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Infections submicroscopiques d Plasmodium spp. chez les patients fébriles
au Togo

Submicroscopic Plasmodium spp. Infections in Febrile Patients in Togo

Diwaba Carmel TEOU*, Essoham ATABA, Smaila ALIDOU, Kossi YAKPA, Efoe SOSSOU,
Manani HEMOU, Agueregna ABDOU-KERIM, Aweréou KOTOSSO, Lidaw Déassoua BAWE,
Didier MENARD, Ameyo Monique DORKENOO

RESUME Objectif. Les infections submicroscopiques a Plasmodium, la plupart du temps non détectées
par les techniques de diagnostic de routine, constituent un réservoir potentiel qui participe au maintien de la
transmission du paludisme dans la population. Pour atteindre lobjectif délimination fixé par IOrganisation
mondiale de la santé, il est donc crucial d'identifier tous les porteurs de parasites et de les traiter efficacement
avec les antipaludiques recommandés. Lobjectif de cette étude était destimer la proportion des infections sub-
microscopiques a Plasmodium spp., non détectées par la microscopie, chez les patients symptomatiques suspects
de paludisme consultant dans les centres de santé au Togo et d’identifier les facteurs qui y sont associés.

Matériel et méthodes. Une étude transversale a été conduite entre septembre 2021 et janvier 2022 et entre juillet
et décembre 2022 dans trois formations sanitaires du Togo. Chaque patient suspect de paludisme a bénéficié
d’un prélévement de sang capillaire pour la recherche des espéces plasmodiales par goutte épaisse/frottis san-
guin (GE/FS) et PCR. Un modele de régression logistique a été utilisé pour évaluer les facteurs associés aux
résultats parasitologiques.

Résultats. Un total de 553 participants dont 44,6 % de sexe féminin avec un 4ge médian de 25 ans (+ 2 ans) a été
retenu. La proportion des infections a Plasmodium spp. détectées par GE/FS était de 25 % et par PCR de 29,1 %.
La fréquence des infections submicroscopiques a Plasmodium spp. repérées par PCR chez les patients présentant
une GE/FS négative a la microscopie était de 5,5 % (23/415) [IC 95 % : 3,7-8,2] et P. falciparum représentait
lespece la plus fréquente (83 %, 19/23, IC 95 % : 60-94). Les participants des sites d'Anié et de Kouvé étaient
plus fréquemment porteurs d’infections submicroscopiques.

Conclusion. Cette étude fournit les données préliminaires de la fréquence des infections submicroscopiques
a Plasmodium au Togo.

Mots clés: Prévalence, Infections submicroscopiques, Paludisme, Plasmodium falciparum, Réservoir, Eli-
mination, Togo, Afrique subsaharienne

ABSTRACT Objective. Submicroscopic Plasmodium infections, mostly undetected by routine diagnostic
techniques, represent a potential reservoir that contributes to the continued transmission of malaria in the
community. To achieve the World Health Organization's goal of malaria elimination, it is therefore essential
to identify all parasite carriers and treat them effectively with recommended antimalarial drugs. The aim
of this study was to estimate the proportion of submicroscopic Plasmodium spp. infections not detected by
microscopy in symptomatic patients with suspected malaria attending health centers in Togo, and to identify
the factors associated with it.

Materials and methods. A cross-sectional study was conducted between September 2021 and January 2022
and between July and December 2022 in three health facilities in Togo. Each patient suspected of having ma-
laria had a capillary blood sample taken for detection of Plasmodium species by thick blood film/blood smear
(TBF/BS) and PCR. A logistic regression model was used to evaluate the factors linked to the parasitic results.
Results. A total of 553 participants were selected, 44.6% of whom were female, with a median age of 25 years
(£ 2 years). The proportion of Plasmodium spp. infections detected by TBF/BS was 25% and by PCR 29.1%. The
frequency of submicroscopic Plasmodium spp. infections detected by PCR in patients with negative microscopic
TBEF/BS was 5.5% (23/415) [95% CI: 3.7-8.2], and P. falciparum was the most common species (83%, 19/23, 95%
CI: 60-94). Participants from the Anié and Kouvé sites were more likely to have submicroscopic infections.
Conclusion. This study provides preliminary data on the incidence of submicroscopic Plasmodium infections
in Togo.

Key Words: Prevalence, Submicroscopic infections, Malaria, Plasmodium falciparum, Reservoir, Elimination,
Togo, Sub-Saharan Africa
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Introduction

La capacité des systemes de santé des pays
d’endémie palustre a détecter les infections a
Plasmodium spp. est essentielle pour la surveil-
lance et le controle efficace de I'endémie [30].
L'Organisation mondiale de la santé (OMS) [19]
recommande I'utilisation des combinaisons thé-
rapeutiques a base d’artémisinine (CTA) pour le
traitement des cas non compliqués a P. falciparum
et de l'artésunate par voie intraveineuse ou intra-
musculaire pendant au moins 24 h, complétée par
une CTA pour les cas de paludisme grave.

Au Togo, en plus de ces recommandations implé-
mentées depuis 2005 [11], la mise en ceuvre réussie
d’autres stratégies de prévention, notamment la
distribution de moustiquaires a imprégnation
durable, le traitement préventif intermittent avec
la sulfadoxine-pyriméthamine chez les femmes
enceintes et la chimio prévention du paludisme
saisonnier chez les enfants de 3 a 59 mois avec
lassociation sulfadoxine-pyriméthamine et amo-
diaquine pendant la saison de forte transmission
palustre, de méme que 'amélioration du diagnos-
tic et du traitement des cas confirmés pourraient
expliquer la baisse observée de la prévalence du
paludisme chez les enfants agés de 6-59 mois,
passée de 36% a 28 % entre 2014 et 2017 [15].
S’agissant des déces, la 1étalité due au paludisme
en 2022 était de 2,1 % contre 3,6% en 2019 [16].
Les directives nationales recommandent que tous
les cas suspects de paludisme soient confirmés par
une goutte épaisse (GE), un frottis sanguin (FS)
ou un test de diagnostic rapide (TDR) avant tout
traitement antipaludique. Du fait de leur facilité
d’utilisation et de la mise a disposition rapide des
résultats, les TDR ont été tout d’abord utilisés
dans les formations sanitaires sans microscopie
et dans la communauté par les agents de santé
communautaire, puis récemment méme dans les
structures sanitaires avec microscopie. Les TDR
actuellement utilisés sont spécifiques a I’espéce
P. falciparum [16]. Toutefois, I'examen micros-
copique par GE et FS demeure la référence; il
permet la mise en évidence des différents stades
d’espéces plasmodiales et ’'estimation de la den-
sité parasitaire (DP). Le seuil de détection des
espéces plasmodiales par cette approche, estimé
entre 10 et 20 parasites/pl [9], reste bien plus élevé
que celui de la biologie moléculaire (Polymerase
Chain Reaction, PCR) estimé a 0,002 parasites/
ul [29], permettant de déceler les cas d’infections
submicroscopiques (IS). Dans les pays a ressources
limitées et endémiques au paludisme, la PCR est
souvent utilisée pour la confirmation biologique

Introduction

The ability of health systems in malaria-endemic
countries to detect Plasmodium spp. infections
is essential for effective surveillance and control
of the endemic disease [30]. The World Health
Organization (WHO) [19] recommends the use of
artemisinin-based combination therapies (ACTs)
for the treatment of uncomplicated P. falciparum
cases and intravenous or intramuscular artesunate
for at least 24 hours, supplemented by ACTs for
severe malaria cases.

In Togo, in addition to these recommendations,
which have been implemented since 2005 [11],
other prevention strategies have been success-
tully implemented, including the distribution of
long-lasting insecticide-treated nets, intermittent
preventive treatment with sulfadoxine-pyrimeth-
amine in pregnant women and seasonal malaria
chemoprevention in children aged 3-59 months
with the combination of sulfadoxine-pyrimeth-
amine and amodiaquine during the high trans-
mission season, as well as improved diagnosis
and treatment of confirmed cases. They could
explain the observed decline in malaria prevalence
in children aged 6-59 months from 36% to 28%
between 2014 and 2017 [15]. In terms of deaths,
the malaria case fatality rate was 2.1% in 2022,
compared with 3.6% in 2019 [16].

National guidelines recommend that all suspected
cases of malaria be confirmed by a thick blood
film (TBF), blood smear (BS) or rapid diagnostic
test (RDT) before any antimalarial treatment.
Because of their ease of use and rapid availability
of results, RDTs were first used in health facilities
without microscopy and by community health
workers, and more recently in health facilities
with microscopy. The RDTs currently in use are
specific for P. falciparum species [16]. However,
TBF/BS microscopic examination remains the
benchmark; it allows the detection of different
stages of Plasmodium species and the estimation
of parasite density (PD). The detection threshold
for Plasmodium species using this approach,
estimated to be between 10 and 20 parasites/pL
[9], remains much higher than that of molecular
biology (polymerase chain reaction, PCR), which
is estimated to be 0.002 parasites/uL [29], making
it possible to detect cases of submicroscopic in-
fection (SI). In resource-limited and malaria-en-
demic countries, PCR is often used for biological
confirmation during epidemiological studies and
evaluation of antimalarial drug efficacy, but not
routinely [9,12].

The proportion of IS varies according to the
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lors des études épidémiologiques et d’évaluation
de lefficacité des antipaludiques mais pas en
routine [9,12].

La proportion des IS varie selon le contexte épi-
démiologique et les populations atteintes [21,27] ;
la contribution de ce réservoir au maintien de la
transmission du paludisme dépend de I'endémi-
cité et du taux de positivité des cas de paludisme
détectés dans une zone donnée [12]. En effet,
Okell et al. ont rapporté quau niveau mondial,
la prévalence des IS est inversement corrélée a la
DP [17]. D’autres études ont également suggéré
que, en zone de faible transmission, la proportion
d’IS est souvent plus forte que celles détectables
par la microscopie et quelle risque d’augmenter
au fur et a mesure que les programmes de lutte
continueront a réduire I'intensité de la transmis-
sion du paludisme [5,13]. En outre, il a été montré
que la fréquence des IS est non négligeable dans
les zones a forte transmission, et que ces infec-
tions joueraient un réle dans le développement
de 'immunité partielle non stérilisante contre
le paludisme [26].

En Afrique de 'Ouest, des cas d’IS ont été
documentés dans certaines études. Au Bénin,
Agohossou et al. [2], ainsi que Telfils et al. [28]
ont rapporté dans leurs études une prévalence
d’infections submicroscopiques de 30,6 % et
30,4 %, respectivement. Au Ghana, Amoah et
al. [4] ont observé que cette prévalence était de
33,8 %. Au Togo, les infections submicroscopiques
n'ont pas encore été documentées. Cette étude
a été menée en vue d’estimer la proportion des
infections submicroscopiques a Plasmodium spp.
non détectées a la microscopie chez les patients
symptomatiques suspects de paludisme consultant
dans les centres de santé au Togo et d’identifier
les facteurs qui y sont associés.

Matériel et méthodes

Une étude transversale a été conduite entre
septembre 2021 et janvier 2022 a 'hopital «La
Providence» de Kouvé et a ’hopital de district
(HD) d’Anié, et de juillet & décembre 2022 au
Centre hospitalier régional Lomé Commune
(CHR-LC). L'hopital « La Providence » de Kouvé,
situé dans la région maritime, est & environ 76 km
de Lomé et 'HD d’Anié, situé dans la région des
plateaux, est a 188 km de Lomé. Ces deux forma-
tions sanitaires font partie des six sites sentinelles
institués par le ministere de la Santé pour le suivi
de l'efficacité des antipaludiques. Ils représentent
le premier niveau de contact avec les patients. Par

epidemiological context and the populations af-
fected [21,27]. The contribution of this reservoir
to sustaining malaria transmission depends on
the endemicity and the positivity rate of malaria
cases detected in a given area [12].

Okell et al. reported that, globally, the prevalence
of IS is inversely correlated with PD [17].Other
studies have also suggested that the proportion
of SI is often higher than microscopically detect-
able in low transmission areas and is likely to
increase as control programs continue to reduce
the intensity of malaria transmission [5,13].It has
also been shown that the incidence of SI is not
negligible in high transmission areas and that
these infections play a role in the development of
partial, non-sterilizing immunity to malaria [26].
In West Africa, some studies have document-
ed cases of SI. In Benin, Agohossou et al. [2]
and Telfils et al. [28] reported a prevalence of
submicroscopic infections of 30.6% and 30.4%,
respectively. In Ghana, Amoah et al. [4] reported
a prevalence of 33.8%. In Togo, submicroscopic
infections have not yet been documented. This
study was conducted to estimate the proportion
of submicroscopic Plasmodium spp. infections not
detected by microscopy in symptomatic malaria
suspects attending health centers in Togo and to
identify factors associated with them.

Materials and methods

A cross-sectional study was conducted between
September 2021 and January 2022 at the ‘La
Providence’ hospital in Kouvé and the District
Hospital (DH) in Anié, and between July and
December 2022 at the Lomé Commune Regional
Hospital Centre (CHR-LC). The La Providence
hospital in Kouvé, located in the maritime region,
is about 76 km from Lomé, and the Anié district
hospital, located in the plateau region, is 188
km from Lomé. These two health facilities are
among the six sentinel sites established by the
Ministry of Health to monitor the effectiveness
of antimalarial drugs. They are the first point of
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ailleurs, afin de prendre en compte le deuxiéme
niveau de l'organisation pyramidale du systeme
sanitaire du Togo, le CHR-Lomé commune, situé
dans la région sanitaire du Grand-Lomé, structure
de niveau intermédiaire, a été ajouté. Il couvre
l'aire géographique de la capitale Lomé et ses
banlieues. Ces trois sites représentent les trois
régions sanitaires au sud du pays.

La population d’étude était constituée de patients
symptomatiques, suspects de paludisme, pour
lesquels des examens de GE/FS ont été prescrits.
Tout patient, quel que soit son age, recu dans
le service de consultation générale de I'un des
établissements de santé participant a 1’étude,
présentant une température axillaire > 37,5°C
(ou des antécédents de fievre au cours des pré-
cédentes 24 heures avec suspicion de paludisme)
était inclus dans I'étude. Il devait avoir donné
son consentement éclairé (directement ou via les
parents/tuteurs pour les enfants).

Apres avoir complété le formulaire permettant de
collecter les informations socio-démographiques,
les signes cliniques présentés et les antécédents
médicaux, chaque patient retenu a bénéficié d’'un
prélevement de sang capillaire pour la réalisation
de la GE/FS et de confettis sanguins sur du papier
Wattman de type IIL

La GE et le FS confectionnés sur la méme lame
étaient colorés au Giemsa 3 % apres avoir fixé le
FS au méthanol pendant quelques secondes [20].
Les lames apres séchage étaient ensuite lues au
microscope a l'objectif x 100 pour déterminer la
positivité, identifier les especes plasmodiales et
pour estimer la DP. Cette DP était exprimée en
nombre de plasmodies asexuées par microlitre
de sang suivant la formule: nombre de plasmo-
dies dénombrées x 8 000 / nombre de leucocytes
dénombrés.

Pour extraire PTADN, des confettis sanguins étaient
découpés avec des ciseaux et transférés sur des
plaques a 96 puits. CADN génomique a été extrait
al’aide du kit Qiagen RLT-plus’ selon le protocole
du fabricant avec quelques modifications [1]. A
chaque puits, ont été ajoutés 750 ul de tampon
de lyse, 500 pL de tampon de lavage 1, 500 ul de
tampon de lavage 2 et 100 pl de tampon d’élution
(Tris-EDTA). Lextraction a été effectuée a la tem-
pérature et au temps d’incubation recommandés
et a la vitesse de centrifugation indiquée par le
fabricant. Enfin, les plaques d’élution contenant
I’ADN extrait ont été stockées a -80°C jusqu’a
leur utilisation.

Les échantillons étaient criblés pour la présence
d’ADN de Plasmodium spp. a I'aide d’un test PCR

contact with an health facility for the patients. To
take account of the second level of the pyramidal
organization of the Togolese health system, the
CHR-Lomé commune, an intermediate structure
located in the Greater Lomé Health Region, has
been added. It covers the geographical area of the
capital Lomé and its suburbs. These three sites
represent the three health regions in the south
of the country.

The study population consisted of symptomatic
patients with suspected malaria for whom TBF/
BS tests were prescribed. Any patient, regardless
of age, who presented to the general outpatient
clinic of one of the participating health facilities
with an axillary temperature > 37.5°C (or a history
of fever in the previous 24 hours with suspected
malaria) was included in the study. They had to
have given informed consent (directly or, in the
case of children, through their parents/guardians).
After completing the form used to collect so-
cio-demographic information, presenting clinical
symptoms and medical history, each selected pa-
tient had a capillary blood sample taken for TBF/
BS and blood confetti on Wattman type III paper.
TBF and BS, prepared on the same slide, were
stained with 3% Giemsa after the BS was fixed in
methanol for a few seconds [20]. After drying, the
slides were examined under a microscope at x100
magnification to determine positivity, identify
the Plasmodium species and estimate the PD.
This PD was expressed as the number of asexual
plasmodia per microliter of blood according to the
formula: number of plasmodia counted x 8,000 /
number of leukocytes counted.

For DNA extraction, blood confetti were cut out
with scissors and transferred to 96-well plates.
Genomic DNA was extracted using the Qiagen
RLT-plus® Kit according to the manufacturer’s
protocol with some modifications [1]. Each well
was filled with 750 uL lysis buffer, 500 uL wash
buffer 1, 500 uL wash buffer 2 and 100 pL elution
buffer (Tris-EDTA). Extraction was performed at
the recommended temperature, incubation time
and centrifugation speed as indicated by the man-
ufacturer. Finally, the elution plates containing
the extracted DNA were stored at -80°C until use.
Samples were screened for the presence of
Plasmodium spp. DNA using a qualitative re-
al-time PCR assay targeting the cytochrome b
gene. The products for the positive samples were
then diluted 1:10 and analyzed using a real-time
PCR assay with primers targeting the same gene
fragment and specific for each species (PCR for
the species P. falciparum, P. vivax, P. malariae
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qualitatif en temps réel ciblant le géne cytochrome
b (screening). Les produits pour les échantillons
positifs ont ensuite été dilués au 1:10 et analysés
a l'aide d’un test PCR en temps réel avec des
amorces ciblant le méme fragment de gene et
spécifiques a chaque espéce (PCR pour les especes
P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale).
Tous les tests en temps réel ont été effectués a l'aide
du master mix PCR SYBR green (Solis Biodyne,
Tartu, Estonia) sur un extrait d’ADN de 5 pl avec
le systeme de PCR en temps réel BioRad CFX96).
Des détails sur le programme, la composition du
mélange et les séquences d’amorces ont été décrits
par Canier et al. [6,7].

Les lames de GE/FS des sujets inclus étaient
soumises a une relecture par deux microscopistes
expérimentés [18]. Dans les cas ou le coefficient
de variation entre les résultats des deux micros-
copistes du controle de qualité était supérieur a
5%, une troisiéme lecture a été faite par un autre
microscopiste indépendant [20]. En cas de diffé-
rence entre la DP des sites et celle de I’équipe de
controle de qualité, nous avons considéré la DP
du controle de qualité.

Pour chaque analyse par PCR screening, un en-
semble de quatre contrdles (deux contrdles positifs
dont un positif élevé et un faiblement positif, et
deux controles négatifs correspondant a de I'eau)
a été ajouté dans chaque plaque a 96 puits. Pour
la validation des espéces, les constructions plas-
midiques décrites précédemment ont été utilisées
dans chaque test PCR [7].

Une formation des membres de I’équipe des sites
et des superviseurs a été faite pour standardiser les
méthodes de travail et garantir le bon déroulement
de l’activité notamment pour le remplissage des
questionnaires, la réalisation de la GE/FS et le
prélévement sur papier filtre.

La variable dépendante est une variable binaire
indiquant la présence (positif: codé 1) ou I'absence
(négatif: codé 0) d’une infection submicrosco-
pique. Cette infection est définie comme une
infection parasitaire de faible densité au stade
sanguin du paludisme qui nest pas détectée par
la GE/FS, mais qui est uniquement détectée par
la PCR, considérée comme la méthode de réfé-
rence [18].

Les variables indépendantes incluent les sites
d’études, a savoir le CHR-LC, 'HD d’Anié et
I’hopital Kouvé, ainsi que des caractéristiques
sociodémographiques et cliniques. Le sexe des
participants est distingué (féminin ou masculin)
et ’age réparti en trois groupes: les moins de 5
ans, ceux agés de 5 a 34 ans et les patients de 35

and P. ovale). All real-time assays were performed
using the master mix PCR SYBR green (Solis
Biodyne, Tartu, Estonia) on a 5 pL DNA extract
using the BioRad CFX96 real-time PCR system.
Details of the program, mixture composition
and primer sequences have been described by
Canier et al. [6,7].

The TBF/BS slides of the included subjects were
reviewed by two experienced microscopists [18].
In cases where the coefficient of variation between
the results of the two quality control microsco-
pists was greater than 5%, a third reading was
performed by another independent microscopist
[20]. In the event of a difference between the PD
observed in the health facilities and the one by
the quality control team we considered the quality
control PD.

For each PCR screening analysis, a set of four
controls (two positive controls, one high positive
and one low positive, and two negative controls
corresponding to water) was added to each 96-
well plate. To validate the species, the plasmid
constructs described above were used in each
PCR assay [7].

Training was provided to the field team members
and supervisors to standardize working methods
and ensure the smooth running of the activity,
particularly for the completion of questionnaires,
the performance of the TBF/BS and the collection
of samples on filter paper.

The dependent variable is a binary variable indi-
cating the presence (positive: coded 1) or absence
(negative: coded 0) of submicroscopic infection.
This infection is defined as a low density para-
sitic infection in the blood stage of malaria not
detected by TBE/BS, but only by PCR, which is
considered the reference method [18].

The independent variables include the study
sites, namely CHR-LC, HD d’Anié and Kouvé
hospital, as well as socio-demographic and clin-
ical characteristics. The sex of the participants
is distinguished (female or male) and the age is
divided into three groups: under 5 years, 5 to 34
years and 35 years and older. Temperature was
categorized as normal <37.5°C or high >37.5°C,
and self-medication was coded as absent (no) or
present (yes). For occupation, participants were
categorized as employees, pieceworkers, students,
children, and others. Finally, residence distin-
guished between urban and rural residents. These
variables were selected based on their relevance
in the existing literature and have been analyzed
in similar studies [12,14,23,32].

All data collected were entered into a database
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ans et plus. La température est classée comme
normale <37,5°C ou élevée >37,5°C et 'automé-
dication codée comme absente (non) ou présente
(oui). Concernant la profession, les participants
sont catégorisés comme salariés, travailleurs a la
tache, éléves/étudiants, enfants et autres. Enfin,
la résidence distingue les urbains des ruraux.
Ces variables ont été sélectionnées sur la base de
leur pertinence dans la littérature existante et ont
fait I'objet d’analyses dans les études similaires
[12,14,23,32].

Toutes les données collectées ont été saisies en
une base de données dans le tableur Microsoft
Excel (Microsoft Corp, Redmond, Washington,
USA) et analysées a I'aide du logiciel stata 16
(StataCorp LLC). Les données qualitatives ont été
présentées en proportions suivies de leur IC95 %
et celles quantitatives décrites en médianes avec
leurs intervalles interquartiles. Les échantillons
négatifs a la fois a la GE/FS et a la PCR ont été
comparés a ceux négatifs a la GE/FS et positifs a
la PCR. Pour ces analyses, le test exact de Fisher
a été utilisé pour la comparaison des groupes
et la régression logistique pour identifier une
association possible avec les facteurs étudiés. Une
valeur de p < 0,05 a été considérée comme statis-
tiquement significative. Les variables candidates
a la régression logistique multiple étaient celles
ayant une valeur de p inférieure ou égale a 0,20
lors de I'analyse préliminaire.

Le protocole d’étude a obtenu I'accord du Comité
de bioéthique pour la recherche en santé (CBRS)
du Togo (n°021/2021/CBRS du 24 mai 2022).
De plus, un consentement signé a été exigé des
adultes ou des parents/tuteurs lorsqu’il s’agissait
d’enfants. Tout patient détecté positif a la GE/FS
a été adressé aux cliniciens des établissements
participants pour la prise en charge gratuite avec
de l'artéméther-luméfantrine ou la dihydroar-
témisinine-pipéraquine comme recommandé
par le Programme national de lutte contre le
paludisme (PNLP).

Résultats

Un total de 553 patients suspects de paludisme
a été inclus sur I'ensemble des sites: 138 avaient
une GE positive (Tableau I). La recherche des cas
d’infections submicroscopiques par PCR screening
a été effectuée sur les 415 prélevements négatifs
par la GE/FS (Fig. 1).

L’age moyen des patients était de 25 ans (+2 ans)
et le sex-ratio (M/F) de 1,2. La température corpo-
relle a ’'admission = 37,5 °C a été notée chez 77,8 %

in Microsoft Excel (Microsoft Corp, Redmond,
Washington, USA) and analyzed using Stata 16
(StataCorp LLC). Qualitative data were presented
as proportions followed by their 95% Cls, and
quantitative data were described as medians with
their interquartile ranges. Samples that were neg-
ative for both TBF/BS and PCR were compared
with those that were negative for TBF/BS and
positive for PCR. For these analyses, Fisher’s
exact test was used to compare groups, and lo-
gistic regression was used to identify a possible
association with the factors studied. A p-value
< 0.05 was considered statistically significant.
Variables with a p-value of less than or equal to
0.20 in the preliminary analysis were considered
for multiple logistic regression.

The study protocol was approved by the Togolese
Bioethics Committee for Health Research (CBRS)
(No. 021/2021/CBRS of May 24, 2022). In addition,
a signed informed consent form was required
from adults or parents/guardians in the case of
children. Any patient testing positive for TBF/
BS was referred to clinicians at participating
facilities for free treatment with artemether-lume-
fantrine or dihydroartemisinin-piperaquine as
recommended by the National Malaria Control
Program (NMCP).

Results

A total of 553 patients with suspected malaria were
included across all sites: 138 had a positive TBF
(Table I). The search for cases of submicroscopic
infections by PCR screening was carried out on
the 415 negative samples by TBF/BS (Fig. 1).

The average age of the patients was 25 years
(+2years) and the sex ratio (M/F) was 1.2. A
body temperature on admission of > 37.5°C was
recorded in 77.8% of them, the others having
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Tableau | : Nombre total d’échantillons inclus par site
Table I: Total number of samples included by site

Sites / Sites | Kouvé n (%) |  HDAnién(%) |  CHR-LCn (%)

GE/FS / TBEF/BS

négative / negative (n = 415) 99 (17,9) 113 (20,4) 203 (36,7)

positive / positive (n = 138) 35 (6,3) 103 (18,6) 0 (0)

total / total (n = 553) 134 (24,2) 216 (39,1) 203 (36,7)
PCR/PCR

négative / negative (n = 392) 89 (16,1) 103 (18,6) 200 (36,2)

positive / positive (n = 161) 45 (8,1) 113 (20,4) 3(0,5)

total / total (n = 553) 134 (24,2) 216 (39,1) 203 (36,7)

Figure 1: Diagramme de |'étude
Figure 1: Study flow chart
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MTS

d’entre eux, les autres ayant eu un antécédent
tébrile dans les 24 heures avant la consultation.
Les données sociodémographiques des patients
sont résumées dans le Tableau III.

La détection du génome plasmodial par PCR s’est
faite sur I'ensemble des 553 inclus (Tableau I). En
comparant les deux méthodes, la PCR a détecté
davantage de cas positifs, soit 29,1 % (161/553)
contre 25 % (138/553) en microscopie (Tableau I).
La fréquence des infections submicroscopiques a
Plasmodium spp. a été de 5,5 % (23/415) [IC 95 %:
3,7-8,2]. La majorité de ces infections était a P.
falciparum, soit 83% (19/23) [IC 95 %: 60-94] des
cas. P. malariae était trouvé dans 9% (2/23) [IC
95 %: 2-31] de ces infections submicroscopiques,
de méme que l’association P. falciparum- P. ma-
lariae, dans 9% (2/23) [IC95% : 2-31] des cas
(TableauII). Aucun cas d’infection submicrosco-
pique a P. vivax ou P. ovale n’a été identifié parmi
les patients étudiés.

Parmi les 415 échantillons négatifs a la GE/FS et
testés par PCR, les participants des sites d’Anié
et de Kouvé avaient respectivement 6 (RC, 6,47
(IC 95%: 1,74-24,03] ; p = 0,005) et 7 (RC, 7,49
[IC 95%: 2,01-27,88] ; p = 0,003) fois plus de
risque d’avoir une IS. Bien que la fréquence de ces
infections soit plus élevée chez les moins de cinq
ans, aucune différence significative en fonction de
I’age ni du sexe na été observée. Lautomédication,
la profession et la résidence n’étaient pas non
plus associées a I'infection submicroscopique
(Tableau III).

Discussion

Cette étude présente un certain nombre de limites.
Le recrutement des participants dans notre étude
ayant été réalisé dans les formations sanitaires
situées toutes au sud du pays, nos résultats ne
peuvent donc pas étre extrapolés a tout le pays.
Par ailleurs, la population considérée était celle
des patients symptomatiques, ’évaluation de
I'IS n’a donc pas inclus les infections asympto-
matiques. En dépit de ces limites, notre étude a
mis en lumiere I'existence des cas d’IS au Togo
qu’il faudra prendre en compte dans les stratégies
futures de la lutte antipaludique. Nos résultats
par la microscopie étaient issus d’un controle en
double lecture par deux microscopistes expéri-
mentés dont 'un est accrédité par 'TOMS niveau 2
pour le diagnostic du paludisme. Habituellement,
autant d’attention n’est pas accordée pour la lec-
ture en routine des lames de GE/FS du fait de la
charge de travail du personnel technique dans
les laboratoires de pays a ressources limitées.

had a history of fever in the 24 hours prior to the
consultation. The socio-demographic data of the
patients are summarized in Table III.

The detection of the Plasmodium genome by
PCR was carried out on all 553 included (TableI).
Comparing the two methods, PCR detected more
positive cases, i.e. 29.1% (161/553) against 25%
(138/553) by microscopy (Table I).

The frequency of submicroscopic Plasmodium spp.
infections was 5.5% (23/415) [95% CI: 3.7-8.2].
The majority of these infections were by P. falci-
parum, i.e. 83% (19/23) [95% CI: 60-94] of cases.
P. malariae was found in 9% (2/23) [95% CI:
2-31] of these submicroscopic infections, as was
the P. falciparum-P. malariae association, in 9%
(2/23) [95% CI: 2-31] of cases (Table II). No cases
of submicroscopic P. vivax or P. ovale infection
were identified among the patients studied.
Among the 415 samples that were TBF/BS-
negative and tested by PCR, the participants
from the Anié and Kouvé sites had 6 (OR, 6.47
[95% CI: 1.74-24.03]; p = 0.005) and 7 (OR, 7.49
[95% CI: 2.01-27.88]; p = 0.003) times more likely
to have an SI. Although the frequency of these
infections was higher in children under five years
of age, no significant difference based on age or
sex was observed. Self-medication, occupation
and place of residence were also not associated
with submicroscopic infection (Table III).

Discussion

This study has several limitations. Because the
participants in our study were recruited from
health facilities all located in the south of the
country, our results cannot be extrapolated to
the whole country. In addition, the population
considered was that of symptomatic patients, so
the assessment of SI did not include asymptomatic
infections. Despite these limitations, our study
has highlighted the existence of SI cases in Togo,
which must be taken into account in future ma-
laria control strategies. Our microscopy results
were derived from a double reading control by
two experienced microscopists, one of whom is
WHO level 2 accredited for malaria diagnosis.
Routine reading of TBF/BS slides is not usually
given such close attention due to the workload of
technical staff in laboratories in resource-limited
countries. It is conceivable that more cases with
low parasitemia escape detection as positive cases
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Tableau Il : Fréquence de la parasitémie submicroscopique et des espéces de Plasmodium identifiées
Table Il: Frequency of submicroscopic parasitemia and identified Plasmodium species

Sites / Sites Kouvé HD Anié CHR-LC Total [IC 95 %]
GE/FS négative / TBF/BS-negative (n) 99 113 203 415
submicroscopie / subicroscopy n (%) 23 (5,5)
10 (10,1) 10 (8,8) 3 (1,5) [03,7-08.2]
espéces plasmodiales / Plasmodium species
Pf% n (%) 9 7 19
Pm*, n (%) 1
Pf/Pm, n (%) 0 2
* Pf: Plasmodium falciparum, Pm : Plasmodium malariae
Tableau Il : Association entre les caractéristiques démographiques et les infections submicroscopiques a

Plasmodium spp

Table Ill: Association between demographic characteristics and sub-microscopic Plasmodium spp. infections

(e L. , Infections submicroscopiques Rapport de cotes
Caracterlstl'ql{es / Fréquence n (%) / n (%) / Submicroscopic (IC95 %) / p-value /
Characteristics Frequency n (%) infections n (%) Odds ratio (IC | p-value
95 %)

Sites d’étude / Study site

CHR-LC 203 (48,9) 3(1,5) 1

HD Anié 113 (27,2) 10(8,8) 6,47 [1,74-24,03] 0,005

Kouvé 99 (23,9) 10(10,1) 7,49 [2,01-27,88] 0,003
Sexe / Gender

féminin / female 185 (44,6) 12(6,5) 1

masculin / male 230 (55,4) 11(4,8) 0,72 [0,31-1,68] 0,452
Age en années / Age in years

<5 212 (51,1) 20(9,4) 1

[5-34] 55 (13,3) 3(5,5) 0,55 [0,16-1,94] 0,355

>35 148 (35,7) 0(0) 1 1
Température / Temperature (°C)

<37,5 92 (22,2) 6(6,5) 1

>37,5 323 (77,8) 17(5,3) 0,80 [0,30-2,08] 0,642
Automédication / Self-medication

non / no 336 (81,0) 22(6,5) 1

oui/ yes 79 (19,0) 1(1,3) 0,18 [0,02-1,38] 0,099
Profession / Occupation

travail salarié / salaried work 83 (20,0) 0(0) 1

travail a la tache / piecework 96 (23,1) 1(1,1) 0,13 [0,02-1,00] 0,051

éleve/étudiant / pupil/student 69 (16,6) 10(14,5) 2,05 [0,84-4,99] 0,115

enfant / child 157 (37,8) 12(7,6) 1 1

autre / other 10 (2,4) 0(0) 1 1
Résidence / Residence

urbain / urban 268 (64,6) 11(4,1) 1

rural / rural 147 (35,4) 12(8,2) 2,08 [0,89-4,83] 0,09
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Davantage de cas a parasitémie faible échappent
a la détection des cas positifs par la microscopie
considérée jusque-la comme la méthode de réfé-
rence en pratique routiniere.

Nous n'avons pas utilisé de TDR. Outre leur
sensibilité similaire a celle de la microscopie, ils
ne détectent pas des parasites mais des antigenes
présents dans le sang des personnes infectées, que
I'infection soit récente ou non. Ils peuvent donc
constituer de faux positifs. En outre, il n'entrait
pas dans notre objectif de valider cette technique
dans le cadre de la détection d’infections sub-
microscopiques. Cependant, leur utilisation en
routine permet un résultat similaire avec I’avan-
tage de ne pas nécessiter un personnel qualifié
en microscopie.

Dans notre étude, le portage submicroscopique a
été influencé par la période a laquelle les patients
ont été enrdlés: les inclus des sites d’Anié et de
Kouvé regus de septembre a janvier, avaient res-
pectivement 6 et 7 fois plus de risque de présenter
une infection submicroscopique que ceux du site
de CHR-LC regus de juillet a décembre, période
ayant un lien étroit avec la modulation de la
transmission palustre dans le pays. L'évolution
des cas de paludisme dans le sud du pays (régions
Grand Lomé, Maritime et Plateaux) est marquée
par deux pics de mai a juillet et de septembre a
novembre, périodes correspondant a la saison des
pluies caractérisées par un fort taux d’inoculation
et de transmission palustre. Nos données sont cor-
roborées par les résultats de Whittaker et al. [30]
qui ont démontré lors d’une revue systématique et
d’une méta-analyse, I'influence significative des
saisons sur les IS, qui sont plus fréquentes pendant
la saison seche. Cette variation pourrait se justifier
par le fait que pendant les saisons des pluies, les
densités parasitaires augmentent légerement [24],
devenant plus susceptibles d’étre détectées par la
microscopie. Ainsi, les sites de notre étude étant
tous localisés dans le sud du Togo, la variation
notée entre les sites d’Anié et de Kouvé et celui du
CHR-LC serait liée a la période d’enrdlement, les
patients du CHR-LC étant enrdlés de septembre a
janvier, période caractérisée par une relative faible
pluviométrie. Cette différence peut également
étre liée au fait que les deux premiers sites étaient
des hopitaux de district, représentant le premier
niveau de contact avec les patients alors que le
CHR-LC, structure de niveau intermédiaire, était
un centre de référence, les patients qui y étaient
admis avaient peut-étre été déja traités pour le
paludisme avant leur admission. En outre, ce der-
nier site draine majoritairement une population
urbaine probablement sujette a une transmission

by microscopy, which has been considered the
reference method in routine practice.

We did not use RDTs. In addition to their sen-
sitivity, which is similar to that of microscopy,
they do not detect parasites, but antigens present
in the blood of infected individuals, whether
the infection is recent or not. They can therefore
produce false positives. Furthermore, it was not
our aim to validate this technique in the context
of detecting submicroscopic infections. However,
its routine use provides a similar result, with the
advantage of not requiring personnel trained in
microscopy.

In our study, submicroscopic carriage was in-
fluenced by the period in which the patients
were enrolled: the samples from the Anié and
Kouveé sites received from September to January
had a 6 and 7 times higher risk of presenting
a submicroscopic infection, respectively, than
those from the CHR-LC site received from July
to December, a period closely linked to the mod-
ulation of malaria transmission in the country.
The evolution of malaria cases in the south of the
country (Grand Lomé, Maritime and Plateaux
regions) is characterized by two peaks from May
to July and from September to November, periods
corresponding to the rainy season, characterized
by a high rate of malaria transmission. Our data
are corroborated by the results of Whittaker et al.
[30] who, in a systematic review and meta-anal-
ysis, demonstrated the significant influence of
the seasons on SI, more frequent during the dry
season. This variation could be explained by the
fact that during the rainy season, parasite den-
sities increase slightly [24] and are more likely
to be detected by microscopy. As the sites in our
study are all located in the south of Togo, the
variation observed between the Anié and Kouvé
sites and the CHR-LC site would be related to the
enrollment period, with CHR-LC patients enrolled
from September to January, a period character-
ized by relatively low rainfall. This difference
may also be related to the fact that the first two
sites were district hospitals, representing the first
level of contact with patients, while the CHR-LC,
an intermediate level structure, was a reference
center. Patients admitted there may have already
been treated for malaria prior to admission. In
addition, the latter site mainly serves an urban
population, which is likely to be less exposed to
transmission than the other two areas.

In this study, age was not associated with a high
parasite burden. The frequency of SI was higher
in children under five years of age. Our results
contrast with those in the literature. It has been
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moindre que celle des deux autres zones.

Dans cette étude, ’'age n’était pas associé a un
portage élevé de parasites. La fréquence des IS
était plus élevée chez les moins de cinq ans. Nos
résultats contrastent avec ceux de la littérature
puisqu’il a été prouvé que les adultes ont des
niveaux d’immunité plus élevés et maintiennent
les parasites a de faibles densités [8,22,25] et
queen zones d’endémie palustre, le développement
d’une immunité adaptative due a une exposition
fréquente au Plasmodium spp., est fonction de
I’age [3]. De ce fait, les adultes sont davantage
porteurs de parasites asymptomatiques compa-
rés aux enfants dont 'immunité antipaludique
est en développement [33]. Aucune différence
n’a été non plus notée entre I'IS et la présence
de fievre dans notre étude. Cette fievre, un des
premiers symptomes de I’acces palustre, est pré-
sente chez les sujets ayant un résultat positifa la
PCR. Elle aurait pu davantage conforter notre
diagnostic d’IS bien qu'un portage plasmodial
asymptomatique et une autre pathologie fébrile
puissent coexister chez le méme patient [31]. Cest
le cas pour d’autres maladies vectorielles fébriles
comme la dengue, le Zika et le chikungunya
qui ont la fievre en symptéme commun avec le
paludisme [10].

Malgré ces considérations, la PCR semble étre le
meilleur outil diagnostique (cC’est-a-dire le plus
sensible) pour l'estimation de la prévalence du
parasite dans la population générale. Une étude
complémentaire sur cette IS, qui prendrait en
compte non seulement les patients asymptoma-
tiques mais couvrirait également la partie nord du
pays dont le profil épidémiologique palustre est
différent, aiderait a confirmer nos résultats préli-
minaires. Par ailleurs, des études longitudinales
avec davantage de variables telles que l'utilisation
de moustiquaires imprégnées, la prise récente de
déparasitant et le nombre de personnes vivant
dans le ménage pourraient enrichir 'analyse
des facteurs associées a I'IS. En vue de limiter
le risque de survenue de cas d’IS, nos résultats
doivent inciter les autorités sanitaires a mettre en
ceuvre des formations continues pour la mise a
niveau du personnel de laboratoire, en insistant
davantage sur le respect strict du temps de lecture
et de 'examen du nombre minimal requis de
champs microscopiques en pratique de routine
de confirmation parasitologique du paludisme
[18]. Cette étude suggere également de compléter
la microscopie par des tests de diagnostic rapide
du paludisme ultrasensibles (a défaut de la PCR)
ciblant les patients présentant des symptomes
similaires a ceux du paludisme.

shown that adults have higher levels of immunity
and maintain parasites at low densities [8,22,25].
In areas where malaria is endemic, the devel-
opment of adaptive immunity due to frequent
exposure to Plasmodium spp. depends on age [3].
As a result, adults are more likely to be asymp-
tomatic parasite carriers than children, whose
antimalarial immunity is still developing [33].
In our study, no difference was found between SI
and the presence of fever. This fever, one of the
first symptoms of malaria, is present in subjects
with positive PCR results. It could have further
supported our diagnosis of SI, although asymp-
tomatic Plasmodium carriage and another febrile
pathology may coexist in the same patient [31].
This is the case for other febrile vector-borne
diseases such as dengue, Zika, and chikungunya,
which share fever as a symptom with malaria [10].
Despite these considerations, PCR seems to be
the best diagnostic tool (i.e. the most sensitive)
for estimating the prevalence of the parasite in
the general population. A complementary study
on this SI, which would not only include asymp-
tomatic patients but also cover the northern part
of the country, where the epidemiologic profile
of malaria is different, would help to confirm
our preliminary results. In addition, longitudi-
nal studies with more variables such as the use
of impregnated bed nets, recent antimalarial
treatments, and the number of people living in
the household could enrich the analysis of fac-
tors associated with SI. In order to limit the risk
of SI cases, our results should encourage health
authorities to implement continuous training of
laboratory staff, with greater emphasis on strict
adherence to reading time and examination of the
minimum number of microscopic fields required
for routine parasitological confirmation of malaria
[18]. This study also suggests complementing
microscopy with ultrasensitive rapid diagnostic
tests for malaria (in the absence of PCR), targeting
patients with symptoms like those of malaria.
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Conclusion

Une faible proportion d’IS a Plasmodium spp.
a été retrouvée dans les trois sites couverts par
notre étude au Togo. Ces individus porteurs de
parasites non détectés par les examens de routine,
constituent un réservoir pouvant entretenir la
transmission du paludisme dans la population.
La mise en place d’approches pour améliorer
leur détection et envisager leur prise en charge
thérapeutique par les nouvelles stratégies adap-
tées s’avére nécessaire pour accélérer l'atteinte de
l'objectif mondial d’élimination du paludisme
dans le monde.
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