebrospinal fluid.

Logistic regression analysis using the Ime4 package in R was performed to identify clinical
symptoms and signs associated with overall RDT positivity, and with positivity of each RDT
separately. First, univariable analyses were carried out to screen variables based on their
unconditional association with the four separate outcomes (overall RDT positivity; SD Bioline
HAT positivity; HAT Sero-K-Set; rHAT Sero-Strip). Next, multivariable logistic regression
models were built for each outcome using variables that were marginally significant (p-value
<0.1) in the univariable analysis, together with their 2-way interaction terms. Stepwise model
selection was performed, and the model with the lowest Akaike information criterion (AIC)
value was chosen as the final model for each outcome.

The results of the diagnostic tests were analysed to establish associations between all possi-
ble paired combinations of tests. Cohen’s Kappa (K) coefficient [33] with its confidence inter-
vals was used as a measure of agreement between each pair of tests, and the level of agreement
was expressed in terms of positive and negative agreement indices [34], representing respec-
tively the proportion of agreement observed for positive and negative test results using irr
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package in R [35]. The interpretation of K was made according to Landis and Koch [36] (very
bad agreement if K <0.00; bad if 0.00 < K < 0.20; moderate if 0.21 < K < 0.60; good if

0.61 < K <0.80; excellent if 0.81 < K <1.00). The test specificity was estimated, after exclusion
from the dataset of RDT-positive subjects that were lost to follow-up, as the number of test
negatives in the non-HAT test population, over the total non-HAT test population. The non-
HAT test population used as a denominator consisted of all subjects in whom no parasites
were detected (including subjects that tested negative to the RDTs and were therefore not
examined in parasitology). The PPV of each individual test, and combination of tests in series
or parallel, was calculated. The degree of significance adopted was 5%. The confidence inter-
vals (CI) were all calculated at 95%.

Results

Description of recruited patients and results of the diagnostic algorithm

Between August 2017 and December 2019, 3433 clinical suspects were screened with the three
RDTs. In total, 1,606 (46.8%) inclusions were made in the Bonon focus and 1,827 (53.2%) in
the Sinfra focus. The gender ratio of the study participants was 0.96 with 1,681 men and 1,752

women. Their median age was 37 years (IQR: 26-50). The clinical symptoms and signs are

described in Table 1, with weakness, headache and fever being most common.

The flow chart in Fig 1 shows the results of the screening and laboratory tests. A total of 97
clinical suspects (2.83%, CIL: 2.33-3.43) were positive on at least one RDT (59 detected at a SSS
and 38 at a CDT). There was no significant difference in the proportion of serological suspects
between Bonon and Sinfra foci (p = 0.588). Among the 59 serological suspects that were
detected at one of the fixed health centers, six did not go to the CDT for the parasitological
confirmation and DBS collection. The cervical lymph nodes present in 4 clinical suspects were

Table 1. Frequency of clinical symptoms and signs and their association with RDT positivity.

Clinical symptoms and signs % frequency (number) Univariable p-value ‘ Multivariable OR (CI) Multivariable p-value
Weakness 57.1 (1960) 0.897

Headache (> 14 days) 50.4 (1730) 0.521

Long-term fever 48.9 (1678) 0.220 |

Sleep disturbances 26.2 (900) < 0.001*" 2.8 (1.9-4.3) i
Severe weight loss 16 (550) 0.001** 1.7 (1.06-2.75) 0.02*
Severe pruritus 8.2 (283) 0.262

Motor disorders 5.8 (200) | < 0.001 2.7 (1.4-4.8) 0.002**
Amenorrhea, abortion(s), steriliﬁy 4.8 (165) | 0.08*

Enlarged lymph nodes 3.6 (123) 0.771

Psychialric problems 2.5 (85) < 0,001 : 2.5 (0.97-95) 0.04
Speech disorders 0.96 (33) < 0.0017"

Convulsions 0.87 (30) < 000177 4.6 (1.5-14.0) 0.02"
Coma 103 (11) 0.209 |

Intercept | | 0.015 (0.01-0.02) e

OR: odds ratio; CI: confidence interval
“**; high significance

: moderate significance

’: slight significance

“: analysis carried out only on women

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.t001
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small and could not be punctured. The 91 serological suspects were tested with mAECT and
trypanosomes were detected in two individuals.

Of the 91 DBS of serological suspects sent to the reference laboratory, 12 samples were posi-
tive for at least one of the laboratory tests (details discussed below), including the two con-
firmed cases of HAT. Two serological suspects with positive laboratory test results died. The
remaining eight serological suspects were parasitologically re-examined twice, but no cases
were parasitologically positive at these follow-ups. At the second follow-up visit, four of the
serological suspects were still positive in an RDT and they were sent to the NPEHAT for fol-
low-up. The remaining four had become negative to all the RDTs and were declared free of
HAT. The prevalence of confirmed HAT in the participating clinical suspects was therefore
0.06% (CI 0.02-0.2%).

Detailed test results for 12 seropositive, laboratory test positive participants

Detailed results are shown in Table 2. The two HAT patients were adolescents, a girl (11 years
old) and a boy (13 years old). The girl presented with terminal HAT and clinical symptoms
and signs included weight loss, weakness, psychiatric problems, sleep disturbances, motor dis-
orders, convulsions, and speech disorders. Her physical condition and diagnostic pathway are
described in more detail elsewhere [29]. The boy presented with fever and sleep disturbances.
Both HAT patients tested positive in all 3 RDTs, and trypanosomes were demonstrated in
their blood by mAECT. After analysis of their CSF, they were both classified as stage 2 Thg
patients since trypanosomes were found in the girl’s CSF with a cytorachia of 160 cells/mm®,
while a cytorachia of 240 cells/mm? was observed for the boy. They were treated with nifurti-
mox eflornithine combination therapy as recommended by the national procedure. Both HAT
patients were ELISA/Tbhg, trypanolysis, and LAMP positive. The boy was positive in m18S-
qPCR, but TgsGP-qPCR negative.

Table 2. Detailed test results and outcome of 12 RDT positive, laboratory test positive study participants.

Status Gender/ |HAT Sero- | rHAT Sero- |SD Bioline | Trypanolysis Trypanolysis ELISA/ |LAMP | m18S- TgsGP-
) age K-Set | Strip HAT LiTAT 1.3 |LITAT 1.5 | Thg qPCR |gPCR
HAT M/13 + + + + + + # ¥ =
HAT | Fm1 + + + + + + - | ND
Death | M/28 + + + | + - |+ + | -
Death F/20 + + + + + - - ND
Seropositive, DBS M/27 +(+) - - = e 4 &
* 1 1 1 i !
Seropositive, DBS M/53 +(+) - - + + + - - ND
b ] ] 1

Seropositive, DBS F/36 +(+) - +(-) - 3 = 2 + 5
s i 1 i

Seropositive, DBS M/71 +(+) +(-) +(-) - - - : + -
4

Seroconverter, F/52 +(-) - - - + = = " =
DBS+

Seroconverter, Fl6 +(-) - +(-) - - 5 _ + -
DBS+

Seroconverter, F/35 +(-) - - - = = o + &
DBS+ | | |
Seroconverter, M/38 +(-) - - + - - - = ND
DBS+

HAT: human African trypanosomiasis; DBS: dried blood spot; M: male; F: female; ND: not done; (): RDT result after 6 months; +: positive; -: negative

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.t002
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The two deceased participants were a woman and a man aged 20 and 28 respectively; both
had fever, headache, weight loss, weakness, sleep disturbances, motor disorders, and speech
disorders. In addition, the man suffered from pruritus, the women from psychiatric problems
and convulsions. The man was positive for HAT Sero-K-Set and rHAT Sero-Strip, but
remained negative in mAECT at inclusion. He died a few days later. His DBS turned out to be
positive in trypanolysis, LAMP and m18S-qPCR. The woman was positive for all RDTs but
was mAECT negative. As she was trypanolysis positive, she was requested to attend a follow-
up visit 3 months later, on which mAECT remained negative. Taking into account her clinical
presentation, lumbar puncture was performed but CSF was normal. The woman refused the
next follow-up visit, and eventually died.

The remaining eight individuals presented with fever (n = 4), sleep disturbance (n = 4),
headache (n = 3), weakness (n = 3), weight loss (n = 1), motor disorders (n = 1), and convul-
sion (n = 1). All eight were positive in HAT Sero-K-Set, three in SD Bioline HAT, and one in
rHAT Sero-Strip. They were all mnAECT negative at inclusion. For 6 seropositives the DBS was
positive for m18S-qPCR but negative for TgsGP-qPCR, while trypanolysis and ELISA/Tbg
were positive in respectively 3 and one individual. No-one was LAMP positive. All 8 remained
mAECT negative at the 3- and 6-month follow-up examinations. At the 6 month follow-up
visit, however, 4 individuals had seroconverted in the initially positive RDT(s), while 4 others
maintained their HAT Sero-K-Set positivity.

Clinical symptoms and signs as a predictor of being a serological suspect

Neither age (p = 0.149), nor gender (p = 0.918) were associated with being a serological sus-
pect. Univariable analysis of clinical symptoms and signs in the study population showed that
6 out of 13 inclusion symptoms and signs (sleep disturbances, severe weight loss, motor disor-
ders, psychiatric problems, convulsions and speech disorders) were significantly associated
with positivity for at least one of the RDTs (Table 1). These six clinical symptoms and signs
were therefore included in the multivariable regression model.

Stepwise model selection (Table 1), indicated that the best fitting and most parsimonious
model (AIC = 841.86) was the one containing five clinical symptoms and signs: sleep distur-
bances, motor disorders, convulsions, severe weight loss, and psychiatric problems. The high-
est odds ratio was for convulsions, with the model indicating that the odds of a clinical suspect
with convulsions testing positive on at least one RDT was 4.6 times higher (1.5-14.0, p = 0.02)
than the odds of a clinical suspect without convulsions.

Univariable analysis for the three RDTs separately indicated that positivity to one of the
RDTs was statistically significantly (p<<0.001) associated with positivity to another RDT (S1
Table). The number of clinical symptoms and signs significantly associated with positivity to
each RDT ranged between three and five, and these were the same identified as being associ-
ated with overall RDT positivity; sleep disorders and convulsions were significantly associated
with positivity to each of the three RDTs (52 Table).

Performance of diagnostic tests and agreement between tests

When multiple diagnostic tests are available, combinations of tests can be interpreted in paral-
lel (an individual who is positive on any one of the tests is considered a positive result) or in
series (all tests must be positive for an individual to be considered positive). As indicated in
Table 3, the HAT Sero-K-Set test reported the highest positivity rate (2.5%, CI: 2.0-3.1%)
among the 3 RDTs. Samples testing positive with the m18S-qPCR were all negative for TgsGp-
gPCR.
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Table 3. Performance of the different rapid diagnostic tests for HAT using the parasitological test as gold standard.

Diagnostic test Total positive | Positivity rate (95% CI) Specificity (95% CI)*" | PPV (95% CI)®
SD Bioline HAT 43 1.3 (0.9-1.7) 98.9 (98.5-99.2) 49 (1-17)
HAT Sero-K-Set 85 2.5(2.0-3.1) 97.8 (97.2-98.2) 2.5(0-9)
rHAT Sero-Strip | 14 | 0.4 (0.2-0.7) [ 99.6 (99.4-99.8) | 14.3 (2-43)
All RDTs (in parallel) | 97 | 2.8 (2.3-3.4) 97.2 (96.6-97.7) | 2.2 (0-8)
ALLRDTS (in series) | 6 v 0.2 (0.1-0.4) 99.9 (99.7-100) | 33.3 (4-78)
HAT Sero-K-Set- rHAT 85 25(2.0-3.1) 97.8(97.2-98.2) 2.5(0-9)
HAT Sero-K-Set- 97 2.8(2.3-3.4) 97.2 (96.6-97.8) 2.2(0-8)
SD Bioline HAT (parallel)

tHAT Sero Strip- 51 1.5 (1.2-2.0) 98.6 (98.2-99.0) 4.1 (0-14)
SD Bioline HAT (parallel) | |

HAT Sero-K-set + rHAT Sero Strip (series) 14 0.4 (0.2-0.7) 99.6 (99.4-99.8) 14.3 (2-43)
HAT Sero-K-set + 31 0.9 (0.6-1.3) 99.2 (98.9-99.5) 6.9 (1-23)
SD Bioline (series)

fHAT Sero Strip + 6 0.2 (0.1-0.4) 99.9 (99.7-100) 33.3 (4-78)

SD Bioline HAT (series)

“: denominator of 3425 for RDTs

®. 6 lost individuals excluded for these calculations (4 positive in HAT Sero-K-Set only, and 2 positive in HAT Sero-K-Set + SD Bioline HAT)

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.t003

The specificities of the RDTs ranged from 97.2% (parallel combination) to 99.9% (serial
combination). For these calculations, the 6 lost individuals were excluded (4 positive in HAT
Sero-K-Set only, and 2 positive in HAT Sero-K-Set + SD Bioline HAT). Of the 3 RDTs, rtHAT
Sero-Strip was the most specific with 99.6% (3413/3425, CI 99.4-99.8%). The cassette-based
RDTs were slightly less specific, with the SD Bioline HAT (98.9%; CI 98.5-99.2%) being more
specific than the HAT Sero-K-Set (97.8%; CI 97.2-98.2%). The series combinations of all the
RDTs and rHAT Sero-Strip + SD Bioline HAT had the highest specificity (3421/3425, 99.9%;
CI: 99.7-100%). Among the laboratory tests performed on the 91 RDT seropositives (Table 4),
specificities ranged from 93.3% to 98.9%, disregarding TgsGp-qPCR. LAMP and ELISA/Tbg
had the highest specificity of 98.9% (88/89, CI: 93.9-99.9%). Sensitivity was not calculated.

The PPV of the tests was evaluated as the ability to predict HAT (Table 3). The estimated
PPV for the RDTs was generally low, with the highest PPV being 33% (2/6, 95% CI 4-78%) for
both the ‘in series’ interpretation of all three RDTs and the ‘in series’ interpretation of rHAT
Sero-Strip and SD Bioline HAT. The ‘in-series’ addition of the HAT Sero-K-Set did not
improve the PPV. The laboratory tests, performed on RDT pre-screened samples, had PPVs
ranging from 25 (2/8, CI 4-89%) for m18s-qPCR, to 67% (2/3, CI 9-99%) for LAMP and
ELISA/Tbg (Table 4).

Table 4. Performance of laboratory tests performed on dried blood spots of RDT seropositive subjects for diagnosis of HAT, using the parasitological test as gold
standard.

Diagnostic test [ Total positive Positivity rate (95% CI) Specificity (95% CI)* PPV (95% CI)
Trypanolysis 7 7.7 (3.8-15) 94.4 (87.4-98.1) 29 (4-71)
LAMP 3 3.3(1.1-9.3) 98.9 (93.9-99.9) | 67 (9-99)
ELISA/Thg 3 3.3(1.1-9.3) 98.9 (93.9-99.9) 67 (9-99)
m18s-qPCR 8 8.8 (4.5-16.4) 93.3 (85.7-97.5) I 25 (4-89)
TgsGp-qPCR 0 0 1(0.96-1) —

“: denominator of 89 (except for TgsGp-qPCR which had a denominator of 8)

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.t004
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Table 5. Agreement between HAT Sero-K-Set, rHAT Sero-Strip, SD Bioline HAT, trypanolysis, ELISA/Tbg and
LAMP.

SD Bioline | rHAT Sero- | Trypanolysis | ELISA/Tbg | m18S-qPCR LAMP
HAT Strip

| Pos | Neg | Pos | Neg | Pos = Neg | Pos | Neg Pos Neg | Pos | Neg

HAT Sero-K-Set | |
Pos 31 54 15 | 70 7 72 3 76 8 71 3 76

Neg 12 3336 | 0 | 3348 | 0 12 0 | 12 0 12 0 12
Kappa (CI) 047 (036 | 027(016 | 0.02(0.00; | 0.01(-003 | 0.03(000; | 0.01(-0.03;
059 | 039) 005) 0.02) 0.05) 002)
SD Bioline HA'' I | | " ! | 1 L
. Pos | | 7 | 36 4 | 36 2 38 4 | 36 2 38
Neg _ j | 8 | 382 | 3 | 48 | 1 | 50| 4| 4| 1 |5
Kappa (CI) 0.20 (0.06; | 0.04(-0.08 | 0.03(-0.05 | 0.02(-0.11; | 0.03 (-0.05;
0.30) 0.17) 0.12) 0.15) 0.12)
THAT Sero-Strip
Pos | | 4 11 5 13 3 12 3 12
Neg | 3 73 1 75 5 71 0 76
Kappa (CI) 0.29(0.02; | 0.18(-0.06; = 0.16(-0.08; | 0.29 (0.03;
0.56) 0.42) 0.41) 0.56)
Trypanolysis | | | |
Pos | | | | 3 4 3 | 4 3 4
| Neg _ 0 Lo s | s | 9] o | s
Kappa  (CI) 0.58(0.22; | 0.35(0.02 | 0.58(0.22
0.95) 0.68) 0.95)
ELISA/Thg
Pos 1 3 2 1
Neg | | 7 | 81 1 | 87
Kappa (CI) 0.14 (-0.17; 0.66 (0.21;
0.45) 1.10)
m18S-qPCR | | |
Pos 2 6
Neg 1 82
Kappa (CT) 0.33 (-0.03;
0.70)

Kappa values are in bold, CI: confidence interval; Pos: positive; Neg: negative

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009656.t005

Table 5 details the agreement between tests. The kappa coefficient for the RDTs was calcu-
lated on 3433 RDT results. Agreement between the 3 RDTs was moderate for each 2-way com-
parison. Kappa coefficients were calculated between the laboratory tests and between
laboratory and RDT results on the 91 available results. Agreement between the RDTs and the
laboratory tests showed an overall poor agreement, except for trypanolysis and rHAT Sero-
Strip which had moderate agreement (K = 0.3; CI 0.02-0.6). Laboratory tests showed moderate
agreement, except for ELISA/Thg and LAMP tests which had a good level of agreement
(K =0.7; Cl: 0.2-1.1).

Discussion

The low Thg HAT prevalence observed in passive screening in Central-West in Cote d’Ivoire
can be considered a strength. Sporadic HAT occurrence was expected: the annual number of
HAT cases reported since 2009 has always been below 10 [37], and low prevalence were
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reported in previous studies [38,39]. Cote d’'Ivoire presents characteristics of having eliminated
HAT as a public health problem [5], evolving towards zero transmission. Cote d’Tvoire was
therefore considered as a model for the West-African region where adapted diagnostic algo-
rithms for passive case detection and disease surveillance are highly relevant. Previous pro-
spective RDT evaluation studies however have all been carried out in Central Africa
[11,12,14,40]. The 0.06% prevalence we observed contrasts with the 1.13% prevalence observed
in passive case detection in a previous phase 3 study conducted in Democratic Republic of the
Congo (DR Congo) [11]. However, with only two HAT cases confirmed in the present study,
extreme care should be taken with interpretation of diagnostic test sensitivity, which was there-
fore not calculated; this can be considered as a limitation of the study.

The most important strength of the present study is the prospective parallel evaluation, for
the first time, of all available RDTs for diagnosis of HAT. Previous prospective studies evalu-
ated either RDTs produced by Standard Diagnostics [11,12], or by Coris BioConcept [14,40].
Only one study compared RDTs of both test producers on stored plasma originating from
West-Africa [41]. An additional strength is the parallel examination of DBS in 4 different labo-
ratory tests: trypanolysis, ELISA/Thg, LAMP and qPCR. Dried blood spot testing of seroposi-
tive unconfirmed subjects to select individuals for additional parasitological follow-up has
previously been performed either with serology, in trypanolysis and/or ELISA/Tbg [16,19], or
with molecular tests [12]. So far, LAMP has been mainly applied in the field on seropositive
microscopy negative subjects, to compensate for the imperfect sensitivity of microscopy
[26,42]. Serological and molecular tests have rarely been performed in parallel [24].

Unfortunately, the study set-up has some inherent weaknesses. First, individuals without
one of the 13 clinical inclusion symptoms and signs for HAT were not included. Some true
HAT patients might have been missed, in particular first stage patients with mild symptoms.
This limitation is inherent to the passive case detection setting. In the present study, we indeed
only picked up patients with severe late stage HAT, which were probably infected long ago.

On the other hand, we cannot guarantee that all individuals presenting at the health centre
with one of the 13 clinical symptoms and signs for inclusion were effectively included.
Although we tried to sensitize the majority of the health staff working in the study sites, HAT
is perceived as a disease from the past in Céte d’Ivoire, and many health professionals are
unaware of it, even in endemic foci [29]. Furthermore, we assumed that clinical suspects nega-
tive in all 3 RDTs did not suffer from HAT, so they were not examined neither parasitologi-
cally nor in the four laboratory tests. Although sensitivity of the individual RDTs might be
lower than 100%, we assumed that a combination of 3 RDTs would detect different serological
profiles, and bring sensitivity close to 100%. This approach might result in an overestimation
of the specificity of the RDTs, as triple RDT negative HAT cases were considered non-HAT,
but taking into account the very low HAT prevalence in Cote d’Ivoire, the effect is likely to be
small. Previous prospective trials [11,12] also did not perform parasitology systematically on
all RDT or CATT negatives. Reasons are the strong increase in costs, infrastructural require-
ments (8/10 health centres were not equipped to do parasitology), and work load, which was
already experienced to be high by the health personnel due to administrative and ethical
aspects of the diagnostic trial. A similar limitation is that we considered participants who
tested negative in all laboratory tests as non-HAT, and such subjects were therefore classified
as false RDT positives.

Two other serological screening tests for HAT were not performed in this study. A promis-
ing additional RDT, SD Bioline HAT 2.0, based on recombinant LiTat 1.5 VSG and ISG 65
antigens, would be more sensitive than SD Bioline HAT [11]. Unfortunately, the test remained
unavailable for the whole study duration. Although parallel screening with CATT might theo-
retically have been interesting, also for comparison with previous diagnostic studies
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[11,12,14,40], it was considered irrelevant for passive screening. Indeed, with 3433 participants
in 10 centres over 29 months, on average 12 tests/centre/month were performed, which would
have implied considerable waste of CATT reagent, in particular in centres not able to store the
reagent in the fridge. Attendance rates and test use of health centres offering HAT diagnosis in
some HAT endemic areas can be extremely low [43].

The imperfect sensitivity of mAECT implies that parasitological confirmation in some RDT
true positives might have been missed. However, RDT positives that were positive in the labo-
ratory tests were followed up with two additional parasitological examinations wherever possi-
ble. We therefore made a strong effort to confirm RDT positives. Unfortunately, two
seropositive laboratory test positive participants died without receiving the complete parasito-
logical follow-up. They might have been HAT patients. As previously described, different
mAECT examinations might be necessary for confirmation [29]. For the same reason, study
participants who were followed up and remained RDT positive until the end of the study
might have been real cases, and were therefore referred to the NEPHAT for follow-up.

The present study obtained a high referral rate of RDT seropositives to parasitology. Indeed,
53/59 (89.8%) of RDT seropositives detected at the fixed health centres (SSS) where parasito-
logical examination was not available, attended the onwards parasitological confirmation step
at the level of the CDT. This is slightly more than proportions reported elsewhere [26]. In pas-
sive screening in Kongo Central in DR Congo however, only 39.9% of RDT positives referred
for confirmatory testing to the CDT completed their referral [42]. Although the latter authors
do not exclude that the group that did not complete the diagnostic examinations might have
contained HA'T cases, they considered it probable that most lost seropositives would have had
a self-limiting illness and recovered. The 6 “lost” seropositives had relatively mild symptoms
(mainly weakness, headache and fever, sleep disturbance for one), and tested positive in one or
maximally two RDTs. Poor communication by the health personnel about HAT RDTs also has
been highlighted as a reason for non-completion [43]. In the present study in Cote d’Ivoire,
regular meetings with the country study coordinators might have improved understanding
and motivation of the health personnel, resulting in better efforts in communication towards
study participants. Active tracing of RDT positives not showing up for confirmation parasitol-
ogy was carried out, and they were encouraged to go to the CDT.

Selection of 13 inclusion symptoms and signs for the actual study was based on the WHO
guidelines for passive surveillance. For all study participants, presence of these symptoms and
signs was systematically recorded. Although the frequency of clinical symptoms and signs in
Tbg HAT patients has been described previously [44-48], clinical criteria with increased odds
for a positive RDT or for HAT in a population visiting the hospital have been rarely studied.
Application of simple clinical algorithms facilitates selection of individuals to be tested for
HAT. Such an algorithm to select individuals for RDT testing, could in Cote d’Ivoire be based
on presence of sleep disturbances, motor disorders, convulsions, severe weight loss or psychi-
atric problems. The absence of enlarged cervical lymph nodes, in particular in all 12 individu-
als with HAT or with high suspicion of HAT, was remarkable since it is considered typical for
HAT and was the most frequent sign observed in 86.3% of HAT patients in the neighbouring
focus of Daloa [44]. In South Sudan, syndromic referral algorithms consisting of sleep prob-
lems, neurological problems, weight loss and/or a history of oedema would best identify HAT
among a treatment-seeking population [49]. Whether the same clinical criteria to select RDT
seropositives would be appropriate in other HAT endemic countries remains to be confirmed.

Our specificity estimates of 98.9% for SD Bioline HAT and 97.8% for HAT Sero-K-Set in
Cote d’Ivoire approach specificities previously reported for those tests in prospective trials in
Central Africa. For SD Bioline HAT, specificities of 94.6% and 98.8% have been reported pre-
viously [11,12], while the latter also reports a slightly lower 96.7% specificity value in passive
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case detection. Specificity values reported previously from DR Congo for HAT Sero-K-Set
were 98.6 and 97.0% [14,40]. Specificities of around 88%, observed with SD Bioline HAT and
HAT Sero-K-Set using stored plasma from West-Africa [41], were lower. For the laboratory
tests, specificities reported previously in DR Congo were 99.8% for ELISA/Tbg on DBS [19],
and 98.0% for trypanolysis on serum [14]. The specificity of ELISA/Tbg and trypanolysis in the
present study, of respectively 98.9% and 94.4%, are probably underestimated, as these tests
were carried out on RDT positives only, which partially rely on the same antigens, Tbg LiTat
1.3 and 1.5 VSGs, for antibody detection. This does not apply to the molecular tests, for which
the 98.9% specificity observed in the present study compares well with LAMP specificities of
92.8% and 96.4% observed in a laboratory study on extracted DNA [50].

The PPV and agreement of most tests was relatively low, compared to previous observa-
tions, driven strongly by the underlying low prevalence in the Bonon and Sinfra foci. In DR
Congo, the PPV of SD Bioline HAT in passive case detection was 14.4% [42], while among
patients with neurological disorders, the PPV of HAT Sero-K-Set was 50% [40], for HAT prev-
alences of respectively 0.1-0.8% and 2.9%. We observed PPV for these RDTs of 4.9% and
2.5%, and 14.3% for rHATT Sero-Strip. For the laboratory tests, PPVs were between 29 and
67%, but these tests were performed on a RDT positive population, therefore pre-selecting a
higher prevalence population (2 out of 91 seropositives or 2.4%). As a result of the elevated
specificity of the tests in combination with the low HAT prevalence, the confidence intervals
from the PPV were however wide. Similarly, the agreement between RDT's was rather low. The
sensitivity of the kappa coefficient to prevalence results in an "abnormally low" Kappa value
[51]. Also the agreement between the RD'T's and the laboratory tests ranged from low to mod-
erate, which might be due to the fact that not all the tests are based on the same biological prin-
ciple. Good agreement was found between two laboratory tests (ELISA/Tbg and LAMP),
suggesting that these two techniques have more consistent results and that potentially only one
of the two tests could be used in a future diagnostic algorithm.

Four subjects were RD'T positive, laboratory tests positive and mAECT negative, but sero-
converted to RDT negative by the end of the trial. At the end of the study, however, 4 subjects
remained RDT positive, laboratory test positive, yet were parasitically unconfirmed after 3
mAECT tests. In addition 2 subjects died, and we cannot confirm nor exclude that they had
HAT. The four remaining RDT positive individuals remain under continued follow-up to
exclude the risk that they would act as aparasitemic serological suspects becoming asymptom-
atic carriers [52-54], who may act as a human parasite reservoir and can maintain transmis-
sion. We cannot exclude that RDT positive laboratory test positive individuals might carry
trypanosomes, including in the brain or skin [55].

Future treatment regimens with an improved safety profile may open up the possibility of
treating such highly suspect cases, without parasitological confirmation [28]. The diagnostic
criteria to identify these highly suspicious cases will be an important next step in the fight
against HA'T. However, test positivity could possibly also be explained by a transient infection
with animal trypanosomes. Animal trypanosome infection rates of cattle and pigs in the foci of
Bonon and Sinfra, where the present study took place, are quite high [56]. Infected tsetse flies
may also bite humans and during the bite, inject animal trypanosomes, which might elicit an
antibody response and false positivity in serological tests, or transient false positivity in molec-
ular tests which are Trypanozoon specific, such as m18S-qPCR. The Tbg specific TgsGP-qPCR,
which was carried out on all m18S-qPCR positive DBS, was always negative, including in the 2
confirmed HAT patients. With its limited sensitivity [25], this test does not seem to be helpful
in detecting Thg HAT.

The present study has some practical impacts for HAT control in Céte d’Ivoire. It has initi-
ated the set-up of a passive case detection network in the country. This passive screening
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network is now being enlarged through other projects [57]. The intention is to maximally
cover known HAT foci, and, taking into account the mobility of the population, also include
key health structures in non-endemic districts which might be frequented by HAT cases seek-
ing for care [29]. Furthermore, the study allowed passive screening of 3433 individuals for
HAT in the last 2 HAT endemic districts in Cote d’Ivoire and contributed to the elaboration of
a WHO dossier for validation of HAT elimination as a public health problem in Céte d’Ivoire.
This underlines again that participation to clinical research can contribute to strengthening of
health systems, as previously described for DR Congo [58].

Despite the limitations of the current study, some practical recommendations can be
derived. The list of clinical symptoms and signs for selection of clinical suspects to be screened
for HAT RDT testing in Cote d’Ivoire might be reduced to 5 key clinical signs, possibly
extended with presence of enlarged cervical lymph nodes, which is known to be suggestive for
HAT, and if confirmed in other project countries with higher HAT prevalences. The results
also confirm the appropriateness of the diagnostic test algorithm that is presently applied in
routine in Cote d’Ivoire. Serological screening can be performed with any of the three com-
mercially available RDT's. For RDT positive subjects, the actual algorithm depends on on-site
availability of parasitology. Seropositives are either directly examined in parasitology and if
HAT is not confirmed, a DBS is taken for further testing with trypanolysis to decide on follow-
up. Alternatively, if parasitology is not immediately available, a DBS can first be taken and
tested in trypanolysis or ELISA/Tbg, two methods that were recently implemented at the
national HAT diagnosis reference laboratory of Institut Pierre Richet, Bouaké. In that case, if
the DBS is positive, specific actions can be initiated for the individuals to undergo
parasitology.

Some open questions and topics for future research remain. The current study does not yet
determine the optimal diagnostic algorithm for passive case detection in terms of sensitivity,
specificity and cost-effectiveness. Further analysis of the study results, including results from
other countries is therefore indicated. Combining results from different test populations will
allow estimation of the diagnostic sensitivity and specificity in the absence of a gold standard
using latent class analysis [59]. The next step is the cost-effectiveness analysis, allowing to
choose the most appropriate HAT diagnostic test algorithm for the Ivorian context.
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Résumé

La situation épidémiologique de la THA est passee d'un contexte épidémique a un contexte
d'¢limination en Cote d’Ivoire. Cette transition épidémiologique a été rendue possible grace a la détection
active de cas par les équipes mobiles coordonnées par le programme national d’élimination de la THA
(PNETHA). Cependant, ces équipes mobiles deviennent moins efficaces car a faible prévalence le rapport
codt-efficacité de la détection de cas diminue. Ainsi, I’intégration de la détection de cas de la THA dans les
activités courantes des centres de santé périphériques devient donc cruciale. L’avénement de différents outils
diagnostiques est un événement important pour 1’intégration de la surveillance de la THA dans le systeme de
santé. Par conséquent, il devient indispensable d’évaluer les performances de ces tests de diagnostic afin de
mettre en place des algorithmes appropriés a la détection passive des cas de la THA. Cette étude a été réalisée
dans les districts sanitaires de Bouaflé et Sinfra. Sur le terrain, trois tests de diagnostic rapides (TDR) ont été
réalisés sur des échantillons de sang collectés auprés des suspects cliniques volontaires venus en consultation
dans un centre de santé fixe. Les séropositifs détectés ont été examinés avec les tests parasitologiques et des
échantillons de sang séché sur du papier filtre collectés puis analysés au laboratoire avec le test de la
trypanolyse, I’ELISA/T.b.gambiense, la RT-gPCR et la LAMP. Au total, 3433 suspects cliniques ont été
dépistés et la séroprévalence était de 2,83 % (97/3433). Deux cas de THA ont été diagnostiqués avec les tests
parasitologiques soit une prévalence de 0,06% observée dans la population recrutée. La probabilité d’étre
positifa I’un des TDR de la THA (odds ratio: 1,7 - 4,6) a été observé chez les personnes présentant les troubles
du sommeil, les troubles moteurs, les convulsions, le grand amaigrissement et les problemes psychiatriques.
La spécificité des TDR individuels variait de 97,8 % a 99,6 % et de 93,3 % a 98,9 % pour les tests de
laboratoire. La valeur prédictive positive (VPP) des TDR individuels a été de 14,3 %. Pour la LAMP et
I’ELISA/T.b.gambiense, les VPP étaient de 67 %. Les résultats obtenus dans cette étude confirment la
pertinence de ’algorithme de diagnostic appliqué sur le territoire national, avec ’'usage du HAT Sero-K-Set
et/ou SD Bioline HAT suivi de la trypanolyse ou I’ELISA pour la surveillance passive en Céte d’Ivoire.

Mots clés: spécificité, surveillance passive; symptémes et signes cliniques, test de diagnostic, trypanosomiase
humaine africaine; valeur predictive positive.

Abstract

The epidemiological situation of HAT has changed from an epidemic context to one of elimination in
Cote d'lvoire. This epidemiological transition was made possible by the active cases detection by mobile teams
coordinated by the National HAT Elimination Programme (NEPHAT). However, these mobile teams are
becoming less effective because at low prevalence the cost-effectiveness of case detection decreases. Thus,
the integration of HAT case detection into the peripheral health centres routine activities becomes crucial. The
advent of different diagnostic tools is an important event for HAT surveillance integration. Therefore, it
becomes essential to evaluate the performance of these diagnostic tests in order to develop appropriate
algorithms for HAT passive case detection. This study was conducted in the health districts of Bouaflé and
Sinfra. In the field, three rapid diagnostic tests (RDTs) were performed on blood samples collected from
volunteer clinical suspects who came for consultation at a fixed health centre. The detected seropositives were
examined with the parasitological tests and blood samples dried on filter paper were collected and analysed
in the laboratory with the trypanolysis test, ELISA/T.b.gambiense, RT-gPCR and LAMP. A total of 3433
clinical suspects were screened and the seroprevalence was 2.83% (97/3433). Two cases of HAT were
diagnosed with the parasitological tests, i.e. a prevalence of 0.06% observed in the recruited population. The
probability of being positive for one of the HAT RDTs (odds ratio: 1.7 - 4.6) was observed in individuals with
sleep disorders, motor disorders, convulsions, severe weight loss and psychiatric problems. The specificity of
individual RDTs ranged from 97.8% to 99.6% and from 93.3% to 98.9% for laboratory tests. The positive
predictive value (PPV) of individual RDTs was 14.3%. For the LAMP and the ELISA/T.b.gambiense, the
PPVs were 67%. The results obtained in this study confirm the relevance of the diagnostic algorithm applied
on the national level, with the use of the HAT Sero-K-Set and/or SD Bioline HAT followed by trypanolysis
or ELISA for passive surveillance in Cote d'lvoire.

Keywords: clinical signs and symptoms, diagnostic test, human African trypanosomiasis; passive
surveillance; positive predictive value; specificity.



