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Summary

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

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

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

Introduction

Avec 627 000 décés recensés en 2012 dans le monde
(1), le paludisme demeure la maladie parasitaire la plus
meurtriere. La majorité des cas sont comptabilisés en
Afrique sub-saharienne ou les conditions environ-
nementales sont propices a la croissance et a la survie
du veeteur de la maladie, le moustique anophéle.
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Certaines catégories de personnes sont plus
vulnérables que d'autres, telles que les enfants de
moins de cinq ans et les femmes enceintes,
représentants les populations dites a risque (2).
Un contrdle efficace du paludisme réside dans la
rapidité amsi que dans la qualité du diagnostic,
mais aussi dans une prise en charge
médicamenteuse adéquate (antipaludique adapté
a la situation, dosage et durée du traitement
appropriés). La microscopie, classiquement
considérée comme étant le "gold standard" du
diagnostic palustre (3-5), ne nécessite pas de
matériel sophistiqué ni de source permanente en
clectricité. Les étalements sanguins sur lame
(goutte épaisse et frottis minces) qui sont partout
réalisés, sont l'outil de diagnostic le plus
approprié pour les pays en développement ou le
paludisme est souvent endémique.

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

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

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

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

République

Meéthodes

Collecte des echantillons

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

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

Extraction de l'ADN

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

PCR en temps réel

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

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

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

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

Pova 5-CGACTAGGTTTTGGATG-3'

Pviv S-GACTAGGCTTTGGATG-3

FPmal 5-GACTAGGTGTTGGATG-3

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

5-VIC-
AGCAATCTAAGAATAAACTCCG
AAGAGAAAATTCT-DQ-3

5 _FAM-
CTATCTAAAAGAAACACTCAT-
DQ-3°

Analvse des donnces
Les résultats sont présentés sous forme de tables

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

Résultats

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

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

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

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

RT-PCR

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

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

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

Hommes 55%

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

Symptomes %

- Anémie 97

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

- Coma 54
- Ictére 1.59

Kappa=0.52, 95% IC: 0.33-0.70

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

RT-PCR

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



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

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

Discussion

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

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

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

sOouUrce

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

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

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

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

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

Le diagnostic du paludisme par PCR en temps
réel est la méthode la plus sensible existant a ce
jour quoique requérant du matériel et des réactifs
tres coliteux. Méme lorsque la goutte épaisse est
utilisée comme source d'ADN, elle demeure
toujours plus sensible que la microscopic et plus
précise pour détecter les infections mixtes.
Malgré le fait qu'il ne soit pas encore possible
d'inclure le diagnostic moléculaire du paludisme
en routine clinique dans les pays a faibles
revenus, cette technique pourrait trouver un
intérét considérable dans les études épidémio-
logiques sur la résistance aux antipaludiques ou
sur la spéeiation de parasite.
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