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Résumé

Chaque année, plus de 32 millions de femmes enceintes sont exposées au paludisme en Afrique
sub-Saharienne (ASS). Le paludisme pendant la grossesse constitue 1'une des principales causes
de morbidité et de mortalité maternelle et périnatale. Il est notamment associé a la survenue
d’un retard de croissance intra-utérin (RCIU) qui est 1'un des principaux déterminants de la
mortalité néonatale et infantile en zone d'endémie palustre. En ASS, le traitement préventif
intermittent contre le paludisme pendant la grossesse n'est recommandé qu'a partir du 2°™°
trimestre de la grossesse en raison du potentiel effet tératogene de la sulfadoxine-
pyriméthamine. Par ailleurs, ce n'est que vers 4-5 mois de grossesse, lors de leur premiere visite
prénatale, que les femmes regoivent une moustiquaire imprégnée d’insecticide. Par conséquent,
les femmes sont insuffisamment voire non protégées contre le paludisme au cours du 1¢

trimestre de la grossesse.

L'objectif principal de cette these était de décrire la prévalence des infections palustres au cours
de la grossesse, notamment au 1¢ trimestre, et d'en €valuer les effets sur la morbidité de I’enfant
a la naissance et sur la santé maternelle, notamment I'anémie en fin de grossesse. Pour atteindre
ces objectifs, nous avons mis en place une cohorte de 411 femmes enceintes suivies depuis la
période pré-conceptionnelle jusqu'a 1'accouchement dans le sud du Bénin et nous analysé les
données issues de cette cohorte. L ’infection palustre était dépistée mensuellement en utilisant

la goutte épaisse et les femmes étaient immédiatement traitées.

Dans un premier temps, nous avons montré que les infections palustres étaient plus fréquentes
au 1° trimestre de la grossesse que pendant la période pré-conceptionnelle, avec un risque d'étre
infecté plus élevé chez les primigestes au 1° trimestre. Les femmes infectées avant conception

étaient trois fois plus a risque d'étre infectées au 1°" trimestre de la grossesse.

Nous avons ensuite montré que la prévalence des infections palustres microscopiques au 1¢

trimestre était importante (21,8%) et plus élevée qu'aux 2°™ et 3°™ trimestres de la grossesse
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(17,7% et 14,6%). De facon globale, la proportion d'enfants nés avec un faible poids de
naissance (FPN), nés prématurés ou présentant un petit poids pour 1'age gestationnel (PPAG),
étaient respectivement de 9%, 8,9% et 20,4%. Plus de la moitié des femmes (58,1%) étaient
anémiées en fin de grossesse. En utilisant une analyse en chemins, permettant de prendre en
compte la chronologie des infections palustres au cours de la grossesse, nous avons montré un
effet direct significatif des infections palustres au 1° trimestre chez la femme sur le risque
d'anémie en fin de grossesse. En revanche, aucune association directe n'a été mise en évidence
entre la survenue d’une infection palustre au 1¢" trimestre chez la mere et le FPN, le PPAG et
la prématurité. Toutefois, les femmes infectées de facon répétée au cours de la grossesse, avec

une premiere infection au 1¢ trimestre, étaient significativement plus a risque de FPN.

Enfin, nous avons montré que les infections palustres au 1° trimestre de la grossesse étaient
fréquentes et qu’elles étaient délétéres pour la mere et I’enfant. Ainsi, les stratégies de
prévention contre le paludisme, en complément de ce qui est actuellement mis en ceuvre,
devraient débuter des le début de la grossesse et s'appuyer sur une approche intégrée, combinant
l'utilisation de médicaments efficaces et sirs au 1* trimestre de la grossesse, associée a des
stratégies anti-vectorielles (moustiquaire imprégnée et pulvérisation intra-domiciliaire).
L'administration d'un traitement préventif au début de la grossesse reste un challenge, d’abord
parce que les femmes consultent tardivement pour leur premicre visite anténatale, et ensuite a
cause de l'absence de médicaments siirs pendant le 1°" trimestre. Par ailleurs, le role favorisant
des infections dans la période pré-conceptionnelle pourrait €tre en faveur de I’utilisation d'un
vaccin contre le paludisme placentaire administré aux femmes en age de procréer afin de leur

conférer une immunité protectrice des le début de la grossesse.

Mots-clés: Paludisme, grossesse, 1°" trimestre, prévention, retard de croissance intra-utérin,

cohorte pré-conceptionnelle, Afrique.



Title
Effect of the timing of malaria infection during pregnancy on fetal growth restriction in Africa

Abstract

Every year in sub-Saharan Africa (SSA), more than 32 million pregnant women are exposed to
malaria. Malaria associated with pregnancy is one of main causes of maternal and perinatal
morbidity and mortality. In particular, it is responsible for intrauterine growth restriction
(IUGR), a major determinant of neonatal and infant mortality in malaria-endemic areas. In SSA,
intermittent preventive treatment against malaria in pregnancy is usually provided from the 2"
trimester of pregnancy because of the potential teratogen effects of sulfadoxine-pyrimethamine.
Furthermore, bed nets are also rarely provided to women before the 2" trimester because they
generally attend the maternity clinic for their first antenatal visit around 4-5 months of
pregnancy. Therefore, pregnant women remain insufficiently or not protected during the 1%
trimester of pregnancy, when malaria may be particularly deleterious for the mother and the

foetus.

The main objective of this work was to describe the dynamics of microscopic malaria infections
during pregnancy, especially those occurring in the 1* trimester, and to assess their effects on
poor maternal and birth outcomes. For that purpose, we set up a cohort study of 411 pregnant
women followed from the preconception period to delivery in Southern Benin. Microscopic
malaria infections were detected monthly during pregnancy using thick blood smear and

immediately treated.

First, we showed that microscopic malaria was more prevalent in early pregnancy than before
conception, with a higher risk to be infected for primigravidae in the 1*' trimester. Women
already infected with malaria in preconception were three times more likely to be infected

during the first trimester.



We also showed that the prevalence of microscopic malaria infection was high in the 1%
trimester (21.8%) and then decreased in the 2" and 3™ trimester of pregnancy (17.7% and
14.6%, respectively). Globally, the prevalence of low birthweight (LBW), preterm birth (PTB),
and small-birthweight-for gestational age (SGA) was 8.9%, 20.4% and 9%, respectively. More
than half of the women (58.1%) were anaemic at the end of pregnancy. We used path analysis
models for assessing the direct effect of malaria infection in the 1% trimester on adverse
pregnancy outcomes, taking into account the indirect effect mediated by malaria in the 2" and
3 trimesters. We showed a significant direct effect of malaria infection in the 1° trimester on
the maternal anaemia at the end of pregnancy whereas no direct effect was found on PTB, SGA
and LBW. However, women with repeated malarial infections starting in the 1% trimester had

the highest risk to deliver LBW newborns.

In conclusion, microscopic malaria infections in the 1% trimester of pregnancy have deleterious
effects on maternal and birth outcomes. Thereby, preventive strategies against malaria should
clearly start from the 1°' trimester of pregnancy. They should complement currently
implemented measures by combining the administration of efficacious and safe drugs in the 1%
trimester, associated to vector control interventions (bed nets, potentially associated with indoor
residual spraying).Administration of preventive treatment in early pregnancy remains
challenging, first because women attend late their first antenatal visit and secondly there is
currently a lack of safe drugs during the 1* trimester. The possible continuum between malaria
infections in the pre-conception period and in the beginning of pregnancy may argue in favour
for the development of a vaccine against placental malaria which could elicit protective

immunity prior to pregnancy to best protect women during early pregnancy.

Keywords: Malaria, pregnancy, 1%trimester, prevention, intra-uterine growth restriction,

preconceptional cohort, Africa.
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I. INTRODUCTION
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Malgré les progres substantiels réalisés ces dernieres années, le paludisme demeure la premiere
endémie parasitaire en milieu tropical. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé a
216 millions le nombre de cas de paludisme dans le monde en 2016, soit 5 millions de cas de
plus qu'en 2015.! Le paludisme a été responsable de plus de 450 000 déces en 2016. L’ Afrique
sub-Saharienne (ASS) continue de supporter une part importante de la morbidité palustre

mondiale avec 90% des cas enregistrés et 91% des déces dus 2 cette maladie.!

La maladie est due a un protozoaire, du genre Plasmodium, avec quatre principales especes
pathogenes pour 'homme dont la plus répandue et la plus virulente en zone tropicale et
intertropicale est le Plasmodium falciparum.>* Plus récemment, une cinquiéme espece,
Plasmodium knowlesi, a été retrouvée chez I'nomme.* L'infestation chez I'hnomme se fait par la

piqire d'un Culicidae femelle du genre Anopheles.

Au-dela de la morbi-mortalité attribuée au paludisme—sur laquelle nous reviendrons— cette
pathologie a un impact non négligeable sur le développement socio-économique dans les zones
endémiques. En 2016, les financements attribués a la prévention et au traitement du paludisme
étaient estimés a 2,7 milliards de dollars (US $) avec une contribution des gouvernements des
pays d'endémie palustre atteignant 800 millions de dollars, soit 31% du financement total.! Par
ailleurs, il est nécessaire de souligner les cofits indirects constitués par la perte de revenus, de

productivité ou d'absentéisme associés a la maladie ou au déces prématuré.

Dans toutes les zones d'endémie, en plus des enfants de moins de 5 ans et des personnes
immunodéprimées, les femmes enceintes constituent une population particulierement a risque
de paludisme. En effet, les femmes enceintes ont une susceptibilité au paludisme plus élevée
que les femmes non enceintes ou les hommes adultes.>’ Cette plus grande susceptibilité

s'explique en partie par des phénomenes immunitaires, hormonaux ou par une susceptibilité
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accrue aux piqiires de moustiques 5! mais aussi par la particularité des parasites responsables

de l'infection chez la femme enceinte.!!

Malgré les lourds investissements dans la prévention, le paludisme associé a la grossesse ou
paludisme gestationnel (PG) demeure un probleme majeur de santé publique dans les zones
d'endémie, spécialement en ASS. Il est associé€ a un risque élevé de prématurité et de retard de
croissance intra-utérin (RCIU).!? Ces deux facteurs sont responsables de la survenue d'un faible
poids de naissance (FPN) qui est I'un des déterminants majeurs de la mortalité néonatale et
infantile dans les pays en développement.'® Plusieurs travaux ont suggéré que le risque
d'infection palustre était maximum au cours du deuxiéme trimestre de la grossesse.'* 16
Pourtant, de récentes études ont montré que le premier trimestre constituerait une période
particulierement a risque d'infection palustre avec des conséquences néfastes pour la santé de
la mére et du feetus.!”? Toutefois, la plupart de ces études n'avaient pas été initialement
congues pour évaluer l'effet des infections précoces de la grossesse et reposaient sur l'analyse

de données collectées a l'occasion d'essais cliniques pour lesquels les femmes avaient été

recrutées a 1'hopital.

Ce travail de these traite de la problématique de la survenue de l'infection palustre aux différents
trimestres de la grossesse sur la santé de l'enfant, notamment sur sa croissance in utero. Elle
vise a apporter davantage d'informations sur la prévalence des infections palustres aux
différents trimestres de la grossesse, plus particulierement celles survenant au premier trimestre

car correspondant a la mise en place du placenta et de sa vascularisation. Elle évalue également

de facon plus précise les conséquences des infections précoces sur la santé de la mere.
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II. GENERALITES
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2.1. Retard de croissance feetale

2.1.1. Croissance pondérale normale du feetus

La vitesse de la croissance feetale est tres variable tout au long de la grossesse. Le gain pondéral
absolu est faible durant le 1° trimestre de grossesse (environ 10g/semaine).?*?> A partir du
milieu du 2°™ trimestre, la vitesse de la croissance feetale et le gain pondéral augmentent
progressivement. La majorité du gain pondéral survient pendant le 3°™ trimestre avec une
légére régression du poids feetal les deux dernieres semaines de la grossesse.?® Le gain pondéral
moyen est d'environ 85g/semaine de la 16°™ i la 27°™semaine d'aménorrhée (SA), puis la
vitesse de croissance augmente pour atteindre son pic entre 28 et 38 SA avec un gain pondéral
moyen de 200g/semaine. Elle décroit ensuite progressivement pour passer a environ
70g/semaine jusqu'a la fin de la grossesse.?* Tres peu d'études ont évalué la vitesse de croissance
feetale en ASS.2% Le poids de naissance a été pendant longtemps un outil couramment utilisé
pour 1'évaluation et la surveillance de la santé périnatale. Cependant, depuis l'apparition de

l'échographie et du monitorage feetal anténatal, le simple poids a la naissance commence a

laisser place a I'évaluation de la croissance feetale.

2.1.2. Définition du retard de la croissance foetale

Le retard de la croissance feetale est une pathologie fréquente aussi bien dans les pays a
ressources limitées que les pays développés mais son diagnostic est difficile a établir. En effet,
différencier un authentique retard pathologique de croissance feetale d'une situation de petit
poids constitutionnel représente le principal enjeu du diagnostic. Par ailleurs, dans les pays en
développement, l'estimation précise de 1'age gestationnel (AG) et des courbes de référence

rendent également difficile 1'identification des enfants avec un retard de croissance.
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2.1.2.1. Retard de croissance intra-utérin (RCIU)*’

Le RCIU équivaut, en anglais, au terme intra-uterine growth restriction (IUGR). 1l s'agit d'une
entité nosologique correspondant & une croissance feetale insuffisante par rapport a une
croissance normale génétiquement programmée.”*3! Ce terme est souvent utilisé de facon
abusive en période anténatale, le caractére pathologique de la croissance feetale ne pouvant étre
que rarement confirmé et le potentiel génétique de croissance du feetus déterminé. Le diagnostic
de RCIU ne peut étre fait qu'en mettant en évidence une déviation significative (mais dont la
définition est elle aussi sujette a discussion) de la vitesse de croissance observée par rapport a
celle attendue. Pour cela, il est nécessaire de disposer d'au moins deux mesures
échographiques.’” Le RCIU est également utilisé lorsqu’il existe un petit poids pour ’age
gestationnel pathologique, c'est-a-dire associé a un ralentissement de la vitesse de croissance.
En pratique clinique, ce sont des fcetus pour lesquels il y a eu une souffrance chronique qui peut
se manifester par des anomalies de la quantité du liquide amniotique ou de la vascularisation.
Le RCIU peut survenir a n'importe quel trimestre de la grossesse avec un risque maximal au
3*me trimestre lorsque la croissance pondérale est maximale.’*® Différentes méthodes de
diagnostic de RCIU ont été proposées, mais la méthode optimale reste a définir, surtout dans
les pays d'ASS. Les mesures biométriques en série pourraient améliorer la prédiction du RCIU

et sont recommandées pour évaluer la croissance feetale dans les grossesses a haut risque.®’

Certains auteurs ont suggéré l'utilisation de la vitesse de croissance de la circonférence
abdominale et du poids feetal estimé in-utero pour prédire le RCIU.*®*0 La croissance feetale
est également évaluée par le changement des z-scores du poids feetal au cours de la grossesse.*!
En supposant une croissance continue, sans tenir compte des habituelles variations de la vitesse

42,43

de croissance autour de la moyenne, un feetus devrait suivre la méme trajectoire de

croissance pendant la grossesse avec un z-score croissant (écart par rapport a la moyenne
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calculé selon la formule suivante: (poids observé - poids moyen) / écart-type). Ainsi, un

différentiel de z-score négatif indiquerait une croissance perturbée ou diminuée.*!

2.1.2.2. Hypotrophie ou petit poids pour l'dge gestationnel (PPAG)

Elle est la conséquence du RCIU et il s'agit le plus souvent d'une croissance feetale insuffisante.
Le PPAG a une définition statistique et correspond a un poids ou une anthropométrie du
nouveau-né inférieur(e) & une norme définie pour un Age gestationnel.*® Le PPAG peut étre la
manifestation de deux situations: une situation pathologique qui correspond a un feetus
réellement hypotrophe avec un RCIU, ou une situation physiologique qui correspond a un foetus
constitutionnellement petit sans RCIU. L’hypotrophie équivaut en anglais au terme small for

gestational age (SGA).

L’¢étude de la morbidité et de la mortalité périnatales associées au PPAG est, dans la littérature,
le plus souvent réalisée en définissant un poids de naissance inférieur au 10 percentile pour
1’age gestationnel par rapport a une courbe de référence. Le 3°™, 5°™¢ et 10°™ percentiles sont
le plus souvent utilisés comme seuils.***# Le PPAG ou SGA est couramment utilisé comme
un indicateur indirect de RCIU et les deux termes PPAG et RCIU sont souvent utilisés de facon
interchangeable. Le tableau 1 présente I'ensemble des courbes de croissance établies en ASS
pour définir le PPAG. La plupart de ces courbes développées sont souvent des courbes de poids
a la naissance avec une estimation imprécise de I’AG et portant sur de petits effectifs. Nous
avons discuté plus amplement de la fiabilité et des limites de ces courbes de croissance établies
en ASS dans la section discussion de notre theése (cf. page 158). En pratique en Afrique, les
médecins utilisent peu les biométries foetales pour évaluer la croissance in utero. Le diagnostic

de RCIU est posé a la naissance pour des enfants pesant moins de 2500g et a plus de 37 SA.
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Tableau 1: Courbes de croissance établies en Afrique Sub-saharienne (1)

Auteur Pays Disponibilité Datation AG
Loz ! Effectif Stratification Couverture Criteres inclusion/exclusion
(Référence) Année courbes
Courbe
DDR Exclusion: femmes non
. Bénin . 4 502 nouveau- 28-45 SA béninoises, mort-nés, grossesses
47 ) )
Alihonou E 1978-1983 Oui nés Sexe Courbe de poids de  multiples, cycles menstruels
naissance irréguliers
DDR
Nigéria . 25-42 SA Inclusion; "grossesse non
48
Olowe S 1981 Oui 436 femmes Aucune Courbe de poids de  compliquée”
naissance
DDR
.. Zimbabwe 12-40 SA
49 )
Munjanja S 1988 Non 190 femmes Aucune Cloise b poidls de
naissance
Echo
o Nigéria 16-40 SA
50 )
Osinusi K 1989 Non 242 femmes Aucune Courbe de poids de
naissance
. 4104 femmes D Inclusion: Toutes les femmes
51 Malawi 35-41 SA
Kalanda BF Non 1334 nouveau- Sexe . venant accoucher entre 35 et 41
1993-1994 < Courbe de poids de
nés . SA.
naissance
Echo < 14 SA Inclusion; AG>14 SA, grossesse
Cisse R %2 Burkina Faso Oui 126 femmes Aucune 15-40 SA simple, DDR certaine, "Grossesse
1996-1998 4 804 mesures Courbe de poids  non compliquée", accouchement a
in-utero terme
Echo Exclusion: < 22 SA, gr
s RDC . 144 femmes 15-40 SA XCIUSION: = 22 574, SrOSSesse
Landis S 2005-2006 Oui 755 mesures Aucune Courbe de Doids gémellaire, hémoglobinopathies,
in_mrg HTA ou MFIU
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Tableau 1: Courbes de croissance établies en Afrique sub-Saharienne (2)

. oo Datation AG
Auteur AP;I{ Ze Dlscl(:?:;g:;lte Effectif Stratification Couverture Criteres inclusion/exclusion
Courbe
DDR
Seilzem D Cameroun Non 200 femmes Aucune 12-22 SA ‘ Enclusion: DDR certai'nes,, )
2008 Courbe de poids in- "grossesse non compliquée
utero
Exclusion: mort-nés,
Echo malformations séveres, infection
Schmiegelow C Tanzanie Oui 583 feetus S 25-42 SA VIH, grossesses multiples,
55 2008-2010 u 2193 mesures exe Courbe de poids  accouchements prématurés,
in-utero pathologies maternelles (HTA,
malnutrition, diabéte)
- . 558 femmes DDR Inclu.sion: grossesse simple, DDR
Ayangade S Nigéria Oui 713 mesures Aucune 14-40 SA certaine, "grossesse non
Courbe DBP compliquée"
o ' 559 fernmes DDR Inclusi'on: grossesse simple, "non
Okupe R ¥’ Nigéria Oui 1104 mesures Aucune 12-40 SA compliquée”, DDR certaine,
Courbe DBP travail spontané a terme.
Echo
Okonofua FE 38 Nigéria Non 219 femmes Aucune Courl%gggg % AT- g;ii:ﬁ?ﬁégfossesse gty e
CA

Abréviations: DDR: Date des dernieres regles; SA: Semaines d'aménorrhée; RDC: République Démocratique du Congo; DBP: Diametre

bipariétal; DAT: Diametre abdominal transverse; CA: Circonférence abdominale.

Source : Accrombessi M et Briand V, 2018
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2.1.2.3. Petit poids de naissance ou faible poids de naissance

La définition du faible poids de naissance (FPN) est un poids a la naissance inférieur a 2500 g.
Il correspond a 3 situations distinctes: (i) un enfant hypotrophe, conséquence d'un retard de
croissance; (i) un enfant eutrophe né prématuré; (iii) un enfant constitutionnellement petit.*
Le terme anglais consacré pour désigner le FPN est low birthweight. Le FPN est souvent utilisé

pour discriminer les nouveau-nés malades et sains, en particulier dans les pays d'ASS ou

l'estimation précise de I'AG n'est pas souvent possible.”

2.1.3. Causes et conséquences d'une croissance feetale altérée

Une croissance feetale altérée peut étre causée par une pathologie maternelle, placentaire ou
feetale.8%%* Les causes maternelles d'une croissance feetale altérée sont essentiellement les
troubles hypertensifs liés a la grossesse,®4% la malnutrition,®"*’ 'anémie,%*%° les maladies

70-72 et I'infection & VIH.”>™7 Les principales causes feetales

infectieuses telles que le paludisme
sont les grossesses multiples et les malformations congénitales.®! % Les causes placentaires sont
essentiellement des anomalies macroscopiques (insertion vélamenteuse, métrorragies répétées
sur placenta praevia) et microscopiques (nécrose ischémique, hypotrophie placentaire a
prédominance villositaire). Dans les pays en développement, notamment en ASS, les causes

infectieuses telles que l'infection palustre et le VIH ainsi que les causes nutritionnelles sont

prédominantes.”®

A court terme, les enfants présentant un RCIU ont une morbidité et une mortalité périnatales,
néonatales et infantiles augmentées. Le FPN représente un déterminant majeur de la santé de
I'enfant et est associé a une morbidité et mortalité infantiles augmentées.'>”” Le PPAG chez
les nouveau-nés modérément prématurés ou nés a terme représente également un facteur de
risque important de la mortalité néonatale.’’ Il a été récemment montré que ces nouveau-nés

t.81

représentaient une grande proportion des déces néonatals en Afrique de 1'Est.®” Par ailleurs, le
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RCIU est également un facteur de risque d'accouchement prématuré et de souffrance foetale

aigué.80’82’83

Le RCIU a aussi des conséquences a long terme sur la santé de 1'enfant au-dela des périodes

N

néonatale et infantile. Le FPN et le RCIU sont associés a une morbidité élevée pendant

l'enfance'? et  des maladies non transmissibles 2 1'Age adulte 3%

2.1.4. Facteurs de risque du retard de croissance intra-utérin en Afrique

Les facteurs de risque du RCIU sont complexes et multifactoriels. Nous avons effectué une
revue de littérature pour évaluer les principaux déterminants du RCIU en Afrique. Cette revue

a fait ’objet d’un article publi¢ dans le Paediatric and Perinatal Epidemiology Journal.

2.1.4.1. Problématique de l'article 1

Le RCIU est un probleme majeur de santé publique qui a touché cette derniere décennie des
millions de nouveau-nés dans les pays a revenus faibles et intermédiaires, avec 20% de ces
enfants naissant en ASS. La croissance fcetale est une des périodes les plus vulnérables du cycle
de la vie humaine, le RCIU ayant de profondes conséquences sur la santé a moyen et long terme
pendant I'enfance ainsi qu’a 1'age adulte. Les enfants ayant eu une restriction de la croissance
in-utero ont un risque augmenté de morbidité et de mortalité pendant les périodes néonatale et
post-natale telles qu’un retard du développement neuro-moteur et cognitif pendant 1'enfance et

des troubles cardio-métaboliques a 1'age adulte.

Malgré ce lourd fardeau que représente le RCIU, il existe tres peu de données disponibles sur
sa prévalence et les facteurs de risque qui lui sont associ€s en Afrique. Une limite majeure dans
I'évaluation de cette affection est le manque de précision dans I'estimation de I'AG et I’absence
de consensus quant a la définition du RCIU. Le FPN est donc communément utilisé comme

proxy du RCIU. Cependant, l'utilisation de cet indicateur entraine une surestimation de la
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prévalence du RCIU et est source potentielle de biais dans 1'estimation des facteurs de risque

associés.

L'un des principaux objectifs de développement durable est de réduire le taux de mortalité des
enfants de moins de 5 ans a moins de 25 pour 1000 naissances-vivantes d'ici 2030. Le RCIU
étant I’un des principaux responsables de la morbidité et de la mortalité néonatale et infantile
en Afrique, il est donc indispensable de faire une synthese des données disponibles sur les
déterminants du RCIU et leur contribution relative en Afrique. Dans un contexte ou les
ressources sont limitées, cela pourrait permettre de renforcer la mise en ceuvre de mesures de

prévention efficientes et de dépistage de RCIU aupres des femmes les plus a risque.

L'objectif de l'article ci-dessous était d'évaluer 1'étendue de la littérature scientifique sur le
RCIU en Afrique, les différentes méthodes utilisées pour définir ce retard et les principaux
facteurs de risque associés, en utilisant la méthodologie des “scoping reviews”,% et ce afin de
faire des recommandations en termes de priorités de santé publique. Nous avons utilisé des
indicateurs tels que le RCIU et le PPAG au lieu du FPN, en pondérant les différentes

prévalences sur la taille d'échantillon de chaque étude et en utilisant un risque d'association

agrégé. L'article a été publié dans le « Paediatric and Perinatal Epidemiology Journal ».

2.1.4.2. Résumé des résultats de l'article 1

La recherche bibliographique a permis d'identifier 671 articles potentiels, parmi lesquels 56

répondaient aux criteres d'éligibilité et 45 ont été sélectionnés pour la scoping review.

Caractéristiques générales des études incluses dans la revue

Les principaux travaux portant sur le RCIU en Afrique ont été réalis€s dans les pays de 1'Afrique
de I'Ouest, de I'Est et du Sud (31,1%, 26,7% et 26,7%, respectivement).Plus de la moitié des

études (55,6%) était des études de cohorte et 35,6% était des enquétes transversales. Dans la
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majorité des études, le RCIU était défini par un PPAG (66,7%) ou par un FPN a terme (i.e.
poids de naissance < 2500g et AG > 37 SA) dans 20% des cas. Seules deux études avaient
utilisé comme indicateur le RCIU basé sur des mesures échographiques in utero. La date des
dernieres regles, les scores de Dubowitz et de Ballard étaient les principales méthodes utilisées
pour évaluer I'AG (31,1%, 22,2% et 17,8%, respectivement). L'échographie n'avait été utilisée
que dans 15,5% des cas. Concernant les courbes de référence, pres de la moitié des études
(46,9%) avait utilisé des courbes établies dans les pays développés. Seules 18,7% des courbes

utilisées avaient été développées dans des populations africaines.

Prévalence du retard de croissance feetale

La prévalence médiane du RCIU était de 15,8% (extrémes: 2,6%—59,2%), la prévalence la plus
élevée étant rapportée en Afrique de I'Est (15,8%). Dans les études utilisant des courbes de
référence, la prévalence médiane du PPAG était respectivement de 9,8% vs. 15,8%, selon que

la courbe de référence avait été établie en Afrique ou pas.

Facteurs de risque du retard de croissance intra-utérin

Les infections maternelles pendant la grossesse (31,2%), le statut nutritionnel maternel (17,2%),
les facteurs obstétricaux (16,4%), les facteurs génétiques et constitutionnels (11,5%) étaient les
principaux facteurs de risque rapportés comme étant associés au RCIU. Parmi les infections
maternelles, l'infection palustre (50%) et l'infection a VIH (31,6%) étaient les principales
pathologies rapportées avec des prévalences respectives variant entre 8,2-63,5% et 7,7-63%
selon le pays et la zone d'étude. L'indice de masse corporelle et un faible gain pondéral
gestationnel étaient les principaux déterminants maternels nutritionnels incriminés dans la

survenue du RCIU.

Les risques relatifs agrégés associés au RCIU pour le statut nutritionnel maternel inadéquat,

l'infection a VIH, le paludisme et I'hypertension gestationnelle étaient respectivement de 2,28
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IC 95% 1,59-3,25); 1,86 (IC 95% 1,38-2,50); 1,95 (IC 95% 1,04-3,66) et 2,61 (IC 95%

2,42-2,81).

Au vu des données disponibles, il est apparu que le statut nutritionnel maternel, 1'infection a
VIH et le paludisme étaient les facteurs qui contribuaient le plus a la survenue d'un RCIU en
ASS. Les risques attribuables variaient, pour chacune de ces pathologies, entre 11-38%, 7-37%
et 6-35%. Cette revue a également permis de mettre en évidence une forte hétérogénéité en
terme de prévalence du RCIU et d'estimation des risques d'association, au sein méme d'une
région. Une définition consensuelle du retard de croissance en ASS s'avere nécessaire pour

mieux mesurer le RCIU et proposer des recommandations de prévention adéquates.

2.1.4.3. Article 1. Accrombessi et al. Paediatric and perinatal epidemiology
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What Do We Know about Risk Factors for Fetal Growth Restriction
in Africa at the Time of Sustainable Development Goals?
A Scoping Review
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“UMR216-MERIT, French National Research Institute for Sustainable Development (IRD), Université Paris Descartes, Paris, France
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Abstract

Background: The reduction in the under-5 year mortality rate to at least as low as 25 per 1000 livebirths by 2030 has
been implemented as one of the new Sustainable Development Goals. Fetal growth restriction (FGR) is one of the
most important determinants of infant mortality in developing countries. In this review, we assess the extent of
the literature and summarize its findings on the main preventable factors of FGR in Africa.

Methods: A scoping review was conducted using the Arksey and O’Malley framework. Five bibliographic
databases and grey literature were used to identify studies assessing at least one risk factor for FGR. Aggregate
risk estimates for the main factors associated with FGR were calculated.

Results: Forty-five of a total of 671 articles were selected for the review. The prevalence of FGR varied between 2.6
and 59.2% according to both the African region and the definition of FGR. The main preventable factors reported
were a low maternal nutritional status (aggrerate odds ratio [OR]: 2.28, 95% confidence interval [CI] 1.59, 3.25),
HIV infection (aOR 1.86, 95% CI 1.38, 2.50), malaria (aOR 1.95, 95% CI 1.04, 3.66), and gestational hypertension
(aOR 2.61, 95% CI 2.42, 2.82).

Conclusion: FGR is, to a large extent, preventable through existing efficacious interventions dedicated to malaria,
HIV and nutrition. Further studies are still needed to assess the influence of risk factors most commonly
documented in high-income countries. Improving research on FGR in Africa requires a consensual and
standardized definition of FGR—for a higher comparability—between studies and settings.

Keywords: fetal growth restriction, pregnancy, birthweight, Africa, scoping review.

adulthood.> Growth-restricted children have an
increased risk of morbidity and mortality during the
neonatal and post neonatal periods, growth and neu-
rodevelopmental impairment during childhood, as
well as an increased risk of cardio metabolic disor-

Introduction

Fetal growth restriction (FGR) refers to poor growth
of a fetus in the mother’s womb during pregnancy. It
is a major public health problem that is estimated to

have affected 32.4 million newborns in low and mid-
dle-income countries (LMIC) over the last decade,
with sub-Saharan Africa (SSA) accounting for 20% of
this total burden.” The fetal period is one of the
most vulnerable periods in the human life cycle, with
intrauterine growth restriction having profound influ-
ences on subsequent health during childhood and
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ders during adulthood.*

Despite this high burden of FGR, only scattered
data on the prevalence and risk factors associated
with FGR are available for Africa. A major constraint
for research is the lack of accurate estimation of gesta-
tional age for most pregnancies and of a standardized
definition for FGR in LMIC. This has resulted in the
use of low birthweight (LBW) as a proxy for FGR in
many studies. But, using LBW can lead to the overes-
timation of FGR prevalence and possible bias when
estimating the effect of its related risk factors.?
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One of the Sustainable Development Goals is to
reduce the under-5 year mortality rate to at least as
low as 25 per 1000 livebirths by 2030.° FGR is one of
the most important factors predisposing to neonatal
and infant death in Africa, therefore knowledge is
needed about its prevalence and the contribution of
risk factors to FGR in an African context, where iden-
tifying salient risk factors contributes to the definition
of effective preventive measures against FGR. The
aim of this study is to assess the extent of the scientific
literature on FGR in Africa, its methods and the find-
ings on principal risk factors, using a scoping review
methodology of fetal growth indicators such as small-
for-gestational age (SGA) and intrauterine growth
restriction (IUGR) instead of LBW.

Methods

Study design

We chose to conduct a scoping review to address
broad topics while including multiple study designs,
based on the framework outlined by Arksey and
O’'Malley.”

Data sources and search strategy

The initial search was implemented on June 9, 2015,
using five electronic databases: Medline/Pubmed, Sci-
Verse Scopus, Science Direct, Embase, African Journal
Online as described in the Table S1. Risk factors for
FGR, and the related research terms, were selected
according to the literature. Grey literature, which is
produced on all levels of government, academics,
business and industry in print and electronic formats,
but which is not controlled by commercial publishers,
was identified using the Health Interuniversity
Library Paris Descartes University and Open Grey
(System for Information on Grey Literature in Eur-
ope). Finally, the following websites were consulted
manually: Cochrane Library (www.cochranelibrary.
com), French PhD thesis database (www.these.fr) and
Google Scholar (https://scholar.google.com). These
databases were reviewed again on April 5, 2017 to
identify additional articles.

Title and abstract screening

All query terms were searched in the title and abstract.
Articles were eligible if they met the following criteria:

© 2017 John Wiley & Sons Ltd
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(i) study population including pregnant women; (ii)
observational study design (case—control, transversal,
cohort study); (iii) results presented for at least one
FGR risk factor; and (iv) availability of either abstract
or full-text. Articles published in languages other than
English or French and those assessing an intervention
(clinical trial) were excluded. The selection of studies
was restricted to African countries.

The eligibility of the citation, based on the title and
the abstract, was independently assessed by two
authors (MA and VB). All discrepancies were reviewed
by a third party (MC) and resolved through consensus.

Full-text articles screening

Full-text articles were procured for citations deemed
to be relevant after title and abstract screening, includ-
ing by contacting the source author or journal if not
available. A form was developed by the authors to
extract study characteristics such as publication year,
study area and design, methods for fetal growth
and gestational age assessment, statistical analysis
methodology, and results, as well as strengths and
weaknesses of the study.

Fetal growth restriction and exposure definitions

In our review, FGR is used as a generic term to refer
to IUGR, SGA and other definitions of suboptimal
fetal growth. IUGR is most commonly defined as a
fetal growth rate that is inferior to the expected fetal
growth for the corresponding gestational age.® It
reflects a pathological process affecting the growth
potential of the fetus. Its diagnosis can only be made
by demonstrating a significant deviation from the nor-
mal pattern of intrauterine growth based on ultra-
sound measurements.” SGA is most commonly
defined as a weight below either two standard devia-
tions or the 10" percentile of a birthweight distribu-
tion for the corresponding gestational age according
to a reference curve. It includes both constitutionally
small and intrauterine growth-restricted newborns.?
Groups of factors associated with FGR were
selected according to the literature.'” They were clas-
sified as follows:
1 Genetic and constitutional factors: infant sex, ethnic
origin, maternal height, and sickle cell disease.
2 Socio-economic and demographic factors: maternal
age, socio-economic status (education, occupation
and/or income), and marital status.
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3 Obstetric factors: gravidity, inter-pregnancy inter-
val, previous history of fetal growth restriction or
prematurity, and history of spontaneous abortion,
stillbirth or neonatal death.

4 Maternal nutritional status: body mass index (BMI)
during pregnancy, middle-upper-arm-circumference
during pregnancy and gestational weight gain, calo-
ric/protein intake status, micronutrients deficiencies
and anaemia.

5 Maternal morbidity during pregnancy: infectious
morbidity (malaria, HIV infection, urinary, and
genital tract infections) and non-infectious morbidity
(gestational hypertensive disorders such aspre-
eclampsia and diabetes).

6 Behavioural determinants: cigarette smoking and
alcohol consumption.

7 Antenatal care (ANC) follow-up: first ANC visit
and number of ANC visits.

Citation management, data summary, and synthesis

Data abstracted from each study were exported into
stata version 13.1 (StataCorp, College Station, TX,
USA) for analysis. Tables were constructed to summa-
rize the data according to the African region and pub-
lication year. The number of times a specific factor/
group of factors was significantly associated with FGR
as a ratio of the total number of associations that were
tested in the review was calculated. The overall—and
according to region—prevalence of FGR was calcu-
lated by weighting on the study sample size. Then,
the REvMAN software (Review manager 5.3; Cochrane
Collaboration, London, UK) was used to provide
aggregate risk estimates, and their 95% confidence
intervals (CI), for the main preventable factors (malar-
ia, HIV and maternal malnutrition). For that purpose,
only studies with multivariate analysis were included.
A heterogeneity statistical test was performed and a
random effect model was used when the I* statistic for
heterogeneity was higher than 50%. Finally, popula-
tion attributable risk (PAR) was calculated according
to the following formula'': PAR = (P(aRR-1))/(1 + P
(aRR—1)) where P is the prevalence of the factor in
the given population and aRR is its related aggregate
relative risk (or odds ratio when available only).

Results

The search yielded 671 potentially relevant citations of
which 56 citations met the eligibility criteria and 45

were left for review'**> (Table S2) after 11 citations
which were excluded based on the full-texts (Figure 1).

The general characteristics of the studies included
in this review are reported in Table 1. More details
are given in Table S3. All studies were published
between 1975 and 2016, with 73.3% (33 /45) after 2000.
Studies were mainly conducted in Western, Eastern,
and Southern African countries (31.1, 26.7, and 26.7%,
respectively); only one was conducted in Northern
Africa.”' More than half were cohort studies (55.6%)
and 35.6% were cross-sectional surveys. In most stud-
ies (66.7%), SGA was used as a proxy for FGR. Among
these, 18.7% (6/32) used a reference chart developed
in Africa, 46.9% (15/32) used a reference chart from a
developed country, and 34.4% (11/32) used interna-
tional reference charts (Full details on the reference
charts presented in the Table S4). In studies using ref-
erence charts, the median prevalence of SGA was
9.8% vs. 15.8% when an African vs. non-African refer-
ence chart was used, respectively.

Most of the remaining studies (20%) used term-
LBW as an outcome (i.e. birthweight <2500 g and ges-
tational age >37 weeks of gestation). Only two studies
used IUGR based on in utero measurements as an out-
come.'*3% [ ast menstrual period (LMP), Dubowitz
and Ballard scores were the most frequent methods
used to assess gestational age (31.1, 22.2, and 17.8%,
respectively), while gestational age assessment using
US was reported in only seven studies (15.5%).

The median prevalence of FGR was 15.8% ranging
from 2.6 to 59.2%. The highest prevalence was
reported in Eastern African countries. The findings of
each study included in the review are presented in
Table 2 according to region and publication year.

As shown in Figure 2, socio-economic and demo-
graphic factors, infections during pregnancy, mater-
nal nutritional status, obstetrical and constitutional
factors were the main risk factors investigated. Socio-
economic and demographic factors, maternal infec-
tions and nutrition were increasingly studied over
time. In contrast, non-infectious conditions during
pregnancy (hypertensive disorders in particular),
behavioural factors (cigarette smoking and alcohol
consumption), and ANC follow-up were less studied.
A list of the factors that were tested in each region is
given in Table S5. Factors associated with FGR in
developed countries, but not reported in studies
included in this review, were: paternal height and
weight, maternal psychological factors, maternal pre--
pregnancy weight, caffeine and coffee consumption,
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671 citations identified using published and
grey litterature:
g = 177 Medline/Pubmed
= = 205 SciVerse/Scopus —_—) 69 citations excluded as duplicates
s = 167 ScienceDirect (Elsevier)
= = 64 BIU/UPD*
k= = 28 Open Grey t
% = 15 Embase/Elsevier
- = 14 African Journal Online
= 1 related article from reference list

|

I
(1] : 546 citations excluded on the basis of title or abstract
£ v * Not relevant, no information on fetal growth
5 P— restriction (FGR) and its determinants (n = 514)

602 citati d igibilit . i : _

o citations screened for elighilty — | = Outside Africa (n=19)
o (title and abstract reviewing) = Systematic review or clinical trial (n = 8)

1 = No risk factor for FGR investigated (n = 2)

: = Unavailable abstract (n = 3)

I

I
> i
5= A%
E 11 articles excluded
B 56 full-text articles assessed for eligibility —— | * Notrelevant#(n=7)
= * Qutside Africa (n = 2)
w = Clinical trial (n = 1)

: = Full-text not available (n = 1)

|

I
ko] I
Q I
© |
S A%
g 45 articles included in the review

Figure 1. Flowchart of study selection process. *Health Interuniversity Library (BIU) of Paris Descartes University (UPD). {System for
Information on Grey Literature in Europe. {Not relevant articles: FGR was not an outcome or no factor was tested for its association with

FGR.

congenital malformation and genetic factors other
than sickle cell trait.

In almost all studies (82.9%), these associations
were assessed using a multivariable analysis, taking
into account the possible effect of other related risk
factors. Maternal infections during pregnancy (which
represented 31.2% of the 122 factors significantly asso-
ciated with FGR in this review), nutritional status
(17.2%), obstetric factors (16.4%), genetic, and consti-
tutional factors (11.5%) were the most reported factors
among those significantly associated with FGR (Fig-
ure S1). Among infections, malaria (50%) and HIV
(31.6%) were mainly reported as risk factors for FGR,
with prevalence ranging from 8.2 to 63.5% and 7.7 to
63%, respectively, depending on the country and the
study area. Regarding maternal nutritional status, a
low BMI during pregnancy and a low gestational
weight gain were the main indicators of poor

© 2017 John Wiley & Sons Ltd
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nutritional status associated with FGR. Only five stud-
ies reported a significant association between mater-
nal anaemia and FGR.'#!#15238a.41a

Table 3 presents the prevalence range of the main
risk factors and the related reported risk estimates.
The aggregate risk estimates for maternal nutritional
status, HIV infection, malaria and gestational hyper-
tension were 2.28 (95% CI 1.59, 3.25), 1.86 (95% CI
1.38, 2.50), 1.95 (95% CI 1.04, 3.66), and 2.61 (95% CI
2.42, 2.82), respectively. Maternal nutritional status,
malaria, and HIV infection appear to contribute to
FGR with a PAR ranging from 11 to 38%, 7 to 37%,
and 6 to 35%, respectively (Table S5). PARs were
highly variable because of a high heterogeneity in
both FGR prevalence and risk estimates, even within
a specific region. As shown in Table 2 and Table S6,
populations and methods for assessing FGR were
likely to differ between studies.
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Table 1. General characteristics of the studies on fetal growth
restriction included in the review (n = 45)

Percentage
Characteristic No (%)
Publication year <1990 2 44
1990-1995 4 8.9
1996-2000 6 13.3
2001-2005 11 24.4
2006-2010 7 15.6
2011-2017 15 334
African region Africa, Western 14 31.1
Africa, Central 6 13.3
Africa, Eastern 12 26.7
Africa, Southern 12 26.7
Africa, Northern 1 2.2
Study design Cohort study 25 55.6
Cross-sectional 16 35.6
survey
Case—control 4 8.8
study
Method for LMP 14 31.1
gestational
age assessment
Dubowitz score 10 22.2
Ballard score 8 17.8
Ultrasound 7 15.5
Not reported 5 11.1
Finnstrom score 1 2.2
FGR definition SGA 30 66.7
Term-LBW 9 20.0
IUGR 2 44
Others® 4 8.9
Reference charts for  Local 6 18.7
FGR (n = 32)
International 11 34.4
Established in 15 46.9
a developed
country
Prevalence of FGR, Africa, Western 13 10.9 (2.6, 32)
Median®
Africa, Central 3 5.3 (4.3,34)
Africa, Eastern 10 15.8 (8, 23.5)
Africa, Southern 10 10.7 (6.1, 59.2)
Sub-Saharan 36 15.8 (2.6,59.2)
Africa

FGR, fetal growth restriction; LMP, last menstrual period; SGA,
small for gestational age (Birthweight < 10th percentile for gesta-
tional age or <—2 SD according to a reference curve); IUGR: Def-
inition based on in utero measurements; Term-LBW: Gestational
age > 37 weeks and birthweight< 2500 g.

“Two studies used a composite variable based on newborn’s
anthropometric measurements (birthweight, birth length, head
circumference, ponderal index), and two studies did not report
FGR definition.

PMedian prevalence of FGR weighted by study size; range in
brackets.

Comment

Main findings

This scoping review provides an overview of FGR in
Africa based on both published and grey literature.
We confirmed the independent influence of factors
such as malaria, HIV infection, and maternal nutrition
on FGR, which are modifiable factors for which effica-
cious interventions exist. In contrast, well-known risk
factors for FGR in developed countries such as gesta-
tional hypertension, cigarette smoking, and socio-
economic status were seldom evaluated, although
several were associated with significantly increased
risk of FGR.

Interpretation

Maternal infections during pregnancy

In this review, malaria and HIV infections were
among the most reported factors significantly associ-
ated with FGR, representing more than 30% of all fac-
tors reported. Both conditions are highly prevalent in
SSA,'*!® making particularly relevant the investiga-
tion of their impact on fetal growth.

The prevalence of microscopic malaria ranged from
8.2 to 63.5% with an aggregate risk estimate for FGR
of 1.95, and associated PARs ranging from 7 to 38%
depending on the study area. These estimates are con-
cordant with those published in 2001."* From a biolog-
ical point of view, these results make sense because of
well-documented mechanisms underlying the effect
of malaria on fetal growth.'!52.69

Our results suggest that in high transmission areas
a noticeable proportion of FGR may be prevented
while controlling malaria during pregnancy.'> WHO
recommendations for the prevention of malaria in
pregnancy include the use of insecticide-treated nets
(ITNs) and intermittent preventive treatment in
pregnancy (IPTp) with sulphadoxine-pyrimethamine
(SP).'® These strategies have proven to be efficacious
in preventing maternal anaemia and LBW,'” but need
to be better implemented in most SSA countries."®

Comparable estimates have been reported for FGR
due to HIV, with prevalences and PARs ranging from
7.7 to 63% and 6.2 to 35.1%, respectively. As for malar-
ia, underlying biological mechanisms have been iden-
tified to explain the effect of HIV infection on fetal

28a

growth.”** Only one study®® evaluated the possible
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Table 2. Features of the 45 studies on fetal growth restriction included in the review

First author (year),
[ref]* country

FGR definition (prevalence)

Study design
(sample size)

Significant factors associated to FGR

Comments

Africa, Western
Alihonou E. (1987) [1a] Benin

Meda M. (1995) [2a]
Burkina-Faso

Fourn L. (1999) [3a] Benin

Okoko B. (2002) [4a] Gambia

Rayco-Solon P. (2005) [5a]
Gambia

Nikiema L. (2005) [6a]
Burkina-Faso

Djadou K. (2005) [7a] Togo

Olusanya O. (2010) [8a] Nigeria

Yatich N. (2010) [9a] Ghana

Olagbuji B. (2010) [10a] Nigeria
Olusanya O. (2012) [11a] Nigeria

Wilson N. (2012) [12a] Ghana
Padonou G. (2014) [13a] Benin

Briand V. (2016) [14a] Benin

SGA, Alihonou’s charts (16.7%)

Term-LBW (Prevalence
not applicable®)

Term-LBW (10.9%)

SGA, Battaglia’s charts (7%)

SGA, Williams’ charts (25.1%)

SGA, Alexander’s charts (32%)

SGA, Usher’s and McLean’s
charts (11.7%)

Term-LBW (4.3%)

SGA, Williams’ charts (13.4%)

Definition not reported (3.4%)
SGA, Olowe’s charts (5.8%)

Definition not reported (2.6%)
SGA, William'’s charts (25.3%)

IUGR, Schmiegelow’s
charts (18.5%)

Cross-sectional
study (754)

Case—control
study (1159)

Cohort study (4113)

Cross-sectional
study (313)
Cohort study (1916)

Cross-sectional
study (463)
Cohort study (1006)

Cross-sectional
study (2619)
Cross-sectional

study (746)

Cross-sectional
study (406)
Cross-sectional
study (3491
Cohort study (960)
Cross-sectional
study (526)
Cohort study (1016)

Gestational anaemia, primigravidity,
history of abortion, short maternal
height, education, low socio-economic
status

Malaria infection, primigravidity,
inadequate ANC visits, maternal
undernutrition, short maternal
stature, female newborn

Malaria infection, smoking during
pregnancy, maternal undernutrition,
previous IUGR, bleeding during
pregnancy

Malaria infection

Annual hungry season

Inadequate ANC visits, maternal
undernutrition, primigravidity

Young maternal age, maternal
undernutrition

Young maternal age, inadequate ANC
visits, female newborn

Malaria infection, helminth infection,
malaria, and helminth co-infection,
primigravidity, inadequate ANC visits

HIV infection

Gestational hypertension

Sickle cell disease

Low maternal nutritional status,
primigravidity male newborn

A z-scores over time: Concomitant,
recent and early malaria infection,
gestational anaemia; BW z-scores:
Primigravidity, low anthropometric
status, length of gestation

Local reference charts used to define
SGA Univariate analysis

Term-LBW used as a proxy for [IUGR

Term-LBW used as a proxy for IUGR

Reference charts established in a
developed country Univariate analysis

International reference charts used to
define SGA Univariate analysis

Reference charts established in a
developed country

Reference charts established in a
developed country Univariate analysis

Term-LBW used as a proxy for IUGR

International reference charts used to
define SGA

Univariate analysis

Local reference charts used to
define SGA

International reference charts used to
define SGA

Local charts based on in utero
measurements
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Table 2. Continued

First author (year),
[ref]* country

FGR definition (prevalence)

Study design
(sample size)

Significant factors associated to FGR

Comments

Africa, Central
Meuris S. (1993) [15a] Democratic
Republic of Congo

Mafina-Mienandi M. (2002) [16a]
Republic of Congo

Landis S. (2009) [17a] Democratic
Republic of Congo

Griffin J. (2012) [18a] Democratic
Republic of Congo

Moyambe-Thaba J. (2013) [19a]
Democratic Republic of Congo

Sofeu C. (2014) [20a] Cameroon

Africa, Northern
Arafa M. (2007) [21a] Egypt

Africa, Eastern
Temmerman M. (1990) [22a]
Kenya
Bulterys M. (1994) [23a] Rwanda

Walraven G. (1997) [24a Tanzania
Leroy V. (1998) [25a] Rwanda

Dreyfuss M. (2001) [26a]
Tanzania

Watson-Jones D (2002) [27a]
Tanzania
Ayisi J. (2003) [28a] Kenya

Habib N. (2008) [29a] Tanzania

Composite Variable®
(Prevalence not reported)

SGA, Leroy’s and Lefort’s charts
(Prevalence not applicable®)
SGA, Hadlock’s charts (29%)

SGA, Johnsen'’s charts (34%)

SGA, Alexander’s charts
(Prevalence not applicable®)

SGA, AUDIPOG’s charts (5.3%)

SGA, Egyptian local charts (9.8%)

Term-LBW (Prevalence not
applicable®)

SGA, Battaglia’s charts (23.3%)

Term-LBW (23.5%)

Term-LBW (9.9%)
SGA, Brenner’s charts (11.5%)

Term-LBW (8%)
SGA, Williams’ charts (9.8%)

SGA, Brenner’s charts (18%)

Cohort study (657)

Case—control
study (1078)
Cohort study (177)

Cohort study (182)

Case—control
study (420)

Cohort study (3737)
Cross-sectional
study (2419)
Case—control
study (1507)
Cohort study (627)
Cross-sectional
study (3162)

Cohort study (765)
Cohort study (822)

Cohort study (380)
Cohort study (2466)

Cross-sectional
study (14 444)

Malaria infection, gestational anaemia

Low gestational weight gain, low socio-
economic status, low educational level

Malaria during pregnancy, low
gestational weight gain, maternal
undernutrition

Malaria during pregnancy,
primigravidity

Malaria during pregnancy, gestational
hypertension, short maternal stature,
low socio-economic status

HIV-infection, infectious diseases
during pregnancy, primigravidity

Professional status

HIV infection, gestational
hypertension, primigravidity
HIV infection

Primigravidae women,
female newborn
Genital ulceration, gestational anaemia
Malaria infection, candidiasis infection,
HIV infection, low gestational weight
gain, vitamin E deficiency,
male newborn
Syphilis infection

Malaria infection, HIV infection,
primigravidity
HIV infection

FGR definition based on weight,
length, head circumference and
ponderal index

Reference charts established in a
developed country

Reference charts established in a
developed country

Reference charts established in
a developed country

Reference charts established in
a developed country

Reference charts established in
a developed country

Local reference charts used to
define SGA

Term-LBW used as a proxy for IUGR

Reference charts established in a
developed country
Term-LBW used as proxy for IUGR

Term-LBW used as proxy for IUGR
Reference charts established in a
developed country

International reference charts used to
define SGA

International reference charts used to
define SGA

Reference charts established in
a developed country

061

‘Te 19 ISSaqUIOINDY ‘A



96181 ‘T€ '810T “ASojoruapids [vjpuriad puv sijvipavd

P37 SU0S 79 A3[I\ WO /10T O

Table 2. Continued

First author (year),
[ref]* country

FGR definition (prevalence)

Study design
(sample size)

Significant factors associated to FGR

Comments

Schmiegelow C. (2013) [30a]
Tanzania
Slyker J. (2014) [31a] Kenya

Isaksen A B. (2015) [32a]
Tanzania

Muhihi A (2016) [33a] Tanzania
Africa, Southern

Stein H. (1975) [34a] South Africa
Taha T. (1995) [35a] Malawi
Steketee R. (1996) [36a] Malawi
Sullivan A. (1999) [37a] Malawi
Verhoeff F. (2001) [38a] Malawi
Ticconi C. (2003) [39a] Zimbabwe
Kalanda B. (2005) [40a] Malawi
Kalanda B. (2006) [41a] Malawi

Parekh N. (2011) [42a] Botswana

IUGR, Schmiegelow’s charts
(Prevalence not reported)
SGA, Mikolajczyk’s charts (9%)

SGA, Intergrowth 21st charts
(Prevalence not reported)

SGA, Intergrowth 21st charts
(15.8%)

SGA, Battaglia’s & Lubchenco’s
charts (59.2%)

Term-LBW (6.1%)

Term-LBW (11.1%)

SGA, Aberdeen’s charts (10.1%)

SGA, William’s charts (20.3%)

SGA, Alexander’s charts (15.5%)

Composite Variable® (Prevalence
not reported)

SGA, William’s charts (20.3%)

SGA, Botswana local charts (3.7%)

Cohort study (876)
Cohort study (475)

Cross-sectional
study (34 090)

Cohort study
(19 269)

Cross-sectional
study (103)

Cross-sectional
study (1385)

Cohort study (1766)

Cohort study (178)

Cohort study (1480)

Cohort study (986)

Cross-sectional
study (1423)

Cohort study (1571)

Cross-sectional
study (16 219)

Malaria infection
Maternal bacterial vaginosis,

Gestational weight gain
Alcohol consumption

Young maternal age, inadequate
ANC visits, short maternal stature,
primiparity, male newborn

Maternal undernutrition

HIV infection

Malaria infection, primigravidity,

maternal undernutrition, female newborn

Malaria infection, low education
level, inadequate ANC visits

Malaria infection, primigravidity, short
maternal stature

Malaria infection, HIV infection

Malaria infection, HIV infection,
primigravidity

Malaria infection, gestational anaemia,
primigravidity, short maternal stature

HIV infection, HAART initiation before
conception, gestational hypertension,
poor obstetrical history, low education
level

Local charts based on in utero
measurements

International reference charts used
to define SGA

International reference charts used
to define SGA Self-report of alcohol
consumption

International reference charts used
to define SGA

Reference charts established in a
developed country Univariate analysis

Term-LBW used as a proxy for [IUGR
Univariate analysis

Term-LBW used as a proxy for IUGR

Reference charts established in a
developed country

International reference charts used
to define SGA

Reference charts established in
a developed country

FGR definition based on weight,
length and gestational age at birth

International reference charts used
to define SGA

Local reference charts used to
define SGA
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Figure 2. Factors assessed as potential risk factors for FGR, according to publication year. The bubble size is proportional to the number
of times a specific group of factors was tested for its relation with FGR in the 45 included studies. For example, between 1996 and 2000,

13 socio-economic factors were tested in relation to FGR in six different studies.

also reported as risk factors for FGR. In this review,
primigravidity was associated with FGR in many
studies with adjusted risk estimates ranging from 1.2
to 4.9.2a,6a,9a,l3a,14a,20a,22a,24a,36a,38a,40a,41a,43a This effect
may be due to the fact that primigravidaeare more
susceptible to gestational stimuli, but they also are
more likely to suffer from malaria and obstetrical
complications such as gestational hypertension.”® In
this way, the detection and the prevention of risk fac-
tors should be particularly strengthened in this popu-
lation of women.

The contribution of ANC follow-up to FGR was
poorly documented, despite clear recommendations
from WHO for improving ANC in Africa.”® The tim-
ing of the first visit (third trimester vs. second)” and
the number of visits (less than three or no visit at all)

© 2017 John Wiley & Sons Ltd
Paediatric and Perinatal Epidemiology, 2018, 32, 184-196

were associated with the risk of FGR (aOR: from 1.1 to
4.4).2%2372 Degpite adjustment for some possible fac-
tors, inadequate ANC follow-up may concern at-risk
women for FGR in terms of—and may have been con-
founded by—living environment and pathological
conditions. However, ANC follow-up constitutes a
real window of opportunity to improve fetal out-
comes due to timely prevention, diagnosis, and treat-
ment of pregnancy complications.?*2%2% A free
policy for the first ANC visit may improve ANC
attendance and preventive strategies implementation.

Other determinants

Hypertensive disorders, cigarette smoking, and alco-
hol consumption during pregnancy as well as a low
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Table 3. Prevalence of preventable factors and related aggregate risk estimates for fetal growth restriction in sub-Sahara African
countries

Adjusted risk ~ Aggregate®
Prevalence estimates risk estimates Studies Heterogeneity

Factors range (range) (95% CI) contributing” test (¢, P value)
Malaria infection 8.2-63.5% 1.40-5.50 1.95(1.04,3.66)  2a,9a, 19a, 26a, 30a, 39a, 40a, 41a, P =99%, P < 0.001
HIV infection 7.7-63% 1.28-4.50 1.86 (1.38,2.50) 20a, 22a, 23a, 25a, 26a, 29a, 39a, 40a, 42a,43a  I* = 89%, P < 0.001
Low maternal 9.9-48% 1.60-7.57 2.28(1.59,3.25) 2a,6a,13a, 16a, 25a, I? = 81%, P < 0.001

nutritional status®
Gestational 5.6-22.2% 1.80-4.60 2.61(2.42,2.82) 1la,19a,22a,42a, 44a I =0%,P =045

hypertension
Inadequate 15.2-58% 1.13-4.36 1.38(1.20,1.60)  2a, 6a, 8a, 9a, 33a I =71%, P = 0.008

ANC follow-up

“Aggregate adjusted risk estimates were weighted by study size. Only studies with multivariate analysis were included for aggregated

risk estimation.

PNumbers refer to references contributing to aggregate risk estimates.

I represents the percentage of variation between the sample estimates that is due to heterogeneity rather than to sampling error. Signif-
icant heterogeneity is typically considered to be present if I? is 50% or more.
INutritional status (low body mass index during pregnancy, low gestational weight gain).

socio-economic status (SES) are important and well-
documented risk factors for FGR in high-income coun-
tries. This review evidenced a very low number of
studies on the effect of these factors in Africa. Indeed,
only four assessed and demonstrated the effect of ges-
tational hypertension on FGR!'*1%22242 Hyperten-
sive disorders during pregnancy are one of the most
frequent medical conditions in pregnancy and a well-
known contributor to maternal and perinatal mortality
worldwide.**?" There is clearly a need for more stud-
ies assessing the effect of hypertension on FGR and its
potential interaction with malaria in Africa.*

Only three studies reported a significant association
between FGR and smoking or alcohol.**?*45% African
women seldom use tobacco products and this is
mainly reported in women living in urban areas.
However, alcohol consumption during pregnancy is
more frequent, although probably under-reported
because of local culture and acceptance.”® Because of
well-documented deleterious consequences of smok-
ing and alcohol on the fetus in high-income countries,
further studies are required to assess the effect of both
factors on fetal growth in Africa.

Finally, maternal SES (measured by criteria such as
education, occupation, household characteristics or a
combination of them)was also reported as a signifi-
cant risk factor for FGR.'®'6¥1%a2la37a42a43a 1 1)
studies, confidence intervals were large and the asso-
ciation with FGR may have been partly confounded
by factors such as poor maternal nutrition or

infections, which are more likely in women with a
low SES. However, the independent effect of SES has
clearly been documented in developed countries.>

Strengths of the study

This study contributes new knowledge about FGR in
Africa by compiling and synthesizing information on
the results of the existing literature.'* In addition to
identifying factors requiring further investigation in
the African context, this review documented the
methodological limitations of available studies and
provides a base for improving research on FGR in
Africa within a future research agenda. This review
has also highlighted the lack of a validated and con-
sensual definition for FGR in Africa, making compar-
isons between studies challenging. This calls for a
better estimation of gestational age and the use of
standardized reference charts.

Limitations of the data

This review documents the wide heterogeneity in
methods used across studies. This constitutes a major
challenge for researchers and public health profes-
sionals seeking to use research results to inform pol-
icy. We found that the prevalence of FGR was highly
variable, ranging from 3 to 60% according to region.
This variability is likely to be explained by differences
in the definition of FGR, gestational age estimation

© 2017 John Wiley & Sons Ltd
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and references used for FGR, revealing the absence of
consensus about an optimal approach for defining
FGR in Africa.

While these differences contribute to the wide range
in the FGR prevalence and likely impact on the mag-
nitude of the effect sizes in risk factor analyses, the
existence of significant associations with common risk
factors were concordant across studies. We computed
a PAR for common preventable factors despite these
limitations in order to provide an estimated range for
their effects. Nevertheless, the PAR should be inter-
preted in the light of these methodological limitations.

Conclusions

Despite the methodological issues related to FGR
identification that were raised in this review, FGR was
reaffirmed as a major public health problem in Afri-
can countries. FGR is preventable through existing
efficacious interventions for malaria, HIV, and mater-
nal undernutrition, which should be implemented as
early as possible during pregnancy. Further studies
are needed to assess the influence of factors such as
gestational hypertension, cigarette smoking, sickle cell
disease, and socio-economic status, which have been
poorly investigated so far. Finally, a consensual defi-
nition for FGR in Africa is warranted. A broader use
of US, as recommended by WHO,?° as well as of inter-
national standards for fetal growth and newborn size
(INTERGROWTH-21st and WHO projects)*>® may
contribute to better assess FGR and facilitate interna-
tional comparisons.
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Supplementable table S1. Query term equations used for the identification of the articles in the scoping review

Database Searching

Equations

Medline/Pubmed

Embase/Elsevier

SciVerseScopus

ScienceDirect (Elsevier)

AfricanJournals Online (AJOL)

Open Grey*

Interuniversity Library (BIU) of Paris
Descartes university**

(("Fetal growth restriction" [Mesh] OR "Infant, small for gestational age" [Mesh]) AND ("Risk factors" [Mesh] OR "Risk" [Mesh] OR
"Pregnancy, High-Risk" [Mesh] OR "Malaria" [Mesh] OR "Parasitemia"[Mesh] OR "Anemia" [Mesh] OR "Alcohols" [Mesh] OR "Fetal Alcohol
Spectrum Disorders" [Mesh] OR "Alcohol-Induced Disorders" [Mesh] OR 'smoking''[Mesh] OR "Tobacco Smoke Pollution" [Mesh] OR
"Tobacco Products" [Mesh] OR "Tobacco" [Mesh] OR "Pregnancy complications" [Mesh] OR "Hypertension" [Mesh] OR "Hypertension,
Pregnancy-Induced" [Mesh] OR "Pre-eclampsia” [Mesh] OR "Reproductive Tract Infections" [Mesh] OR "Herpes Genitalis" [Mesh] OR
"Rubella" [Mesh] OR "Toxoplasmosis" [Mesh] OR "Cytomegalovirus" [Mesh] OR "Syphilis" [Mesh] OR "Urinary Tract Infections" [Mesh]
OR "HIV" [Mesh] OR "HIV infection" [Mesh] OR "Diabetes Mellitus" [Mesh] OR "Diabetes, Gestational" [Mesh] OR "Body Weight'' [Mesh]
OR "Nutrition Disorders" [Mesh] OR "Malnutrition" [Mesh] OR "Thinness" [Mesh] OR "Socioeconomic Factors" [Mesh] OR "Demography"
[Mesh] OR "Population characteristics" [Mesh] OR "Epidemiologic study characteristics as topic" [Mesh] OR "Sociological factors" [Mesh] OR
" Anthropometry” [Mesh] OR "Anemia, Sickle cell" [Mesh] OR "Sickle Cell Trait" [Mesh] OR "Placenta Diseases" [MesH]) AND ("Africa"
[Mesh] OR "Africa South of the Sahara" [Mesh]))

'fetal growth restriction’ OR 'infant, small for gestational age' AND ('risk factors' OR 'risk' OR 'pregnancy, high-risk' OR 'malaria’ OR
‘parasitemia’ OR 'anemia’ OR 'alcohols' OR 'fetal alcohol spectrum disorders' OR 'alcohol-induced disorders' OR 'smoking' OR 'tobacco smoke
pollution’ OR 'tobacco products' OR 'tobacco' OR 'pregnancy complications' OR 'hypertension' OR 'hypertension, pregnancy-induced' OR 'pre-
eclampsia’ OR 'sexually transmitted diseases’ OR 'reproductive tract infections' OR 'herpes genitalis' OR 'rubella’ OR 'toxoplasmosis' OR
‘cytomegalovirus' OR 'syphilis' OR 'urinary tract infections' OR 'hiv' OR 'hiv infection' OR 'diabetes mellitus' OR 'diabetes, gestational' OR
‘body weight' OR 'nutrition disorders' OR 'malnutrition’ OR 'thinness' OR 'socioeconomic factors' OR ‘'demography’ OR 'population
characteristics' OR 'epidemiologic study characteristics as topic' OR 'sociological factors' OR 'anthropometry' OR 'anemia, sickle cell' OR 'sickle
cell trait' OR 'placenta diseases') AND (‘africa’ OR 'africa south of the sahara')

(TITLE-ABS-KEY ( "Fetal growth restriction” OR "small for gestational age" OR "Fetal growth restriction” OR 'intra uterine growth
restriction") AND LIMIT-TO ( Africa))

("Fetal growth restriction") AND (Africa )AND LIMIT-TO (contenttype, "JL,BS","Journal")

((Malaria OR Anemia OR "Risk factor" OR Hypertension OR "Reproductive tract infections” OR "Gestational diabetes" OR Malnutrition) AND
Pregnancy AND Outcome)

"Fetal growth restriction” OR "small for gestational age" OR "Fetal growth restriction” OR "intra uterine growth restriction") AND "Africa"

"Fetal growth restriction"
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Supplementable table S2. References of the articles included in the scoping review.

Reference

Citation
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2a

3a

4a

S5a

6a
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8a

9a
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13a
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D’épidémiologie Et De Santé Publique 1995;43:215-224

Fourn L, Ducic S, Seguin L. Smoking and intrauterine growth retardation in Republic of Benin. Journal of Epidemiology and Community Health
1999;53:432-433

Okoko BJ, Ota MO, Yamuah LK, Idiong D, Mkpanam SN, Avieka A, et al. Influence of placental malaria infection on foetal outcome in the Gambia:
twenty years after lan Mcgregor. Journal of Health, Population, and Nutrition 2002;20:4—11

Rayco-Solon P, Fulford AJ, Prentice AM. Differential effects of seasonality on preterm birth and intrauterine growth restriction in rural Africans. American
Journal of Clinical Nutrition 2005;81:134-139

Nikiema L, Pilleron S, Martin-Prevel Y. Determinants of intra uterine growth retardation in rural Burkina Faso. 18th International Congress of Nutrition.
Durban, South Africa. Annals of Nutrition & Metabolism 2005;49:368(Abst. 6.7.28)

Djadou K, Sadzo-Hetsu K, Tatagan-Agbi K, Assimadi K, Sodzi K, Lapillonne A. [Anthropometric parameters, frequency and risk factors of intrauterine
growth retardation in full-term infants in North Togo]. Archives De Pédiatrie: Organe Officiel De La Sociéte Frangaise De Pédiatrie 2005;12:1320-1326
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Supplemental table S3. Characteristics of the 45 studies included in the scoping review.

. Stud .
First author (year), y Y d Gestational age Stud lati L. L.
Country year/perio (GA) assessment tudy population Significant factors and associations
(Duration)
Africa, Western
Alihonou E. (1987) [1a] 1983 . Gestational anaemia, primigravidae , history of abortion, short maternal height,
Benin (3 mo) LLLAT Dlioat jpgpn Ao low education, low socioeconomic status (OR and P-value not reported)
Peripheral malaria infection during pregnancy: aOR 2.4, 95% CI 1.5, 3.8
Primigravidae: aOR 3.3, 95% CI12.0, 5.3
Meda M. (1995) [2a] 1991-1992 Dubowitz score Urban population Inadequate ANC visits (number < 3): aOR 2.0, 95% CI 1.5, 2.8
Burkina-Faso (12 mo) Maternal undernutrition (MUAC < 24 cm): aOR 1.6, 95% CI 1.0, 2.7
Short maternal stature (height < 155 cm): aOR 1.8,95% CI 1.2,2.8
Female newborn: aOR 1.8,95% CI 1.4, 2.6
Peripheral malaria during pregnancy: aRR 1.1, 95% CI 1.0, 1.3
Fourn L. (1999) [3a] 1991-1992 . i s Smoking during pregnancy: aRR 1.8, 95% CI 1.0, 3.1
Eenin (12 mo) Iban population Maternal undernutrition (weight <50kgs): aRR 2.0, 95% CI 1.6, 2.5
Obstetrical factor (previous IUGR), aRR 1.7,95% CI 1.2, 2.4
Bleeding during pregnancy, aRR 2.0, 95% CI 1.6-2.7
Okoko B. (2002) [4a] 1997 Dubowitz score Rural population .
Gambia (5 mo) Exclusion of pregnant women with hypertension Placental malaria (OR not reported)
Rayco-Solon P. (2005) [5a] 1976-2003 . .
Gambia (26y) Dubowtiz score Rural population Annual hungry season (RR not reported)
Nikiema L. (2005) [6a] 2005 Urban population Inadequate ANC visits (number < 3): aOR 1.5,95% CI 1.2, 1.9
Burkina-Faso (2 mo) LMP Exclusion of women who delivered < 33 wk Maternal undernutrition (BMI< 18.5 kg/m?): aOR 1.6, 95% C11.2-2.1
Primigravidae: aOR 1.6, 95% CI 1.2-2.1
Djadou K. (2005) [7a] 1999-2000 ] Young maternal age (< 18 years): RR 2.7,95% CI11.2,5.9
Togo (12 ) LMP S rff};‘;ltf;‘v’gr‘ﬂ:g‘z; th hvbertension Maternal undernutrition (BMI< 20 kg/m?): RR 1.8, 95% CI 1.1, 2.9
preg yP Maternal undernutrition (weight <50 kgs): RR 2.6, 05% CI 1.6, 4.2
. Young maternal age (< 20 years): aOR 2.9,95% CI 1.2, 6.9
g}“zigya 0. (2010) [8a] 20(2;'2;)07 LMP Urban population Tnadequate ANC visits (none): aOR 1.9, 95% CI 1.3, 2.7
& Y Female newborn: aOR 1.4, 95% C10.9, 1.9
Peripheral malaria during pregnancy: aOR 2.7, 95% CI 1.5, 5.9
. . Helminth infection during pregnancy: aOR 2.2, 95% CI 1.4, 3.8
éﬁ:ﬁg N. (2010) [9a] é?gg) Ultrasound scan Exelusion g;ii‘;np‘;i‘;lgé"“re Cancies Malaria and helminthco-infection: aOR 3.5, 95% CI 1.4, 8.6
P preg Primigravidae: aOR 1.4, 95% CI 1.1, 2.3
Inadequate ANC visits (1st ANC at 3™ trimester): aOR 2.4, 95% CI 1.4, 4.1
Olagbuji B. (2010) [10a] 2007-2008 Urban population N
Nigeria (12 mo) Not reported HIV-infected pregnant women population HIV infection: OR 13.8,95% CI 1.8, 106.7
Exclusion of women with chronic medical disorders
%‘;:;ya Or i) ] 20(23_}2,;) e LMP Urban population Gestational hypertension: aOR 2.9, 95% CI 1.8, 4.7
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Supplemental table S3.

Characteristics of the 45 studies included in the scoping review (continued).

. Stud .
First author (year), y Y Gestational age S lati L. L.
Country year. Pe.ﬂ(’d (GA) assessment tudy population Significant factors and associations
(Duration)
Africa, Western
Wilson N. (2012) [12a] 2007-2008 Urban population . . .
Ghana (12 mo) INigif seipan 24 Exclusion of women with co-morbidities (HIV, malaria) selde eell diemmues IR AL SHF (Ul 1D
Padonou G. (2014) [13a] 2007-2008 . Maternal low nutritional status: aOR 2.5, 95% CI 1.6, 3.9
Benin (13 mo) Ballard score Rural population Primigravidae: aOR 1.9, 95% CI 1.1, 3.3
Male newborn: aOR 1.7 95% CI 1.1, 2.6
A z-scores over time
Concomitant malaria infection: coefficient -0.05, 95% CI -0.06, -0.04
Recent malaria infection: coefficient -0.03, 95% CI -0.03, -0.02
Briand V. (2016) [14a] 2008-2010 Ultrasound scan, Rural population Early malaria infection: coefficient -0.04, 33% C1-0.04, -0.03
X 5 . . . Gestational anaemia: coefficient 0.03, 95% CI 0.02, 0.04
Benin Q2y) Hadlock’s algorithm Inclusion of women with GA < 24 wk
BW z-scores
Primigravidae: coefficient -0.42, 95% CI -0.57, -0.26
Low anthropometric status: coefficient -0.37, 95% CI -0.65, -0.10
Length of gestation (< 37 weeks): coefficient -0.48, 95% CI -0.80, -0.10
Africa, Central
FGR definition based on weight (W), length (L), head circumference (HC) and
. ponderal index (PI) at birth
Meuris S. (1993) [15a] Not specify Not reported Rural population Type I (decrease of W, L, HC) : Gestational anaemia (Hb < 10 g/dl)
Democratic Republic of Congo (7 mo) Type II (decrease of W, L) : Placental malaria
Type III (decrease of W, PI) : Peripheral malaria during pregnancy
(OR not reported)
Mafina-Mienandi M. (2002) [16a] 2001 Ballard Score Urban population Low gestational weight gain (< Skgs): aOR 7.6, 95% Cl 4.1, 14.1
Republic of Congo (6 mo) Exclusion of women who delivered < 37 wk Low socioeconomic status: aOR 5.7, 95% C13.4, 9.4
Low educational level: aOR 3.6, 95% CI 1.9, 6.7
3 1 T M . 0,
Landis S. (2009) [17a] 2005-2006 Ultrasound scan, ; ; Urban populatlor} Peripheral malaria eplsodes 2 3: aRR 3.3,95% ?I 1.3,8.2
T Rt oo A7) Tl Sl Incluswr? of pregnant women with GA < 24 wk Low monthly gestational weight gain (< 1.5 kg): aRR 5.7, 95% CI 1.3, 25.0
Exclusion of HIV-infected pregnant women Maternal undernutrition (decrease in MUAC): aRR 2.7, 95% CI 1.0, 7.7
. Urban population
Griffin J. .(2012) [lf.ﬂa] 2005-2006 Ultrastzund sean, Inclusion of pregnant women with GA < 22 wk Primigravidae with early pregnancy malaria: aRR 3.6, 95% CI 2.1, 6.2
Democratic Republic of Congo (12 mo) Hadlock’s algorithm . . .
Exclusion of pregnant women with hypertension
Peripheral malaria during pregnancy: aOR 2.3, 95% C12.2, 4.2
Moyambe-Thaba J. (2013) [19a] 2010-2011 Ultrasound scan Rural population Gestational hypertension: aOR 4.6, 95% CI1 2.2, 9.6
Democratic Republic of Congo (17 mo) Inclusion of pregnant women with GA < 24 wk Short maternal stature (height < 155 cm): aOR 3.9, 95% CI 1.6, 9.6

Low socioeconomic status: aOR 5.3,95% CI12.6, 11.0
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Supplemental table S3. Characteristics of the 45 studies included in the scoping review (continued).

. Stud .
First author (year), ear/ el)"io d Gestational age Study population L. L.
Country year/pel (GA) assessment Yy pop Significant factors and associations
(Duration)
Africa, Central
. HIV-infection: aRR 4.0, 95% CI 2.0, 8.1
g(;fizrgér(lzom) P 20(2;_2;) 1 LMP Inclusion of g{g?n?;gg(lianro: S Infectious diseases during pregnancy: aRR 1.4, 95% CI 1.0, 2.0
y preg Primigravidae: aRR 1.9, 95% CI 1.3, 2.7
Africa, Northern
Arafa M. (2007) [21a] AZLIG Ballard score Urban population Working status (vs. housewives): aOR 0.4, 95% CI 0.3, 0.6
Egypt (4 mo)
Africa, Eastern
HIV infection: aOR 2.3, 95% CI11.2,4.2
Eemmerman M. (1990) [222] ;998 LMP or Dubowitz score Urban population Gestational hypertension: aOR 2.7, 95% CI 1.2, 6.4
(el (9 mo) Exclusion of women with caesarean section Primigravidae: aOR 1.2, 95% CI 1.1, 1.4
Bulterys M. (1994) [23a] 1989-1992 Rural population S .
Rwanda (2'y,4 mo) Ballard score Inclusion of HIV-infected pregnant women HIV-1infection, aRR: 1.7 (1.1-2.8)
Walraven G. (1997) [24a] 1989-1990 Dubowitz score Rural population Primigravidae: aOR 3.6, 95% CI 2.1, 6.0
Tanzania (12 mo) pop Female newborn: aOR 1.5, 95% CI 1.0, 2.1
Leroy V. (1998) [25a] 1992-1993 Finnstrém score Urban population Genital ulceration: aRR 3.5,95% CI 1.3, 9.4
Rwanda (12 mo) ’ pop Gestational anaemia: aRR 3.5, 95% CI 1.1, 10.8
Peripheral malaria during pregnancy: aRR 1.8,95% CI 1.1, 3.0
Candidiasis infection: aRR 0.6, 95% CI1 0.4, 0.9
Dreyfuss M. (2001) [26a] 1995-1997 LMP Urban population HIV infection: aRR 2.1, 95% CI 0.9, 4.6
Tanzania (2'y, 2 mo) Inclusion of HIV-infected pregnant women Gestational weight gain (per kg): aRR 0.95, 95% C10.92, 0.98
Vitamin E deficiency (< 8 mg/L): aRR 1.9,95% CI 1.1, 3.3
Male newborn: aRR 0.6, 95% C10.4, 0.9
Watson-Jones D (2002) [27a] 1998-2000 Dubowitz score . Rural population Syphilis infection: aRR 2.1,95% CI 1.0, 4.2
Tanzania 2y Exclusion of pre-eclampsia and diabetic women
o . Primigravidae with malaria alone, aRR: 1.8 (1.2-2.8)
Ayisi J. (2003) [28a] 199(2'1)9 99 Dubowitz score Inclusion ogszigrﬁoﬁlélaign reenancies Primigravidae with malaria and HIV, aRR: 2.0 (1.1.-3.6)
Kenya y P preg Multigravidae with malaria and HIV, aRR: 2.1 (1.0-4.2)
Habib N (2008) [29a] 1999-2006 LMP Rural population HIV-infection: aOR 1.6,95% CI 1.1,2.4
Tanzania Ty)
Schmiegelow C. (2013) [30a] 2008-2010 Ultrasound scan, Rural population BW z-score: Peripheral malaria, coefficient -0.50, 95% CI -0.86, -0,13
Tanzania (18 mo) Hadlock’s algorithm Exclusion of pregnant women with pre-eclampsia Relative fetal weight gain: Peripheral malaria, aRR 4.9, 95% CI 2.9, 11.8
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Supplemental table S3. Characteristics of the 45 studies included in the scoping review (continued).

. Stud .
First author (year), ear/ el)"io d Gestational age Study population L. L.
Country )EDurl:ltion) (GA) assessment Yy pop Significant factors and associations
Africa, Eastern
Slyker J. (2014) [31a] 1999-2002 Dulbertiz S . Urban population Maternal bacterial vaginosis: aRR 3.2, 95% CI1 1.4, 7.4
Kenya Gy HIV-infected population with GA > 28 wk Gestational weight gain (increase BMI): aRR 0.7, 95% CI 0.6, 0.9
Isaksen A B. (2015) [32a] 2000-2010 N q Rural Jati
Tanzania 10y) ot reporte: ural population Alcohol consumption: aOR 0.87, 95% CI 0.80, 0.94
Young maternal age (< 20 years): aRR 1.2,95% CI 1.1, 1.3
- 2010-2013 . Inadequate ANC visits (1st at 3" trimester): aRR 1.1, 95% CI 1.0, 1.3
1’}/2:1};1;1;1: U O)EEED (2y, 6 mo) LMP Rural and urban population Short maternal stature (height < 150 cm): aRR 1.6, 95% CI 1.3, 1.9
Primiparity: aRR 1.6,95% CI 1.4, 1.7
Male newborn: OR 1.1, 95% CI 1.0, 1.2
Africa, Southern
Stein H. (1975) [34a] . . .
South Africa Not specify Dubowitz score Urban population Maternal undernutrition (albumin level < 30g/L), OR not reported
IT/?hla Tj (1995) [35a] 19?3'1990 Ballard score Urban population HIV-infected vs. HIV-non infected women (term-LBW: 7.5% vs 4.4%)
alawi (12 mo) (OR not reported)
Stek R. (1996) [36 1987-1990 Placental malaria: aRR 1.7,95% CI 1.2, 2.5
N;elete.e ( DIEGE] 3- Dubowitz score Rural population Primigravidae: aRR 4.9, 95% CI12.7, 9.2
LAV Gy Maternal undernutrition (weight < 50 kgs): aRR 1.8, 95% CI 1.3, 2.6
Female newborn: aRR 4.5, 95% CI 2.5, 7.9
. 1995-1996 . Rural population Peripheral malaria during pregnancy: aRR 5.5, 95% CI 1.6, 19.2
Sullivan A. (1999) [37a S pop '
Malawi ( ) 372 (7 mo) Dubowitz score Exclusion of women with life-threatening illness Low education level (none): aRR 5.4,95% C12.0, 14.1
Inadequate ANC visits (number < 1): aRR 4.4, 95% CI1 1.3, 14.5
Verhoeff F. (2001) [38a] 1993-1994 o - - Peripheral or placental malaria: aRR 1.4,95% CI 1.0, 1.9
Malawi (21 mo) B CEEOIE ural popuiation Primigravidae: aRR 1.9, 95% CI 1.4, 2.6
Short maternal stature (height < 150 cm): aRR 1.6, 95% CI 1.0, 2.4
ECCS n; C. (2003) [39a] 20?3 -2001 Not reported Rural population Peripheral malaria during pregnancy: aRR 3.9, 95% CI 2.5, 6.3
imbabwe (12 mo) HIV infection: aRR 4.1, 95% CI 2.4, 6.9
Wasting (birthweight for gestational age z-score < -2 standard deviation)
HIV infection: aOR 1.8, 95% CI 1.0, 2.9
ﬁallanda B. (2005) [40a] 19192-1994 Ballard score Rural population PrlmlgraVIdae aOR 1.8,95% CI 1.1, 3.1
LAl (16 mo) Stunting (birth length for gestational age z-score < -2 standard deviation)
Peripheral malaria at delivery : aOR 1.7, 95% CI 1.0, 2.9
Primigravidae : aOR 2.1, 95% CI 1.3, 3.6
Peripheral or placental malaria: aOR 1.4, 95% CI 1.0, 1.9
ﬁ?lland'a B. (2006) [41a] 19?2'1994 Ballard score Rural population Gestational anaemia at 1* ANC: aOR 1.7,95% CI 1.2, 2.5
alawi (16 mo) Primigravidae, aOR: 1.9, 95% CI 1.4, 2.7

Short maternal stature (height < 150 cm): aOR 1.6, 95% CI11.0,2.5
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Supplemental table S3. Characteristics of the 45 studies included in the scoping review (continued).

First author (year), St/udy iod Gestational age Stud lati L. L.
Country year/perio (GA) assessment tudy population Significant factors and associations
(Duration)
Africa, Southern
HIV infection: aOR 1.9, 95% CI 1.4, 2.6
Parekh N. (2011) [42a] 2007-2010 LMP or fundal height o s HAART initiation before conception: aOR 1.8,95% CI 1.2, 2.5
Botswana 2y, 5 mo) measurement anipupyation Gestational hypertension: aOR 3.4, 95% CI 2.4, 4.9
History of adverse pregnancy outcomes: aOR 1.8, 95% CI 1.2, 2.5
Low education level: aOR 1.5,95% CI 1.0, 2.2
HIV infection: aRR 1.3,95% CI 1.1, 1.5
Ndirangu J (2012) [43a] 2001-2004 LMP Rural population Primigravidae: aRR 1.7, 95% Cl14,2.1
South Africa 3y Short maternal stature (height < 158.4 cm): aRR 1.4,95% CI 1.1, 1.8
Water source (non-piped vs. piped): aRR 1.3,95% CI1 1.0, 1.5
Delivery at home: aRR 1.5,95% CI 1.2, 1.9
Johnson KM (2016) [44a] 2014-2015 e Rural and urban population Non-severe hypertension: aRR 1.6, 95% CI 1.4, 1.8
Botswana (12 mo) Exclusion of HIV-infected pregnant women Severe hypertension: aRR 2.7, 95% CI1 2.3, 3.1
Gestational hypertension: aRR 1.8, 95% CI 1.6, 2.0
Sania A (2017) [45a] 2013-2014 Ultrasound scan ) ) _
South Africa (15 mo) * HIV-infected population Alcohol consumption: aRR 2.0,95% CI 1.1, 3.6

References are in bracket, and all completed citations are presented in the supplemental table S2
Hb :Haemoglobin, SGA: Small-for-gestational age, IUGR: Intrauterine growth restriction, PTD: Preterm delivery, LBW: Low birthweight, MUAC: Mid-upper-arm-circumference, BMI: Body mass index, HAART: Highly active
antiretroviral treatment, LMP : Last menstrual period, WK: weeks of gestation, aOR: Adjusted odds ratio, aRR: Adjusted relative risk, CI: Confidence interval
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Supplementable table S4. Details of citations for reference charts used to define fetal growth restriction in the studies included in the scoping review

Charts

Citations

Alihonou's chart
Olowe's chart
Schmiegelow's chart

Egyptian local chart
Botswana local chart

Battaglia's chart
Alexander's chart

Usher's & McLean's chart
Leroy's & Lefort's chart
Haldock's chart

Johnsen's chart
Audipog's chart
Brenner's chart

Aberdeen's chart

William's chart

Mikolajczyk's chart

Intergrowth 21st chart

WHO charts

Reference charts developed in Africa
Alihonou E, Azandegbe N, Perrin R, Hekpazo A, Laleye H. [Epidemiologic approach to intrauterine growth retardation in the People’s
Republic of Benin]. Revue Frangaise De Gynécologie Et D obstétrique 1987;82:253-257.
Olowe SA. Standards of intrauterine growth for an African population at sea level. The Journal of Pediatrics 1981;99:489—495.
Schmiegelow C, Scheike T, Oesterholt M, Minja D, Pehrson C, Magistrado P, et al. Development of a fetal weight chart using serial trans-
abdominal ultrasound in an East African population: a longitudinal observational study. PloS One 2012;7:e44773.
Egyptian charts, Ministry of Health, unpublished data.
Botswana—Harvard AIDS Institute Partnership, Ministry of Health, unpublished data.

Reference charts from a developed country
Battaglia FC, Lubchenco LO. A practical classification of newborn infants by weight and gestational age. The Journal of Pediatrics
1967;71:159-163.
Alexander GR, Himes JH, Kaufman RB, Mor J, Kogan M. A United States national reference for fetal growth. Obstetrics and Gynecology
1996;87:163-168.
Usher R, McLean F. Intrauterine growth of live-born Caucasian infants at sea level: standards obtained from measurements in 7 dimensions
of infants born between 25 and 44 weeks of gestation. The Journal of Pediatrics 1969;74:901-910.
Leroy B, Lefort F. [The weight and size of newborn infants at birth]. Revue Francaise De Gynecologie Et D obstetrique 1971;66:391-396.
Hadlock FP, Deter RL, Harrist RB, Park SK. Estimating fetal age: computer-assisted analysis of multiple fetal growth parameters. Radiology
1984;152:497-501.
Johnsen SL, Rasmussen S, Wilsgaard T, Sollien R, Kiserud T. Longitudinal reference ranges for estimated fetal weight. Acta Obstetricia Et
Gynecologica Scandinavica 2006;85:286-297.
Mamelle N, Munoz F, Grandjean H. [Fetal growth from the AUDIPOG study. I. Establishment of reference curves]. Journal De
Gynecologie, Obstetrique Et Biologie De La Reproduction 1996;25:61-70.
Brenner WE, Edelman DA, Hendricks CH. A standard of fetal growth for the United States of America. American Journal of Obstetrics and
Gynecology 1976;126:555-564.
Thomson AM, Billewicz WZ, Hytten FE. The assessment of fetal growth. The Journal of Obstetrics and Gynaecology of the British
Commonwealth 1968;75:903-916.

International reference charts

Williams RL, Creasy RK, Cunningham GC, Hawes WE, Norris FD, Tashiro M. Fetal growth and perinatal viability in California. Obstetrics
and Gynecology 1982;59:624—632.
Mikolajczyk RT, Zhang J, Betran AP, Souza JP, Mori R, Giilmezoglu AM, et al. A global reference for fetal-weight and birthweight
percentiles. Lancet (London, England) 2011;377:1855-1861.
Villar J, Cheikh Ismail L, Victora CG, Ohuma EO, Bertino E, Altman DG, et al. International standards for newborn weight, length, and
head circumference by gestational age and sex: the Newborn Cross-Sectional Study of the INTERGROWTH-21st Project. Lancet (London,
England) 2014;384:857-868.
Kiserud T, Piaggio G, Carroli G, Widmer M, Carvalho J, Neerup Jensen L, et al. The World Health Organization Fetal Growth Charts: A
Multinational Longitudinal Study of Ultrasound Biometric Measurements and Estimated Fetal Weight. PLoS medicine 2017;14:¢1002220.
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Supplemental table S5.Main factors assessed as risk factors for fetal growth restriction, by African region.

First author (year), [ref]
Country

Malaria

HIV

Other
infections*

Genetic
factors

Obstetric
factors

ANC
follow-up

Non infectious
morbidity*

Nutritional
factorst

Behavioral®
factors

Socioeconomic-
demographic factors®

Alihonou E. (1987) [1a]
Benin

Meda M. (1995) [2a]
Burkina-Faso

Fourn L. (1999) [3a]
Benin

Okoko B. (2002) 87 [4a]
Gambia

Rayco-Solon P. (2005) [5a]
Gambia

Nikiema L. (2005) [6a]
Burkina-Faso

Djadou K. (2005) [7a]
Togo

Olusanya O. (2010) [8a]
Nigeria

Yatich N. (2010) [9a]
Ghana

Olagbuji B. (2010) [10a]
Nigeria

Olusanya O. (2012) [11a]
Nigeria

Wilson N. (2012)% [12a]
Ghana

Padonou G, (2014) [13a]
Benin

Briand V. (2016) [14a]
Benin

Meuris S. (1993) [15a]
Democratic republic of Congo
Mafina-Mienandi M, (2002) [16a]
Republic of Congo

Landis S. (2009) 8 [17a]
Democratic republic of Congo
Griffin J. (2012) ¥ [18a]
Democratic republic of Congo
Moyambe-Thaba J. (2013) [19a]
Democratic republic of Congo
Sofeu C. (2014) [20a]

Cameroon

T S

ke

XX X X X

XX X X X X

AFRICA, WESTERN

X

X
X
X

o

XX X X X X

X

X-

e

XX X X

AFRICA, CENTRAL

XX X X X

X

XKoooX X X X X X X X

XKoo X X X

T R T o T T B A I

XX X X X X

47



Supplemental table S5.Main factors assessed as risk factors for fetal growth restriction, by African region (continued).

First author (year), [ref] Malari v Other Genetic Obstetric ANC Non infectious  Nutritional — Behavioral® Socioeconomic-

alaria . . . g + .
Country infections* factors factors follow-up morbidity¥ factors? factors demographic factors®

AFRICA, EASTERN
Ezg;r;lerman M. (1990) [22a] ) X X X X X- X - - X
gal:fll(‘iﬁs M. (1994) [23a] ) X X X X _ _ _ X X
Walra\./en G. (1997) [24a] X B B X X X _ X - X
Tanzania
Iﬁs:;fdzl. (1998) [25a] X X X X X R R X - X
Dreyfu§s M. (2001) [26a] X X X X X _ _ X X X
Tanzania
Watsm}-Jones (2002) [27a] X X X X X _ _ X - X
Tanzania
izrlls;a.] . (2003) [28a] X X ) X X R R X X X
Habib N. (2008) [29a] X X X X
Tanzania ) i ) _ ) -
: 130
Schnuegelow C. (2013) " [30a] X e B X X B _ X - X
Tanzania
ilg:;: J. (2014) [31a] ) X X X X _ _ X - X
Isaksen A B. (2015) [32a] X X X X X X
Tanzania ) i ) _
Muhihi A (2016) [33a] ) B ) X X X R X - X
Tanzania
AFRICA, SOUTHERN

Stein H. (1975) [34a] ) B ) _ R R X - -
South Africa
Taha T. (1995) [35a] ) X ) ~ _ R R - -
Malawi
izzﬁa&e R. (1996) [36a] X X X X X . R X X X
Sullivgn A. (1999) [37a] X B ) ~ X X - X - X
Malawi
T}ccom C. (2003) [38a] X e B _ X _ _ _ - X
Zimbabwe
Rf/lzll':gei:ff F. (2001) [39a] X e B X X X _ X - X
Kalanda B. (2005) [40a] X X ) X X _ R R - X
Malawi
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Supplemental table S5.Main factors assessed as risk factors for fetal growth restriction, by African region (continued).

First author (year), [ref] Malari v Other Genetic Obstetric ANC Non infectious  Nutritional ~ Behavioral? Socioeconomic-

Country alana infections* factors factors follow-up morbidity* factorst factors demographic factorsf
AFRICA, SOUTHERN

Kalanda B. (2006) [41a] X X R X X X - X - X

Malawi

Parekh N. (2011) [42a] X X X X X X X

Botswana ) i )

Ndirangu J (2012) [43a]

South Africa : X ; X X ) ) X ) X

Johnson KM (2016) [44a] X X X X X

Botswana ) ) i i )

Sania A (2017) [45a]

South Africa - X ) X X ) ) X X X
AFRICA, NORTHERN

Arafa M. (2007) [21a] ~ _ _ _ X X X X - X

Egypt

References are in brackets (full details are presented in the supplemental table S2)
* Helminth infection, sexually transmitted infections such as chlamydiasis and syphilis; § Behavioral factors: alcohol, tobacco products consumption
§ HIV pregnant women have been excluded from the study; ¥ Non infectious factors included mainly gestational hypertension and diabetes; I Nutritional factors: Low pre-pregnancy BMI, gestational weight gain, anaemia
1 Women with hypertensive disorders have been excluded from the study; £ Sociodemographic& economic status: Maternal age, education, marital status, socio-economic level
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Supplementable table S6. Major preventable factors and associated population attributable risk (PAR) estimates of fetal growth restriction, by African

region
Aggregate® adjusted .

Factors Prevalence risk estimates PAR range Studies contributing* Heig:g}e)neltly test

range (95% CI) ( , P value)
Sub-Sahara Africa
Malaria infection 8.2-63.5% 1.95 (1.04, 3.66) 7.2-37.6 % 2a, 9a, 19a, 26a, 30a, 39a, 40a, 41a, 12=99%, P < 0.001
HIV infection 7.7-63% 1.86 (1.38, 2.50) 6.2-35.1% 20a, 22a, 23a, 25a, 26a, 29a, 39a, 40a, 42a, 43a 12=89%, P < 0.001
Low maternal nutritional status? 9.9-48% 2.28 (1.59, 3.25) 11.2-38.1% 2a, 6a, 13a, 16a, 25a, 12=81%, P <0.001
Africa, Western
Malaria infection 18.3-36.3% 1.60 (1.36, 1.89) 9.9-17.9% 2a, 9a 12=0%, P=0.38
HIV infection 1.6-6.3% na na - na
Low maternal nutritional status? 9.9-29.8% 1.84 (1.51, 2.25) 7.7-27.1% 2a, 6a, 13a 12=0%, P=0.64
Africa, Central
Malaria infection 34% 1.55(1.18, 2.05)% 15.7% 19a na
HIV infection 22.4% 3.58 (2.14, 5.98)% 36.6 % 20a na
Low maternal nutritional status® 48% 3.35 (2.84, 3.96)¢ 53.1% 16a na
Africa, Eastern
Malaria infection 8.2—-18.9% 2.12 (1.45, 3.09) 8.4-17.5% 26a, 30a 12=42%,P =0.19
HIV infection 7.7-63% 1.72 (1.42, 2.09) 5.3-31.2% 22a, 23a, 25a, 26a, 29a 12=0%,P=0.75
Low maternal nutritional status® 6.2% 2.72 (1.23, 6.04)% 9.6 % 25a Na
Africa, Southern
Malaria infection 14.7-27.4% 2.22 (0.58-8.41) 15.2-25.1% 39a, 40a, 41a 12=100%, P < 0.001
HIV infection 8.3-50.2% 1.68 (1.02, 2.76) 5.3-25.4% 39a, 40a, 42a, 43a 12=95%, P < 0.001
Low maternal nutritional status® 9.9-23.6% na na - na

PAR =P (aRE-1)/(1+P (aRE-1)) where P is the prevalence of the risk factor in the given population and aRE is the aggregate related risk estimates.

§ Aggregate risk estimates were weighted on study sample size. Only studies with multivariate analysis were included for aggregate relative risk estimation and PAR calculation
£ Only adjusted risk estimate, not aggregate, was considered to PAR calculation when one study is available for a specific factor according to African region

* Numbers refer to references contributing to the PAR estimates, all details of reference are presented in the supplemental table S2

** ]2 represents the percentage of variation between the sample estimates that is due to heterogeneity rather than to sampling error. Significant heterogeneity is typically considered to be present if I? is 50% or more
T Nutritional status (low body mass index during pregnancy, low gestational weight gain)
na: Not applicable because only one study contributed to PAR calculation or risk estimates were not reported
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2.2. Généralités sur le paludisme

2.2.1. Cycle du paludisme

La figure 1 illustre le cycle biologique du parasite. Il est caractéris€ par une phase de
reproduction asexuée chez 1'homme (hoéte intermédiaire), qui est suivie par une phase de

reproduction sexuée chez I'Anophele femelle (hote définitif).

A l'occasion d'un repas sanguin, le moustique vecteur, I'Anophele, transmet les Plasmodium au
stade de sporozoite a I'hnomme, ceux-ci envahissent les cellules hépatiques dans les 30 a 60
minutes, ou ils se répliquent et se divisent en mérozoites. La cellule hépatique infectée se rompt,
libérant les mérozoites dans la circulation sanguine. Ceux-ci envahissent les globules rouges.
Les symptOomes apparaissent 4-8 jours apres l'invasion initiale des globules rouges. Le cycle de
réplication des mérozoites dans les globules rouges dure de 36 a 72 heures (de l'invasion des
globules rouges a I'hémolyse). Ainsi, a la suite d'infections synchrones (infections provenant
d'une seule piqlire infectieuse), la fievre survient toutes les 36-72 heures lorsque les globules
rouges infectés se lysent et liberent des endotoxines en masse.?”* Les mérozoites libérés par
éclatement des globules rouges parasités vont coloniser d'autres globules rouges. Ce n'est
qu'apres plusieurs cycles de multiplication que les formes sexuées de Plasmodium (ou
gamétocytes) apparaissent dans les hématies.®® Les gamétocytes se concentrent dans les
capillaires de la peau et sont ensuite absorbés par le moustique au cours d'un autre repas

sanguin.
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Figure 1: Cycle biologique du Plasmodium chez I'humain et le moustique
Source: Margaret A. Phillips et al.,Nat Rev Dis Primers 2017
Dans l'intestin du moustique, chaque gamétocyte méale produit huit microgametes apres trois
cycles de mitose alors que le gamétocyte femelle mdrit en un macrogamete. Les gamétocytes
males et femelles fusionnent, formant un zygote diploide, qui s'allonge en un ookinete; cette
forme motile traverse la paroi gastrique et s'enkyste dans sa paroi pour former un oocyste. Le
noyau de l'oocyste se divise et forme de nouveaux sporozoites. Apres éclatement, les
sporozoites migrent vers les glandes salivaires de I'anophele pour une nouvelle inoculation chez
I'homme lors d'une prochaine piqlire. Ainsi, 7-10 jours apres que le moustique se soit nourri de

sang contenant des gamétocytes, il peut étre infestant a nouveau.
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2.2.2. Manifestation clinique et physiopathologie du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sont étroitement liées aux différentes étapes du cycle
érythrocytaire. Elles sont similaires pour toutes les especes (Tableau 1). Les formes cliniques
varient d'une infection asymptomatique a un paludisme sévere. La lyse synchronisée des
érythrocytes infectés entraine des symptomes cliniques tels que les céphalées, des douleurs
musculaires, de la fievre, des frissons et une anémie.>’! La figvre serait causée par la production
de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation sanguine, en réponse aux produits de
destruction des érythrocytes et des dérivés pyrogenes induits par les parasites. La baisse rapide
de la concentration d'hémoglobine (Hb) au cours de la phase aigiie de l'infection serait la
conséquence directe de la lyse des globules rouges infectés associée a une faible production

compensatrice de globules rouges par la moelle osseuse.’?

Tableau 2: Manifestations cliniques de 1'acces palustre

Manifestations cliniques Durée
Incubation
- 9 a 30 jours pour P. falciparum
- 18 2 40 jours pour P. malariae
- 15 jours a plusieurs mois pour P.
vivax et P. ovale
Invasion
Période froide Début brutal: Frissons, chair de 15 mn a une heure
poule
Période chaude Fievre, céphalée, soif, 2 heures ou plus
vomissement
Période de repos Sueurs profuses, lassitude 6 a 10 heures

L'infection par P. falciparum peut évoluer vers un acces sévere soit d'emblée, soit apres un ou
plusieurs acces palustres simples. Elle peut €tre responsable d'une atteinte cérébrale, le

neuropaludisme, ou d'anémie sévere (Hb< 70 g/L)) pouvant mettre en jeu le pronostic vital,
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particulierement chez les sujets non immuns. Le neuropaludisme est 1ié a la séquestration des

hématies parasitées dans les petits vaisseaux cérébraux.

2.2.3. Zone d'endémie et transmission du paludisme

Le paludisme est présent dans les régions tropicales et subtropicales (Figure 2). La répartition
géographique varie selon l'espece. P. falciparum et P. vivax, les deux especes les plus
fréquentes, sont retrouvées en ASS, Asie, Océanie, Amérique centrale et du sud. La
transmission du paludisme dépend de différentes caractéristiques principalement climatiques et

entomologiques qui permettent de distinguer des zones palustres dites “stables” et “instables”.”>

L'intensité de la transmission conditionne 1'expression de la maladie chez I'homme. On parle de
zone palustre stable lorsque la transmission est importante et se maintient d'une année a l'autre
de maniere permanente ou saisonniere. C'est le cas de la majorité des pays de 1'Afrique
intertropicale. La stabilit¢ de l'endémie permet l'apparition progressive d'une protection
immunitaire dans la population qui limite les effets pathogenes du parasite. Cette immunité
acquise, ou prémunition, apparait plus ou moins rapidement chez I'enfant selon le niveau de
transmission de la zone, généralement entre 6 et 10 ans, et se renforce progressivement. Les
nourrissons et les jeunes enfants, encore non prémunis, sont donc les plus exposés aux formes

graves de paludisme.

Lorsque le taux de transmission est faible et varie d'une année a 1’autre, 'endémie est dite
instable. C'est le cas de I'Amérique du Sud et de 1'Asie du Sud-Est ot la prémunition des
populations est variable, faible pour certains, et les épisodes épidémiques surviennent a
I'occasion de changements de saisons. Les formes graves susceptibles d'entrainer le déces
touchent la population quel que soit I'dge avec une prédominance pour les nourrissons et les

jeunes enfants qui n'ont pas encore développé d'immunité protectrice—aussi faible qu'elle soit.
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Quel que soit la zone d'endémie, les femmes enceintes constituent une population a risque a

part entiere. Ce travail de these est consacré a ce groupe a risque.

Figure 2: Répartition géographique du paludisme dans le monde en 2018

Source: Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/malaria/travelers/about_maps.html)

2.2.4. Outils diagnostiques

Les techniques de diagnostic du paludisme reposent sur la mise en évidence directe ou indirecte
de la présence de Plasmodium par un examen microscopique ou par des méthodes de détection

d'antigénes parasitaires ou par isolement de 'ADN plasmodial.

e Les techniques de microscopie conventionnelles
Elles consistent a rechercher et a mettre en évidence le parasite dans le sang. Elles sont basées
sur la lecture de la goutte épaisse et du frottis sanguin réalisés a partir d'une goutte de sang
périphérique déposée sur une lame.* La goutte épaisse permet de concentrer les parasites dans
une quantité de sang donnée et d'examiner un volume sanguin important tandis que le frottis
sanguin ne permet d'en étudier qu'une petite partie (les bords du frottis). La sensibilité de la
goutte épaisse est de 20 a 30 fois plus €levée que celle du frottis mince. Cependant le frottis

permet de faire le diagnostic différentiel des différentes especes plasmodiales. La technique de
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la goutte épaisse est I'examen de référence de 'OMS avec une sensibilité élevée (10 a 20

).95

parasites/ul).” Elle est largement utilisée en routine.

e Les techniques d'immuno-chromatographie
Elles s'utilisent sous forme de tests de diagnostic rapide (TDR) qui consistent en une détection
rapide en 5 a 15 min, de la présence ou de 1'absence d'un antigene de Plasmodium: la protéine
HRP-2 (histidine-rich protein-2) spécifique du P. falciparum ou la pLDH (Plasmodium lactate
déshydrogénase) spécifique d'autres especes, dans le sang du patient a 1'aide d'anticorps
monoclonaux spécifiques. Le principe du TDR repose sur un test d'immuno-chromatographie
sur bandelette 2 partir d'une goutte de sang.’®”’ Dans les milieux 2 faibles ressources
technologiques, sans acces a des laboratoires adéquats et a des personnels formés, les TDR
permettent aux cliniciens de confirmer une éventuelle infection palustre et de la traiter
immédiatement. Cependant, l'utilisation des TDR présente certaines limites dues a une moindre
sensibilité en cas de faible parasitémie, en présence d'auto-anticorps ou de facteurs rhumatoides.
Par ailleurs, la persistance pendant environ 15 jours de I'antigene HRP-2 dans la circulation
sanguine, apres disparition des parasites vivants et le probleme de mutation parasitaire (= 10%
des cas, HRP2 non exprimé) induisent respectivement des faux positifs et des faux négatifs a la
lecture du TDR posant un probleme de diagnostic. La majorité des tests actuels recherche au

moins deux antigénes et a une sensibilité supérieure 2 90% par rapport a la goutte épaisse.”>”

e La Réaction de Polymérisation en chaine “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
Elle permet la détection de I'ADN plasmodial par hybridation des sondes marquées ou apres
amplification de séquences d'ADN connues chez le parasite afin de mettre en évidence des
infections occultes avec des parasitémies trés faibles.!% 11 s'agit d'une technique plus sensible
et plus performante que la microscopie (sensibilité a 100%).'"! Toutefois, sa mise en place
2

nécessite une plateforme de biologie moléculaire cofiteuse et une compétence technique.'®

Cette technique permet une détection des infections non dépistées par la microscopie; ces
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infections sont dites« sub-microscopiques ». La PCR est souvent utilisée dans le cadre de la
recherche pour la caractérisation des parasites (génotypage et phénotypage). Il s'agit d'une

technique quantitative et qualitative permettant la différenciation des especes plasmodiales.

e Le loop mediated isothermal amplification (LAMP)
Une nouvelle technique, le LAMP basée sur I'amplification d'ADN parasitaire a été récemment
mise en place. Le LAMP est une méthode d'amplification sans extraction d'’ADN. Elle est tres
sensible et équivalente aux techniques de PCR, capable de détecter de faibles concentrations de
parasites dans I'organisme.!%*!% Comme la PCR, le LAMP n'est pas une technique couramment

utilisée en routine.
2.3. Paludisme associé a la grossesse ou paludisme gestationnel (PG)

2.3.1. Mortalité et morbidité associées a la grossesse dans les pays en développement

Chaque année, 210 millions de femmes deviennent enceintes dans le monde avec 42% de
complications obstétricales enregistrées pendant la grossesse, parmi lesquelles 10-15% de
complications morbides séveres et approximativement 303 000 déces maternels survenant
pendant la grossesse ou dans un délais de 42 jours apres l'accouchement (estimation de
2015).1957198 Environ 99% des déces maternels enregistrés dans le monde en 2015 sont survenus
dans les pays en développement, 1'ASS représentant a elle seule 66% des déces, suivie de 1'Asie

du Sud (Figure 3).!%
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Figure 3: Rapport de mortalité maternelle (déces pour 100 000 naissances), 2015

Source : Statistiques sanitaires et systémes d'information (HSI), OMS 2015.

Par ailleurs, pres de 45% des déces d'enfants de moins de 5 ans concernent des nouveau-nés
(enfants au cours des 28 premiers jours de vie). Les trois quarts des déces de nouveau-nés
surviennent pendant la premicre semaine de vie. En 2016, le nombre de déces d'enfants de
moins de 5 ans était estimé a 5,6 millions. %! Environ 80% de ces décés surviennent dans les

pays de 1'ASS et de 1'Asie du Sud (Figure 4).

Le paludisme associé a la grossesse est l'une des causes majeures de morbidité et mortalité
maternelle, périnatale et infantile dans les pays de I'ASS.!>!!'!"113 Chaque année, plus de 32
millions de femmes enceintes sont exposées au paludisme pendant la grossesse en ASS.!'* On
estime que 75 000 a 200 000 déces d'enfants de moins d'un an sont liés au paludisme

gestationnel chaque année.!?
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Figure 4: Distribution de la mortalité infantile (déces avant 1'age d'un an pour 1 000

naissances vivantes), 2016

Source: UN Inter-agency Group, .UNICEF, WHO, World Bank, UN DESA/Population Division. Level and Trends in Child
Mortality 2017. UNICEF, 2017. Cette carte ne reflete pas la position des agences IGME des Nations Unies sur le statut
juridique d'un pays ou d'un territoire ou de la délimitation de frontieres.

2.3.2. Epidémiologie du paludisme gestationnel

Le paludisme au cours de la grossesse constitue un probléme majeur de santé publique dans les
ol . . . .

pays d'endémie palustre avec un impact important sur la santé de la mere et de son enfant. On

estime qu'environ 125 millions de femmes enceintes sont exposées a une infection palustre

chaque année dans les zones impaludées.!'* Les conséquences et les caractéristiques cliniques

dépendent du niveau de transmission palustre.”!!

2.3.2.1. Zone de paludisme stable

En zone d'endémie stable, les femmes enceintes sont le plus souvent asymptomatiques
lorsqu'elles sont infectées par le paludisme et l'infection évolue rarement vers une forme grave.
Les infections palustres survenant pendant la grossesse sont les plus souvent de faibles
parasitémies non détectables par les méthodes de diagnostic conventionnelles.!'®!'” D'un point

de vue physiopathologique, il existe des variantes bien particulieres de P. falciparum
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spécifiques a la grossesse.” Ces parasites sont différents de ceux trouvés chez les adultes non
gestants. IIs ont un tropisme particulier pour le placenta et ont la capacité a s'y adhérer. Dans
les zones de forte transmission, on estime qu'en moyenne 25% des femmes présentent une
infection palustre microscopique au cours de la grossesse et/ou une infection placentaire, ce
taux variant de 5-52% selon les études, les zones considérées et les nouvelles politiques du

traitement préventif intermittent mises en place.!>7%!18

La prévalence du PG (correspondant a la survenue d'infections périphériques au cours de la
grossesse et/ou a l'existence d'une infection placentaire) et ses conséquences dépendent du rang
gestationnel de la femme. Le risque d'infection palustre est élevé chez les femmes primigestes
et secondigestes comparées aux multigestes en raison d'une immunité protectrice spécifique
acquise par ces derniéres au cours des grossesses successives.'!*!20 L'age maternel représente
également un facteur de risque important de PG, indépendamment du rang gestationnel. En
effet, les femmes jeunes (< 20 ou < 25 ans, selon les études) sont plus a risque de développer
une infection palustre au cours de la grossesse.'?!"1?> Ce constat refléte qu'en plus de 1'immunité
spécifique développée au cours des grossesses, l'immunité protectrice que les individus

développent avec 1'age contribuerait au controle du PG.

Les conséquences du PG se traduisent essentiellement par la survenue d'une anémie maternelle
et par la réduction du poids de naissance du nouveau-né. L'association entre infection palustre
et risque d'anémie pendant la grossesse, particulierement chez les primigestes a été décrite dans
de nombreuses études.!?*"'?” Le FPN, défini par un poids inférieur a4 2500g,'?® est actuellement
utilisé de facon consensuelle pour évaluer I'impact du PG sur 1'état de santé de 1'enfant. Pres de
60-80% des enfants qui décedent durant la période néonatale sont des enfants nés avec un FPN,
le plus souvent lié & un retard de croissance intra-utérin (RCIU).'* Dans les zones de paludisme
stable, le RCIU serait le principal déterminant du FPN, contrairement aux zones de paludisme

instable oil la prématurité serait le principal facteur étiologique.'>!3°
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Le PG est également associé 4 une augmentation du risque de morbi-mortalité infantile.!>!*-

134-136

133 Chez les enfants, de nombreuses études ont montré que le risque d'anémie et d'infection

137-141

palustre et non palustre au cours de la premicre année de vie était plus important lorsque

la mere avait été infectée par le paludisme pendant la grossesse.

2.3.2.2. Zone de paludisme instable

Dans les zones de plus faible transmission, le PG est responsable d'une morbidité et d'une
mortalité plus importante pour la mere et I'enfant car I'immunité acquise est moins bien établie.
Les infections sont souvent symptomatiques et évoluent vers des formes graves. L'évolution
vers une forme compliquée est d'ailleurs plus fréquente chez les femmes enceintes que chez les
adultes.'*? Contrairement 4 ce qui est observé dans les zones de paludisme stable, la prévalence
et les conséquences du PG sont comparables chez les primigestes et les multigestes. La
transmission palustre étant plus faible, la prévalence des infections placentaires est également
plus basse, de l'ordre de 7% en moyenne avec une forte variabilité entre pays.!> Les femmes
infectées dans ces zones sont également plus a risque d'anémie maternelle et de FPN que les
femmes non infectées. Le risque de fausses couches spontanées et de morts feetales in utero est
aussi plus important que dans les zones de paludisme stable (Tableau 3). Dans les zones dites
instables, la majorité des infections sont li€es a P. falciparum et P. vivax alors que dans les

zones dites stables, les infections sont essentiellement liées a P. falciparum.''*

Notre travail de theése concernera uniquement le PG en zone d'endémie stable.
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Tableau 3: Effets du paludisme gestationnel sur la morbidité et la mortalité maternelle et infantile, selon le niveau d'endémicité (tiré de Cot M et

Deloron P''3 et Nosten F7)

Zones de paludisme stable

Zones de paludisme instable

Mére

Faetus/nouveau-né

Susceptibilité au paludisme
Femmes a risque
Paludisme symptomatique
Paludisme grave

Infection placentaire
Anémie

Mortalité

Fausses couches/morts feetales
Paludisme congénitale

Faible poids de naissance
Retard de croissance in utero

Prématurité

+++
Toutes, mais primigestes ++

+

+++
++

++

++
+++
+++

++

++
Toutes
e

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

Source: Valérie Briand, 2008

(-) rare, (+) peu fréquent, (++) fréquent, (+++) tres fréquent
1démicité (stable vs instable) dans laquelle la fréquence de 1'événement est la plus élevée
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2.3.3. Pathogénicité du paludisme gestationnel

La susceptibilité des femmes enceintes a l'infection palustre, en dehors de la présence de
parasites spécifiques, est également expliquée par la placentation (mise en place du placenta)
qui joue un role important d'immuno-modulation du systéme immunitaire.'*® Ainsi, la grossesse
représente un état d'équilibre immunologique au cours de laquelle le systéme immunitaire de la
mere doit a la fois tolérer le foetus et maintenir sa compétence immunitaire de défense contre
les micro-organismes.'** Le PG est responsable de la survenue d'une anémie maternelle, d'un
RCIU et d'accouchement prématuré, principaux mécanismes mis en cause dans la survenue du
FPN (Figure 5). Le RCIU et la prématurité sont le résultat de la séquestration massive des
érythrocytes infectés dans le placenta, elle-méme, a I'origine d'une inflammation placentaire qui
va perturber les échanges feeto-maternels.”!4>!146 Lorsque les globules rouges sont parasités, ils
expriment a leur surface des antigenes variants parasitaires qui permettent 1'adhésion de ces
globules rouges a des récepteurs spécifiques de I'endothélium de différents organes. Chez la
femme enceinte, les globules rouges parasités par ces variants de P. falciparum expriment a
leur surface des antigenes parasitaires adhérant spécifiquement aux récepteurs de la
chondroitine sulfate A (CSA), présents uniquement dans les espaces intervilleux du placenta.
Les femmes enceintes infectées développent des anticorps anti-adhérences spécifiques (anti-
VAR2CSA) qui sont associés a la protection contre le paludisme lors de grossesses

ultérieures. '’

Bulmer et al. ont proposé une classification histopathologique en fonction de la présence ou
non de parasites et de la localisation des pigments malariques (produits de la dégradation de

1'héme hémoglobinique par les formes intra-érythrocytaires du Plasmodium)dans le placenta:'*

e Infection récente active caractérisée par la présence de globules rouges parasités et de
pigments malariques intra-érythrocytaires et intra-monocytaires dans les espaces

intervilleux, mais absence de pigment dans la fibrine,
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e Infection chronique caractérisée par la présence de globules rouges parasités et
pigments malariques intra-érythrocytaires et intra-monocytaires dans les espaces
intervillositaires et pigments dans la fibrine et/ou dans la villosité,

e Infection passée chronique caractérisée par 1'absence de parasite et la présence de

pigments confinés dans la fibrine et dans les cellules a I'intérieur de la fibrine.

Plasmodium
GR parasité Anémie Cytokines
Placenta Chondroi’tlne sulfate A Hypoxie
Séquestration/ l
des globules .
& Diminution de la Inflammation
X rouges e .
Meére vascularisation placentaire
Feetus
Diminution .d.es Hypoxie foetale
apports nutritifs

\ / v
/ Accouchement

Reta'rd de croissance prématuré
Intra-utérine

. —

Faible poids de
naissance

Figure 5: Physiopathologie du paludisme gestationnel au niveau du placenta

Source: Bourée P er al., Revue Francophone des Laboratoires 2008
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2.3.4. Conséquences du paludisme gestationnel sur la croissance foetale

Méme si le PG est souvent asymptomatique, l'infection causée par l'espece P. falciparum a de
graves conséquences sur la grossesse notamment sur le développement du feetus. Le PG altere
la croissance feetale, entrainant une diminution du poids 2 la naissance.!>7>130149150 [ 5 plupart
des études estiment que le poids de naissance diminue entre 98-320 g en cas de PG.!7:18:150-152
Le PG a été également associé a la diminution de la taille, 30149152 qy périmetre

130.150.152,153 ot de I'index pondéral du nouveau-né.'> Plusieurs études ont suggéré que la

cranien,
diminution de la taille et du périmétre cranien du feetus étaient la conséquence d'un
dysfonctionnement prolongé de la fonction placentaire due a une infection placentaire
chronique.'*® Une étude récente sur des mesures anthropométriques in utero a mis en évidence

une diminution du diametre bipariétal au 2°™° trimestre de la grossesse chez les femmes

enceintes infectées par le paludisme.'>*

La perturbation probable de l'invasion trophoblastique,!>> !>’ la diminution du volume

158 159-161

placentaire °° et 1'altération du flux sanguin utéro-placentaire, observées au cours du PG,

pourraient affecter le développement feetal au cours des 1 et 2°™ trimestres. Au cours du 3™

trimestre, la séquestration des érythrocytes infectés pourrait altérer la fonction placentaire,!6>163

163 et perturber la sécrétion des hormones régulatrices de la croissance

provoquer une hypoxie
et I'apport des nutriments et d'oxygene.'®* Il a été aussi démontré qu'une infection palustre aigue

pendant la grossesse pouvait engendrer une modification immédiate de l'irrigation sanguine

foetale sans atteinte cérébrale et étre associée 2 un RCIU tardif.'®

2.3.5. Conséquences du paludisme gestationnel sur la durée de la grossesse et la viabilité

du feetus et du nouveau-né

Le PG a été mis en cause dans la survenue d'accouchements prématurés, de fausses couches

spontanées et de morts feetales in utero.’®13%132166.167 1 4 qurvenue d'un accouchement
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prématuré était associée a des infections palustres survenant tardivement pendant la grossesse
avec une parasitémie élevée.'30 Cependant, d'autres études évaluant l'association entre le PG et
la prématurit¢é n'ont pas pu mettre en évidence une association statistiquement
significative.!>!4>168 Ces différences pourraient s'expliquer en partie par 1'absence de méthodes

précises d'évaluation de 1'AG a l'accouchement.

Le PG est également associé a une augmentation du risque de mortalité néonatale et infantile

N,133’169’170

notamment a travers la survenue d'un RCIU ou d'un FP a un retard de croissance

171,172

chez le nourrisson et a un risque élevé d'infections palustres et non palustres durant la

premiére année de vie.!371397141

2.3.6. Spécificités du paludisme au 1* trimestre de grossesse

Tres peu de données sont disponibles a ce jour sur la prévalence et les conséquences des
infections palustres au 1" trimestre.!” 2123173 Cela s'explique en partie par le fait que les femmes
enceintes, en ASS, consultent tardivement pour leur premiere CPN (vers 4-5 mois de
grossesse).' ™ Brabin et al. avaient déja démontré, par modélisation mathématique, au début des
années 80, que les taux les plus élevés d'infection palustre survenaient entre 13 et 16 SA.'* Ces
résultats ont été récemment confirmés par une modélisation statistique plus sophistiquée qui a
montré que, sous TPI, 70% des infections palustres qui survenaient au moment de la
placentation (environ 12 SA) étaient responsables de 70% du risque d'infection placentaire.'”
Dans une étude récente, conduite dans la commune de Comé au sud du Bénin, il a été rapporté

que 18% des femmes avaient été infectées au cours du 1°" trimestre de la grossesse, témoignant

de l'importance de 1'exposition précoce au cours de la grossesse.”!

Certains travaux ont suggéré que les infections palustres survenant avant 4 ou 5 mois de
grossesse avaient des effets déléteres sur la santé de la mere et de 1'enfant.'”"1*2* Toutefois,

aucune de ces études n'avait été concue pour répondre spécifiquement a la question de 1'effet
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des infections au 1* trimestre de la grossesse. Les femmes étaient incluses relativement tard,
en fin de 1° trimestre ou en début de 2°™ trimestre. Ces études étaient sujettes a des biais de
classification (catégorisation de certaines femmes infectées comme non infectées) ou a une
sous-estimation de l'exposition. Récemment, la survenue d'une infection palustre au 1%
trimestre a été rapportée comme étant un important facteur de risque de fausses couches en Asie

du Sud-Est.'?’

La rareté des études évaluant la prévalence et 1'impact des infections palustres en début de
grossesse tient principalement au fait qu'il est difficile de suivre les femmes des le 1 trimestre,
mais aussi de dater la grossesse avec précision. Au Burkina Faso et au Bénin, Cottrell et al.et
Huynh et al. ont respectivement montré que les femmes infectées avant le 4°™ mois de
grossesse donnaient naissance a des nouveau-nés de plus petit poids de naissance (-68g, 95%
IC [-145, -10]; -99g, 95% IC [-189, -9]).!7-!® Par contre, aucune association entre infection
palustre précoce (< 15 SA) et petit poids de naissance n'a été retrouvée en Ouganda et au
Malawi.’**! En République Démocratique du Congo, Griffin et al. n'ont objectivé aucune
association statistiquement significative entre la survenue de l'infection palustre avant 21 SA
sur le risque de FPN et de PPAG. Toutefois, les primigestes infectées durant cette période
présentaient un risque entre 3 et 6 fois plus élevé de donner naissance a un enfant avec un PPAG

par rapport aux multigestes non infectées durant la grossesse.!’?

2.3.7. Stratégie de lutte contre le paludisme gestationnel en zone d'endémie stable

Dans les zones de paludisme stable, la plupart des femmes enceintes infectées par le paludisme
sont asymptomatiques, le principal moyen de lutte contre le PG est donc avant tout préventif.

Ces mesures de prévention sont essentiellement médicamenteuses et entomologiques.'’6178

67



2.3.7.1. Traitement adéquat des cas de paludisme

Le traitement actuellement recommandé par I'OMS pour les acces simples a P. falciparum en
zone stable, lors du 1°" trimestre, est la quinine (8 mg/kg, 3 fois par jour) associée a de la
clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour) pendant 7 jours.'”!8 Sj la clindamycine n'est pas
disponible ou si le prix est hors de portée, la monothérapie a base de quinine est préconisée. Le
traitement de 2°™ intention recommandé est l'artésunate (4 mg/kg par jour en seule prise)

associé a la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour) pendant 7 jours.

Pendant les 2°™ et 3°™ trimestres de grossesse, les combinaisons thérapeutiques a base
d'artémisinine (CTA) sont actuellement le traitement de 1% intention.!'®! L'artésunate (4 mg/kg
par jour en seule prise) associée a la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour) ou encore la
quinine (8 mg/kg, 3 fois par jour) associée a de la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour)

pendant 7 jours peuvent étre utilisés en traitement de seconde intention.

En cas de paludisme grave, le traitement se fait par voie parentérale. La molécule de choix est
I’artésunate en IV, remplacée par I’artéméther ou la quinine lorsqu’elle n’est pas disponible. La

prise en charge est pluridisciplinaire a cause de I’atteinte multi-organique.

2.3.7.2. Moyens de prévention
¢ Moustiquaire imprégnée d'insecticide a longue durée

L'OMS recommande ['utilisation de moustiquaire imprégnée d'insecticide a longue durée
d'action (MIILD) a la femme enceinte dés le début de la grossesse.!”® Plusieurs études ont
montré l'efficacité des MIILD sur la diminution des conséquences du PG.!3713¢ Les femmes
enceintes utilisant une MIILD au cours de la grossesse ont un risque diminué d'infection
placentaire (RR=0.79, 95% IC 0.63-0.98) et de faible poids de naissance (RR=0.77, 95% IC
0.61-0.98) par rapport a celles n'utilisant pas de MIILD. Cependant, le taux de couverture actuel

de possession et d'utilisation de MIILD chez les femmes enceintes reste encore faible en ASS.!%3
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En effet, moins de 42% des femmes enceintes en ASS possédent une MIILD.!®¢ Ce taux reste

insuffisant face a 1'objectif de 80% de couverture fixé par 'OMS.

¢ Traitement préventif intermittent pendant la grossesse (TPIg)

La prise d'une chimioprophylaxie (chloroquine) contre le paludisme chez la femme enceinte a
été recommandée pour la premiere fois dans les années 1980.!87 A partir de 2000, 'OMS a
préconisé 1'utilisation d'une nouvelle stratégie—le traitement préventif intermittent (TPIg)— pour
la prévention du PG, en remplacement de la chimioprophylaxie.!®® Selon les derniéres
recommandations de 'OMS, le TPIg consiste en l'administration, avec prise controlée du
médicament, d'une dose curative de sulfadoxine-pyriméthamine (SP) a chaque consultations

prénatales (CPN), a partir du 2°™ trimestre et indépendamment de I'existence d'une infection.!”®

Depuis sa recommandation en 2000 par 'OMS, de nombreux travaux ont montré I'efficacité de
cette stratégie. Chez les femmes ayant recu un TPIg-SP, il a été mis en évidence une diminution
de 20 a 80% de la prévalence de l'infection placentaire'®*'** et de 17 a 76% de I'anémie

197,198 et le

maternelle.'”* ' Le risque de FPN s'est également trouvé diminuer d'environ 50%
poids de naissance augmenté de 90 a 130g.'%%% Certaines études ont également montré que le
TPIg était associée a la réduction de la mortalité néonatale. Cependant le taux de couverture du
TPI (au moins 2 doses de SP) reste faible en ASS (< 22%)'86 pour des raisons politiques,
logistiques et humaines (faible adhésion des femmes et du personnel soignant). Au Bénin en

2009,la proportion de femmes enceintes ayant recu 2 doses de TPIg était de 68.4%.%°!

2.3.7.3. Autres moyens de lutte

La pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticides et 1'utilisation de répulsifs a base de DEET (N-
diethyl-m-toluamide) ont été évaluées et n'ont pas fait la preuve de leur efficacité pour limiter
les effets du PG. De plus, certaines études ont suggéré des effets toxiques chez la femme
202-204

enceinte.
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L'utilisation d'un vaccin pour la prévention du PG est également discutée. 1l existe actuellement
un vaccin en cours d'évaluation a un stade relativement peu avancé (Phase I et IIb).295-207 1] est
basé sur l'antigene de surface, VAR2CSA, qui est une protéine de la famille PFEMP1, qui vise
a prévenir les conséquences du paludisme chez la femme enceinte, le foetus et le nouveau-né.
L'objectif d'un tel vaccin est d'induire des anticorps capables d'inhiber I'adhérence des
érythrocytes infectés au placenta. Plusieurs études ont mis en évidence que les anticorps dirigés
contre VAR2CSA étaient associés & une protection contre le PG.!147-207-210 Up te] vaccin est
d'un intérét crucial car il pourra étre administré chez les femmes en age de procréer pour une
protection attendue lors de sa premiere grossesse et en début de grossesse. Cependant, les défis
majeurs avec cet antigene résident dans le polymorphisme des séquences de VAR2CSA et les
variants et épitopes immunogenes qui devraient €tre inclus dans un vaccin pour avoir une
efficacité optimale. Par ailleurs, le moment optimal d'administration d'un tel vaccin reste un

grand challenge.
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III. PROBLEMATIQUE
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3.1. Situation du probleme

Le PG demeure un probléme majeur de santé publique en ASS.'!' Il constitue I'une des
principales causes de morbidité et de mortalité maternelle, périnatale et infantile. Il est associé
a un risque élevé d'anémie maternelle, de prématurité et de RCIU.'2 Ces deux derniers facteurs
sont responsables de la survenue d'un PPN, qui est un déterminant majeur de la mortalité

néonatale et infantile dans les pays en développement.!*!?

Compte tenu des risques encourus par la mere et ’enfant, I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) recommande [’utilisation de mesures de prévention. En ASS, celles-ci associent
I’utilisation d’une MIILD et le TPIg. Ce dernier consiste en I’administration d’une dose curative
de SP a chaque CPN a partir du 2°™ trimestre de grossesse —en raison du potentiel effet
tératogeéne de la SP—,2!! avec au moins un mois d'intervalle entre chaque prise. Par ailleurs, la
majorité des femmes enceintes recoivent une MIILD & la 1°°CPN, qui survient en général
tardivement au cours de la grossesse (4°™-5°™ mois de grossesse). Ainsi, les femmes enceintes
restent insuffisamment voire non protégées au cours du 1° trimestre de la grossesse. Pourtant,
de récentes études ont suggéré que le début de la grossesse était une période a risque pour le
foetus vis-a-vis du paludisme.?? De plus, il a été récemment mis en évidence que la sélection
des parasites spécifiques de la grossesse —ayant la capacité d'adhérer au placenta et responsables

de la morbidité associée au PG— survenait avant la 15°™°SA 212

A notre connaissance, tres peu d'études se sont intéressées a I'impact de l'infection palustre
précoce sur les issues défavorables de grossesse notamment le retard de croissance feetal.!’ 2123
Ces études ont suggéré que la survenue d'une infection palustre avant 4 ou 5 mois de grossesse
était néfaste pour la santé de la mere et de I'enfant, occasionnant une réduction du poids de

naissance et un risque augmenté d'anémie. Toutefois, elles n'avaient pas été congues pour

répondre spécifiquement a la question des effets déléteres des infections au 1 trimestre. Ainsi,
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les conséquences du paludisme au début de la grossesse restent mal documentées et aucune
recommandation, en dehors de la moustiquaire imprégnée, n'est faite pour protéger les femmes

spécifiquement au cours de cette période.

3.2. Objectifs de la these

L'objectif de ce travail de these était d'étudier 1'impact du paludisme en fonction du moment de
survenue des infections pendant la grossesse —notamment au 1¥ trimestre— sur la croissance
feetale et la durée de la grossesse au Bénin. Cette thése s'est déroulée dans le cadre du projet
RECIPAL “ REtard de Croissance Intra-utérin et PALudisme ” qui a recu un financement de
I'Agence Nationale de la Recherche (ANR-13-JSV1-0004, financement 2013-2018) et la
fondation Simone Beer sous I'auspice de la Fondation de France (00074147, financement 2017).
Le projet RECIPAL a reposé sur le suivi d'une cohorte de 411 femmes enceintes recrutées des

la période pré-conceptionnelle et suivies jusqu'a I'accouchement.

Dans un premier article publié dans « Paediatric and Perinatal Epidemiology Journal » en
2018, nous avons effectué¢ une revue exhaustive de la littérature sur la prévalence et les
déterminants du RCIU en Afrique. Cette revue a été réalisée suivant la méthodologie des “

Scoping reviews ”, permettant d'intégrer les résultats issus de la littérature grise.

Dans un deuxieéme article publié dans « BMJ Open Journal » en 2018, nous avons présenté la
cohorte RECIPAL. Nous avons décrit la zone d'étude, la procédure de collecte des données et

les principales caractéristiques des femmes incluses dans 1'étude.

Dans un troisieme article publié dans « The Journal of Infectious Disease » en 2018, nous avons
décrit 1'épidémiologie des infections palustres au 1° trimestre de la grossesse. Nous avons
également déterminé les principaux facteurs de risque de survenue de ces infections précoces.

Cela a permis de mieux appréhender le poids qu’elles représentent au début de la grossesse.
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Dans un quatrieme article, soumis dans « The Clinical of Infectious Disease Journal », nous
avons évalué l'effet du moment de survenue des infections palustres, notamment celles du 1¢
trimestre, sur la santé de l'enfant a la naissance et 1'anémie maternelle en fin de grossesse en
utilisant une modélisation dite des ““ analyses en chemins ” (Path analysis) permettant de prendre

en compte la chronologie de survenue des infections survenant pendant la grossesse.
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IV. METHODOLOGIE
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4.1. Généralités sur le Bénin

Le Bénin est situé en Afrique de 1'Ouest. Il s'étend sur une superficie de 114 762 km? et compte
10 millions d'habitants selon le rapport du dernier recensement en 2013 (RGPH-1V). Plus de
47% de la population sont agés de moins de 15 ans, et le taux de natalité et le taux global de
fécondité étaient respectivement de 42,4%o et 204%o0 en 2006. La grande majorité de la

population vit en zone rurale (INSAE- EDSB-1V).

4.1.1. Indicateurs de santé au Bénin

Le tableau 4 présente quelques principaux indicateurs de santé maternelle et infantile
disponibles pour le Bénin et, plus spécifiquement, pour le Département de 1'Atlantique dans
lequel notre étude s'est déroulée. Ces données sont issues de la quatrieme Enquéte
Démographique et de Santé (EDS-1V) réalisée au Bénin en 2011-2012 (INSAE-EDSV-1V).
Elle a été conduite aupres de 18 000 ménages, répartis sur tout le territoire. Parmi ces ménages
sélectionnés, 16 599 femmes ont ét¢ interviewées a 1’aide d’un questionnaire individuel. Ces
enquétes en population, réalisées tous les cing ans environ, sont importantes car elles permettent
de faire un état des lieux des questions démographiques et sanitaires d'un pays, et de suivre
I'évolution de ces indicateurs dans le temps. Toutefois, il s'agit d'enquétes rétrospectives, dans
lesquelles la validité des données collectées a l'interrogatoire est parfois sujette a des biais, de

mémorisation principalement.
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Tableau 4: Indicateurs de santé maternelle et infantile, Enquéte Démographique et de Santé Bénin 2011-2012 (1)

Département de

Bénin*
I'Atlantique

Suivi prénatal*
Aucun 11,7% -
>1CPN 83,6% -
>4 CPN 58,2% -
1 CPN avant 4 mois de grossesse 48% -
Nombre médian de mois de grossesse a la 1°° CPN 3,8 -
> 1 échographie(s) obstétricale(s) 49.4% 55,7%
Supplémentation en fer 80,9% 87,6%
Accouchement*
Accouchement dans un établissement de santé public 74,9% 76,3%
Césarienne 5,4% 6,4%
Petit poids de naissance®* 12,7% 10%
Proportion d'avortement 3,5% 2,9%

Mort feetale in utero (statistiques de 2013)

Indicateurs de mortalité*
Déces maternel

Mortalité périnatale
Mortalité néonatale®
Mortalité infantile®
Mortalité infanto-juvénile®

Infection par le VIH £
Prévalence population générale
Prévalence chez la femme enceinte

25 pour 1000 naissances

204.,4/10° naissances vivantes
7,4/10% naissances vivantes
23/1000
42/1000
70/1000

1,2%
0,9%

21,1 pour 1000 naissances

124,2/10° naissances vivantes
3,7/10° naissances vivantes

1,1%
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Tableau 4: Indicateurs de santé maternelle et infantile, Enquéte Démographique et de Santé Bénin 2011-2012 (2)

Département de

Bénin*
I'Atlantique
Possession d'une moustiquaire (population générale) Traitée ou non 85,5% 81,5%
Imprégnée 79,8% 75,3%
Utilisation d'une moustiquaire la nuit précédente (femme enceinte) ©  Traitée ou non 79,9% 83%
Imprégnée 74,6% 76,9%

¥ 18 000 ménages sélectionnés ; 16 599 femmes et 5 180 hommes ont interviewés durant I’enquéte.

* Statistiques établies parmi les femmes de 15-49 ans ayant eu une naissance vivante au cours des 5 années ayant précédé I'enquéte. CPN, consultation prénatale

** Poids <2500 g. Prévalence calculée aupres de 61% (72% dans le département de 1'Atlantique) des meres interrogées. Poids basé sur un enregistrement écrit, soit sur déclaration de la mere

§ Mortalité néonatale: mortalité dans le premier mois de vie; mortalité infantile: mortalité dans la premiere année de vie; mortalité infanto-juvénile: mortalité dans les 5 premieres années de vie.
Taux exprimé en nombre de déces/1000 naissances vivantes.

£ Enquéte de séroprévalence réalisée aupres de 80% des personnes enquétées.

T Moustiquaire imprégnée d'insecticide : moustiquaire imprégnée par le fabricant ne nécessitant aucun traitement supplémentaire ou moustiquaire réimprégnée dans les 12 derniers mois.
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4.1.2. Mesures de lutte contre le paludisme au Bénin

Au Bénin, le paludisme représente environ la moitié (48,3%) des motifs de consultation chez
les enfants de moins de 5 ans et un tiers des causes d'hospitalisation.?!* Selon les statistiques
nationales de 2010, I'incidence du paludisme simple était de 138 pour 1000 habitants (547/1000
chez les enfants de moins d'un an), I'incidence du paludisme grave était de 23%o (8,4%o chez les
enfants de moins d'un an) et le taux de 1étalité pour le paludisme simple et grave était de
0,9/1000 cas (2,3/1000 cas chez les enfants de moins d'un an).?!* Ces statistiques donnent un
ordre d'idée de la prévalence du paludisme au Bénin, mais elles ne sont qu'approximatives, le

diagnostic n'étant pas systématiquement confirmé biologiquement.

Le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP), qui dépend du Ministere de la
Santé Publique, est I'autorité responsable de I'application et du suivi de I'ensemble des mesures
de lutte contre le paludisme a I'échelon national. En Avril 2000, le Benin en collaboration avec
d'autres Etats de I’Organisation de I’Union Africaine, ont signé la convention sur le partenariat
« Roll Back Malaria » impliquant plusieurs institutions internationales dont I’OMS. Ceci a
permis la mise en place de plusieurs plans stratégiques de lutte contre le paludisme avec pour
objectif de réduire de 50% la morbidité et la mortalité liées a cette maladie avant la fin 2010.
De nouveaux objectifs ont donc été définis sous I’initiative « Action and Investment to Defeat
malaria » avec la perspective phare de réduire de 90% I’incidence et la mortalité palustre et
d’éliminer la maladie dans au moins 35 pays d’ici 2030. Pour y arriver, les stratégies nationales
de lutte contre le paludisme retenues integrent le renforcement des méthodes de prévention
multiples d’une part et I’amélioration de I’acces précoce au traitement et le diagnostic optimal
du paludisme d’autre part. Comme stratégies majeures de lutte antipaludique, le Bénin a

adopté: !4
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(1) Pacces universel a I'utilisation effective des MIILD a travers des campagnes de distribution
de masse a toute la population, la distribution de routine de MIILD aux femmes enceintes lors
des CPN et aux meres d’enfants de moins d’un an lors des vaccinations de routine. Cette
stratégie est renforcée par une communication de masse et de proximité au niveau
communautaire. Cependant malgré les nombreux efforts fournis, moins de la moitié des femmes
enceintes (45,2%) et des enfants de moins d'un an (40,8%) avait recu une MIILD en distribution
de routine en 2014. En outre, 1'une des limites de cette stratégie est 1’exposition externe des

ménages aux piqlres de moustiques avant l'utilisation de la MIILD au coucher.

(2) 1a Pulvérisation Intra Domiciliaire (PID) et la lutte anti-larvaire dans les zones éligibles. La
PID est considérée comme une mesure complémentaire au MIILD. Cependant, elle a connu un
faible taux de couverture (réalisation dans 9 sur les 77 communes du Benin en 2014). Cette
stratégie suscite une réflexion profonde sur les éventuels problemes écologiques notamment la
destruction de certaines especes utiles a 1'équilibre du systeéme écologique. Par ailleurs, cette
stratégie fait également face au probleme de résistance des vecteurs du paludisme aux

insecticides et a 1'acceptabilité de la PID par les populations.

(3) la prévention du paludisme chez les femmes enceintes a travers le TPIg-SP. En pratique, le
TPIg est proposé aux femmes enceintes lors de leur 1°° CPN sous forme d'un kit comprenant la
premiere dose de SP, un traitement en fer (200mg/jour) et en acide folique (Smg/jour) pour un
mois, une cure de mébendazole (500 mg x 2/ jour) et une MIILD. Ce kit est subventionné et
vendu pour la somme moyenne de 850 FCFA (1,30 euros). Malgré son efficacité prouvée, la
couverture nationale du TPIg est trés faible surtout aprés la 1% CPN. En effet, en 2014 la
proportion de femmes enceintes ayant regu le TPIg est passé de 51,7% ala 1°°CPN a 3,7% a
la 2°™ CPN.2"> Cette baise de prise de TPIg s'explique essentiellement par le nombre de CPN
faible aprés la 1% consultation —d'oll le nombre limité d'occasion d'administrer le TPIg— le

nombre important de fausses couches tardives et d'accouchements prématurés, les problemes
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de rupture de SP en zone rurale et d'adhésion du personnel de santé en zone urbaine.?”! Au
Bénin, les nouvelles recommandations de I'OMS sont largement vulgarisées depuis 2015 mais

tres peu implémentées dans les centres de santé.

(4) P’acceés précoce au diagnostic et au traitement des cas de paludisme aux niveaux
périphérique, intermédiaire et central du systeme sanitaire. Cette stratégie se heurte

régulicrement au probleme de rupture des intrants de diagnostic et de traitement.

(5) la gratuité de la prise en charge des cas de paludisme chez les enfants de moins de cinq ans
et les femmes enceintes. Elle a contribué a la baisse importante de la morbi-mortalité liée au
paludisme dans ces populations a risque mais pose actuellement le probleme de remboursement
tardif des formations sanitaires. Aussi, la mise en place de cette stratégie en 2011 aurait entrainé

une surconsommation abusive des traitements antipaludiques.
4.2. La cohorte RECIPAL

4.2.1. Contexte et mise en place de la cohorte

Notre projet de theése a été mis en place dans le cadre de 1'étude RECIPAL qui repose sur le
suivi d'une cohorte de 411 femmes enceintes recrutées des la période pré-conceptionnelle et
suivies jusqu'a I'accouchement. L'objectif principal de ce projet était d'évaluer les conséquences
du paludisme précoce au cours de la grossesse sur la santé de la mere et de I'enfant. Plus
spécifiquement, il s'agissait : (1) d'évaluer l'effet des infections palustres microscopiques et sub-
microscopiques au cours des 3 premiers mois de grossesse sur la croissance feetale, la durée de
la grossesse et 1'anémie maternelle; (ii) de déterminer si l'effet du paludisme sur le feetus est
modifié par le statut nutritionnel de la femme qui constitue un autre déterminant important de

la croissance feetale.
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L'approche méthodologique proposée dans le cadre de RECIPAL est originale et, a notre
connaissance, unique dans le domaine du paludisme gestationnel. Elle repose sur (1) le
recrutement des femmes avant la conception, de maniere a détecter les premieres infections
palustres durant la grossesse et a pouvoir dater la grossesse avec précision par 1'échographie,
(2) I'¢tude de l'effet du paludisme sur la croissance foetale évaluée in utero et de facon
longitudinale, (3) la prise en compte du statut nutritionnel de la femme avant et pendant la
grossesse et (4) 1'évaluation de I'effet des infections palustres sub-microscopiques sur la santé

de la mere et de 1'enfant.

L'unit¢ mixte de recherche “Meére et Enfants face aux Infections Tropicales” (MERIT,
UMR216) de I'Institut de Recherche pour le Développement (IRD)/Université Paris Descartes
a été le promoteur de 1'étude RECIPAL, le Dr Valérie Briand en étant l'investigateur principal.
L'étude RECIPAL a été le fruit d'une collaboration entre I'unit¢ MERIT, 1'unité Nutripass
(UMR204) de I'IRD/Universit¢é de Montpellier/SupAgro Montpellier, 1'équipe EPOPé
(Obstetrical, Perinatal, and Paediatric Epidemiology Research Team) de 1'U1153 de 1'Inserm
(Institut national de la santé et de la recherche médicale), I'Ecole des Hautes Etudes en Santé
Publique (EHESP) et deux institutions béninoises de 1'Université d'Abomey-Calavi, la Faculté

des Sciences de la Santé et la Faculté des Sciences Agronomiques.

4.2.2. Zone d'étude

L'étude s'est déroulée dans les communes de SO6-Ava (rurale) et d'Abomey-Calavi (semi-
urbaine), situées dans le sud du Bénin, a 25 km de Cotonou, la capitale économique. La petite
agriculture (mais, arachide, manioc, maraichage) est la principale source de revenus dans la
commune d'Abomey-Calavi tandis que 1'activité de péche prédomine dans la commune de S6-
Ava qui est une zone lacustre. Le climat de la zone d'étude est subéquatorial avec deux saisons

N

des pluies s'étendant d'avril a juillet et de septembre a novembre, avec une pluviométrie
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annuelle moyenne étant d'environ 1200 mm. Le paludisme y est pérenne toute I'année et y sévit
de fagon hyper endémique, sa transmission est continue et intense (zone de paludisme stable),
avec des pics habituellement observés apres les deux saisons des pluies. Plasmodium
falciparum est I'espéce parasitaire la plus rencontrée (97% des cas).?!® Dans cette zone, le taux
d'inoculation entomologique moyen est de 2,1 piqlires infectantes d'anophele/personne/100
nuits.?!” Les principales espéces de vecteur de paludisme sont Anopheles gambiae ss et
Anopheles funestus. La commune de SO6-Ava, cité lacustre située au niveau du lac Nokoué,

connait chaque année une période de crue qui s'étend généralement d'aolit a novembre.

Quatre arrondissements (S0-Ava, Vekky et Houédo dans la commune de S6-Ava et Akassato
dans la commune d'Abomey-Calavi) ont été sélectionnés pour 1'étude en fonction de la densité
de population dans les arrondissements et du nombre moyen de consultations prénatales et
d'accouchements par mois dans les principales maternités publiques de ces arrondissements.
Dans ces quatre arrondissements, la taille de la population était estimée a 124 994 habitants en
2013, incluant 17,4% (21 779) femmes en age de procréer (18-45 ans) (INSAE-RGPH4). Nous
avons par la suite travaillé dans 35 villages sur les 36 appartenant a ces quatre arrondissements

en fonction de leur proximité avec les maternités.

Le recrutement des participantes a 1'étude a débuté en juin 2014 et s'est terminé en décembre

2016. Le suivi de la cohorte des femmes enceintes s'est terminé en aoit 2017.

4.2.3. Design et population d'étude

La figure 6 présente la conception de I'étude RECIPAL avec les principaux déterminants
évalués a travers un suivi pré-conceptionnel et gestationnel. La population d'étude était
constituée par des femmes en age de procréer recrutées en population générale et suivies
mensuellement pendant une durée maximale de 18 mois, suivi prolongé jusqu'a 24 mois en

cours d'étude. Ces femmes en age de procréer constituaient la cohorte initiale de 1'étude. Parmi
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elles, celles devenues enceintes ont ensuite été suivies mensuellement a la maternité depuis le

début de la grossesse jusqu'a I'accouchement, constituant ainsi la cohorte finale de 1'étude.

Nous avons estimé qu'un échantillon de 466 naissances était suffisant pour mettre en évidence
un risque deux fois élevé d'issues défavorables de la grossesse en cas d'infection palustre
précoce!”? selon 1'hypothése d'une prévalence de 25% d'infection palustre microscopique au 1

trimestre et 30% d'issues défavorables de la grossesse (PPN, PPAG, prématurité, mort-

né)'¥71-218 avec une puissance de 80% et un risque de 1°® espece de 5%. Nous avons également
estimé que suivre 2000 femmes en age de procréer (cohorte initiale) devait permettre d'identifier
510 femmes enceintes (cohorte finale) durant 18 mois de suivi dans la cohorte initiale. Ce calcul
a été basé sur le taux de fertilité total de 200/1000/année au Bénin et en concédant 15% de

perdus de vue apres recrutement dans la cohorte initiale et de 10% dans la cohorte finale.

Toutes les femmes en age de procréer, quelle que soit leur gestité, vivant dans la zone d'étude
étaient éligibles pour étre incluses dans 1'étude. Pour étre recrutées, les femmes devaient

répondre aux criteres d'inclusion suivants:

- Avoir un test de grossesse urinaire négatif le jour du recrutement,

- Etre agée entre 18 et 45 ans,

- N’avoir aucune contraception durant la période,

- N’avoir aucun probleme antérieur de fertilité (aménorrhée primaire ou secondaire,
incapacité a concevoir depuis 10 ans ou plus, maladie abortive),

- Avoir un désir de maternité,

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

- Accepter le protocole de I'étude RECIPAL et donner son consentement éclairé écrit.
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Une communication orale et écrite a été utilisée pour fournir des informations completes a la
femme et a son conjoint. Le formulaire de consentement avait été traduit en langue locale pour

les couples qui étaient illettrés.

CPN
1= CPN Facteurs comportementaux et mode de vie
Nombre de CPN g Consommation de tabac et d"alcool
(2
Facteurs
AVANT v constitutionnels
CONCEPTION Age matemel
GROSSESSE Sexe de I'enfant
Caractéristiques Taille matemel
démographiques
(Statut marital, niveau
d’éducation, ethnie, profession )
Statut socioéconomique Inficthum palusive
st ond 3 —
(152" 3 Gmcsics ——— NAISSANCE
Antécédents obstétricales i B J FPN
(Gestité, intervalle 4| ; | Retard de croissance feetale i v Prémataite
intergénésique, PPAG) Leésions placentaires PPAG
(Altérations des échanges matemo-
Statut nutritionnel fostaux, inflammation placentaire )
(Malnutrition, anémié) I
Caractéristiques
environnementaux
(Caractérnistiques de I'habitat et
gestion des ordures ménagéres)
Troubles hypertensifs
L Hypertension chronique
2 5 — Hypertension gestationnel
Autres infections Statut nutritionnel Eclampsie

(wrinaires, génitales) Gain pondéral gestationnel
Anémie pendantla grossesse

Figure 6: Conception de la cohorte RECIPAL

CPN: consultation prénatale; FPN: faible poids de naissance; PPAG: petit poids pour 1'dge gestationnel
Trois procédures différentes ont été utilisées de maniere concomitante pour enrdler les femmes

en age de procréer dans la cohorte initiale:

2

— Premiere procédure: Des campagnes de sensibilisation de type “place grand public’
ont été organisées dans chacun des 35 villages sélectionnés pour présenter I'étude a toute
la population. Les femmes intéressées étaient invitées a s'inscrire dans un registre
déposé aupres du chef du village et elles étaient visitées dans leurs ménages le
lendemain pour leur inclusion. Les enquéteurs de 1'étude étaient en contact permanent
avec les différents chefs de village pour vérifier 1'enregistrement éventuel d'un couple

s'étant manifesté. Les séances de sensibilisation étaient répétées plusieurs fois tout au
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long de I'étude dans les villages ayant un faible score d'enregistrement. Par ailleurs, des
sessions d'information ont également été réalisées dans les différents centres de santé
certifiés ou accrédités des zones d'étude, qu'ils participent ou non a l'étude, afin

d'accroitre I'implication de la communauté et I'acceptabilité de 1'étude.

Deuxieme procédure: Des campagnes de sensibilisation spécifiques ont été organisées
avec les responsables communautaires (élus locaux, autorités sanitaires, tétes
couronnées), les autorités religieuses (traditionnelles, musulmanes et chrétiennes) et les
médias (principalement par le canal de la radio) pour la mobilisation sociale. Des
sessions d'information ont également été faites lors de rencontres avec les différentes
associations des femmes, des jeunes, des artisans et lors des séances de culte dans les
églises les plus fréquentées. La population féminine était aussi informée lors des
consultations prénatales a la maternité ou lors des séances de vaccination de routine du
programme élargi de vaccination au centre de santé. Les femmes intéressées se
rapprochaient des enquéteurs de 1'étude ou des relais communautaires avec qui nous

travaillions pour s'enregistrer.

Troisieme procédure: Cette derniere a consist¢ a faire du porte-a-porte pour
sensibiliser et identifier les femmes éligibles et intéressées en utilisant le réseau des
relais communautaires de santé. Ces relais communautaires sont des membres de la
communauté, désignés par la communauté et responsables devant la communauté de
leurs activités. Ils sont approuvés par les centres de santé et recoivent de courtes
formations périodiques, mais n'appartiennent pas nécessairement au corps médical. Les
pisteurs, qui sont également des membres de la communauté et souvent sollicités par les
centres de santé pour les activités de journées nationales et les stratégies avancées de
vaccination, ont été impliqués dans l'identification et 1'enr6lement des femmes en age

de procréer de leur communauté apres avoir été formés.
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De juin 2014 a septembre 2016, 1302 femmes en age de procréation étaient intéressées par
I'étude. Parmi elles, 1214 (93,2%) répondaient aux criteres d'inclusion et ont été recrutées. Selon
le recensement général de la population de 2013 et la 4°™ enquéte démographique de santé du
Bénin, nous avons estimé que les femmes incluses dans 1'étude représentaient 6% du nombre
total des femmes en age de procréer vivant dans la zone d'étude. En comparant les
caractéristiques sociodémographiques de base des femmes incluses dans notre étude a celles de

1'étude de Dansou et al.,*"’

qui ont utilisé les données individuelles d'un échantillon représentatif
de femmes en age de procréer incluses dans I'EDS-IV, les femmes de notre étude avaient un
niveau de pauvreté plus élevé. Les autres caractéristiques sociodémographiques telles que 1'age,

le niveau d'éducation, la parité et le niveau d'exposition aux médias étaient cependant similaires

(Tableau 5).
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Tableau 5: Comparaison des caractéristiques des femmes en age de procréer de la cohorte RECIPAL avec les données extraites de

I'enquéte démographique de la santé (EDS-IV 2011/2012)

Cohorte RECIPALS, N=1214

%§
(2014-2017) Dansou et al.*3 (2017)

% (n) %
Age (années) <19 3.2 (38) 4.5
20-24 24.2 (294) 19.0
25-29 33.6 (408) 25.8
30-34 22.3(271) 23.8
>35 16.7 (203) 24.2
Niveau d'éducation Aucune 73.2 73.1
Indicateur de richesse du ménage (Quintiles) ' Tres pauvre 35.2 (427) 22.3
Pauvre 23.1 (281) 21.6
Moyen 17.4 (211) 21.6
Riche 12.4 (150) 19.5
Tres riche 11.9 (145) 15.0
Parité 0 8.8 (107) -
1 13.8 (167) 18.4
2-4 47.6 (578) 51.5
>5 29.8 (362) 30.1
Exposition au média Aucune 44.1 (536) 452
Moyen 37.5 (455) 32.6
Elevé 18.4 (223) 22.2

* N= 8,701. Données extraites de I'enquéte EDS-IV de 2011-2012.

Dansou J, Adekunle AO, Arowojolu AO. Factors associated with antenatal care services utilisation patterns amongst reproductive age women in Benin Republic: An analysis of 2011/2012 Benin

Republic’s Demographic and Health Survey data. Niger Postgrad Med J 2017;24:67-74

§ Femmes agées de 18—45 ans et 15—49 ans dans la cohorte RECIPAL et I'EDS-1V, respectivement.
+ L'indicateur de richesse du ménage a été approximé dans 1'étude RECIPAL en utilisant un score synthétique combinant les caractéristiques de I'habitat et les biens d'équipement possédés par le ménage,

et pour I'étude de Dansou ef al. en utilisant une analyse en composante principale.
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4.2.4. Procédures de suivi et de collecte des données

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

étude. Il a été réalisé un suivi avant conception et tout au long de la grossesse.

4.2.4.1. Phase pré-conceptionnelle

A l'inclusion, des données sociodémographiques (age, statut marital, lieu de résidence, ethnie,
niveau de scolarisation, statut professionnel de la femme et du conjoint), économiques (biens
d'équipement possédés tels que la possession de moyens de déplacement, de radio, de
télévision, de téléphone, de champs, d'animaux) et les caractéristiques de I'habitat (possession
d'eau, d'électricité, composition des murs et du sol, type de toilettes) étaient collectées. A cette
occasion, un dépistage pour l'infection palustre, la schistosomiase urinaire, et l'infection a
Chlamydia trachomatis et Neisseria gonnorrhoeae était réalisé. Le taux d'Hb ainsi que des
marqueurs de l'inflammation étaient dosés. Apres l'inclusion dans 1'étude, les femmes étaient
visitées a domicile mensuellement par des agents enquéteurs formés (infirmiers et/ou sages-
femmes), assistés par des relais communautaires, qui collectaient des informations sur la date
des dernieres regles (DDR) et réalisaient un test urinaire de grossesse (One-Step; International
Holding, Germany). Les données anthropométriques maternelles étaient collectées tous les 3
mois et les apports alimentaires évalués deux fois au cours de ce suivi pré-conceptionnel. Les
tests de grossesse et les visites a domicile par les enquéteurs étaient généralement bien acceptés

par les ménages.

De plus, apres 12 mois les femmes toujours suivies recevaient des conseils médicaux pour aider
a la conception. Elles étaient invitées a la maternité pour un examen gynécologique précis en
cas de signes en faveur d'une infection génitale. Apres 24 mois, le suivi des femmes qui
n'avaient pas pu concevoir s'arrétait et elles étaient orientées, si elles le souhaitaient, vers un

gynécologue pour une évaluation de leur fertilité.
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4.2.4.2. Phase gestationnelle

Une fois enceinte, les femmes étaient suivies en CPN a la maternité tous les mois jusqu'a
I'accouchement. Elles étaient encouragées a venir spontanément a la maternité pour des
consultations d'urgence, en cas de symptomes quels qu'ils soient. Le staff de la maternité (en
charge des consultations prénatales de routine et des examens cliniques) et les enquéteurs de
I'étude (en charge de la collecte des données spécifiques a 1'étude RECIPAL) étaient
simultanément impliqués dans le suivi prénatal des femmes. A l'inclusion dans la cohorte finale,
un dépistage VIH était effectué a la premiere visite prénatale. Des données cliniques,
anthropométriques et obstétricales (utilisation de la MILLD, administration du TPIg,
consommation d'alcool, supplémentation en micronutriment, fer, acide folique) étaient
collectées a chaque visite prénatale. Par ailleurs, un dépistage du paludisme par une goutte
épaisse ainsi que la recherche d'une protéinurie, d’une glycosurie et d'une infection urinaire par
l'utilisation d'une bandelette urinaire (Combi-screen Analyticon, Germany) étaient
systématiquement réalisés a chaque visite mensuelle. Les apports alimentaires étaient évalués
une fois chaque trimestre. Au moins cinq échographies-dopplers étaient réalisées pour chaque
femme enceinte. Un échantillon de sang veineux était prélevé au 1% et au 3°™ trimestre de

grossesse afin de doser les marqueurs de l'inflammation et mesurer la plombémie et la

magnésémie.

A l'accouchement, les nouveau-nés étaient pesés dans 1'heure suivant la naissance a I'aide d'une
balance électronique numérique précise a 2 g pres (SECA 757; SECA, Germany). La taille
(SECA infantometer 416, Germany) et le périmetre cranien (SECA 201, Germany) du nouveau-
né étaient mesurés au millimetre pres. L'infection palustre était recherchée dans le sang veineux
de la mere, du cordon et du placenta. Une biopsie placentaire €tait réalisée pour rechercher la
présence de parasites et altérations placentaires liées au paludisme a I'examen histo-

pathologique.
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A partir des prélevements sanguins et urinaires réalisés avant et pendant la grossesse, des

échantillons de sang total, de sérum, de plasma ainsi que les échantillons d'urines ont été

conservés entre -20°C ou -80°C avec un monitorage quotidien de la température.

Avant conception Pendant grossesse
(Cohorte initiale, N=1 214) (Cohorte finale, N=411)
A A
s o W e |
2 1* trimestre
| L7 | ] 3 ] ] ] 1 S
1 L] L] T T T 1 -

CPN1 CPN2 CPN3 CPN4 CPN3 CPN6 CPN7 CPN8 ACC
Trchusion »  CPN mensuelles
Localisation GPS v Dépistage VIH a la CPN1
Données sociodémographiques et économiques ¥ Depistage infection palustre (9E‘FS /PCR)
Caractéristiques du logement et de I’environnement ¥ Echographies obstétricales (x5)
Biens d"équipement possédés par le ménage v Examen clinique (tension artérielle, bandelette urinaire)
Antécidents ‘obstétricanx v"  Anthropométrie (poids, PB, plis cutanés bicipital-tricipital)
Anthropométrie maternelle (taille) v"  Composition corporelle / Bio-impédancemétre (x3)
Questionnaire évaluant le désir de maternité v Rappel quantitatif des 24 heures / tous les 3 mois
Dépistage chlamydia et schistosomiase urinaire
Dépistage infection palustre (GE-FS / PCR) +  Echantillon de sang veineux a la CPN 2 et CPN6
Hb, ferritine, acide folique, niveaux CRP, AGP, sTfR v"  Hb, ferritine, acide folique, niveau de plomb et de manganése

v" Marqueurs inflammatoires (CRP. AGP. sTfR)
Visites a domicile mensuelles «  Accouchement
Test u;me%ire de’grossesse v" Nouveau-né : anthropométrie (poids, taille, PC), dépistage infection
DI_)R“amenor_rhee o o . ) palustre sur le sang du cordon (GE-FS, PCR)
Poids, PB, plis cutanés (bicipital-tricipital) / 3 mois ¥ Mére: dépistage infection palustre (GE-FS/PCR)
Composition corporelle / Bio-impédancemétre (x2) v Placenta: Poids, infection palustre (Apposition-FS, PCR, histologie)
Rappel quantitatif des 24 heures (x2)
+  Suivi passif (consultation d’urgence)
¥"  TDR+/-GE si température = 37,5°C ou antécédent fiévre (< 24h)
v

Grossesse

Figure 7: Procédures de collecte de données de la cohorte RECIPAL

CPN: Consultation prénatale; PCR: Polymerase chain reaction; GE-FS: Goutte épaisse-Frottis sanguin

CRP: C-reactive protein; AGP: Alphal-Acid Glycoprotein; STfR: Soluble Transferrin Receptor; PC: Périmetre cranien
GPS: Global positioning system; PB: Périmetre brachial ; Hb: Haemoglobin; DDR: Date des derniéres regles; TDR: Test de

Diagnostic rapide

4.2.4.3. Composantes spécifiques de l'étude

Diagnostic de l'infection palustre. Avant conception et pendant la grossesse, l'infection

palustre a été recherchée par microscopie (goutte épaisse, frottis sanguin)??° et par la réaction

de Polymérisation en chaine (PCR). Par ailleurs, a n'importe quel moment de la grossesse, un

test de diagnostic rapide du paludisme (Pf+pan rapid test SD Bioline Ag, IDA foundation,

Netherlands; BioSynex, France) était effectué en cas de signes en faveur d'un paludisme pour

un diagnostic et un traitement immédiats.
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Suivi échographique. La figure 8 présente le moment de réalisation des différentes
échographies et les différents parametres étudiés. La premiere échographie était réalisée entre
9 et 14 SA selon la DDR enregistrée lors du suivi pré-conceptionnel. L'AG était estimé en
semaines et basé sur la mesure de la longueur cranio-caudale en utilisant la courbe de Robinson
comme courbe de référence.??! Aprés cette premiere échographie de datation, I'AG final retenu
était basé soit sur la DDR si la différence entre les deux mesures (DDR/échographie) était

inférieure a 7 jours, soit sur 1'échographie si la différence était supérieure a 7 jours.

P @‘. o

o < : = : & 'o&‘ bq‘\ 2
¥ & 2eme, 3eme  geme Geme dchographies ,3\9'" & \q,é_,'.
-\\o“\ o‘?)_,.v-' - Viabilité foetale, évaluation liguide amniotigue, localisation du placenta & QQO_ 63’,-
4,}\9 ,;‘o__.-"' - Identification des anomalies foetales majeures i S
7 ,;é@ - Mesures biométrigues fostales (DBP, CC, CA, LF, DAT, DAAP, DOF)
“' - Mesures du flux sanguin des veines utérines et ombilicales*
1° trimestre 2°me trimestre 3Me trimestre
4-5SA 9-14SA 15-20SA 21-26SA 27-325A 33-38SA

Y

Echographie d’urgence
Evaluation de |a viabilité foetale, localisation du placenta, évaluation du liguide amniotigue, position du fostus

Figure 8: Suivi échographique (cohorte RECIPAL)

CC: Circonférence cranienne; CA: Circonférence abdominale; LF: Longueur fémorale; DBP: Diametre bipariétal; DOF:
Diametre occipito-frontal; DAT: Diametre abdominal transverse; DAAP: diametre abdominal antéro-postérieur
* Les flux sanguins des veines utérines et ombilicales étaient respectivement mesurés a 21-25 SA et 28 SA

Quatre échographies complémentaires étaient effectuées pour évaluer la biométrie foetale
(diametre bipariétal, circonférence cranienne, longueur fémorale, circonférence abdominale,
diametre occipito-frontal, diametre abdominal transverse et diametre abdominal antéro-
postérieur) et mesurer les flux sanguins des veines ombilicales et utérines. Les mesures étaient
effectuées conformément a la méthodologie proposée dans le projet INTERGROWTH-21st.>*

Chaque parametre était mesuré deux fois, puis une moyenne était calculée. Une troisieme

mesure était effectuée lorsque 1'écart entre les deux premieres mesures était jugé trop important
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par le médecin échographiste. Un contrdle de qualité était effectué sur 10% des mesures foetales
par un échographiste senior de l'universit¢é d'Oxford, ayant particip€é au projet

INTERGROWTH-21st.

Mesures anthropométriques et évaluation des apports alimentaires. Les mesures
anthropométriques étaient recueillies 4 1'aide de procédures standards déja validées.??* Lors du
suivi pré-conceptionnel, le poids était mesuré a domicile a 1'aide d'une balance électronique
avec une précision de 200 g (Tefal, France). L'ensemble du jeu des balances électroniques était
étalonné trois par semaine. A la maternité, les femmes étaient pesées avec le Tanita MC-780,
dispositif de mesure de composition corporelle (Tanita, Tokyo, Japan). La taille était mesurée
par un gabarit de type SECA 206 (Hambourg, Allemagne), tandis que le périmetre brachial
(bras gauche) était mesuré par un ruban métrique ergonomique SECA 201 (Hambourg,
Allemagne). La mesure des plis cutanés était effectuée au niveau du triceps et du biceps a l'aide
d'une pince a plis Holtain (Crymyeh, UK). L'ensemble du jeu de mesures était répété deux fois
de suite par le méme enquéteur, puis une moyenne de ses mesures était calculée. La composition
corporelle, basée sur la méthode d'analyse de I'impédance bioélectrique, était évaluée a l'aide
d'un analyseur de la composition corporelle multi-fréquence, Tanita MC-780, avec un dispositif
de quatre €électrodes couplées sur les mains et les pieds. Un controle de qualité des données
anthropométriques était effectué périodiquement par un chercheur de 1'unité Nutripass
(UMR2014, IRD), en charge de la mise en place du suivi anthropométrique et alimentaire sur

le projet.

Les apports alimentaires étaient évalués grace a un questionnaire quantitatif de rappel des 24
heures en utilisant la méthode standard de passage multiple.””* Au préalable, une liste
exhaustive des aliments et des recettes les plus couramment consommés a été établie a
I'occasion d'une étude préliminaire sur les habitudes alimentaires des femmes dans la zone

d'étude. Cette liste a été utilisée pour identifier de fagon précise les aliments déclarés par les
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femmes comme ayant été consommés la veille de l'entretien. Les quantités d'aliments
consommés ont été estimées a 1'aide de mesures de ménage incluant des ustensiles pré-calibrés,
des photos alimentaires représentant différentes tailles de portion, la valeur monétaire des
portions alimentaires vendues sur les marchés. Un tableau de composition des aliments et une
base de données sur les recettes couramment consommées sont actuellement en cours
d'élaboration. Ceux-ci permettront de déterminer 'apport en macro et micronutriments des
femmes de 1'étude, au vu de ce qu'elles déclarent avoir consommé. Le questionnaire du rappel
des 24h était effectué avant et pendant la grossesse pour prendre en compte la variabilité intra-

individuelle.

4.2.5. Techniques de laboratoire
4.2.5.1. Diagnostic microscopique du paludisme

La technique de Lambaréné a été utilisée pour le diagnostic des infections palustres.??> Elle
consiste a étaler 10 uL de sang sur une surface de 1,8 cm? de lame de microscope. Chaque
champ microscopique contient un volume bien défini de sang. La lame est ensuite colorée au
Giemsa et lue au microscope a l'objectif 100 avec de 'huile a immersion. Le nombre moyen de
parasites par champ est déterminé, puis multiplié par un facteur multiplicateur (facteur
microscopique) pour obtenir le nombre moyen de parasites par uL. de sang. La parasitémie est
déterminée en estimant le nombre moyen de parasites par champ microscopique. Le nombre de
champs microscopiques a compter dépend de la densité parasitaire (plus de 1000
parasites/champ: compter ¥2 champ; entre 100 et 999 parasites/champ: compter 1 champ). Cette

technique de détection a une sensibilité meilleure a celle de la goutte épaisse classique.??’

Dans le cadre de RECIPAL, chaque lame était lue par deux microscopiques indépendants et
bien entrainés. Chacun d'eux établissait son diagnostic en aveugle des résultats de l'autre

microscopiste. Une troisieme lecture, par un biologiste senior, était effectuée dans les cas
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suivants: (1) discordance entre les résultats des deux microscopistes, positif par I'un et négatif
par l'autre; (i1) les deux microscopistes avaient estimé la parasitémie comme> 400 parasites/uL
mais le rapport des densités parasitaires entre les deux lectures était supérieur a 2; ou (iii) au
moins un des microscopistes avait estimé la parasitémie comme <400 parasites/pL et la densité

la plus €levée était plus de 10 fois plus faible que celle de I'autre.

L'approche de diagnostic moléculaire était basée sur une combinaison de PCR en temps réel
comprenant des amorces de genes spécifiques, des sondes pour le codage des genes, le small
(18S) Plasmodium rRNA, et un systeme ultrasensible de détection spécifique a Plasmodium

falciparum.**®

4.2.5.2. Dépistage de l'infection a VIH

Le dépistage du VIH par des méthodes de détection rapide fait partie intégrante du suivi
anténatal proposé aux femmes au Bénin. Au cours de 1'étude RECIPAL, le dépistage était
proposé a la femme apres un counseling lors de la premiere CPN. En cas d'accord, il était réalisé
al'aide du test Determine® HIV-1/2 (Abbott Determine kit HIV 1 et 2 package insert) et Bioline
(SD Bioline Kit HIV 1 et 2 3.0 package insert). Ces tests reposent sur une méthode immuno-
chromatographique pour la détection qualitative par lecture visuelle des anticorps anti-VIH-1
et anti-VIH-2 dans le sérum, le plasma, ou le sang total humain. Toutes les femmes déclarées
positives étaient orientées vers 1'hopital de zone pour le dosage de la charge virale et du taux de
CD4. En cas de confirmation, la femme était prise en charge gratuitement selon les
recommandations du programme national de lutte contre le VIH/SIDA a travers son volet

prévention de la transmission mere-enfant du VIH (PTME).

4.2.5.3. Dépistage de I'hémoglobine

Le taux d'hémoglobine était déterminé par une méthode photométrique a I'aide d'un

hémoglobinométre (HemoCue®). Cette technique nécessite 8-10 uL de sang. Le dosage du taux
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d'hémoglobine était réalisé une fois avant la conception, puis au 1% et au 3™ trimestre de

grossesse.

4.2.5.4. Dépistage de la schistosomiase urinaire

L'infection a schistosomiase était recherchée par la détection des ceufs de Schistosoma
haematobium par la technique de filtration des urines (Nytrel® filter). La charge parasitaire des
ceufs était déterminée pour 10 mL d'urine. Une recherche de l'infection a l'inclusion dans la

cohorte, puis en fin de grossesse était réalisée.

4.2.5.5. Dépistage de l'infection a chlamydia et a gonocoque

Le diagnostic d'infection a Chlamydiae trachomatis et d'infection a Neisseria gonorrhoeae

reposait sur la réalisation d'une PCR (Triplex®) effectuée sur un échantillon urinaire.

4.2.6. Gestion des événements morbides

Les évenements morbides survenus chez les femmes enceintes et leurs nouveau-nés étaient pris
en charge conformément aux différentes recommandations du Ministere de la Santé du Bénin.
Les cas de paludisme simple et d'anémie modérée (taux d'Hb entre 70 et 110 g/L) étaient pris
en charge localement au niveau des maternités de 1'étude. Par contre, les cas de paludisme grave
et d'anémie sévere (taux d'Hb < 70 g/L) étaient référés vers les centres de référence, 1'hdpital de
zone en premiere intention, puis vers la clinique universitaire de gynéco-obstétrique (CUGO)
et le centre hospitalo-universitaire (CHU-MEL) en seconde intention si le plateau technique

était insuffisant a I'hdpital de zone.

Pendant la phase pré-conceptionnelle, les femmes infectées par la schistosomiase urinaire
étaient traitées par le praziquantel en dose unique de 40 mg/kg. A I’inclusion, les femmes
infectées par P. falciparum, qu'elles soient symptomatiques ou non, étaient traitées par

l'artéméther-luméfantrine (96/480 mg) deux fois par jour pendant 3 jours. Les femmes anémiées
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(taux d'Hb < 120 g/L) recevaient des comprimés de fer (200 mg) et d'acide folique (10 mg)
deux fois par jour pour un traitement de 3 mois. Pour les femmes infectées par Chlamydiae
trachomatis et Neisseria gonorrhoeae, elles étaient respectivement traitées par de
I'azithromycine (1 g en dose unique par voie orale) et de la ceftriaxone (1 g en dose unique par
voie intraveineuse). Les conjoints ainsi que les coépouses éventuelles non incluses dans
RECIPAL étaient également traités en cas d'infection a Neisseria gonorrhoeae. Les femmes
avec un statut nutritionnel faible (indice de masse corporel <17 kg/m?) avant conception,
bénéficiaient de conseils alimentaires et un monitorage mensuel du poids. Elles étaient orientées

vers des structures de référence pour un bilan étiologique.

Pendant la grossesse, en cas de paludisme non compliqué au 1* trimestre, les femmes étaient
traitées avec de la quinine par voie orale (10 mg/kg/8 heures) pendant 7 jours. Cependant,
I'observance du traitement n'a pas pu étre vérifiée. En cas de paludisme sévere, 1'artésunate en
intraveineuse était utilisée jusqu'a ce que le traitement oral soit toléré (relais par les
combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine). Les infections aux 2°™ et 3*™ trimestres
étaient trait€ées avec de l'artéméther-luméfantrine pendant 3 jours. En cas de persistance de
symptOomes de paludisme, une goutte épaisse de controle était réalisée 3 jours apres le début du
traitement. Le traitement de l'anémie pendant la grossesse dépendait du niveau du taux
d'hémoglobine. Les femmes recevaient 200 mg de sulfate de fer, deux fois par jour, pendant 3
mois en cas d'anémie modérée ou étaient référées dans un hopital de référence en cas d'anémie
sévere. Par ailleurs, selon les recommandations nationales, toutes les femmes recevaient une
supplémentation en fer (200 mg/jour) et en acide folique (5mg/jour) jusqu'a 'accouchement
pour prévenir I'anémie gestationnelle. Tous les médicaments administrés pour le traitement des
infections palustres, de la schistosomiase urinaire et de I'anémie, ainsi que les affections en

relation avec la grossesse €taient pris en charge par le projet.
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4.2.7. Organisation du travail

L'étude s'était déroulée en communauté ainsi que dans la maternité du centre de santé de
commune de SO0-Ava, le centre de santé d'arrondissement d'Akassato et de Houédo et le centre
Saint Joseph de So6-Tchanhoué. Le service de gynéco-obstétrique du centre hospitalo-
universitaire d'Abomey-Calavi (hopital de zone), la CUGO du centre national hospitalo-
universitaire Hubert-Koutoukou-Manga (CNHU-HKM) et le CHU-MEL, principaux centres de
référence de la zone d'étude, étaient impliqués dans la prise en charge des femmes enceintes en
cas d'évenement morbide grave. L'équipe de terrain était composée de 29 personnes
permanentes en charge du volet clinique, anthropométrique, biologique et échographique du
projet; celle-ci incluait l'investigateur principal, 1 médecin coordonnateur, 1 chercheur-
immunologiste senior, 1 médecin superviseur, 5 infirmiers/sages-femmes enquéteurs, 1
chercheur biostatisticien, 4 relais communautaires recrutés spécifiquement pour le projet, 1
barreur pour la conduite de la barque motorisée, 4 médecins gynécologistes qui ont travaillé en
alternance pour la réalisation des échographies, 2 agents de saisie et 2 ingénieurs de laboratoire.
Par ailleurs, 6 personnes permanentes étaient en charge du volet nutritionnel (2 médecins
chercheurs nutritionnistes, 1 ingénieur agronome titulaire, 1 ingénieur agronome superviseur et
2 agents enquéteurs). Cette équipe était appuyée, pour le recrutement des femmes de la cohorte
initiale, par 35 pisteurs identifiés dans les différents villages participants. Le personnel de
I'enquéte a travaillé en étroite collaboration avec les sages-femmes des différentes maternités

incluses dans 1'étude.

4.2.7.1. Phase pré-conceptionnelle

Chaque enquéteur était responsable du suivi d'un sous-échantillon de la cohorte initiale (~ 243
femmes en age de procréer par enquéteur). Des visites a domicile (VAD) étaient programmées
pour les enquéteurs (~ 159 VAD/mois/enquéteur) par le médecin coordonnateur aidé du

médecin superviseur. A chaque visite réalisée, la visite suivante était programmée en accord
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avec la femme et selon le protocole de 1'étude. Quelques jours avant la visite, I'enquéteur

appelait chaque femme par téléphone pour confirmer la date et 'heure de la visite. Pour celles

qui n'étaient pas joignable par téléphone, une liste était établie et envoyée aux relais

communautaires qui rendaient visite aux femmes dans leur ménage. Les procédures suivantes

étaient appliquées lorsqu'une femme restait injoignable par téléphone et physiquement:

En cas d'absence due a ses activités quotidiennes, 1'enquéteur sur le terrain planifiait une
autre visite dans les prochains jours et demandait a un membre du ménage, d'avertir la
femme de la visite. Lorsque le délai risquait d'étre dépassé conformément au protocole,
les relais communautaires repassaient en fin de journée, dans la soirée, pour revoir la

femme.

Lorsqu'une femme prévoyait de voyager pour une durée de moins de 7 jours, l'enquéteur
contactait la femme et planifiait une autre date de visite avec elle a son retour. Lorsque
le voyage devait durer plus de 7 jours, un test de grossesse urinaire était réalisé avant le
départ. En cas de test positif, la 1°° CPN était effectuée avant le départ; en cas de résultat
négatif, une nouvelle visite était prévue pour le retour de la femme dans les deux mois
suivants.

Une visite mensuelle était considérée “manquante” lorsqu'elle n'était pas réalisée dans
les 21 jours suivant la date prévue malgré les visites de rappel de 1'enquéteur sur le

terrain (Figure 9).

Dans les situations suivantes, la femme était exclue du suivi: trois visites mensuelles

successives manquées, ou deux visites mensuelles successives manquées mais avec un test de

grossesse positif a son retour de voyage.

Nous avons considéré que le suivi pré-conceptionnel était complet si la femme avait été suivie

jusqu'a la survenue d'une grossesse, ou suivie sans interruption depuis son entrée dans la cohorte
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initiale —pour une durée maximale de 24 mois— sans survenue d'une grossesse. Selon la date

d'entrée dans la cohorte, les femmes ayant complété le suivi ont suivies entre 4 et 24 mois.

VAD 1 considérée comme “complétée”
VAD 2 prévue le 1* Octobre

21 jours aprés la

Date prévue e I{Iigi e Date prévue Date prévue
VAD1 VAD2 VAD 3

| — = | | | >

1* Septembre T 1*¥ Octobre 1¥ Novembre

VAD 1 manquante et visite considérée comme
VAD 2 “anticipée™; la date de la VAD 3 reste
inchangée pour le 1 Novembre

Figure 9: Procédures visite a domicile avant grossesse (cohorte RECIPAL)

VAD: Visite a domicile

4.2.7.2. Phase gestationnelle

Les sages-femmes étaient en charge du suivi prénatal habituel des femmes. Celui-ci avait lieu
chaque mois ou chaque 6 semaine en fonction du moment de réalisation des échographies. Nos
enquéteurs revoyaient les femmes apres la consultation de la sage-femme, a la maternité, pour
recueillir des informations spécifiques a 1'étude RECIPAL. En cas de visite manquée, les
procédures étaient les mémes que lors du suivi pré-conceptionnel. Nous avons considéré que le

suivi gestationnel était complet lorsque la femme avait ét€ suivie jusqu'a 'accouchement.

Pour les deux phases, le suivi était donc considéré incomplet en cas de perdues de vue (2 a 3
visites consécutives manquées durant la période pré-conceptionnelle et aucune information
pendant plus de 3 mois pendant la grossesse), de migration hors de la zone d'étude, et
lorsqu'aucune donnée n'était disponible a 1'accouchement, le plus souvent a la suite d'une fausse

couche.
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4.2.8. Difficultés rencontrées pendant le suivi

Le recrutement des femmes en age de procréer dans la cohorte initiale a été interrompu plus tot
que prévu. La période de recrutement a duré 9 mois de plus que prévu dans le protocole (27
mois vs. initialement 18 mois), mais elle n'a pas pu étre prolongée pour des contraintes
essentiellement financieres. En outre, en raison de contraintes liées a la conception de 1'étude et
au contexte socioculturel local, une proportion non négligeable, 36,5% (444/1214) des femmes
en age de procréer n'ont pas pu compléter le suivi pré-conceptionnel. Au final, le nombre de
femmes en age de procréer et de femmes enceintes recrutées dans 1'étude a été beaucoup plus
faibles que prévu (1214 vs. 2000 femme en age de procréer; 411 vs. 510 femmes enceintes).

Les difficultés de recrutement et les raisons de retrait de consentement ont €t€ les suivantes:

o Les contraintes liées a la conception de 1'étude

Pour étre recrutées dans 1'étude, les femmes devaient accepter ne pas voyager hors de la zone
d'étude plus de 2 mois d'affilée pendant 1'étude. Les femmes ayant eu 3 visites a domicile
successives manquantes ou 2 visites manquantes avec un test de grossesse positif au retour de
voyage étaient exclues du suivi pré-conceptionnel. Chez les femmes dont le suivi a été
incomplet, 31,1% (138/444) avaient migré de la zone d'étude pendant plus de 2 mois et ont di
étre exclues de I'étude. Ce fort flux migratoire s'explique par le fait que la commune de S6-Ava
est une cité lacustre ou l'activité rémunératrice principale est la péche. En effet, pendant la
période de forte activité de péche (3 a 4 mois/an), de nombreuses femmes se rendaient dans la
cité de Makoko au Nigéria pour le commerce de poisson. Dans notre étude, 63,2% (86/138) des

femmes qui avaient migré avaient pour destination finale le Nigéria.

La seconde grande contrainte de 1'étude a été la longue durée du suivi pré-conceptionnel. Parmi
les femmes qui ont retiré leur consentement de 1'étude, 36% (98/272) d'entre elles avaient

déclaré étre fatiguées du suivi et étre décues de n'avoir pas été vite enceintes. Aucun médication
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particuliere, ni intervention spécifique n'était administrée ou mise en ceuvre dans le cadre du
projet pour aider les femmes a concevoir; seuls des conseils médicaux et un examen

gynécologique, en cas de symptomes évoquant une infection génitale, étaient réalisés.

Au cours de la grossesse, la principale contrainte était liée au nombre de CPN. En effet, neuf
CPN étaient planifiées pour chaque femme. A chaque CPN, une goutte épaisse et un frottis
sanguin étaient réalisés sur du sang capillaire sauf 2 la 2" (au 1° trimestre) et & la 6°™ (au 3°™
trimestre) CPN ou un prélevement veineux était réalisé. Le nombre moyen de CPN dans notre
étude a été de 8,1 (SD + 2,8, range: 1-15). Bien que I'ensemble des femmes enceintes étaient
satisfaites du suivi pendant la grossesse, certaines ont retiré leur consentement pour des raisons

d'indisponibilité liées au nombre trop élevé de CPN prévu.

e Les réalités socioculturelles africaines

Soixante-quatre pourcent (174/222) des femmes ont refusé de continuer a participer a 1'étude
en raison des rumeurs concernant les prélevements de sang et de placenta, ainsi que de soupgons
concernant les soins médicaux qui étaient fournis gratuitement par le projet. En effet, tout au
long de 1'étude, et principalement au début de 1'étude, des rumeurs ont circulé au sujet de la
quantité et du nombre de fois ol le sang était collecté et son utilisation a des fins religieuses
“vodoun”. Ces fausses rumeurs ont, a de rares occasions, été exacerbées par la survenue
d'évenements morbides graves que la population a attribué a 1'étude. Grace aux nombreuses
campagnes de sensibilisation dans les villages, a 1'appui des autorités locales politiques et
sanitaires, des chefs religieux, ainsi que l'organisation des visites dans nos différents
laboratoires par les élus locaux et les sages des villages, nous avons pu circonscrire—sans les
arréter completement— ces fausses rumeurs (Figure 10). La forte proportion d'analphabetes (>
70%) et la « peur systématique de 1'étranger »de la part de la population Toffin, qui était 1'ethnie

prédominante, a fortement contribué a la propagation de ces rumeurs. Les craintes concernant
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la manipulation du placenta ont été la source de nombreuses réticences a continuer le suivi
jusqu'a l'accouchement. Cela a déja été rapporté dans la littérature dans de nombreuses
communautés africaines.??’??® En effet, dans le projet RECIPAL, une biopsie du placenta pour
I'examen anatomo-pathologique de celui-ci, et un prélevement de 4 mL de sang placentaire
étaient réalisés a la recherche d'une infection palustre; le placenta était rendu a la famille aussitot
apres 'accouchement. Tout au long de I'étude, des informations sur l'utilité et la méthode de
prélevement placentaire était données a la femme et a sa famille. Malgré ces précautions, le
prélevement du placenta a été aussi une cause importante de refus de continuer de participer a

I'étude, le plus souvent au moment de I'accouchement.

La pression sociale exercée par les membres de la famille était également source de retrait de
consentement. Dans la mesure du possible, le conjoint de la femme et les membres de la famille
(notamment la belle-mere) étaient impliqués dans les différentes étapes du suivi. Pour de
nombreuses femmes, 1'accord de la famille était nécessaire pour leur participation a I'étude et
pour le suivi mensuel a la maternité jusqu'a l'accouchement. Par ailleurs, dans le projet
RECIPAL, les femmes ont bénéficié d'une prise en charge gratuite des pathologies liées a la
grossesse, détectées soit dans le cadre du suivi programmé, soit lors des consultations d'urgence
et a I'accouchement. Cela était parfois une raison de retrait de consentement, a la demande du
conjoint et non de la femme. En effet, 17.4% (8/46) des conjoints des femmes enceintes durant
la grossesse ont refusé que leur femme continue le suivi sous prétexte que « la belle-famille les
jugeait incapables de prendre soin de leur fille, raison pour laquelle ils acceptaient la gratuité

du projet».

Il est important de souligner d'autres difficultés mineures rencontrées au cours de I'étude. La
premiere a été relative aux conditions d'accessibilité de certains ménages au centre de santé lors
de la période de crue, qui dure en moyenne 3 mois par an. En effet, chaque année d'aolt a

novembre on observe une montée des eaux dans la commune de SO-Ava, obligeant de
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nombreux ménages a changer de domicile au sein de la zone, et rendant ainsi la logistique de
I'étude plus difficile. Une difficulté concernait le changement de l'ensemble de 1'équipe
d'enquéteurs 6 mois apres le début du projet, ces derniers ayant été recrutés dans la fonction

publique sur la base d'un concours passé deux ans plus tot (Figure 10).
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Figure 10: Rythme de recrutement pendant la phase pré-conceptionnelle

(Difficultés et actions mis en place)

4.2.9. Attrition de la cohorte

La figure 11 présente le diagramme de flux de la cohorte RECIPAL. De Juin 2014 a Septembre
2016, 1302 femmes en age de procréer ont manifesté leur désir et/ou ont été approchées pour
participer a 1'étude. Parmi elles, 1214 femmes (93,2%) remplissaient les criteres d'inclusion et
ont été recrutées; 88 femmes (6,8%) n'ont pas pu étre incluses principalement parce qu'elles
avaient un test de grossesse positif a 1'inclusion (63,6%) ou un probleme déclaré de fertilité

(14,8%).
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Parmi les 1214 femmes en age de procréer enrdlées dans la cohorte initiale pré-conceptionnelle,
411 femmes (33,9%) sont devenues enceintes, 359 (29,6%) ont complété le suivi sans grossesse
et 444 (36,6%) n'ont pas pu terminer le suivi principalement a cause de retraits de consentement
(61,3%, 272/444) et de migrations hors de la zone d'étude (31,1%, 138/444) qui sont survenus,

respectivement, apres 5,2 et 6,3 mois de suivi en moyenne.

Au cours du suivi gestationnel, sur les 411 femmes devenues enceintes, 273 femmes (66,4%)
ont terminé le suivi et des informations a I'accouchement ont pu étre collectées; 17,5% (72/411)
ont fait une fausse couche spontanée et 3 femmes (0,7%) ont eu une grossesse non viable (2
avortements thérapeutiques et 1 grossesse extra-utérine); 63 femmes n'ont pas terminé leur suivi
a cause d'un retrait de consentement (46/411, 11,2%) ou d'une migration hors de la zone d'étude
(17/411, 4,1%). Dans notre étude, la prévalence des fausses couches dans notre étude était
élevée, environ la moitié (47,2%, 34/72) survenant avant 6 SA. Ces données sont relativement
uniques pour I'ASS, En effet, parce que la grossesse n'est pas systématiquement dépistée
précocement et en raison d'un recours tardif des femmes enceintes a la maternité, les fausses

couches sont généralement sous-déclarées.
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N R Noninclus dansla cohort pré-conceptionnelle (n=88)
1302 femmes en age de procreer _ - 56 femmesavecuntest de grossesse positif a I'inclusion

éligibles - 13 femmes avec des problémes d’infertilité

- 6 femmes sans désir de matemité

- 7 femmesincluses dansune autre étude de recherche
- 2 femmesrésidant hors de la zone d’étude

- 2 femmes ayantrefuser de participer al'étude

-2 femmesagées de plus de 45 ans

Pre-conception

1214 femmes en 4ge de procréer Exclusion de la cohorte pré-conceptionnelle (n=444)
411 formes deveniies enceintes - 272 femmes ayant retiré leur consentement
359 suivis complets sans grossesse | = 8 femmesayant déménf"gé ach zc.n.le,d’émde
- 16 femmes avec un probléme de fertilité
- 13 femmes perdus de vue
-5 autres raison

Exclusion de la cohorte secondaire (n=138)
- 72 fausses couches
411 femmes enceintes - 46 retraits de consentement
273 suivis complets (accouchement) - 17 migrations hors de la zone d’étude
- 2 avortements thérapeutiques
- 1 grossesse ectopique

Grossesse

Figure 11: Diagramme de flux (cohorte RECIPAL)

4.2.10. Gestion de données

Les données ont été saisies en temps réel par deux opérateurs indépendants sur le logiciel
Access (Microsoft, version 2007). Les différentes bases étaient périodiquement vérifiées par le
médecin coordinateur, data manager du programme. Toutes les informations collectées aupres
des femmes étaient confidentielles et uniquement transmises au personnel de 1'étude ou au
personnel de santé des maternités. L'acces aux bases était restreint au gestionnaire de données
jusqu'a la fin de 1'étude. Ces différentes bases étaient sauvegardées toutes les semaines sur deux
disques durs externes et sur un serveur sécurisé. Les données collectées dans les cahiers
d'observation (CRFs) étaient régulierement vérifiées (> 1 fois/semaine) par le médecin-
coordonnateur et le médecin superviseur. Ainsi, la qualité des données était vérifiée en deux
étapes: la premiere consistait, chaque semaine, en la vérification (données manquantes et/ou

incohérentes) par le médecin-superviseur et le médecin coordonnateur de toutes les visites
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réalisées reportées dans le CRF; la seconde, faite par le data manager apres la saisie des
données, consistait a la validation de la double saisie et 1'établissement d'un rapport incluant les
discordances, les données dupliquées et les valeurs manquantes et incohérentes. Ce rapport était
régulierement envoyé au médecin superviseur qui était responsable de la correction des erreurs

relevées avec l'aide des enquéteurs.

4.2.11. Aspects éthiques

Le projet RECIPAL a été approuvé par le comité éthique de 1'Institut des Sciences Biomédicales
Appliquées (ISBA) et a recu la clairance éthique du comité consultatif de déontologie et
d'éthique de I'IRD. Avant inclusion, 1'étude était expliquée a chaque participante, en francais ou
en langue locale (Toffin, Aizo, Fon) pour celles qui ne comprenaient pas le francais. En cas
d'accord de participation, une notice d'information était remise a la femme et le consentement
éclairé signé par la femme (ou par un témoin impartial en cas d'illettrisme) était recueilli. Une
copie de ces deux documents était remise a la femme et 1'autre conservée au niveau du site de
I'étude. Pendant toute 1'étude, les femmes pouvaient volontairement et librement se retirer de

'étude.

4.2.12. Mon implication sur le projet

J'al commencé a travailler sur le projet RECIPAL 6 mois avant le début de ma theése en tant que
médecin-coordinateur de I'étude. En Octobre 2014, j'ai débuté ma these sur le projet RECIPAL
et j'ai continué en parallele la fonction de médecin-coordinateur. Mon travail de these a été
réalisé conjointement entre le Bénin et la France. Au cours des 4 années de these, j'ai ét€ en
charge de:
- la mise en place de 1'étude dans les 35 villages, répartis sur trois sites différents,
l'organisation des campagnes d'information, de sensibilisation et de mobilisation

sociale, la formation des enquéteurs sur le terrain, la supervision et le suivi de la cohorte
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(des femmes en age de procréer et des femmes enceintes) d’un point de vue logistique,

épidémiologique, clinique, administratif et financier;

- la création et la gestion de la base de données, ainsi que la supervision des agents de
saisie;

- I’analyse statistique des données de 1’étude ;

- le co-encadrement d’un étudiant béninois avec le Dr Valérie Briand pour sa these

d’exercice de médecine réalisée dans le cadre du projet RECIPAL,;

- la rédaction (ou participation a la rédaction) de six articles, dont quatre relatifs a mon

sujet de these et deux portant sur des études ancillaires.

Par ailleurs, j'ai participé a la mise en place de deux études ancillaires au projet RECIPAL : le
projet EVALMOUS (financement Initiative 5% du Fonds Mondial, coordination UMR?216)
portant sur I'utilisation et I’efficacité des moustiquaires au début de la grossesse; le projet
SEPSIS (financement bioMérieux, coordination UMR216 et UMR9198) portant sur I’impact
du paludisme gestationnel et du RCIU sur la morbidité et le développement de I’immunité du
jeune enfant. Ce dernier projet a reposé sur le suivi d'une partie des enfants nés des femmes

incluses dans le projet RECIPAL.

Enfin, entre 2016 et 2017, j'ai rédigé et soumis pour financement (Fondation Groupe Pasteur
Mutualité et Fondation des Treilles) un projet ancillaire portant sur la prévalence et les
déterminants des fausses couches précoces au Bénin. L'ensemble de mon travail de these a été
réalisé sous la supervision du Dr Valérie Briand et du Dr Michel Cot. Mon travail a été rendu
possible grace au soutien financier du réseau doctoral de 'EHESP par lequel j'ai obtenu un
contrat doctoral et par la Fondation des Treilles a travers son prix “Jeunes Chercheurs” dont j'ai

été lauréat en 2018.
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4.2.13. Article 2 Accrombessi et al., BMJ Open 2018

4.2.13.1. Problématique de l'article2

La cohorte RECIPAL représente a ce jour une ressource unique qui fournit des informations
importantes sur les facteurs de risque infectieux (paludisme inclus), biologiques, nutritionnels
et environnementaux influengant la santé des femmes en age de procréer, des femmes enceintes
et de leurs nouveau-nés. Celle-ci contribuera a mieux définir les recommandations futures pour
la prévention de l'infection palustre au début de la grossesse et de la malnutrition maternelle en
Afrique. Elle confirme qu'il est possible de constituer une cohorte de femmes enceintes
recrutées des la période pré-conceptionnelle et fournit des informations précieuses pour la mise
en place des futures études sur la période péri-conceptionnelle. Ainsi, il nous a paru pertinent
de publier la méthodologie de 1'étude ainsi que les difficultés rencontrées et les solutions
envisagées. Cet article présente également les principales caractéristiques des femmes des deux

cohortes.

4.2.13.2. Résumé des résultats de l'article 2

Caractéristiques générales des femmes au cours de la période pré-conceptionnelle

A T'inclusion, les femmes étaient 4gées en moyenne de 27,8 (+ 5,5) ans et 8,8% d'entre elles
étaient nulligestes. La majorité d'entre elles (73,1%) vivaient a SO-Ava, l'ethnie Toffin était la
plus représentée. Environ trois quarts des femmes (73,2%) €taient sans éducation et vivaient
pour la plupart dans un foyer monogame (60%). A l'inclusion dans I'étude, prés de la moitié
d'entre elles (49,1%) étaient anémiées et 38% avaient un indice de masse corporelle en dehors
des normes recommandées par 'OMS. Un quart des femmes (24,7%) étaient infectées par la

schistosomiase urinaire. La prévalence des infections palustres était de 5,7%.

La durée moyenne de suivi au cours de la période pré-conceptionnelle était de 5,9 mois

(médiane: 7,1; range: 0,49-23,7). Le délai médian nécessaire pour concevoir était de 12,3 mois
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et le taux d'incidence de fertilité était de 5,4 grossesses pour 100 personnes-mois (IC 95% 4,9-
5,9). La probabilité de concevoir apres 5, 10, 15 et 20 mois de suivi était respectivement de
24.5% (IC 95% 21,9-27,4); 42,1% (IC 95% 38,6-45.,9); 56,6% (IC 95% 52,1-61,1) et 62,8%

(IC 95% 57,6-68).

Caractéristiques générales des femmes pendant la grossesse

Les femmes enceintes ont été identifiées a 6,9 SA en moyenne, et ont bénéficié de 7,5 CPNs
chacune en moyenne. La prévalence des infections palustres microscopiques au cours du 1%,
2tme ot 3%Me trimestre était respectivement de 25,4%, 19,4% et 16,1%. Environ la moitié des
femmes (44,9%) avaient été infectées au moins une fois pendant la grossesse. La proportion de
femmes présentant une infection palustre placentaire était de 7,8%. Plus de la moitié des
femmes (65,7%) avaient recu au moins 2 doses de TPIg. Parmi les autres déterminants de la
croissance fcetale: 57,9% des femmes avaient eu un gain pondéral inadéquat pendant la
grossesse; 3,4%avaient présenté une hypertension gestationnelle et quatre femmes (0,1%)
avaient été dépistées positives pour l'infection VIH. Durant la grossesse, 68,6% des femmes
étaient anémiées. La prévalence de PPN, de PPAG (selon la courbe INTERGROWTH-21st) et

de prématurité était respectivement de 9,3%; 18,3% et 12,6%.

4.2.13.3. Article 2: Accrombessi et al. —-BMJ Open —2018
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Cohort profile: effect of malaria in early
pregnancy on fetal growth in Benin
(RECIPAL preconceptional cohort)
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ABSTRACT

Purpose REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme
(RECIPAL) is an original preconceptional cohort designed
to assess the consequences of malaria during the first
trimester of pregnancy, which is a poorly investigated
period in Africa and during which malaria may be
detrimental to the fetus.

Participants For this purpose, a total of 1214 women of
reproductive age living in S6-Ava and Akassato districts
(south Benin) were followed up monthly from June 2014
to December 2016 until 411 of them became pregnant.

A large range of health determinants was collected

both before and during pregnancy from the first weeks

of gestation to delivery. Five Doppler ultrasound scans
were performed for early dating of the pregnancy and
longitudinal fetal growth assessment.

Findings to date Pregnant women were identified at a
mean of 6.9 weeks of gestation (wg). Preliminary results
confirmed the high prevalence of malaria in the first
trimester of pregnancy, with more than 25.4% of women
presenting at least one microscopic malarial infection
during this period. Most infections occurred before six
wg. The prevalence of low birth weight, small birth weight
for gestational age (according to INTERGROWTH-21st
charts) and preterm birth was 9.3%, 18.3% and 12.6%,
respectively.

Future plans REtard de Croissance Intra-uterin et
PALudisme (RECIPAL) represents at this time a unique
resource that will provide information on multiple
infectious (including malaria), biological, nutritional

and environmental determinants in relation to health
outcomes in women of reproductive age, pregnant women
and their newborns. It will contribute to better define
future recommendations for the prevention of malaria in
early pregnancy and maternal malnutrition in Africa. It
confirms that it is possible to constitute a preconceptional
pregnancy cohort in Africa and provides valuable
information for researchers starting cohorts in the future.

INTRODUCTION

Malaria in pregnancy is associated with a wide
range of deleterious effects in women and
their offspring. In Sub-Saharan African (SSA)

Strengths and limitations of this study

» A unique cohort combining highly detailed,
high-quality health-related information on the
pregnancies of approximately 400 women recruited
in the preconception period, with a substantial
related biobank of plasmas, placental and other
samples.

» Preconceptional design allowing the early
identification and follow-up of pregnant women:
screening of women for both microscopic and
submicroscopic malaria from the first weeks of
pregnancy; accurate estimation of gestational
age by using early obstetrical ultrasound scan and
collection of some important factors influencing fetal
growth such as prepregnancy nutritional status and
gestational hypertensive disorders.

» Collection of valuable information for the
implementation of future preconceptional cohorts
in Africa.

» High attrition in the preconceptional cohort, with
a possible impact on the external validity of some
findings.

» Reduced sample size at delivery due to a high
proportion of spontaneous abortion, with a possible
lack of power for analyses on birth outcomes.

countries, preventive strategies are based
on long-lasting insecticide-treated bed nets
(LLITNs) and intermittent preventive treat-
ment in pregnancy (IPTp). IPTp consists in the
administration of sulfadoxine—pyrimethamine
(SP) at each antenatal care (ANC) visit from
the second trimester of pregnancy onwards.'
LLITN are distributed at the first ANC visit,
which generally occurs around 4-5months
of pregnancy.” Therefore, pregnant women
remain unprotected or insufficiently protected
during the first months of pregnancy and
particularly during the first trimester. However,
this period may be a high-risk period for the
fetus if pregnancy-associated malarial parasites
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accumulate into the placenta during trophoblast differen-
tiation and vascular remodelling of the uterus.” * Impaired
placentation may then contribute to fetal growth restriction
and low birth weight (LBW).

Few studies have investigated malaria in early pregnancy,
and while some have shown an adverse effect on birth
outcomes, this has not been consistent.” In Burkina Faso
and in Benin, malarial infection in the first trimester® or
before 4 to 5months of pregnancy’ ® has been associated
with a higher risk of LBW or a decrease in birth weight.
Conversely, such association was not reported in Uganda
and Malawi,9 9 hut the number of women screened in the
first trimester was low in these two studies. One of the prob-
lems in interpreting this existing literature relates to the
challenges of recruiting women early in pregnancy; most
of the studies were not designed to assess the consequences
of malaria early in pregnancy and therefore women were
generally recruited late in the first trimester, which may
lead to misclassification errors and underestimation of
exposure. Besides, using LBW as a proxy for fetal growth
restriction (FGR) can lead to the overestimation of FGR
prevalence and possible bias when estimating the effect

of malaria. Finally, maternal nutrition is one of the main
factors influencing fetal growth in developing countries."
Therefore, adjusting for this factor when assessing the
effect of early malaria on FGR is important. As well, a recent
study has suggested a higher risk of FGR due to malaria in
undernourished women.'?

The REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme
(RECIPAL) study aimed to assess the effect of malaria (both
microscopic and submicroscopic) in the first trimester of
pregnancy on both the mother and the fetus, with a focus
on fetal growth, by following a cohort of pregnant women
recruited before conception. Moreover, it also aimed at
assessing the influence of the woman’s nutritional status in
the relationship between malaria in early pregnancy and
birth outcomes.

COHORT DESCRIPTION

Study setting

The study cohort is currently conducted in the districts
of S6-Ava and Abomey-Calavi, located in Southern Benin
(figure 1). Women's recruitment has been completed by

&~ .
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Figure 1 Geographical location of S6-Ava and Abomey-Calavi districts and of the 35 villages of the RECIPAL study, Southern

Benin, 2014-2017. RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme.
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December 2016, and pregnancy follow-up is still ongoing.
In the area, malaria is hyperendemic with a mean entomo-
logical inoculation rate of 2.1 infected anopheles bites/
person/100 nights."* The main mosquito vectors of malaria
are Anopheles gambiae ss and Anopheles ﬁmestus.14 Four
subdistricts (S6-Ava, Vekky and Houedo in S6-Ava District
and Akassato in Abomey-Calavi District) were selected for
the study according to the population density and mean
number of ANC visits and deliveries per month in the four
main public maternity clinics of S6-Ava and Abomey-Calavi
districts. In these four subdistricts, the population size
was estimated to 124994 people in 2013, including 17.4%
(21 779) women of reproductive age (WRA).'® Thirty-five
out of a total of 36 villages were then selected for the study
according to their proximity to the maternity clinics.

Study design, subject identification, recruitment and
enrolment procedures

Briefly, WRAs were recruited at community level and
followed monthly for a maximum period of 24 months until
becoming pregnant. They constituted the RECIPAL initial
cohort. The subsample of women who became pregnant
was then followed up monthly at the maternity clinic from
early pregnancy to delivery. They constituted the RECIPAL
final cohort.

A sample size of 466 births was estimated sufficient to
evidence a two-fold OR for the association between malaria
and poor birth outcomes,* assuming a prevalence of 25%
of women with microscopic malaria in the first trimester
of pregnancy and 30% of poor birth outcomes (LBW,
small-for-gestational age (SGA), preterm birth (PTB) or
stillbirth)® '* 7 with an 80% power, significant level at 0.05.
We estimated that following 2000 WRA (initial cohort)
would have allowed identifying 510 pregnant women (final
cohort) during a planned 18-month period for recruit-
ment in the initial cohort (based on a total fertility rate of
200/1000/year in Benin (http://esa.un.org/unpd/wpp/
index.htm)) and allowing 15% of loss to follow-up after
recruitment in the initial cohort.

After explanation of the study to the local political and
administrative authorities, three concomitant procedures
were used to recruit WRA. First, repeated sensitisation
events were organised in each of the 35 selected villages for
presenting the study to all inhabitants. If interested, women
were invited to register with the head of the community
and were visited at home the day after for their inclusion.
That procedure constituted the main way of recruitment
throughout the study. Second, leaders of the community,
religious authorities and mass media were involved to
help us mobilise women during public meetings (masses,
women'’s association meetings, etc). The last way of recruit-
ment consisted of going door to door to identify eligible
and interested women with the assistance a network of
community health workers (more details are provided in
the online supplementary file S1).

To be included, women had met the following criteria:
negative urinary pregnancy test, 18 to 45years old, no
current contraception, no previous fecundity issues,

willingness to become pregnant, no planned travel for
more than 2months within the next 18 months, accep-
tance of RECIPAL protocol and signed written informed
consent. Both oral and written communication was used
for providing information on the project to the women
and their husbands. The consent form was translated into
the local language for women who were illiterate.

From June 2014 to December 2016, 1302 WRA were
willing to participate in the study. Among them, 1214
(93.2%) met the inclusion criteria and were recruited,
88 (6.8%) were not included mainly because of a positive
urinary pregnancy test at inclusion (63.6%) or past infer-
tility issues (14.8%). Based on both the 2013 national census
and the 2011-2012 Demographic Health Survey (DHS-IV)
in Benin, we estimated that women included in the project
represented 6% of the total number of WRA living in the
study area. Compared with women included in Dansou et
al study,” which used individual data of a representative
sample of WRA included in the Beninese DHS-IV, WRA
included in RECIPAL had a higher level of poverty. The
other sociodemographic characteristics such as age, educa-
tion level, household wealth, gravidity and media exposure
were, however, similar (online supplementary file S2).

RECIPAL study was approved by the ethics committees of
the Institut des Sciences Biomédicales Appliquées (ISBA) in
Benin and from the National Research Institute for Sustain-
able Development in France as well as by the Ministry of
Health in Benin.

Cohort follow-up

Preconceptional follow-up

After enrolment, WRAs were visited at home monthly by
specifically trained investigators assisted by local commu-
nity health workers. Follow-up consisted mainly of recording
the first day of last menstrual period (LMP) and performing
a urinary pregnancy test every month. To minimise the risk
of loss of confidentiality during the tracking of women for
follow-up, the study team was instructed to speak only to
people—including family members—to whom women
have granted them permission to speak. After 12months,
women who were still followed received medical advices to
help conceive, and they were invited to attend the mater-
nity clinic for a medical examination in case of symptoms
of genital infection. After 24months, the follow-up ended
and women who did not conceive were invited to attend a
gynaecologist for fertility issues assessment. More details on
the follow-up procedures have been provided in the online
supplementary file S3 .

Gestational follow-up

Once pregnant, women were followed up at the mater-
nity clinic for monthly ANC visits. In addition, they were
encouraged to attend the maternity clinic any time in case
of any symptoms. Both the maternity staff (for usual ANC
follow-up and clinical examination) and study investigators
(for all specific issues related to RECIPAL) were involved
in women’s follow-up. Throughout the study, women were
offered free transport to the maternity clinic; in S6-Ava
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District, a free river shuttle was set up. At 37weeks of gesta-
tion (wg), women were visited at home weekly and trans-
portation to the study maternity clinic was scheduled for
delivery.

According to Beninese national recommendations, a kit
including iron and folic acid tablets for 1 month, meben-
dazole for deworming, the first dose of SP for IPTp and a
LLITN was given to each pregnant woman at the first ANC
visit. The maternity staff was encouraged to administer at
least three doses of IPTp from the second trimester onwards
as recommended by the Beninese National Malaria Control
Programme, as well as iron and folic acid supplementa-
tion throughout the pregnancy. RECIPAL women bene-
fited from free management of any diseases related to the
pregnancy—detected either as part of RECIPAL follow-up
or during unscheduled visits, free ANC visits and delivery.
Women infected with malaria were treated with quinine in
the first trimester of pregnancy and artemether—lumefan-
trine from the second trimester.

Infant follow-up

The infant follow-up was not initially planned as part of the
RECIPAL project. It is currently carried out as part of the
SEPSIS project (bioMérieux-funding, UMR216/9198 coor-
dination), which aims to assess immune dysfunctions associ-
ated with the risk of sepsis in preterm and growth-restricted
newborns as well as in those exposed to malaria in utero.
All infants born from the RECIPAL women from April 2016
have been included and followed until 3 months of age.

Cohort attrition

Among the 411 pregnant women, 207 (50.4%) have
already delivered, 16.5% (68/411) had a spontaneous
abortion (n=68) or a non-viable pregnancy (n=2), 62 did
not complete the study because of informed consent with-
drawal (45/411, 10.9%) or migraton (17/411, 4.1%)

and 72 women are still followed (figure 2). Spontaneous
abortions, informed consent withdrawals and migrations
occurred at 8.9 (+£3.9), 13.2 (+8.1) and 14.2 (+8.6) wg in
average (SD), respectively. More details on the reasons for
cohort attrition are provided in the online supplementary
file S4 .

Figure 2 presents the flowchart diagram of the study.
Among the 1214 WRA enrolled in the initial cohort, 411
(33.9%) became pregnant, 359 (29.6%) completed the
follow-up without conceiving and 444 women (36.6%) did
not complete the study mainly because of informed consent
withdrawal (272/444) or migration outside the study
area (138/444) that occurred after 5.2 and 6.3 months of
follow-up in average, respectively.

Data collection

Preconceptional data

Demographic, socioeconomic and household characteris-
tics were collected at inclusion (table 1). At this occasion,
screening for malaria, urinary schistosomiasis, Chlamydia
trachomatis and Neisseria gonorrhoeaewas performed. Haemo-
globin (Hb) and markers of inflammation levels were
determined. The first day of LMP was recorded and a
urinary pregnancy test (One-Step; International Holding,
Germany) was performed each month. Anthropometric
measurements were collected every 3months, and dietary
intakes were assessed twice during follow-up.

Gestational data

At each ANC visit, clinical, anthropometric and obstet-
rical data, as well as LLITN use, IPTp administration,
alcohol consumption and iron, folic acid and other
micronutrient supplementation intake were collected
(table 2). In addition, malarial screening was performed,
and proteinuria, glycosuria and urinary infection were
detected using a urine dipstick test (Combi-screen;

[ Eligible women of reproductive age ]

(n=1302)

[ Inclusion ]
(n=1214)

Non inclusion
(n=88)

Study completion
Pregnancy 5 o
(n=411) without pregnancy

(n=359)

Incomplete follow-up
(n=444)

(n=207) (n=72)

[ Delivery ] [ Ongoing follow-up ] [ Incomplete follow-up ]
(n=132)

abortion (n=68)
abortion (n=1)

Figure 2 Flow chart diagram of RECIPAL study.* Study completion: follow-up from enrolment until the end of the study
(24-month follow-up without pregnancy for women recruited before December 2014 or monthly follow-up without pregnancy for
women recruited between December 2014 and December 2016), excluding consent withdrawal, migration and lost to follow-

up. RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme.
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Weight, MUAC, skinfold ~ § b t § t § 1 § t § t § t § t § t
thickness

Dietary 24hours recall  § 8 t § § § § § § § § § § § § §

Biological data
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*Household visit.

TVisit performed at the study maternity clinic.

FInformation collected/assessed at each specific time point.

§Information not collected/assessed at each specific time point.

YIChlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae screening (using PCR and serology), as well as schistosomiasis screening (Nytrel filter) started 9 and 12 months after study initiation,
respectively.

**Urine storage for further analysis.

AGP, alphat-acid glycoprotein; BIA, bioimpedance analysis; CRP, C-reactive protein; D, day; Hb, haemoglobin; GPS, global positioning system; LMP, last menstrual period; M, months; MUAC,
mid-upper-arm-circumference; RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme; sTfR, soluble transferrin receptor; TBS, thick blood smear.
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Table 2 Clinical, nutritional and biological data collected during pregnancy —the RECIPAL study, 2014-2017

ANCv1 ANCv2 ANCv3 ANCv4 ANCv5 ANCv6 ANCv7 ANCv8 Delivery

Clinical and nutritional data

Gestational age (weeks), mean (SD) 6.8+2.5
Medical and obstetrical history*t I § §
Alcohol consumption in the last I i I
24 hours
Iron and folate intake in the last § I I
24 hours
Use of ITN the night before the visit 1 ¥ I
Axillary temperature, blood pressure I I I
Gestational age (based on LMP or  f I ¥
first US)
Anthropometric measurements
Weight I I I
Mid-upper-arm-circumference I § §
Skinfold thickness (bicipital and  f § §
tricipital)
Body composition (bioimpendance i I
analysis)
Dietary 24 hours recall § I §
Biological data
Blood and rhesus group I § §
HIV 1 screening I § §
Peripheral malaria (TBS, PCR) ¥ I I
Placental malaria (TBS, PCR, § § §
histology)
Cord blood malaria (TBS, PCR) § § §
Hb level § I §
Serum ferritin, sTfR, CRP, AGP, folic § T §
acid levels
Lead level § ¥ §
Urinary infection and proteinuria I I ¥
(dipstick test)
Helminthic intestinal infection (PCR) £ § §
Urinary schistosomiasis § § §
Urine storage| § ¥ §

11.6+2.9 16.7+2.9 22.1+3.7 27.6+3.8 32.7+3.5 36.2+2.5 38.4+1.4 39.1+3.0

§ § § § § §
: 1 : : : §
: : s : : §
: : 1 : : §
: : : s : :
1 : : : 1 :
1 : : " 1 :
: § : § § §
: § : § § §
: : s : : §
§ " § : § §
§ § § § § §
§ § § § § §
¥ 1 : : 1 :
§ § § § § $
§ § § 1
§ § s § § §
§ § : § § §
§ § : § § §
1 : : : : §
§ § § § § §
§ § § : § §
: § t § § §

*Sickle cell disease, diabetes or other chronic medical affection; history of preterm delivery or hypertensive disorders.

THistory of cigarette smoking during pregnancy collected at delivery.
fInformation collected/assessed at each specific time point.
§Information not collected/assessed at each specific time point.
{lUrine storage for further analysis.

AGP, alphat-acid glycoprotein; ANCyv, antenatal care visit; CRP, C-reactive protein; Hb, haemoglobin; ITN, insecticide-treated bed net; LMP,
last menstrual period; RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme; sTfR, soluble transferrin receptor; TBS, thick blood smear;

US, ultrasound scan.

Analyticon, Germany). Dietary intakes were assessed
once every trimester. Five Doppler ultrasound scans
(US) were performed. A sample of venous blood
was collected in the first and third trimesters for Hb,
markers of inflammation and lead levels determination.

At delivery, newborns were weighed within 1hour
after birth on an electronic digital scale with an accuracy

of 2 g(SECA 757; SECA, Germany). Newborn’s length
(SECA infantometer 416, Germany) and head circum-
ference (SECA 201, Germany) were recorded to the
nearest millimetre. Malarial screening was performed
on maternal venous blood, placental and cord blood
(table 2). A placental biopsy was performed for
malarial histopathology. Follow-up and quality control
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Table 3 Biological samples stored before conception, during pregnancy and at birth—the RECIPAL study, 2014-2017

Prepregnancy Pregnancy* Delivery/birth Planned analyses
Total blood
Total blood (200pL) - Mother (x2) - Erythrocytic folic acid
Total blood (500pL) - Mother (x2) Mother-placenta cord Metal level
Blood spot+4°C Mother (x1) Mother (x8)t Mother-placenta cord  Plasmodium detection (PCR)
(50pL)
Blood spot —20°C Mother (x1) Mother (x8)t Mother-placenta cord Immunological markers
(100pL)
Red cells (Trizol, Mother (x1) Mother (x8) Mother-placenta cord ~ Plasmodium phenotyping
100 L)
Buffy coat PAX gene - Mother (x2) Mother-placenta cord  Immunological markers
(300 L)
Plasma/serum
Plasma-20°C# Mother (x1) Mother (x2) Mother-placenta cord ~ Micro-RNAs, cytokines and
chemokines
Plasma -80°Ct Mother (x1) Mother (x2) Mother-placenta cord Micro-RNAs, cytokines and
chemokines
Serum (100 L) Mother (x1) - Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae detection
Serum (400 L) - Mother (x2) Vitamin A
Serum (100 pL)% Mother (x1) Mother (x2) - Ferritin, CRP, sTfR, AGP
Urine (1.8 mL) Mother (x2) Mother (x3) - Pollutant/pesticide
Stool (-80°C) Mother (x1) = = Helminthic infection

Placenta
Biopsy with formalin - =
Biopsy —20°C - -
Biopsy with RNA later — =

Placenta Histopathology for malaria
Placenta Immunological markers
Placenta Immunological markers

The frequency of sample collection is indicated in parentheses.

*During pregnancy, samples were collected twice (during the first and third trimester of pregnancy), three times (during each trimester) or eight

times (during each ANC visit).

TIn case of unscheduled visit, an additional blood spot was collected.

FQuantity of plasma stored before, during pregnancy and at delivery was 200, 600-800, 600 pL, respectively.
AGP, alphai-acid glycoprotein; ANC, antenatal care; CRP, C reactive protein; RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme;

sTfR, soluble transferrin receptor.

procedures are provided in the online supplementary
file S3.

The types and origins of the biological samples
collected before and during pregnancy are listed in
table 3. Total blood, serum, plasma urine samples are
stored in —20°C or -80°C freezers with a daily monitoring
of the temperature.

Specifics components

Malarial diagnosis

Before conception and during pregnancy, malarialscreening
was performed using both microscopy (thick blood smear)
and PCR. Blood smears were stained with Giemsa and
parasitaemia was quantified by the Lambaréné method."?
A molecular diagnostic approach, using a combination of
real-time PCR assays comprising genus-specific primers and
probes for the gene encoding, the small (18S) Plasmodium
rRNA and an ultrasensitive Plasmodium falciparum-specific

detection system™ were used to screen samples containing
Plasmodium parasites. In addition, any time during preg-
nancy, a rapid diagnostic test (Pf+panrapid test SD Bioline
Ag, IDA Foundation, Netherlands; BioSynex, France) was
performed in case of symptoms suggestive of malaria for
immediate diagnosis and treatment.

Ultrasound follow-up

The first US for dating the pregnancy was performed
between 9 and 13 wg based on LMP recorded during the
preconceptional follow-up (see online supplementary file
S5). The gestational age (GA) was estimated in days based
on crown-rump length measurement using the Robin-
son’s chart.?! At the end, GA estimation was based either
on LMP if the difference between the two measurements
(LMP/US) was less than 7days or on US if the difference
is >7days. Following INTERGROWTH-21st methodology,
four additional scans were performed for fetal biometry
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assessment and uterine and umbilical blood flow measure-
ments.”” Each parameter was measured twice and then aver-
aged; a third measure was performed in case of discrepancy
between the two first measurements. A quality control was
performed on 10% of the pictures.

Anthropometric measurements and dietary intake assessment
Anthropometric measurements were collected using stan-
dard procedures (tables 1 and 2) 2 During household
visits, women’s body weight was measured with a 200 g preci-
sion with calibrated electronic scales (Tefal, France). At the
facility level, women were weighed with a Tanita MC-780
body composition device (Tanita, Tokyo, Japan). Height
was measured to the nearest millimetre with a SECA 206
(Hamburg, Germany) gauge. The left mid-upper-arm-cir-
cumference was measured with a SECA 201 (Hamburg,
Germany) ergonomic circumference measuring tape. Skin-
fold thickness measurements were made to the nearest
millimetre at the triceps and biceps sites using a Holtain
(Crymyeh, UK) skinfold calliper. The set of measurements
was repeated twice—by the same field investigator—and
then the measurements were averaged. Body composition,
assessed by bioelectrical impedance analysis method, was
measured by the multifrequency body composition anal-
yser Tanita MC-780 with a four-electrode arrangement
paired on hands and feet. A quality control of anthropo-
metric data was performed periodically by a senior research
scientist in nutrition.

Dietary intakes were assessed by 24-hour recalls using the
standard multiple-pass methodology.** A comprehensive
list of the most common food items and recipes was devel-
oped from a preliminary study of the diet habits of the study
area. This list was used to identify foods mentioned by the
women as consumed during the interview. Amounts of food
consumed were estimated by household measures consisted
of precalibrated utensils, food pictures of different portion
sizes and monetary value of known food portions sold
on the study area markets. A food composition table and
recipes database are under construction for conversion of
household units to gram and to determine macronutrients
and micronutrients intake by the women.

Characteristics of the study populations
At enrolment, WRA were 27years old in average (table 4).
Nulligravidae represented 8.8% of the cohort. More than
half of the women were anaemic, one quarter was infected
with schistosomiasis and 38% had an abnormal body mass
index. The prevalence of microscopic malaria was 5.7%,
with two geographical clusters in S6-Ava and Vekky subdis-
tricts (figure 3). The median duration of follow-up in the
initial cohort was 5.9 months (mean=7.1, range: 0.49-23.7).
Compared with women included in the initial cohort,
women who did not complete the follow-up were signifi-
cantly different in terms of residence area, ethnicity, house-
hold density and schistosomiasis status (table 4).

Pregnant women were identified at a mean of 6.9 wg
and benefited from 7.5 scheduled ANC visits in average
(table 4). The prevalence of microscopic malarial infection

was 25.4%, 19.4% and 16.1% during the first, second and
third trimester of pregnancy, respectively. The prevalence
of SGA was 11.5% and 18.3% using Schmiegelow’s and
INTERGROWTH-21st charts, respectively (table 5). The
proportion of PTB and LBW was 12.6% and 9.3%, respec-
tively. Overall, 29.5% (61/207) of newborns presented at
least one poor birth outcome defined as LBW, PTB, SGA
or stillbirth.

FINDINGS TO DATE

Fertility and time to pregnancy

The median time to pregnancy was 12.3months (figure 4).
The fertility rate was 5.4 pregnancies/100 persons-
month (95% CI =4.9 to 5.9). The probability (95% CI) of
conceiving after 5, 10, 15 and 20months of follow-up were
24.5% (21.9-27.4), 42.1% (38.6-45.9), 56.6% (52.1-61.1)
and 62.8% (57.6-68), respectively. Using multivariate
survival analysis, factors associated with a lower risk of
conceiving were maternal age more than 35years, a low
education level, being polygamous, living in Vekky subdis-
trict, long-term couple (>8years), infrequent sexual activity,
overweight and urinary schistosomiasis infection (E Yovo,
personal communication, 2017).

Malaria in the first trimester of pregnancy

The incidence rate of malarial infection during the first
trimester was 19.7 cases per 100 persons-month (95% CI
15.8 to 24.5). Using a multilevel logistic regression, we
showed that women infected with malaria before concep-
tion were more likely to be infected during the first
trimester (adjusted OR (aOR): 2.68, 95% CI 1.24 to 5.78).
Gestational age was also negatively correlated with malarial
infection (aOR: 0.64, 95% CI 0.41 to 0.98) (M Accrombessi,
personal communication, 2017).

STRENGTHS AND LIMITATIONS

The preconceptional design—and early identification of
pregnant women—allowed (1) the screening of women
for malaria from the very beginning of pregnancy; (2) the
accurate estimation of GA by using US before 14 wg; (3)
the determination of prepregnancy nutritional status®
and hypertensive disorders screening,26 which highly
influence fetal growth and (4) the minimisation of selec-
tion bias embedded in the design of women recruited
at facility level. Besides, PTB and intrauterine growth
restriction could be accurately assessed thanks to the
precise estimation of GA and longitudinal fetal growth
assessment.

In addition to malaria, RECIPAL will provide valuable
information on WRA in Africa in terms of fertility and
nutrition, which are seldom evaluated and may help to
define new preconceptional interventions for improving
maternal and child health.?’ Also, it yields logistical and
ethical information for the implementation of future
preconceptional cohorts.
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WRA with
WRA with complete Final cohort
incomplete P value follow-up but Pregnant
Initial cohort  follow-up (1214 vs no pregnancy women P value
Characteristics (n=1214WRA) (n=444) 444)* (n=359) (n=411) (411 vs 359)*

Subdistrict, n (%)  Sé-Ava 279 (23.0) 102 (23.0) 45 (12.5) 132 (32.1)

Houedo 186 (15.3) 33 (7.4) 120 (33.4) 33 (7.8)

Ethnic group, n (%) Toffin 864 (71.2) 346 (77.9) 218 (60.7) 300 (72.9)

Fon 86 (7.1) 23 (5.2) 31 (8.6) 32 (7.8)

Age (years) Mean (+SD)  27.8 (+5.5) 28.0 (+5.6) 0.31  28.8(x5.6) 26.8(x5.0)  <0.001

Monogamy 729 (60.0) 257 (57.9)  0.45 204 (56.8) 268 (65.2)  <0.001

Education, n (%) llliterate 889 (73.2) 336 (75.7)  0.14 263 (73.3) 290 (70.6) 0.41

Gravidity, n (%) Nulligravidae 107 (8.8) 48 (10.8) 26 (7.2) -

Multigravidae 940 (77.4) 338 (76.1) 290 (80.8) 378 (92.0)

Short stature, n (%) Maternal 92 (8.0) 27 (6.1) 0.46 32 (8.9) 33 (8.0) 0.65
length <150cm

Preconceptional
characteristics

18.5-24kg/m2 706 (61.7) 229(61.1) 036  212(59.2) 265 (64.5) 0.10

Schistosomiasis Yes 177 (24.7) 50 (31.2) 0.03 63 (19.6) 64 (27.0) 0.04
infection, n (%)t

Microscopic Yes 64 (5.7) 28 (7.5) 0.06 12 (3.4) 24 (5.9) 0.10
malaria, n (%)§

Median time to Median - - - - 12.3 -
pregnancy (months)

Gestational age Mean (+SD) - - - — 6.9 (x2.5) -
at first ANC visit
(weeks)
Continued
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Table 4 Continued

WRA with
WRA with complete Final cohort
incomplete P value follow-up but Pregnant
Initial cohort  follow-up (1214 vs no pregnancy women P value
Characteristics (n=1214WRA) (n=444) 444)* (n=359) (n=411) (411 vs 359)*
Gravidity, n (%) Primigravidae - - - - 33 (8.0) -
Multigravidae - - - - 378 (92.0)
Number of IPTp >2 - - - - 136 (65.7) -
doses, n (%)**
Inadequate Yes - - - - 120 (57.9) -
gestational weight
gaint, n (%)
Number of ANC Mean (+SD) — - — — 7.5 (x1.1) —
visits (scheduled)**
Number of Mean (+SD) - - - - 2.1 (x£1.3) -
ANC visits
(unscheduled)**
HIV status, n (%) Positive - - - - 4(1.9) -
Gestational Yes - - - - 7 (3.4) -
hypertension, n
(%)**
Anaemia, n (%) During - - - - 142 (68.6) -
pregnancyft
In the first - - - - 98 (48.5) -
trimester
In the third - - - - 118 (57.0) -
trimester
Microscopic During - - - - 93 (44.9) -
malaria, n (%)** pregnancyff
In the first = = = = 51 (25.4) =
trimester £f
In the second - - - - 40 (19.4) -
trimestertt
In the third - - - - 33 (16.1) -
trimestertt
Placental malarial ~ Yes - - - - 13 (7.8) -

infection, n (%)**

*Student’s t-test and x2 test were used for comparing continuous and categorical variables, respectively.

TSchistosomiasis infection status before conception has been assessed in 718 WRA (initial cohort): 160 with incomplete preconceptional
follow-up, 321 with complete preconceptional follow-up without pregnancy and 237 included in the final cohort.

FAccording to WHO thresholds (12 g/dL for non-pregnant women and 11 g/dL for pregnant).

§Before conception, 78 missing and 5 missing values in the initial and final cohort, respectively. During pregnancy, 6, 1 and 2 missing values
at first, second and third trimester of pregnancy, respectively; 40 missing values for placental malaria.

flincidence rate defined as the number of pregnancies/persons-month at risk.

**Results based on the 207 women who have already delivered.

TTA gestational weight gain was considered inadequate when the total weight gain during pregnancy was below to 12.5 kg, 11.5 kg, 7 kg
and 5 kg in the underweight women (prepregnancy BMI < 18.5 kg/m?), normal weighted women (prepregnancy BMI between 18.5 and 24.9
kg/m?), overweight women (prepregnancy BMI between 25.0 and 29.9 kg/m?) and obese women (prepregnancy BMI >30 kg/m?) before
conception, respectively.

I At least one episode.

ANC, antenatal care; BMI, body mass index; IPTp, intermittent preventive treatment in pregnancy; RECIPAL, REtard de Croissance Intra-
uterin et PALudisme; WRA, women of reproductive age.

Only 107 (8%) nulligravidae were included in the study. in the same area. This study aimed at assessing maternal
The main reason is that RECIPAL wasimplemented shortly ~ immune responses in early pregnancy to help designing
after a study, which has recruited nulligravid WRAs living ~ a phase 1 vaccine trial against malaria. It included 278
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Figure 3 Malarial status (infected vs non-infected) in
women of reproductive age at inclusion in RECIPAL (initial
cohort), Southern Benin, 2014-2017. For online interactive
map, check this link: Malaria Infection Status of Women at
Inclusion of Cohort. RECIPAL, REtard de Croissance Intra-
uterin et PALudisme.

nulligravid WRAs, of whom 60 became pregnant.”® Both
studies were conducted concomitantly for several months
and women already included in the first study could not
be eligible for RECIPAL. Because primigravidae were
underrepresented in the final RECIPAL cohort, it is
likely that the prevalence of maternal conditions related
to primigravidity were underestimated. Although we
cannot completely exclude selection bias, it should not
have strongly influenced the association between malaria
in early pregnancy and FGR.

Finally, because of constraints related to the study design
(long duration of the preconceptional follow-up and
weariness of the women) and African sociocultural reali-
ties (rumour about blood collection, suspicion regarding
medical care provided free of charge, etc), a noticeable
proportion (22%) of women withdrew their informed
consent before the end of the 24-month follow-up.
Overall, the initial cohort attrition was 37%. Since some
baseline characteristics in women who completed the
preconceptional follow-up and those who did not were
different, this might impact the external validity of some
of results. During pregnancy, there was a high proportion
(16.5%) of spontaneous abortions, which contributed
to the final cohort attrition. At the end, birth outcomes

Proportion of women conceiving
5
L

T T T T T T

0 5 10 15 20 25

Months
Number at risk
1071 (242) 606 (105) 241 (48) 105 (11) 44 (5 O

95% CI

Failure function

Figure 4 Kaplan-Meier failure estimate of the probability
of conceiving; 1214 women of reproductive age

included in the initial RECIPAL cohort, Southern Benin,
2014-2017. Probability of conceiving (solid line) and its
95% CI (grey lines). Number of pregnancy events are

in parentheses. Number of censored women at 5, 10,

15, 20 and 24 months were 223, 260, 88, 50 and 30,
respectively. RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et
PALudisme.

Table 5 Preliminary data description of newborns at birth (subsample of the cohort)—the RECIPAL study (2014-2017)

Newborn characteristics* n Mean (+SD) or proportion (%)
Gender Male 205 55.2
Stillbirth Per 1000 live births 206 14.8
Preterm birth (<37 weeks) Yes 207 12.6
Small birth weight for gestational age 11§ Yes 191 11.5
Small birth weight for gestational agef§ Yes 191 18.3
Birth weight (g)t 193 3043.9 (+432.8)
<2500 193 9.3
Poor birth outcomex| Yes 207 29.5

*Data based on the first 207 deliveries.

TSmall birth weight for gestational age: <10th percentile of birth weight for gestational age using Schmiegelow’s charts.

FTwins excluded.

§Small birth weight for gestational age: <10th percentile of birth weight for gestational age using INTERGROWTH-21st charts.
qStillbirth, preterm birth, small birth weight for gestational age (using INTERGROWTH-21st charts) or low birth weight.

RECIPAL, REtard de Croissance Intra-uterin et PALudisme.
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could be evaluated in only 68% of women, with a possible
lack of power for some upcoming analyses.

CONCLUSION

If the deleterious effects of malaria in the first trimester
of pregnancy are confirmed, our results may argue in
favour of starting preventive measures from the very
beginning of pregnancy or even before pregnancy. Arte-
misinin-based combination therapies have been shown to
be safe during the first trimester of pregnancy and, there-
fore, may be a good option for the replacement of SP.*
Besides, a vaccine against pregnancy-associated malarial
parasites, which could elicit protective immunity prior to
pregnancy to best protect pregnant women during early
pregnancy may be proposed as a complementary strategy.
Such a vaccine is currently under evaluation.”
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5.1. Prévalence et facteurs de risque des infections palustres microscopiques au 1°¢"

trimestre de la grossesse

5.1.1. Problématique de 1'article 3

Il existe actuellement tres peu de données dans la littérature qui documentent I'importance du
paludisme au cours du premier trimestre de la grossesse. Cela s'explique en grande partie par le
fait que les femmes enceintes dans les pays d'ASS consultent tardivement a la maternité pour
leur premiere CPN. Ainsi, bien que les conséquences du paludisme pendant la grossesse sur la
santé maternelle et périnatale aient été documentées, 1'effet des infections palustres au début de
la grossesse, avant I'administration du TPIg, reste peu exploré. Par ailleurs, les moustiquaires
étant rarement fournies aux femmes avant le 2™ trimestre de la grossesse et le TPIg n'étant
recommandé qu'a partir du 2°™ trimestre, les femmes enceintes sont insuffisamment (voire non)

protégées au début de la grossesse.

Pourtant, des études antérieures ont montré que l'infection a Plasmodium falciparum était plus
fréquente au début qu'a la fin de la grossesse.'*?? De plus, les quelques études publiées sur
l'effet du paludisme au début de la grossesse ont montré que les infections précoces étaient
associées a un risque augmenté d'anémie maternelle, de RCIU et de FPN.?*> En Asie du Sud-
Est, il a été également démontré que le paludisme au cours du 1° trimestre de la grossesse était
un facteur de risque de fausses couches spontanées.!®’” Cependant, la plupart des études
disponibles n'avaient pas été spécifiquement congues pour évaluer I'influence du paludisme au
début de la grossesse. Les femmes enceintes étaient généralement recrutées vers la fin du 1¢

trimestre (pour un petit nombre) ou au début du 2°™ trimestre.

L'objectif de cet article était d'évaluer la fréquence des infections palustres au cours du 1¢
trimestre de la grossesse, et d'en évaluer la dynamique ainsi que les principaux facteurs

maternels et environnementaux associés a la survenue de ces infections précoces.
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5.1.2. Résumé des résultats de I'article 3
Caractéristiques générales des femmes enceintes au cours du 1¢' trimestre

Parmi les 411 femmes enceintes recrutées dans la cohorte finale, 387 ont été incluses dans la
présente analyse. Parmi les 24 femmes non incluses, 9 avaient un AG >15 SA au moment du
dépistage de la grossesse, 10 femmes avaient retiré leur consentement et 5 femmes avaient fait
une fausse couche spontanée avant la 1 CPN. Parmi les 387 femmes, 289 (74,7%) ont été
suivies jusqu'a la fin du 1* trimestre, 61 femmes (15,8 %) ont fait une fausse couche durant cette
période, 23 (5,9%) ont refusé de continuer le suivi et 13 (3,4%) ont migré hors de la zone d'étude
au cours du 1° trimestre. L'dge moyen des femmes était de 26,8 ans; 7,8% étaient primigestes.
La grossesse a été identifiée a 6,7 SA en moyenne. Durant le 1° trimestre, plus de 97% des

femmes ont déclaré avoir dormi sous moustiquaire la nuit précédant la visite.

Prévalence des infections palustres pendant le ler trimestre de grossesse

La prévalence des infections palustres avant la conception était de 6,3% (10% vs. 5,9% chez
les primi—et les multigestes, respectivement). Au cours du 1° trimestre de la grossesse, la
proportion de femmes avec au moins une infection palustre était de 20,8% (26,7% vs. 20,3%
chez les primi—et les multigestes, respectivement). Cette plus grande susceptibilité des femmes
enceintes a également été observée en restreignant I'analyse a la 1°° CPN (11,7% d'infections
avant grossesse vs. 6,3% a la 1°° CPN). Plus de 7% des infections palustres étaient
symptomatiques. Le taux d'incidence globale des infections palustres au cours du 1* trimestre
était de 19,7 infections pour 100 personnes-mois (IC 95% 15,8-24,5), plus de deux infections
ont été dépistées dans 3,1% des cas. Parmi les femmes dépistées durant le 1" mois (<6SA), le
2°memois (7-10 SA) et le 3°™ mois (11-14 SA) de grossesse, la prévalence des infections

palustres était respectivement de 16,7%, 9,2% et 11,2%.
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Au cours du 1° trimestre, nous avons globalement montré que le risque d'infection palustre

diminuait a la fin du 1 mois puis restait a peu pres constant jusqu'a la fin du 3°™ mois de
grossesse. Si cette tendance s'observait chez les multigestes, le risque d'infection semblait
d'abord augmenter au cours du 2°"° mois pour diminuer a la fin du 3eme mois de grossesse chez

les primigestes.

Facteurs de risque des infections palustres du 1¢* trimestre de grossesse

A l'issue de 1'analyse univariée, la zone de résidence, le nombre de CPN, la survenue d'une
infection palustre avant conception et 1'dge gestationnel étaient significativement associés au
risque de survenue d'une infection palustre durant le 1° trimestre de grossesse. Aucune
association n'a été trouvée entre l'infection palustre au 1 trimestre et 1'age maternel, le statut

socioéconomique du ménage, la saison, et l'utilisation d'une moustiquaire par la femme.

Apres ajustement sur les potentiels facteurs confondants, nous avons observé que les femmes
infectées avant conception avaient un risque significativement plus élevé d'étre infectées
pendant le 1" trimestre de la grossesse que les femmes non infectées avant conception (ORa:
2,68; IC 95% 1,24-5,78). Par ailleurs, plus la grossesse évoluait dans le temps (age gestationnel
pris en compte sous la forme de polyndme a 2 degrés), plus le risque d'étre infecté diminuait.
Si les primigestes semblaient plus a risque d'infection au cours du 1° trimestre que les
multigestes, cette différence ne s'est pas avérée statistiquement significative. Toutefois, en
stratifiant les analyses sur la gestité, nous avons mis en évidence une diminution du risque
d'infection palustre au cours du 1* trimestre chez les multigestes (ORa: 0,61; IC 95%0,38-0,96),

mais pas chez les primigestes.

En restreignant les analyses a la 1%° CPN, I'Age gestationnel précoce et la survenue d'une
infection palustre avant conception sont restés significativement associés au risque élevé

d'infection palustre au 1* trimestre de la grossesse.

114



5.1.3. Article 3. Accrombessi et al., Journal of Infectious Disease 2018
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Background. There is a lack of data on the burden of malaria in the first trimester of pregnancy in Africa, mainly because preg-
nant women generally attend the maternity clinic late. Bed nets are rarely provided to women before the second trimester of preg-
nancy and intermittent preventive treatment with sulfadoxine-pyrimethamine is not recommended before the second trimester,
leaving women insufficiently or not protected in early pregnancy.

Methods. To assess the burden of first trimester malaria, 387 women were followed up monthly from preconception to delivery.
They were screened for malaria monthly from early pregnancy until delivery. A logistic multilevel model was used to assess maternal
factors associated with malaria during the first trimester.

Results.  'The proportion of women with at least 1 microscopic malaria infection during the first trimester of pregnancy was
20.8%. Women infected with malaria preconception were more likely to be infected during the first trimester (adjusted odds ratio:

2.68; 95% confidence interval, 1.24-5.78). Early gestational age was also positively correlated with malaria infection.

Conclusions.

Using a preconceptional study design, we showed that malaria was highly prevalent in early pregnancy. This calls

for the assessment of new strategies that could protect women as soon as the first trimester.

Keywords:

Malaria; first trimester; pregnancy; cohort; risk factors; Benin.

Despite substantial progress, malaria remains one of the major
plagues for populations, particularly pregnant women, living
in tropical and subtropical areas. In endemic areas, malaria
threatens 125 million pregnancies each year, with sub-Saharan
Africa accounting for 25% of this total burden [1]. Malaria in
pregnancy caused by Plasmodium falciparum is associated with
maternal and fetal anemia, stillbirth, preterm birth, and fetal
growth restriction [2-7], these latter two contributing to low
birth weight (LBW). LBW newborns have an increased risk
of neonatal and infant mortality [8], with an estimated 11% of
neonatal deaths attributable to LBW due to malaria in sub-Sa-
haran Africa. In addition, malaria in pregnancy has been asso-
ciated with an increased risk of infections during childhood [9,
10] and may have long-term consequences in adulthood [11].
In sub-Saharan Africa, preventive strategies against malaria
in pregnancy recommended by the World Health Organization
(WHO) are based on insecticide-treated nets (ITNs) and
intermittent preventive treatment in pregnancy (IPTp) with
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sulfadoxine-pyrimethamine [12]. These strategies are usually
provided from the second trimester of pregnancy onwards
because of the contraindication of sulfadoxine-pyrimethamine
during the first trimester and the distribution of ITNs to preg-
nant women at their first antenatal care (ANC) visit at approx-
imately 4-5 months of pregnancy [13]. Therefore, pregnant
women may be insufficiently or not protected during the first
trimester of pregnancy.

While the overall consequences of malaria in pregnancy on
maternal and birth outcomes have been documented, the effect
of malaria in early pregnancy—before IPTp administration—
remains poorly explored [14-18]. Previous studies have shown
that Plasmodium falciparum malaria infection was higher in
early than in late pregnancy [19, 20]. However, most of the avail-
able studies were not specifically designed to assess malaria in
early pregnancy and therefore women were generally recruited
late in the first trimester (for a few) or early in the second trimes-
ter, which may have led to misclassification errors and under-
estimation of exposure. Nevertheless, all these studies showed
that early malaria infections were associated with maternal ane-
mia, fetal growth restriction, and LBW [20]. In other studies,
malaria in the first trimester of pregnancy has been reported as
an important risk factor for miscarriage in Southeast Asia [21].

The  REtard de  Croissance  Intra-uterin et
PALudisme (RECIPAL) project aimed to specifically assess the
burden of malaria in the first trimester of pregnancy. For that
purpose, a cohort of women followed from the preconception
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period to delivery was established. Data collected in 387 pregnant
women were used to determine the prevalence of malaria during
the first trimester of pregnancy and its associated risk factors.

METHODS

Ethics Statement

This study was approved by the Ethics Committee of the Institut
des Sciences Biomédicales Appliquées in Benin. All medica-
tions given for malaria before conception or any acute diseases
during pregnancy were paid by the project.

Study Site and Population

The RECIPAL study started in June 2014 and the women’s fol-
low-up was completed in August 2017. It was conducted in the
districts of S6-Ava and Abomey-Calavi located 25 km north
of Cotonou, Benin. Abomey-Calavi is a semiurban area, while
S0-Ava is a rural lakeside area. In both settings, malaria is hype-
rendemic with a mean entomological inoculation rate of 2.05 (+
1.3) infected anopheles bites/person/100 nights [22]. P. falcip-
arum is the most common species of malaria parasite.

Our study population consisted of 387 out of a total of 411 preg-
nant women included and followed up in the RECIPAL study. All
women were recruited before conception until getting pregnant,
then for the whole duration of the pregnancy (Supplementary
Figure S1). To be recruited, women had to meet the following cri-
teria: negative urinary pregnancy test at inclusion, 18 to 45 years
old, no current contraception, no previous fecundity issues, will-
ingness to become pregnant, no planned travel for more than
2 months within the next 18 months, acceptance of RECIPAL
protocol, and signed written informed consent.

Study Procedures

Preconceptional Follow-up

At inclusion, demographic, socioeconomic, and household
characteristics were collected. On this occasion, microscopic
malaria and urinary schistosomiasis screening, as well as hemo-
globin (Hb) level determination, were performed. Subsequently,
women were visited at home monthly. At these visits, the first
day of last menstrual period (LMP) was recorded and a urinary
pregnancy test (One-Step; International Holding, Germany)
was performed. Anthropometric measurements, including
height, weight, and mid-upper-arm circumference, were col-
lected every 3 months. The collection of anthropometric mea-
surements was performed according to standardized operating
procedures [23]. ITN possession and use the night before the
visit was collected at inclusion in the cohort.

Gestational Follow-up

Once the pregnancy was established, clinical, obstetrical, and
anthropometric data (as before conception) were collected at
each monthly ANC visit until delivery. Women received a new
ITN at their first ANC visit; at each following visit, ITN use

the night before the visit was recorded. The first ultrasound
scan for dating the pregnancy was performed between 9 and
13 weeks of gestation (wg). Ultrasound scans were performed
with a portable ultrasound system (high-resolution ultrasound
system, 5-2 MHz C60 abdominal probe; Sonosite M-TURBO,
Washington State, USA) by 4 skilled medical gynecologists.
A quality control was performed on 10% of the scans. The ges-
tational age (GA) was estimated in days based on crown-rump
length measurement using the Robinson’s chart [24]. Following
INTERGROWTH-21st methodology, GA estimation was based
either on LMP if the difference between the 2 measurements
(LMP/ultrasound) was less than 7 days or on ultrasound scan
if the difference was >7 days [25].
malaria at each scheduled ANC visit using a thick blood smear
(TBS). Hb level was determined at the second ANC visit at a
mean of 12 wg. In addition, women were encouraged to attend

Women were screened for

the maternity clinic anytime outside the scheduled visits in
case of symptoms. In cases of fever or symptoms suggestive of
malaria, a TBS and a rapid diagnostic test (RDT) (P, falciparum +
pan rapid test SD Bioline Ag, IDA Foundation, the Netherlands;
Biosynex, France) were performed. Because of both active and
passive surveillance for malaria during pregnancy, very few pat-
ent infections would have been undetected.

Before conception, women infected with malaria and urinary
schistosomiasis were treated with artemether-lumefantrine
(96/480 mg twice per day for 3 days) and praziquantel (single
dose of 40 mg/kg), respectively. In cases of uncomplicated ma-
laria during the first trimester, women were treated with oral
quinine (10 mg/kg/8 hours for 7 days). In cases of severe ma-
laria, intravenous artesunate was used until oral medication
could be tolerated. Anemic pregnant women (Hb concentra-
tion < 110 g/L) were treated according to the severity of anemia:
200 mg oral ferrous sulfate and 10 mg of folic acid twice a day
for moderate anemia (Hb level between 70 and 110 g/L); re-
ferral to the district tertiary hospital in case of severe anemia
(Hb level < 70 g/L). According to the Beninese national guide-
lines, a kit including the first dose of sulfadoxine-pyrimeth-
amine for IPTp and an ITN was given to each pregnant woman
at the first ANC visit. As recommended, IPTp administration
was systematically postponed to the second trimester when vis-

its were earlier.

Laboratory Procedures

The Lambaréné technique was used to quantify parasitemia,
withadetection threshold estimated tobe 5 parasites/uL[26,27].
Hb level was measured with a HemoCue. Urinary schistosomi-
asis status was determined by the detection of Schistosoma hae-
matobium eggs using a urine filtration technique (Nytrel filter).

Statistical Analysis
Malaria infection was defined as either a positive TBS or a posi-
tive RDT. Symptomatic malaria was defined as a positive TBS or
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RDT associated with history of fever in the previous 24 hours or
a measured axillary temperature >37.5°C. Because of the short
half-life of quinine, we assumed that women had a “new infec-
tion” when it occurred more than 15 days after the previous
one. The first trimester was defined as a GA < 14 completed wg.
GA was then classified according to the month of pregnancy
(first month < 6 wg, second month 7-10 wg, and third month
11-14 wg).

We aimed to determine which of the following factors were
associated with microscopic malaria infection during the first
trimester of pregnancy: (1) sociodemographic characteristics:
age, ethnicity, marital status, education level, and residence area;
(2) clinical characteristics: gravidity, body mass index (BMI),
short stature (height <155 cm), anemia, and urinary schis-
tosomiasis before conception; (3) GA and season at malaria
screening during pregnancy, which were considered as time-de-
pendent variables; (4) socioeconomic status; (5) household
characteristics (number of inhabitants, possession of electricity,
water sources, sanitation, and basic hygiene practices of house-
hold); and (6) malaria before conception. Prepregnancy BMI
was classified a low (< 18.5 kg/m?), normal (18.5-24.9 kg/m?),
and high (>25 kg/m?), according to WHO classification.
Socioeconomic status was approximated using a synthetic score

combining occupation and ownership of assets, which was then
categorized according to the tertiles.

We used a logistic mixed model with a random intercept at
the individual level assuming that successive malaria screen-
ings during the first trimester in the same woman were cor-
related. The analysis was adjusted for the number of ANC
visits (offset option), which varied between women according
to GA at inclusion and possible censored follow-up due to
migration, consent withdrawal, or miscarriage. In addition,
because the woman’s susceptibility to malaria may differ
depending on GA, with a higher capacity of the parasites to
be selected by the placenta overtime [28], the analysis was
adjusted for GA. For that purpose, GA squared was used due
to the quadratic relationship between GA and the risk of ma-
laria. Gravidity was included into all final models because it is
an important factor influencing malaria susceptibility during
pregnancy [19].

All variables with a P value below 0.2 in univariate analysis
were included in the multivariate analysis. Then, the variables
were eliminated step-by-step using the backward selection pro-
cedure. At this level, only variables for which the P value was
less than 0.05 were kept. Stata version 13 for Windows (Stata
Corp., College Station, TX) was used for all statistical analyses.

Eligible women of reproductive age (n=1302)

Y

Women of reproductive age recruited (n=1214)

411 pregnanices

Preconception

359 study completion without pregnancyt
444 incomplete follow—up*

|

Pregnant women (n=411)

Excluded from the analysis (n=24

s | —9 women with a gestational age > 15 wg at the first ANC visit

|

10 informed consent withdrawals before the first ANC visit
— 5 spontaneous abortions before the first ANC visit

Pregnant women included in the analysis (n=387)

289 incomplete follow-up
— 98 incomplete follow-up

+ Spontaneous abortions (n=61)

+ Informed consent withdrawals (n=23)
+ Migrations (n=13)

+ Ectopic gestation (n=1)

Pregnancy (firstrimester)

Figure 1.

Flowchart diagram of the study. t Study completion: Follow-up from enrolment until the end of the study (24-month follow-up without pregnancy for women

recruited before December 2014 or monthly follow-up without pregnancy for women recruited between December 2014 and December 2016), excluding consent with-
drawal, migration, and lost to follow-up. * The main reasons were: consent withdrawal (272), migration (138), infertility issues (16), lost to follow-up (13), and others (5).

Abbreviations: wg, weeks of gestation; ANC, antenatal care visit.

on 29 March 2018

First Trimester Malaria Infection « JID 2018:217 (15 April) « 1311



Downloaded from https://academic.oup.com/jid/article-abstract/217/8/1309/4792973

by guest

RESULTS

As presented in the flowchart (Figure 1), 1214 women of re-
productive age were followed and 411 (33.8%) of them became
pregnant. Twenty-four pregnant women were excluded, leav-
ing 387 women for the present analysis. Of these 24 women,
9 had their first ANC visit after 15 wg, 10 withdrew their in-
formed consent, and 5 had a miscarriage before the first ANC
visit. Among the 387 women, 289 (74.7%) completed the first
trimester follow-up, 61 (15.8%) had a miscarriage, 23 (5.9%)
withdrew their informed consent, 13 (3.4%) migrated outside
the study area, and 1 (0.2%) had an ectopic gestation before the
end of the first trimester.

Table 1 presents the general characteristics of the 387 preg-
nant women. The median duration of follow-up before concep-
tion was 3.9 months (interquartile range [IQR]: 1.77-7.49). The
women’s mean age was 26.8 years and 7.8% were primigrav-
idae. The prevalence of microscopic malaria infection before
pregnancy was 6.3% (10.0% vs 5.9% in primi- and multigrav-
idae, respectively, P = .38). The pregnancy was confirmed at a
mean of 6.7 wg. The mean number of visits during the first tri-
mester, including both scheduled and unscheduled visits, was
2.3 (range 1-6). During pregnancy, more than 97% of women
declared they had slept under an ITN the night before the visit.

The proportion of women with at least 1 microscopic malaria
infection during the first trimester of pregnancy, including
both scheduled and unscheduled visits, was 20.8% (26.7% vs
20.3% in primi- and multigravidae, respectively, P = .41); 7.3%
of these infections were symptomatic. During unscheduled vis-
its, malaria was detected in 21.6% of women; 12.2% of these
infections were symptomatic. The overall incidence rate of new
malaria infections was 19.7 infections per 100 person-months
(95% CI, 15.8-24.5). Twelve women (3.1%) had 2 or more
malaria infections. Among infected women, the mean geomet-
ric parasite density was 599 (95% CI, 416-863) parasites/pL.
Women were more likely to be infected with malaria during the
first trimester than before pregnancy (21% vs 6.3%; Figure 2).
This difference was also observed when restricting the compari-
son to women at their first ANC visit (11.7% vs 6.3%).

Among the women who were screened for malaria during
the first, second, and third month of pregnancy, the prevalence
of malaria infection was 16.7%, 9.2%, and 11.2%, respectively
(Table 2). Figure 3 presents the risk estimates (odds) of malaria
infection throughout the first trimester of pregnancy after
adjustment for gravidity. We observed that the risk of infection
decreased at the end of the first month of pregnancy, then it
remained constant until the end of the first trimester. While
this trend was observed in multigravidae, the risk of malaria
infection seemed to start decreasing only at the end of the first
trimester in primigravidae (Figure 2).

In univariate analysis, residence area, number of ANC visits,
malaria before pregnancy, and GA were associated with malaria

Table 1. Sociodemographic and Clinical Characteristics of the 387
Women Followed During the First Trimester of Pregnancy, RECIPAL,
2014-2017

No. %, mean* (+ SD),
Characteristics screened median (IQR)
Residence area Akassato 99 25.6%
So6-Ava 288 74.4%

Duration of follow-up before All participants 387 3.90 (IQR, 1.77-7.49)

pregnancy (months)

Age (years) All participants 387 26.8 (+ 5.1)
<23y 83 21.4%
23-30y 227 58.7%
>30y 77 19.9%
Ethnic group Toffin 284 73.4%
Fon 30 77%
Aizo 56 14.5%
Others? 17 4.4%
Education llliterate 276 71.3%
Marital status Polygamy 117 29.5%
Monogamy 247 63.8%
Cohabitation 26 6.7%
Gravidity Multigravidae 357 92.2%
Primigravidae 30 78%
Household density® All participants 387 5.9 (£ 3.3)
>5 180 46.5%
ITN possession Yes 380 98.2%
Prepregnancy BMI (kg/m?) Al participants 387 23.0 (£ 4.3)
<185 39 10.1%
18.5-25 249 64.3%
> 25 99 25.6%
Prepregnancy MUAC Yes 25 6.5%
(<23 cm)
Short stature (height Yes 113 29.2%
< 155 cm)
Gestational age at the first ~ All participants 387 6.7 (x2.1)
ANC visit (weeks)®
Number of ANC visits in the All participants 387 2.3 (range 1-6)

1st trimester ¢

Abbreviations: IQR, interquartile range; ITN, insecticide-treated bed net; ANC visit, antena-
tal care visit; BMI: body mass index; MUAC, mid-upperarm circumference; SD, standard
deviation. *Arithmetic mean.

20ther ethnic groups: Yoruba, Adja, Goun, Ahoussa, Cotafon, Mahi, Sahoue.
bHousehold density: number of people living in the household.
°Gestational age was estimated using ultrasound scan or last menstrual period.

9dIncluding both scheduled and unscheduled visits.

infection during the first trimester of pregnancy (Table 3). We
did not find any association between malaria and maternal age,
socioeconomic status, season, and use of ITN at the time of
malaria screening. In multivariate analysis, women infected with
malaria before pregnancy remained significantly more likely to
be infected with malaria during the first trimester (adjusted
odds ratio [aOR]: 2.68; 95% CI, 1.24-5.78). In addition, the risk
of malaria during the first trimester decreased significantly over
time when GA was considered as a quadratic function. We did
not evidence a statistical significant association between gravid-
ity and the risk of malaria, although primigravidae seemed to be
more likely to be infected than multigravidae (Figure 2). When
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3rd month 12% (3/25) 3rd month 11.1% (31/278) 3rd month 11.2% (34/303)

Figure 2.

Prevalence of microscopic malaria infection before and during the first trimester of pregnancy according to gravidity. Abbreviation: wg, weeks of gestation.

stratifying the analysis on gravidity, we found that the risk of
malaria infection decreased throughout the first trimester in
multigravidae (aOR: 0.61; 95% CI, 0.38-0.96), but not in pri-
migravidae (Supplementary Table S1). Finally, when restricting
the analysis to women in their first ANC visit, early GA and
malaria before conception remained significantly associated
with malaria in the first trimester (data not shown).

DISCUSSION

Very little information on the burden of malaria in early preg-
nancy is currently available. We investigated malaria during the
first trimester of pregnancy and its associated risk factors using
a specifically designed study, in which women were recruited
before conception. Prior studies of malaria in early pregnancy
in sub-Saharan Africa countries have been limited by recruit-
ing women late in the first trimester, which may have lead to
misclassification errors (by categorizing some early infected
women as noninfected) and underestimation of exposure [14-
18]. We showed that malaria infection was highly prevalent in
early pregnancy. Malaria before conception and early GA were
the main related risk factors.

We found that women during the first trimester of pregnancy
were more infected with malaria than before conception. As data
collection started before conception, each woman served as her own
control, limiting the influence of confounding variables. This result

was found regardless of gravidity. Malaria infection was highly
incident during the first trimester (incidence rate of 19.7 infections
per 100 person-months). This result is in accordance with previous
publications [19, 29, 30], which suggested that malaria occurring at
the time of placentation (around 12 wg) may be responsible for up
to 70% of the total exposure to placental infection [29].

In our study, women infected with malaria before concep-
tion remained more likely to be infected with malaria during
the first trimester of pregnancy. This association may partially
be explained by the fact that these women had the same level
of exposure to malaria during both periods. Another expla-
nation may be that some of the infections detected in the first
weeks of pregnancy were subpatent infections (ie, under level of
detection of microscopy and RDT) present before conception.
Because the proportion of microscopic infections was higher
during pregnancy than before pregnancy, we assume that some
of these prepregnancy infections were subpatent and that they
became microscopic because of changes in women’s physiology
and immunity during early pregnancy [31, 32], making women
more susceptible to infectious diseases [33]. In order to con-
firm this hypothesis, parasites detected in women infected both
before conception and during the first trimester of pregnancy
have been collected and will be checked for genotype similarity.

Malaria infections were particularly prevalent during the
first month of pregnancy and then decreased later in the first
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Table 2. Biological Characteristics of the 387 Women Before Conception
and During the First Trimester of Pregnancy, RECIPAL, 2014-2017

No. % (n) or mean
Characteristics screened (+ SD)
Preconception
Microscopic malaria Yes 383 6.3% (24)
infection
Hemoglobin level (g/dL)2  Mean 386 1.8 (£ 1.4)
Anemia 386 55.7% (215)
Urinary schistosomiasis ~ Yes 220 26.8% (59)
infection®
First trimester of pregnancy
Microscopic malaria 1st month (0-6 29/174 16.7%
infection wg)
2nd month (7-10 30/328 9.2%
wg)
3rd month (11-14  34/303 11.2%
wag)

Incidence rate of 19.7 (15.8-24.5)4

microscopic malaria

100 persons-month 387

infection®
Malaria infection > 1 episode(s) 385 20.8% (80)
Clinical malaria® > 1 episode(s) 385 7.3% (28)
Hemoglobin level (g/dL)? Mean 276 11.5(x1.2)
Anemia 276 35.9% (99)
HIV status Negative 300 98.0% (294)
Positive 300 2.0% (6)

Abbreviations: SD, standard deviation; wg, weeks of gestation.

3According to the WHO classification, the threshold of anemia definition was 12 g/dL and
11 g/dL before pregnancy and during the first trimester, respectively. During the first tri-
mester of pregnancy, hemoglobin level was performed at the second antenatal care visit
around 12 wg.

bSchistosomiasis screening was initiated 12 months after the beginning of the study.
CIncidence rate = (new cases of malaria infection during the first trimester / persons-month
at risk) x 100.

995% confidence interval.

ePositive thick blood smear or rapid diagnostic test with an axillary temperature > 37.5°C or
history of fever in the last 24 hours.

trimester (16.7%, 9.2%, and 11.2% at < 6 wg, 7-10 wg, and
11-14 wg, respectively). We believe this finding is not due to
confounding for the following reasons. First, because a small
proportion of women had symptomatic cases and infections
were detected actively, it is unlikely that the very early infec-
tions (<6 wg) were overrepresented because they were symp-
tomatic. Second, the lower prevalence of infections late in the
first trimester (7-14 wg) may be related to the treatment of
infections earlier in the first trimester, despite the short half-
life of quinine used as malaria treatment in the first trimester
[34]. However, when restricting the analysis to women at their
first ANC visit, a similar decrease in malaria infection risk with
GA was observed. Moreover, at this visit, no women reported
to have been treated for malaria since the last preconceptional
visit. Finally, the lower prevalence of infection in women with
advanced GA (11-14 wg) compared to women with early GA
(< 6 wg) at the first ANC visit was not related to a more recent
treatment against malaria. Indeed, these women had a longer
duration of follow-up before conception, and therefore a higher

risk of new infection after initial treatment against malaria at
enrolment. Of interest is the fact that the risk of malaria infec-
tion decreased throughout the first trimester in multigravidae.
The susceptibility of women to malaria during pregnancy is
related to the selection of specific parasites, which have the
capacity to sequester within the placenta. With successive
pregnancies, a pregnant woman develops increasing immunity
to these parasites, allowing for a better control of infections
[35]. VAR2CSA is the specific variant of P. falciparum proteins
expressed on the surface of infected erythrocytes [36] that
allows placenta sequestration. VAR2CSA-parasites have been
detected as early as 7 wg [37]. In our study, multigravidae may
have had the capacity to control infections due to VAR2CSA-
parasites as early as 6 wg as compared to primigravidae, for
whom malaria prevalence seemed to start decreasing only at
the end of the first trimester.

We also reported an important proportion of miscarriages
(15.8%) in our study, which was higher than previously reported
in African studies [38]. This may be related to our study design
(preconceptional follow-up of women), which allowed us to
identify very early miscarriages.

We did not evidence any seasonal effect on malaria risk. That
might be explained by the specific environmental conditions in
the study area. Indeed, most women (74.4%) lived in S6-Ava
district, which is a permanent natural lake providing ideal
breeding conditions for mosquitoes throughout the year.

A major strength, and originality, of this study is that women
were recruited before conception and then followed up from
the very beginning of pregnancy. This allowed the detection
of the earliest malaria infections, in particular those occur-
ring before and during placental development, which usually
stay undiagnosed. Moreover, GA could be estimated accurately
using ultrasound before 15 wg, allowing for the precise deter-
mination of the timing of malaria infections during pregnancy.
Nevertheless, this study has some limitations that should be
considered. First, we did not specifically assess the woman’s
level of exposure to malaria, which highly influences the risk of
infection. However, the analysis was adjusted for malaria infec-
tion before conception, a suitable proxy for the woman’s level of
exposure to malaria. In addition, the analysis included only 30
(7.8%) primigravidae, who are more likely to be infected with
malaria during pregnancy. This low proportion was due to the
fact that RECIPAL was implemented following a study on pri-
migravidae conducted in the same area, making an important
proportion of eligible primigravidae unavailable for our study
[39]. Although this may not lead to a selection bias, findings
based on analyses stratified on gravidity should be taken with
caution.

There is growing evidence that malaria in the first trimester of
pregnancy is deleterious for both the fetus and the mother [20].
Early malaria infections have been suggested to impair placen-
tation [40, 41], with possible chronic effects on fetal growth.
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Risk estimates (Odds)

.0 4
T T T T T T T T T T
BC 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gestational age (weeks of gestation)
Cases 24 15 14 6 8 6 10 10 8 8 8
Controls 359 65 80 81 61 64 80 78 71 68 64
Odds 0.07 0.23 0.18 0.07 0.13 0.09 0.12 0.13 0.11 0.12 0.13
Lower Odds ~ 0.04 0.13 0.09 0.03 0.06 0.04 0.06 0.07 0.05 0.06 0.06
Upper Odds ~ 0.10 0.40 0.31 0.17 0.27 0.21 0.24 0.25 0.23 0.24 0.26
Odds ratio - 3.45 2.61 1.11 1.96 1.40 1.87 1.91 1.68 1.76 1.87

Figure 3. Variation in risk estimates (odds) of malaria infection during the first trimester of pregnancy after adjustment for gravidity. Risk of malaria infection (solid line)

and its 95% confidence interval (dash lines). Abbreviation: BC, before conception.

Preventive strategies against malaria should clearly start from
the first trimester of pregnancy. However, options are currently
limited. As recommended later in pregnancy, prevention should
rely on an integrated approach, combining safe drugs in the first
trimester and antivectorial strategies (ITNs, potentially associ-
ated with indoor residual spraying). Artemisinin-based com-
bination therapies have been shown to be safe during the first
trimester of pregnancy [42]. Dihydroartemisinin-piperaquine

is a well-tolerated, efficacious, and safe combination of drugs
[42-44], which may be a good option for early IPTp. However,
the challenge remains to access women in the first trimester
of pregnancy. Hence, preconceptional strategies against ma-
laria in pregnancy may be of clear interest. A vaccine against
VAR2CSA-parasites, which could elicit protective immunity
prior to pregnancy to best protect women during early preg-
nancy, may be proposed as a complementary strategy to those

Table 3. Factors Associated With Malaria Infection During the First Trimester of Pregnancy, RECIPAL, 2014-2017

Univariate analysis®

Multivariate analysis

Factors OR (95% CI) P value aOR (95% CI) P value
Gestational age (wg) 0.61 (0.39-0.93) .02 0.64 (0.41-0.98) .04
Gestational age squared (wg) 1.02 (1.00-1.05) .04 1.02 (0.99-1.05) .07
Prepregnancy malaria infection No 1 1

Yes 3.09 (1.48-6.45) .003 2.68 (1.24-5.78) .01
Number of antenatal care visits® 1.28 (1.02-1.61) .03
Gravidity® Multigravidae 1 1

Primigravidae 1.561 (0.70-3.25) .29 1.22 (0.55-2.67) 61
Residence area Akassato 1

S6-Ava 1.87 (0.99-3.53) .05 - -

Logistic multilevel model, N = 381. Random intercept at the individual level; analysis of 796 malaria screenings in 381 pregnant women.

Abbreviations: aOR, adjusted odds ratio; wg, weeks of gestation, Cl, confidence interval; (-) nonsignificant in multivariate model.
aMaternal age, education, ethnicity, marital status, household density, schistosomiasis infection, anemia, insecticide bed net use, prepregnancy body mass index, season at the time of

malaria screening were not associated with malaria infection in univariate analysis.

5The number of antenatal care visits has been adjusted for the mutlivariate model using an “offset option.”

Gravidity was included into the final model even if not significant in the univariate analysis.
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already recommended during pregnancy. Such a vaccine is cur-
rently under evaluation [45].

Supplementary Data

Supplementary materials are available at The Journal of Infectious
Diseases online. Consisting of data provided by the authors to
benefit the reader, the posted materials are not copyedited and
are the sole responsibility of the authors, so questions or com-
ments should be addressed to the corresponding author.
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5.2. Effets déléteres des infections palustres microscopiques du 1¢" trimestre de grossesse

sur la santé de la mere et de I'enfant pendant la grossesse

5.2.1. Problématique de 1'article 4

Nous avons précédemment montré que les infections palustres étaient fréquentes au cours du
1¢ trimestre de la grossesse, période pendant laquelle les femmes enceintes sont tres peu, voire
non protégées contre le paludisme. Pourtant, des études ont suggéré que les infections palustres
microscopiques survenant avant le 4™ mois de grossesse avaient des effets déléteres sur la
santé de l'enfant et de la mere. Cependant, 1'une des limites de ces études tient au recrutement
tardif des femmes enceintes; la plupart des études n'ayant pas été spécifiquement congues pour

évaluer les conséquences des infections palustres précoces.

Le suivi pré-conceptionnel mis en place dans le cadre de la cohorte RECIPAL nous a permis
d'identifier les infections palustres des le 1°" trimestre, notamment celles survenant au cours de
la placentation. Par ailleurs, nous avons pu estimer de fagon précise 1'age gestationnel grace a
l'utilisation d'une échographie obstétricale précoce. Disposer d'un age gestationnel précis est un
élément essentiel lorsque 1'on étudie I'effet des infections palustres en fonction de leur moment

de survenue pendant la grossesse.

Dans ce quatrieme article, nous nous sommes proposés d'étudier 1'effet direct des infections
palustres au 1*" trimestre de la grossesse sur les issues défavorables de grossesse, notamment le
PPAG, la prématurité, le FPN et I'anémie maternelle, en prenant en compte la survenue
d'infections palustres au 2™ et 3°™ trimestre de la grossesse, grice a l'utilisation de modeles

d'équation structurelle (analyse en chemins ou path analysis).
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5.2.2. Résumé des résultats de l'article 4

La proportion de femmes ayant présenté au moins une infection palustre pendant la grossesse
était de 43,1%; 22,1% de ces infections étaient symptomatiques. La prévalence des infections
palustres au 1° trimestre était plus élevée qu'aux 2°™ et 3°™ trimestres de la grossesse (21,8%
vs. 17,7% et 14,6%). Nous avons observé une diminution progressive du risque d'infection
palustre tout au long de la grossesse (score de tendance, P=0,002), avec une diminution plus
nette  partir du milieu du 3°™ trimestre. La prévalence des infections palustres placentaires
était de 6,4%. Durant la grossesse, plus de 97% des femmes ont déclaré avoir dormi sous
moustiquaire la veille de la visite. La proportion de femmes ayant recu aucune, une, deux et

trois doses de TPIg était respectivement de 3,7%, 19,5%, 62,9% et 13,9%. La [ere, peme of 3eme

dose étaient administrées en moyenne a 23,3 (+4,8) SA, 29,9 (+4,9) SA et 34,4 (£ 3,7) SA.

Plus de la moitié des femmes (58,1%) était anémiée en fin de grossesse. Les proportions
d'enfants nés avec un FPN, prématurés ou présentant un PPAG, étaient respectivement de 9%,

8,9% et 20,4%.

Apres prise en compte de la survenue d'infections palustres aux 2°™ et 3*™ trimestres de la
grossesse ainsi que des différents co-facteurs pouvant influencer 1'issue de la grossesse, nous
avons observé un effet direct significatif de 1'infection palustre au 1° trimestre sur 1'anémie
maternelle en fin de grossesse (ORa: 2,25; IC 95%, 1,11-4,55). Cependant, aucune association
statistiquement significative n'a été trouvée entre les infections palustres au 1° trimestre de

grossesse et la prématurité, le PPAG et le FPN.

Par ailleurs, nous avons observé que la proportion de FPN, de prématurité, de PPAG et d'anémie
maternelle en fin de grossesse était plus importante parmi les femmes infectées a plusieurs

reprises a partir du 1 trimestre de la grossesse en comparaison aux femmes non infectées ou a
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celles uniquement infectées a partir du 2eéme trimestre. Cette tendance était significative pour

le FPN (26,1% vs. 2%, P=0.002).

5.2.3. Article 4. Accrombessi et al. Soumis dans The Clinical Infectious Disease

Journal
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Key points (40-word summary of the article's main point)

Using data from a Beninese preconceptional cohort, microscopic malaria in the 1% trimester of
pregnancy had a direct and negative effect on maternal anaemia late in pregnancy. Repeated

infections starting in the 1*' trimester tended to increase the risk of low birthweight.
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Abstract

Background. In sub-Saharan Africa, malaria in the first half of pregnancy is harmful for both
the mother and her fetus. However, malaria in the 1* trimester of pregnancy, when women are
usually not protected against malaria, has been little investigated. For the first time, we assessed
the effects of malaria in the 1* trimester on maternal and birth outcomes using a preconceptional

study design.

Methods. From June 2014 to March 2017, 1214 women of reproductive age were recruited and
followed monthly until 411 became pregnant. Pregnant women were then followed from 5-6
weeks of gestation until delivery. Path analysis was used to assess the direct effect (i.e., not
mediated by malaria in the 2" or 3™ trimester) of malaria in the 1% trimester on maternal
anaemia and poor birth outcomes (preterm birth, small-for-gestational age and low
birthweight). Also, the cumulative effect of infections during pregnancy on the same outcomes

was evaluated.

Results. The prevalence of malaria infection in the 1*' trimester was 21.8%. Malaria in the 1%
trimester was significantly associated with maternal anaemia in the 3™ trimester (aOR: 2.25,
95% CI 1.11, 4.55). While malaria infections in the 1* trimester had no direct effect on birth
outcomes, their association with infections later in pregnancy tended to increase the risk of low

birthweight.

Conclusion. Malaria infections in the 1% trimester were highly prevalent and have deleterious
effects on maternal anaemia. They highlight the need for additional preventive measures

starting in early pregnancy, or even before conception.

Key words: Malaria infection, first trimester, maternal anaemia, poor birth outcomes,

preconceptional cohort, Africa
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Introduction

Over 125 million pregnancies are exposed to malaria each year, with sub-Saharan Africa (SSA)
accounting for 25% of this total burden [1]. While the overall consequences of malaria in
pregnancy on maternal and birth outcomes have been well documented [2], the influence of the
timing of malaria infections during pregnancy, particularly the effect of infections in the first
trimester remains poorly explored so far. However, this period may be critical for the fetus,
since parasite sequestration into the placenta may occur as early as 8 weeks of gestation (wg)
[3], with subsequent alterations of placental development and function [4—7]. Besides, women
are not, or insufficiently, protected against malaria during this period since the recommended
strategies—Intermittent Preventive Treatment (IPTp) with sulfadoxine-pyrimethamine (SP) and

long lasting insecticide treated nets (LLITNs) [8]—are usually provided from the 2™ trimester.

Most available studies have shown deleterious effects of malaria in the first half of pregnancy
on maternal and perinatal outcomes [9-12]. Among them, only a few assessed malaria in the
first trimester specifically [13—17], with methodological limitations for some of them. Based
on the largest cohort of women in Southeast Asia, malaria in the first trimester of pregnancy
was found to be strongly associated with miscarriage [14], but not with other poor birth

outcomes [15].

To assess the effect of malaria in the first trimester of pregnancy on maternal and birth
outcomes, a prospective cohort of women followed from the preconception period to delivery
was established as part of the “REtard de Croissance Intra-utérin et PALudisme” (RECIPAL).
We evaluated the effect of malaria infections in the first trimester on preterm birth (PTB), small-
birthweight-for-gestational age (SGA), low birthweight (LBW) and maternal anaemia in the

third trimester of pregnancy.
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Methods

Ethics Statement

This study was approved by the Ethics Committee of the “Institut des Sciences Biomédicales
Appliquées” and the Ministry of Health in Benin. Before recruitment, the study was explained

in the local language to the woman, and her voluntary consent was obtained.

Study design

The study methodology has been widely described elsewhere [18]. Briefly, women of
reproductive age (WRAs) were recruited at community level and followed monthly for a
maximum period of 24 months until becoming pregnant. The subsample of women who became
pregnant was then followed up monthly at the study health facilities from early pregnancy to
delivery. The study started in June 2014 and the women's follow-up was completed in August
2017. It was conducted in the districts of S6-Ava and Abomey-Calavi, South Benin. In both

settings, malaria is hyperendemic [19], and P. falciparum is the most common species.

Preconceptional follow-up

At enrolment, demographic, and socioeconomic characteristics, as well as reproductive history
and anthropometric measurements were collected. Malaria screening using a thick blood smear
(TBS) and haemoglobin (Hb) level determination were performed. Women were then visited at
home monthly, where the first day of last menstrual period (LMP) was recorded and a urinary

pregnancy test was performed.

Gestational follow-up

As soon as the pregnancy was confirmed, clinical, obstetrical, and anthropometric data were
collected monthly until delivery. Pregnant women received a new LLITN at their first antenatal
care (ANC) visit; its use was recorded at each following visit. Each month, malaria screening
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was performed using a TBS; proteinuria, glycosuria and urinary infection were detected using
a urine dipstick test. A venous blood sample was collected in the first and third trimesters for
Hb determination. The first ultrasound scan (US) for dating the pregnancy was performed
between 9—13 wg. The final gestational age (GA) estimation was based either on LMP or first
US following INTERGROWTH-21st methodology [20]. In case of fever or symptoms

suggestive of malaria, a TBS and a rapid diagnostic test (RDT) were performed.

At delivery, newborns were weighed within 1 hour after birth on an electronic digital scale with
an accuracy of 2g (SECA, Germany). Malaria screening was performed on maternal, placental

and cord blood using TBS.

In case of uncomplicated malaria, women were treated with oral quinine in the first trimester
and artemether-lumefantrine in the 2™ and 3™ trimesters. In case of severe malaria, intravenous
artesunate was used until oral medication could be tolerated. Anaemic pregnant women were
treated with oral ferrous sulfate or transfused according to the intensity of anaemia. As
recommended, IPTp administration was scheduled from the second trimester onward. All

medications given for any acute diseases during pregnancy were in charge of the project.

Laboratory procedures

The Lambaréné technique was used to quantify parasitaemia, with a detection threshold
estimated to be 5 parasites/uL. Slides were read by 2 qualified microscopists [21]. Hb level was

measured with a HemoCue®.

Statistical analysis

Our main objective was to evaluate the effect of malaria depending on the timing of infections
during pregnancy on maternal and birth outcomes. The primary outcomes were: LBW

(birthweight <2500 g), PTB (GA at birth <37 wg), SGA (birthweight <10th percentile of
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birthweight for GA using INTERGROWTH-21st charts [22]), and maternal anaemia in the third
trimester (Hb concentration <110 g/L). The secondary outcome was a composite of PTB, LBW,

SGA, or stillbirth.

Malaria infection was defined as either a positive TBS or a positive RDT. The exposure of
women to malaria was analyzed in two different ways: (i) the occurrence of at least of one
malaria infection in each trimester of pregnancy (<14 wg, 15-27 wg, and >28 wg, for the 1%,
2" and 3" trimester, respectively); and (ii) a composite variable including both the timing and
number of malaria infections during pregnancy (women not infected during the whole
pregnancy, women infected at least once in the 1% trimester but not later on, women infected
both in the 1% trimester and in the 2™ or 3" trimester, and women infected at least once in the

2™ or 3" trimester but not in the 1*! trimester).

First, we studied the association between each maternal and birth outcome and the occurrence
of malaria in the 1%, 2", and 3™ trimesters using path analysis regressions. Path analysis allowed
us to take into account the chronology of malaria infections during pregnancy in order to assess
both the direct and indirect effect (i.e., mediated by malaria in the 2" and 3" trimester) of
malaria in the 1% trimester. The following potential confounding factors were considered:
maternal sociodemographic, medical conditions and obstetrical complications during
pregnancy, nutritional status before and during pregnancy, number of ANC visits, number of
IPTp intakes and use of LLITN, and rainy season at delivery. Women were classified as
underweight (body mass index (BMI) before conception <18.5 kg/m?), having a normal weight
(BMI between 18.5-24.9 kg/m?), overweight (BMI between 25-29.9 kg/m?) or obese (BMI >30
kg/m?). Gestational weight gain was considered inadequate when below 12.5 kg, 11.5 kg, 7 kg
and 5 kg in underweight, normal, overweight and obese women, respectively [23]. Variables
were eliminated step-by-step using the backward selection procedure. Only variables for which

the P value was less than 0.05 were kept.
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Secondly, we assessed the cumulative effect of malaria infections during pregnancy using the
composite variable. The proportion of maternal and birth outcomes was compared between the

four groups of women using Khi2 (or Fisher's exact) test.

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

analyses.

Results

As presented in the flowchart (Figure 1), 1214 WRAs were recruited; 411 (33.8%) of them
became pregnant, 359 (29.6%) completed the preconceptional follow-up without conceiving
and 444 women (36.6%) did not complete it. Among the 411 pregnant women, 273 (66.4%)
completed the follow-up until delivery; most of the remaining women had either a miscarriage
(17.5%), or withdrew their consent (11.2%). Age, gravidity, education, and socioeconomic
status were similar between women who completed (n=273) and those who did not complete

(n=138) the follow-up until delivery.
Women's characteristics and malaria infection before and during pregnancy

Table 1 presents the general characteristics of the 273 pregnant women. The median duration
of follow-up before conception was 3.9 months. The women's mean age was 26.8 years and
21.3% were primi- or secundigravidae. More than half of women (57.2%) were anemic before
conception and 32.4% had an abnormal BMI. The prevalence of malaria infection before

conception was 5.9%.

The pregnancy was confirmed at a mean of 7.1 wg. Women benefited from a mean of 8.9
scheduled ANC visits. Fifty-eight percent were anemic in the 3™ trimester of pregnancy. The
proportion of women with at least one malaria infection, including both scheduled and
unscheduled visits was 43.1%; 22.1% of these infections were symptomatic. Fourteen women
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(14.7%) had two or more malaria infections during pregnancy. Among infected women, the
geometric mean parasite density was 757 (range: 12—138,600) parasites/uL. Women were more
likely to be infected with malaria in early pregnancy compared to before conception (Figure 2).
The prevalence of malaria infection during the 1% trimester was higher than in the 2" and the
3" trimester of pregnancy (21.8% vs. 17.7%, and 14.6%, respectively). The risk of malaria
infection decreased regularly from the 1° trimester to the end of pregnancy, with a more
pronounced decrease from the middle of the third trimester of pregnancy (Figure 2; score test
for trend of odds, P=0.002). The proportion of women with malaria infection in the 1* trimester
only, malaria infection in the 1* trimester associated with infections in the 27 or 3" trimester,
and infection in the 2™ or 3™ trimester only were 12.7%, 9.2%, and 21.5%, respectively.

Placental malaria was detected in 6.4% of women.

During pregnancy, more than 97% of women declared having slept under an ITN the night
before the visit; 62.9% and 13.9% of women received two and three doses of SP-IPTp,
respectively. The 1%, the 2" and the 3™ dose of SP-IPT were administered at a mean of 23.3 (+

4.8) wg, 29.9 (£ 4.9) wg, and 34.4 (£ 3.7) wg, respectively.

The prevalence of PTB, SGA, and LBW were 8.9%, 20.4% and 9%, respectively. The stillbirth
rate was 19.5 per 1000 live births. Overall, 29.7% of newborns presented at least one poor birth

outcome (Table 2).
Effect of malaria on maternal and birth outcomes

Placental malaria was significantly associated with LBW (adjusted odds ratio [aOR]: 5.29; 95%
CI, 1.42-19.7). Moreover, the prevalence of LBW was significantly higher among women with
several malaria infections during pregnancy compared to non-infected women (30% vs. 10.8%,

P=0.01).
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Using path models adjusted for potential confounders, we showed a significant direct effect of
malaria in the 1% trimester of pregnancy on maternal anaemia in the 3™ trimester (aOR: 2.25;
95% CI, 1.11-4.55) (Table 3). No direct effect of malaria in the 1% trimester was found on PTB,
SGA and LBW. Besides, we did not evidence any direct effect of malaria neither in the 2" nor
in the 3™ trimester except for SGA, which was unexpectedly lower in women infected in the 3™

trimester of pregnancy.

Figure 3 presents the crude association between malarial infections according to their timing
and number during pregnancy and adverse pregnancy outcomes. We observed that the
proportion of PTB, SGA, LBW, poor birth outcome, and maternal anaemia was the highest
among women with several infections starting in the 1* trimester of pregnancy. This trend was

significant for LBW (Fisher exact test, P=0.002).
Others factors associated with maternal and birth outcomes

A low maternal age, living in S6-Ava district, being illiterate, a low socioeconomic status, a
low pre-pregnancy BMI, a low gestational weight gain, a short stature, a short birth interval,
primi or secundigravidity, and a low number of IPTp doses were also significantly associated

with a higher risk of poor maternal and birth outcomes (Supplementary Table S1, S2).

Discussion

To our knowledge, this is the first study which assessed the effect of malaria in the 1% trimester
on maternal and birth outcomes in SSA using a specific study design. Women’s follow-up from
the preconception period allowed us to detect the earliest malaria infections during pregnancy.
Also, GA could be estimated by early ultrasound scan and the timing of malaria infections was

accurately determined. Moreover, unlike previous studies, we used path analysis for assessing
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the direct effect of malaria in the 1% trimester on pregnancy outcomes, independently of its

indirect effect mediated by malaria in the 2" and 3" trimesters.

In the present study, we confirmed that microscopic malaria was highly prevalent in the 1%
trimester of pregnancy compared to the preconception period, most infections occurring before
6 wg [24]. The proportion of women infected with malaria was highest in the 1% trimester and
then decreased as the pregnancy progressed. This result has already been reported elsewhere in
SSA [25,26] and in Southeast Asia [15]. In our study, the decrease in malaria prevalence from
the middle of the 2" trimester is probably explained by the administration of IPTp. It is
noteworthy that malaria decrease started far earlier than IPTp administration. A first
explanation is the high proportion of LLITN use from the first ANC visit. In a previous analysis,
we had shown that LLITN use in the 1% trimester was associated with a decreased risk of malaria
infection [27]. A second explanation is that monthly malaria screening and immediate treatment
of infected women probably contributed to the reduction of malaria prevalence all along the
pregnancy. Finally, one cannot exclude that women could better control pregnancy-associated

parasites as the pregnancy evolved [7,28].

We found a significant direct effect of malaria in the 1% trimester of pregnancy on maternal
anaemia in the third trimester. This result is in accordance with a previous study in the same
area, which showed a higher risk of anaemia at delivery in women infected with malaria before
4 months of pregnancy [10]. Women infected both in the 1% trimester and later in pregnancy
had the highest risk of anaemia in late pregnancy, suggesting a cumulative effect of malaria

throughout pregnancy.

Our hypothesis that malaria in the 1% trimester of pregnancy had an independent effect on birth
outcomes was based on previous studies that reported a higher risk of LBW and foetal growth

restriction [9-12], as well as impaired placentation [29,30] in women infected before 4-5
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months of pregnancy. There are few studies which have specifically assessed the effect of
malaria in the 1% trimester of pregnancy. In these studies, no association was found between
malarial infections in the 1* trimester and SGA, PTB or LBW [14—17], but only in one of them
[14], a strong association was shown with miscarriage. However, in most studies women were
recruited late in the 1% trimester or early in the 2" trimester with potential misclassifications
(by categorizing women infected in early pregnancy as non-infected). Additionally, women
attending their first ANC visit early may have had particular characteristics such as a high

education level or economic status [31,32], leading to selection bias.

In our study, we also did not evidence any direct effect of microscopic malaria in the 1%
trimester on poor birth outcomes. However, these infections appeared to contribute to the
cumulative effect of malaria during pregnancy on birth outcomes. Indeed, women infected both
in the 1* trimester and in the 2™ or 3" trimester of pregnancy had a significantly higher risk of
LBW compared to women infected in the 2" and 3™ trimester only. This result is in accordance
with previous findings emphasizing the cumulative effect of microscopic malaria infections

[33,34].

Our study presents some limitations that should be considered. First, the analysis included only
20 (7.3%) primigravidae, who are the most likely to have poor birth outcomes related to malaria.
Secondly, regular screening and treatment of infected women may have contributed to reducing

the burden of malaria in early pregnancy and its effects on birth outcomes.

During RECIPAL follow-up, women were also screened monthly for submicroscopic infections
using Polymerase Chain Reaction which have been suggested to be associated with adverse
pregnancy outcomes [35-37]. Additional analyses are currently ongoing to assess the effect of

submicroscopic infections, particularly those occuring in the 1*' trimester.
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IPTp with SP and LLITN are efficacious strategies to prevent malaria in pregnancy, but they
are still under implemented. In this study, only 14% of women received the three IPTp doses
as recommended in Benin and IPTp was generally administered late during pregnancy. Our
results suggest a cumulative effect of malaria infections starting in the first trimester of
pregnancy on pregnancy outcomes. These results argue in favour of starting preventive
strategies against malaria from the very beginning of pregnancy. The assessment of new safe
drugs that could be administered in the 1*' trimester is warranted. Also, pre-conceptional
strategies such a vaccine against VAR2CSA-parasites [38] or drug-related strategies
administered before conception may be of clear interest for reducing the prevalence of malaria

infections in the 1% trimester.
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Figure 1. Study profile

* Study completion: follow-up from enrolment until the end of the study (24-month follow-up
without pregnancy for women recruited before December 2014 or monthly follow-up without
pregnancy for women recruited between December 2014 and December 2016), excluding

consent withdrawal, migration and lost to follow-up.
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Table 1. General characteristics of the 273 pregnant women included in the analysis. RECIPAL
cohort, Southern Benin, 2014-2017

Characteristics Mean? (+ SD) or %
Duration of follow-up before conception (months) All participants 3.90 (IQR, 1.77-7.49)
Age (years) All participants 26.8 (£4.9)
<23y 20.2%
2330y 60.3%
>30y 14.5%
Ethnic group Toffin 74.3%
Fon 7.7%
Aizo 12.9%
Others?* 5.1%
Education [lliterate 71.7%
Socioeconomic status* Low 34.1%
Mild 40.6%
High 25.3%
Gravidity 1 7.4%
2 13.9%
>3 78.7%
ITN possession Yes 97.1%
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) All participants 22.8 (£4.2)
<18.5 9.2%
18.5-25 67.6%
>25 23.2%
Anaemia before conception Yes 57.2%
Gestational age at the first ANC visit (weeks)® All participants 7.1(£2.6)
Number of ANC visits during pregnancy® All participants 89 (£1.8)
Number of unscheduled ANC visits All participants 2.1 (x1.3)
Number of IPTpdoses All participants 1.8 (£0.7)
0 3.7%
1 19.5%
2 62.9%
>3 13.9%
HIV status Positive 1.5%
Anaemia in the 3™ trimester of pregnancy Yes 58.1%
Anaemia during pregnancy > 1 episode(s) 69.5%
Inappropriate gestational weight gain Yes 59.9%
Gestational hypertension > 1 episode(s) 2.6%
Short stature (height < 155 cm) Yes 27.7%
Malaria infection before conception Yes 5.9%
Malaria infection during pregnancy > 1 episode(s) 43.1%
1* trimester 21.8%
2" trimester 17.7%
3" trimester 14.6%
Clinical malaria infection during pregnancy* > 1 episode(s) 22.1%
Placental malaria infection Yes 6.4%

Abbreviations: SD, standard deviation; IQR, interquartile range; ITN, insecticide-treated bed net; BMI, body mass index; ANC visit,
antenatal care visit.

# Arithmetic mean

* Socioeconomic status was approximated using a synthetic score combining occupation and ownerships of assets, which was then
categorized according to the tertiles.

20ther ethnic groups: Yoruba, Adja, Goun, Ahoussa, Cotafon, Mahi, Sahoue

b Gestational age was estimated using ultrasound scan or last menstrual period

¢ Including both scheduled and unscheduled visits

dPositive thick blood smear or rapid diagnostic test with an axillary temperature > 37.5°C or history of fever in the last 24 hours
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Table 2. Characteristics at birth of the 273newborns* included in the analysis. RECIPAL
cohort, Southern Benin, 2014-2017

Characteristics Mean” (+ SD) or %
Gender Male 52.9%
Stillbirth Per 1000 live births 19.5
Preterm birth (< 37 weeks)*® Yes 8.9%
Small birthweight for gestational age* Yes 20.4%
Birthweight (g)* 3028.7 (x414.2)
<2500 9.0%
Birth length (cm) 48.3 (£2.6)
Birth head circumference (cm) 34.0 (£ 1.5
Positive thick blood smear in cord blood Yes 0.9%
Poor birth outcome* Yes 29.7%

* Low birthweight and small birthweight for gestational age (N=256), preterm birth (N=268), poor birth outcome (N=273)

# Arithmetic mean.

£ Twins included

I Stillbirths and twins were excluded for estimating the prevalence of low birthweight and small birthweight for gestational age.
1 Small birthweight for gestational age: < 10th percentile of birthweight for gestational age using INTERGROWTH-21st charts.
§ Stillbirth, preterm birth, small birthweight for gestational age or low birthweight.
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Table 3. Effect of malaria according to the timing of infections during pregnancy on maternal anaemia and poor birth outcomes. Multivariate analysis
using path analysis*

Univariate analysis Multivariate analysis

Microscopic malaria infection % of maternal anaemia®* OR 95% CI P aOR 95% CI P
1* trimester of pregnancy
No (N=204) 54.9 1 1

Yes (N=58) 74.1 2.35 (1.23,4.51) 0.01 2.25 (1.11, 4.55) 0.02
2™ trimester of pregnancy

No (N = 220) 57.3 1 1

Yes (N =47) 63.8 1.32 (0.69, 2.53) 0.41 1.01 (0.49, 2.03) 0.99
3 trimester of pregnancy

No (N =227) 56.8 1 1

Yes (N =38) 71.1 1.86 (0.88,3.94) 0.10 1.44 (0.65, 3.19) 0.37
Microscopic malaria infection % of preterm birth’ OR 95% C1 P aOR 95% C1 P
1* trimester of pregnancy

No (N=204) 8.3 1 1

Yes (N=58) 10.3 1.27 (0.48, 3.38) 0.63 0.93 (0.34,2.56) 0.90
2™ trimester of pregnancy

No (N=220) 9.1 1 1

Yes (N=47) 8.5 0.93 (0.30, 2.86) 0.90 0.77 (0.24, 2.46) 0.66

3" trimester of pregnancy

No (N=227) 9.2 1 1

Yes (N=38) 7.9 0.84 (0.24,2.97) 0.79 0.60 (0.16,2.21) 0.44
Microscopic malaria infection % of SGA* OR 95% CI P aOR 95% CI P
1* trimester of pregnancy

No (N= 196) 21 1 1

Yes (N=54) 18.5 0.85 (0.40, 1.84) 0.67 0.72 (0.31, 1.66) 0.43
2™ trimester of pregnancy

No (N=212) 194 1 1

Yes (N=43) 25.6 1.42 (0.66, 3.96) 0.36 1.35 (0.58, 3.1) 0.48
3 trimester of pregnancy

No (N=215) 22.8 1 1

Yes (N=38) 8.1 0.30 (0.09, 1.01) 0.06 0.24 (0.06, 0.86) 0.03
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Table 3.Effect of malaria according to the timing of infections during pregnancy on maternal anaemia and poor birth outcomes. Multivariate analysis
using path analysis* (Continued)

Univariate analysis Multivariate analysis

Microscopic malaria infection % of low birthweight® OR 95% CI P aOR 95% CI P
1* trimester of pregnancy

No (N= 196) 8.7 1 1

Yes (N=54) 11.1 1.30 (0.49, 3.50) 0.59 1.10 (0.39, 3.08) 0.87
2™ trimester of pregnancy

No (N=212) 9.0 1 1

Yes (N=43) 9.3 1.03 (0.33,3.21) 0.95 0.79 (0.24, 2.62) 0.70
3 trimester of pregnancy

No (N=215) 9.3 1 1

Yes (N=38) 8.1 0.86 (0.24, 3.05) 0.82 0.63 (0.17,2.39) 0.49
Microscopic malaria infection % of poor birth outcome®® OR 95% C1 P aOR 95% C1 P
1* trimester of pregnancy

No (N=208) 21.6 1 1

Yes (N=58) 21.1 0.97 (0.50, 1.87) 0.93 0.83 (0.41, 1.68) 0.61
2™ trimester of pregnancy

No (N=223) 15.8 1 1

Yes (N=48) 20.5 1.38 (0.70, 2.71) 0.35 1.24 (0.61, 2.56) 0.55
3" trimester of pregnancy

No (N=228) 17.0 1 1

Yes (N=39) 9.2 0.49 (0.20, 1.18) 0.11 0.44 (0.18, 1.09) 0.08

Abbreviations: OR, odds ratio; aOR, adjusted odds ratio; CI, confidence interval; SGA, small birthweight for gestational age

* Influence of the timing of malaria infections was assessed on 256 pregnant women for low birthweight and SGA; on 268 pregnant women for preterm birth and maternal anaemia and on 273 pregnant
women for poor birth outcome.The multivariate analysis was adjusted for the number of antenatal care visits using an "offset option". Reference class is absence of malaria infection.

& Maternal anaemia in the 3™ trimester of pregnancy was defined as an haemoglobin level < 110 g/L ; it was assessed at a mean of 33 weeks of gestation (range 24.2-40.4)

# Adjusted for maternal age, education, residence area, gravidity, household density, birth interval, number of antenatal care visits, anaemia in the 1% trimester of pregnancy and socioeconomic status.

T Adjusted for residence area, socioeconomic status, maternal nutritional status, urinary infection and number of IPTp intakes.

i Adjusted for residence area, maternal age, marital status, education, maternal short stature, birth interval, maternal anaemia and number of antenatal care visits.

§ Adjusted for maternal age, gravidity, birth interval, pre-pregnancy body mass index, inappropriate gestational weight gain, newborn's sex and number of antenatal care visits

£ Adjusted for residence area, maternal age, birth interval, maternal short stature, maternal anaemia, number of IPTp doses and number of antenatal care visits

$ Stillbirth, preterm birth, SGA (using INTERGROWTH-21st charts) or low birthweight.
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Supplementary Table S1. Additional analysis. Logistic regression on maternal and sociodemographic factors associated with maternal anaemia in the 3™

trimester of pregnancy (N=273)

% of maternal

Univariate analysis

Multivariate analysis®

Factors anaemia® OR  95% CI P aOR  95% CI P
Maternal age (years)
23-30 50.9% 1 1
<23 77.8% 3.37 1.65-6.87 0.003 348 1.62-7.47 0.006
> 30 60.4% 1.47 0.78-2.76 1.37 0.68-3.74
Residence area
Akassato 42.6% 1
S6-Ava 63.5% 2.34 1.34-4.09 0.003
Education level
Literate 48.1% 1 1
Mliterate 62.3% 1.79 1.04-3.05 0.03 1.82 1.01-3.31 0.05
Gravidity
Multigravidae 56.8% 1
Primigravidae 75.0% 2.28 0.80-6.45 0.12
Birth interval
> 12 months (in multigravidae) 54.1% 1
0-12 months (in multigravidae) 56.2% 0.92 0.45-1.85 0.10
No previous pregnancy (primigravidae) 76.7% 2.56 1.05-6.23
Socioeconomic status
High 50.0% 1
Middle 54.9% 1.21 0.66-2.23 0.05
Low 68.1% 2.13 1.13-4.02
Household density*
<5 52.5% 1
=5 64.6% 1.65 1.01-2.70 0.05
Anaemia in the 1% trimester
of pregnancy
No 44.4% 1 1
Yes 75.0% 3.75 2.21-6.36 <0.001 3.63 2.09-6.30 <0.001
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Supplementary Table S1. (Continued)

Factors

% of maternal
anaemia¥

Univariate analysis

Multivariate analysis

OR 95% CI P

aOR  95% CI P

Malaria during pregnancy

Timing of malaria infections

No
> 1 episode(s)

No infection

In the 1°" trimester only
In the 2™ or 3™ trimester only
In the 1% trimester and 2™ or 3™ trimester

50.9%
67.8%

54.4%
69.7%
59.3%
83.3%

1
2.03 1.22-3.35 0.01

1
1.92 0.86-4.33 0.05
1.22 0.65-2.29
4.18 1.36-12.8

1
1.94 1.11-3.37 0.02

Abbreviations: OR, odds ratio; aOR, adjusted odds ratio; CI, confidence interval; Mo, months

£ Final model after backward selection procedure

* Household density: number of people living in the household
& Maternal anaemia in the 3™ trimester of pregnancy was defined as an haemoglobin level < 110 g/L
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Supplementary Table S2. Additional analysis. Logistic regression on maternal and gestational factors associated with low birthweight (N=256)

Fact % of Univariate analysis Multivariate analysis
actors LBW OR  95% CI P aOR  95% CI P
Maternal age (years) 23-30 7.2% 1
<23 17.0% 2.62 1.02-6.74 0.08
> 30 6.0% 0.82 0.22-3.05
Gravidity Multigravidae 8.1% 1
Primigravidae 20.0% 2.84 0.86-9.35 0.09
Birth interval > 12 months (in multigravidae) 6.8% 1 1
0-12 months (in multigravidae) 8.6% 1.28 0.35-4.76 0.02 1.24 0.25-6.09 0.04
No previous pregnancy (primigravidae) 24.1% 4.36 1.57-121 4.17 1.33-13.0
Prepregnancy BMI (kg/m?) 18.5-25 9.7% 1
<18.5 18.2% 2.06 0.63-6.81 0.13
>25 3.4% 0.33 0.07-1.48
Inappropriate gestational weight gain <5 5.1% 1
>5 11.4% 2.37 0.85-6.59 0.10
Gender Male 6.6% 1
Female 26.7% 5.12 1.44-18.1 0.01
Placental malaria No 6.6% 1 1
Yes 26.7% 5.12 1.44-18.1 0.01 5.29 1.42-19.7 0.01
Timing of malaria infection None 11.3% 1
In the 1°" trimester only - - -
In the 2" or 3" trimester only 2.0% 0.17 0.02-1.24 0.02
In the 1% trimester and 2™ or 3" trimester 26.1% 2.78 0.96-8.07

Abbreviations: OR, odds ratio; aOR, adjusted odds ratio; CI, confidence interval; Mo, months: BMI, body mass index

- No case of LBW among women infected in the first trimester only
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VI. DISCUSSION
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Les objectifs de ce travail de these étaient, d'une part d'étudier I'ampleur des infections palustres
aux différents trimestres de la grossesse en s'intéressant plus particulierement aux infections du
1¢ trimestre et, d'autre part, d'évaluer les conséquences des infections du début de la grossesse

sur I'anémie maternelle et les issues de grossesse.

Le RCIU demeure un probleme majeur de santé publique dans les pays a ressources limitées,
plus particuliecrement les pays de 1'ASS, de par son ampleur et sa forte contribution a la
morbidité et & la mortalité périnatale et infantile.!***® En région d'endémie palustre, et
particulierement en Afrique tropicale, le paludisme associé a la grossesse constitue encore 1'une

des principales causes de RCIU.76:112

Nous discuterons, dans un premier temps, des principaux résultats observés, a savoir la
fréquence des infections palustres aux différents trimestres de la grossesse et leur contribution
respective dans la survenue des issues défavorables de la grossesse, notamment le RCIU.
Ensuite, nous présenterons les points forts, 1'importance des données collectées dans le cadre
du projet RECIPAL et les limites de 1'étude. Et pour finir, nous proposerons des voies de
réflexion plus générales sur I'amélioration des mesures préventives contre le paludisme pendant

la grossesse et I'évaluation du RCIU en Afrique.
6.1. Discussion proprement dite des principaux résultats

6.1.1. Prévalence et dynamique des infections palustres aux différents trimestres de la

grossesse

Dans notre étude, nous avons observé que les infections palustres étaient plus fréquentes au 1¢

trimestre de la grossesse par rapport aux 2™ et 3°™ trimestres de la grossesse. Les infections
palustres du 1 trimestre de grossesse étaient plus fréquentes avant la 6 SA et prédites par les
infections pré-conceptionnelles. Brabin et al. avaient déja estimé en 1983, par des modélisations

mathématiques, que le pic des infections palustres pendant la grossesse survenaient entre 13 et
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16 SA.' Ces résultats ont récemment été confirmés en appliquant un modéle mathématique
plus sophistiqué qui a montré que, sous TPIg, les infections palustres qui survenaient au
moment de la placentation (~ 12 SA) étaient responsables d'environ 70% du risque d'infection
placentaire.!”>?? Dans une étude récente, conduite dans le sud du Bénin auprés de femmes
enceintes recrutées a l'hopital, Briand et al. ont observé que 26,8% des femmes enceintes
avaient présenté au moins un épisode d'infection palustre avant 26 SA.”" A leur inclusion dans
I'étude a 17 SA en médiane, 17% des femmes étaient infectées. Ces résultats témoignent de
I'importance de 1'exposition précoce au paludisme des femmes au cours de la grossesse au
Bénin,’*322 comme dans d'autres pays africains ayant des niveaux semblables de
transmission palustre.!®?! 11 a été récemment suggéré qu'une proportion élevée d'infections
palustres au début de la grossesse correspondait a des infections acquises avant la

conception, 723

expliquant la prévalence particulicrement importante des infections au début
de la grossesse. Ces résultats sont étayés par un certain nombre de caractéristiques bien connues
de 1'épidémiologie du paludisme dans les zones a forte transmission tels que la prévalence
élevée d'infections asymptomatiques chez les femmes en Age de procréer’> qui deviennent
secondairement symptomatiques du fait des modifications physiologiques de la grossesse. Par
ailleurs, le faible taux d'utilisation de MIILD chez les jeunes femmes en particulier avant leur
premiere grossesse, du fait de la distribution tardive des MIILD par l'intermédiaire des

233,234

consultations prénatales, explique également cette forte prévalence du paludisme au 1¢

trimestre de grossesse.

Nous avons également observé que le risque de survenue d'infection palustre augmentait
significativement de la période pré-conceptionnelle au début de la grossesse. Le risque
d'infection palustre diminuait ensuite progressivement au cours de la grossesse, avec une
diminution significative au milieu du 3°™ trimestre. Des résultats similaires ont été rapportés

dans d'autres pays d'ASS,!*121232235 mais aussi en Asie du Sud-est, oil la transmission palustre
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est plus faible.?¢2%8 Les stratégies de prévention appliquées au cours de la grossesse et
I"'immunité spécifique a la grossesse expliquent en partie les différences observées dans la
dynamique des infections palustres pendant la grossesse. En effet, le moment d'administration
du TPIg est I'un des principaux facteurs influencant la distribution des infections palustres
pendant la grossesse.?*° En plus de son effet curatif, on attribue au TPIg un effet prophylactique
post-traitement de plusieurs semaines. Huynh et al. avaient précédemment démontré que trois
doses de TPIg, avec une premiere dose délivrée précocement, permettraient de couvrir de
maniére optimale la grossesse & partir du 2°™ trimestre.?** Pendant la grossesse au cours de
notre étude, 1'administration du TPIg a été relativement tardive (1° dose a 23,3 SA, 2°™ dose
229,9 SA et la 3™ dose 4 34,4 SA en moyenne). Ce qui peut expliquer la diminution nette de
la fréquence des infections au 3°™ trimestre de fagon concomitante & 1'administration de la 2°™®
et 3*™ dose de TPIg. Ces résultats confirment aussi l'efficacité de la SP pour prévenir les
infections palustres, alors que I'émergence des cas de résistances parasitaires a la SP
apparaissent déja.?*!>*? Par ailleurs, toutes les femmes de la cohorte RECIPAL ont recu une
MIILD des le début de la grossesse (~ 7 SA). Nous avons montré sur cette cohorte qu'une bonne
utilisation de la moustiquaire augmentait le délai d'apparition du premier épisode d'infection
palustre au 1 trimestre de la grossesse, confirmant ainsi 1'efficacité des moustiquaires pour
protéger la femme au cours de la grossesse.”* Il est important de notifier que nous ne nous
sommes pas substitués a 1'équipe soignante des différentes maternités impliquées dans 1'étude
pour la distribution du TPIg. Par ailleurs, 1'immunité spécifique aux parasites VAR2CSA que
développent les femmes au cours de la grossesse joue un réle probablement primordial dans la
dynamique des infections a P. falciparum pendant la grossesse.”**** En effet, dans notre étude,
le risque d'infection palustre était plus important chez les primigestes dés le 1°" trimestre de la
grossesse. Le risque d'infection palustre chez les multigestes diminuait dés la 6 SA

contrairement aux primigestes chez qui le risque ne commencait a diminuer qu'a la fin du
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1*trimestre; confortant ainsi cette hypothese d'immunité spécifique aux parasites VAR2CSA

acquise lors de grossesses successives.

6.1.2. Conséquences des infections palustres aux différents trimestres de la grossesse

sur I'anémie maternelle et les issues défavorables de grossesse

La rareté des études évaluant la prévalence et 1'impact des infections palustres du début de la
grossesse tient principalement au fait qu'il est difficile de recruter des femmes au 1" trimestre,

mais aussi de dater la grossesse avec précision.

Dans la cohorte RECIPAL, les femmes infectées au 1 trimestre étaient significativement plus
a risque d'anémie en fin de grossesse. Nous n'avons pas observé d'effet direct de l'infection
palustre au 1* trimestre de la grossesse sur le FPN, le PPAG et la prématurité. Cependant, ces
issues défavorables de grossesse, notamment I'existence d'un FPN, étaient plus fréquentes chez
les femmes infectées a plusieurs reprises a partir du 1° trimestre de grossesse par rapport aux

femmes non infectées ou infectées uniquement au 2°"¢/3°"° trimestre.

Dans les zones de forte transmission palustre, I'anémie est la principale conséquence clinique
du paludisme gestationnel pour la mere. L'anémie maternelle contribue a la survenue d'un petit
poids de naissance et d'un RCIU,* et lorsqu'elle est sévere, peut conduire 2 des déces
maternels. Dans notre étude, nous avons observé un effet direct significatif du paludisme au
cours du 1* trimestre sur 1'anémie maternelle en fin de grossesse. Des résultats similaires ont
été rapportés par une étude réalisée dans le sud du Bénin, qui avait mis en évidence un risque
élevé d'anémie a I'accouchement chez les femmes infectées par le paludisme avant 4 mois de
grossesse.'® Aucun effet direct du paludisme au cours du 2™ ou 3°™ trimestre de la grossesse
sur I'anémie maternelle n'a été observé. Les femmes infectées au 1¢ trimestre et plus tard dans
la grossesse présentaient un risque plus élevé d'anémie en fin de grossesse, ce qui suggere un

effet cumulatif des infections tout au long de la grossesse.
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L'absence d'association statistiquement significative entre le paludisme au 1* trimestre de la
grossesse et le FPN, le PPAG et la prématurité va contre I’hypothése émise au début de ce
travail, a savoir un effet indépendant des infections du 1* trimestre sur I’issue de la grossesse.
Toutefois, nous discuterons plus tard dans le paragraphe des limites spécifiques de 1'étude, des
facteurs qui pourraient aussi avoir contribué a 1’absence d’association directe entre infections
précoces et issues de la grossesse. Cela s'expliquerait en partie par le suivi optimal proposé aux
femmes dans le cadre de la cohorte RECIPAL, différente par sa conception des autres enquétes

ayant recrutées au niveau des maternités.

Pour conclure, nous n'avons pas pu mettre en évidence un effet direct des infections du début
de la grossesse sur les différentes issues défavorables de la grossesse (FPN, PPAG,
prématurité). Cependant, nous avons montré que les infections palustres du 1 trimestre étaient
fréquentes et contribuaient a 1’effet cumulé des infections au cours de la grossesse, a 1’origine
notamment de la survenue du FPN. Par ailleurs, elles étaient associées a un risque augmenté
d’anémie maternelle en fin de grossesse. Aucun effet direct du paludisme au 2™ et au 3°™

trimestre sur les issues de grossesse n'a été observé a l'exception du PPAG, qui était de maniere

inattendue plus faible chez les femmes infectées au 3°™ trimestre.

6.1.3. Fréquence et déterminants des fausses couches spontanées

Les fausses couches spontanées sont considérés comme l'issue défavorable la plus fréquente au
cours de la grossesse.?*” 1l existe trés peu de données sur les fausses couches spontanées en
ASS. Les quelques études réalisées sont uniquement basées sur des registres hospitaliers.?*3>+
Cela conduit le plus souvent a sous-estimer le nombre de fausses couches car les registres ne
recensent que les femmes ayant avorté a I'hopital. De plus, en zone rurale, il est fréquent que

les femmes avortent en dehors du milieu hospitalier avec l'aide d'une matrone. De fagon

générale, les études épidémiologiques sur les fausses couches spontanées sont difficiles a mettre
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en place et apportent des résultats peu robustes pour les raisons suivantes: (1) les fausses couches
spontanées ne sont pas systématiquement documentées car les femmes ont tendance a ne pas

les rapporter lors des entretiens d'enquéte,?°

et les épisodes sont rarement enregistrés dans les
registres hospitaliers;*! (ii) de nombreuses fausses couches spontanées se produisent chez les
femmes bien avant qu'elles ne réalisent elles-mémes qu'elles sont enceintes et les signes
cliniques de fausse couche se manifestent tardivement, le plus souvent par des menstrues
abondantes; (iii) les fausses couches spontanées font souvent I’objet d’études cas-témoins, qui
sont sensibles au biais de sélection (en raison de l'exclusion des avortements spontanés
précoces) et au biais de mémoire (en raison de l'évaluation rétrospective des déterminants

associés aux avortements).>>2

Le suivi pré-conceptionnel de la cohorte RECIPAL nous a permis d'objectiver les fausses
couches précoces survenues au début de la grossesse. La prévalence des fausses couches dans
notre étude était de 17,5%. Les fausses couches sont survenues en moyenne a 9 SA. La majorité
des fausses couches (50,7%) sont survenues avant la fin du premier mois de grossesse (<6 SA).
L’étude des déterminants maternels, socioéconomiques et démographiques associés a la
survenue d’une fausse couche est en cours. En particulier, nous avons observé que la proportion
de fausses couches était élevée parmi les femmes infectées au 1" trimestre en comparaison aux

femmes non infectées (20,9% vs. 16,5%).
6.2. Forces de I'étude

L'étude RECIPAL représente une cohorte unique dans le domaine du paludisme gestationnel,
combinant des informations cliniques, nutritionnelles, biologiques et échographiques détaillées
collectées de facon rigoureuse sur une cohorte de 411 femmes enceintes recrutées depuis la

période pré-conceptionnelle en population générale et suivies jusqu'a I'accouchement.
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Le suivi mensuel des femmes dans la période pré-conceptionnelle nous a permis d'identifier les
femmes enceintes au début de leur grossesse et de détecter les infections palustres du début de
la grossesse. Grace au dépistage systématique des infections palustres au cours des visites
prénatales mensuelles, ainsi qu'en cas de symptomes évocateurs de paludisme, il est probable

que tres peu d'infections n'aient pas été détectées.

Contrairement aux études précédentes, nous avons utilisé des modeles d'équation structurelle
(analyse en chemins ou path analysis) pour évaluer l'association entre les infections palustres
au 1 trimestre et les issues défavorables de la grossesse. L'analyse en chemins est une méthode
affinée permettant de prendre en compte la chronologie de survenue d'un événement. Elle nous
a permis d'évaluer l'effet direct et indirect (c'est-a-dire, modifié€ par les infections palustres au

2°M¢ et 3¢ trimestres) du paludisme au cours du 1" trimestre sur les issues de grossesse.

Nous avons également pu estimer de fagon précise I'dge gestationnel des femmes enceintes par
une échographie précoce réalisée avant 14 SA. Ainsi, la prématurité et le RCIU ont été évalués
avec précision grace a l'estimation correcte de I'AG et le suivi longitudinal de la croissance
feetale par des échographies rapprochées. Le recrutement des femmes en population générale
nous a aussi permis de minimiser le biais de sé€lection inhérent aux études hospitalieres, dans la
mesure ou les femmes enceintes recrutées a 1'hOpital sont rarement représentatives des femmes
enceintes de la zone d'étude.'?>?>* Par ailleurs, il a été montré dans plusieurs études que les
femmes consultant tres tot dans les centres de santé constituaient un échantillon encore plus

sélectionné en terme de caractéristiques socioéconomiques et de profil de risque.?>*2°

Dans le cadre de 1'étude RECIPAL, nous avons collecté des données sur un large éventail de
facteurs maternels et environnementaux pouvant influencer la croissance fcetale. En particulier,
le statut nutritionnel maternel —avant et pendant la grossesse— a été évalué de fagon précise. En

plus de l'indice de masse corporelle, du périmetre brachial et des plis cutanés, la composition
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corporelle a été évaluée par bio-impédancemétrie avant et pendant la grossesse de fagon a
prendre en compte les variations diététiques alimentaires li€es a la grossesse. Par ailleurs, nous
avons documenté de facon précise les troubles hypertensifs liés a la grossesse. En effet, nous
avons pu identifier les femmes présentant une hypertension gestationnelle sur la base des
criteres suivant : (i) chiffres tensionnels normaux avant 20 SA, (ii) chiffres tensionnels
supérieurs ou égaux a 140 et/ou 90 mmHg apres 20SA (hypertension artérielle chronique
éliminée); confirmés apres 30 min de repos (hypertension artérielle labile éliminée) et (iii)
protéinurie négative. Enfin, les infections urinaires ont été dépistées par bandelette urinaire des

le début de la grossesse et ce chaque mois.

De facon plus générale, cette étude nous a également fourni des informations essentielles sur:
la fertilité et ses déterminants, encore tres peu évalués en ASS; et l'exposition des femmes a
certains métaux lourds, dont on connait les effets déléteres sur 1issue de la grossesse. Ces
résultats n'ont pas été présentés dans le cadre de ce mémoire mais ont donné lieu a un article
accepté pour publication. Enfin, les contraintes logistiques et éthiques rencontrées lors de la
mise en place de cette étude, et rapportées dans ce mémoire, pourront aider au développement

des futures cohortes pré-conceptionnelles en ASS.

6.3. Limites de I'étude

La cohorte RECIPAL est I'une des premieres études en ASS dans le domaine du paludisme
gestationnel ayant proposé un suivi des femmes depuis la période pré-conceptionnelle jusqu'a
I'accouchement. Cependant, elle présente certaines limites a prendre en considération. Ces
limites ne remettent pas en cause la validité des résultats annoncés mais apportent des éléments

utiles pour la mise en place des futures cohortes pré-conceptionnelles en Afrique.
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6.3.1. Limites spécifiques a I'étude

Dans notre étude, la surveillance du paludisme pendant la grossesse était trés précoce et
rapprochée (dépistage mensuel systématique en CPN et en cas de symptomes lors des
consultations d'urgence). De plus, pour des raisons éthiques, les femmes infectées par le
paludisme lors des CPN étaient traitées immédiatement par des antimalariques efficaces
(quinine au 1*trimestre, et CTA au 28me ot 3°Me trimestre), et cela deés le début de la grossesse
(~7 SA). Les femmes ont également recu la MIILD tres tot au cours de la grossesse, des la
premiere CPN a 7 SA en moyenne. Elles étaient également prises en charge pour d'autres
pathologies que le paludisme, que ces pathologies aient été dépistées dans le cadre du projet ou
pas. Tous les frais de CPN et de traitement étaient a la charge du projet. Globalement, les
femmes ont été mieux suivies (monitorage échographique et nutritionnel régulier) et ont recu
plus fréquemment deux ou trois doses de TPIg par rapport aux femmes enceintes au Bénin
(76,8% ayant recu au moins 2 doses de SP vs. 39% en population générale). Ces conditions
optimales de suivi ne refletent pas les conditions réelles de suivi anténatal des femmes enceintes
en ASS. Cela aurait pu entrainer une sous-estimation de l'effet des infections palustres du 1

trimestre sur les issues défavorables de la grossesse.

En raison des contraintes liées a la conception de l'étude (longue durée du suivi pré-
conceptionnel entrainant une lassitude des femmes) et des réalités socioculturelles africaines
(rumeurs sur la collecte de sang, suspicion quant a l'existence de soins médicaux fournis
gratuitement), une proportion non négligeable des femmes en age de procréer (22 %) ont retiré
leur consentement éclairé avant la fin du suivi pré-conceptionnel. Cela a pu influencer la
validité externe de certains de nos résultats propres aux femmes en adge de procréer. Pendant la
grossesse, il y a eu une proportion importante (17,5 %) de fausses couches spontanées, ce qui a
contribué a l'attrition de la cohorte finale. Par ailleurs, en raison de contraintes financieres, le

suivi de la cohorte a été interrompu plus tot qu’initialement prévu. Ainsi, nous avons pu recruter
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411 femmes enceintes, alors que nous avions estimé que 510 femmes enceintes devaient étre
suivies pour mettre en évidence une association statistiquement significative entre le paludisme
au 1 trimestre et les issues défavorables de la grossesse. Les résultats a 1'accouchement n'ont
pu étre évalués que chez 68 % des femmes, entrainant un éventuel manque de puissance pour
mettre en évidence une relation entre infections palustres du 1¢ trimestre et issues défavorables

de grossesse.

Enfin, seules 107 (8%) nulligestes ont été incluses dans la cohorte initiale. La raison principale
est que 1'étude RECIPAL a été mise en ceuvre dans la méme zone et peu de temps apres 1’étude
PlacMalVac (Placental Malaria Vaccine, coordination UMR216, financement Union
Européenne) dont le design était comparable au projet RECIPAL mais visait a recruter
uniquement des nulligestes. En effet, cette étude avait pour objectif final d'évaluer les réponses
immunitaires en début de grossesse de femmes primigestes pour aider a concevoir un essai
vaccinal de phase I contre le paludisme gestationnel.”>’ Les deux études ont été menées
simultanément pendant plusieurs mois et les femmes déja incluses dans I’étude PlacMalVac ne
pouvaient plus étre enr6lées dans le projet RECIPAL. Les primigestes étant sous-représentées
dans notre étude, la morbidité liée a la gestité a également pu €tre sous-estimée. Or, il est
reconnu que la primigestité est un facteur de risque important de retard de croissance intra-

utérin. 15,71,72,75,258

6.3.2. Limites non spécifiques a 1'étude (indicateurs de la croissance feetale en Afrique)

En ASS, comme dans la plupart des pays en développement, les études sur la croissance feetale
se heurtent a des problemes méthodologiques en lien avec 1'imprécision de la date de début de

la grossesse et 1'absence de courbes de référence adaptées aux populations africaines.
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6.3.2.1. Estimation de l'dge gestationnel et du poids feetal

L'évaluation de la croissance foetale nécessite une estimation précise de I'AG. Ce dernier peut
étre estimé par diverses méthodes comprenant l'estimation échographique,” 1'estimation
clinique postnatale (par exemple le score de Ballard ou de Dubowitz),?* I'estimation a partir de

la DDR?*+?%! oy de la hauteur utérine (hauteur symphysio-fundique).**

La hauteur utérine n'est pas une mesure précise car elle estime I'AG avec un écart-type de 2
semaines.* Cette imprécision est liée 4 la grande variabilité entre les opérateurs. En ce qui
concerne la date des dernieres regles, elle est souvent sujette au biais de mémorisation. Sa
précision dépend également de la régularité de la période menstruelle, qui est rapportée comme
irréguliére, et donc incertaine chez 10% a 45% des femmes.?>*?%? Par conséquent, 1'estimation

a partir des mesures échographiques est considérée comme la méthode la plus précise.26!-263

Dans notre étude, 'AG a été estimé en suivant les recommandations du projet
INTERGROWTH-215st;??? elle reposait sur la comparaison de I'AG estimé par une échographie
de datation réalisée avant 14 SA et par la date des dernieres regles. L'estimation échographique
était privilégiée en cas de discordance avec la DDR de plus de 7 jours. La DDR avait été
recueillie de fagon systématique par nos enquéteurs lors des visites pré-conceptionnelles

mensuelles, permettant de limiter le biais de mémoire.

L'AG basé sur I'échographie est le plus souvent estimé a partir de la mesure de la longueur
cranio-caudale (LCC), plus rarement a partir du périmetre cranien (PC) ou du diametre
bipariétal (DBP) en utilisant les courbes de référence standard.??!24265 La LCC est l'indicateur
utilisé au 1° trimestre alors que le PC et le DBP sont utilisés a partir du 2°™ trimestre jusqu'a
22-24 SA.#201 a LCC peut cependant étre influencée par 'Age maternel et l'appartenance

ethnique,® et le DBP par la parité.>*
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Le poids feoetal est estimé en utilisant des équations combinant différentes mesures
anthropométriques feetales. Le plus souvent, ce sont le PC, le DBP, la circonférence abdominale
(CA) et la longueur fémorale (LF) qui sont utilisés pour estimer le poids feetal. La
combinaison d'au moins deux mesures biométriques, incluant de préférence la CA, doit étre

donc prise en compte pour augmenter la précision de I'estimation du poids feetal.2%

6.3.2.2. Courbes de croissance feoetale utilisée

Tres peu de courbes de poids feetal ont été développées en Afrique, avec pour conséquence
l'utilisation préférentielle des courbes de poids a la naissance. Cependant, ces dernicres
manquent de sensibilité pour dépister les enfants ayant un RCIU aux AG précoces.’® En effet,
le RCIU représente un important facteur de risque de prématurité. La proportion de foetus
souffrant d'un RCIU augmente avec la diminution de I'AG (corrélation négative).?®’ Ainsi,
l'utilisation du poids de naissance de ces enfants prématurés comme seuil pour déterminer si les
enfants présentent un RCIU aux AG précoces conduit a sous-estimer la proportion de RCIU.
De plus, la majorité des courbes de référence de poids a la naissance ont été établies dans les
pays développés sur des populations ayant des caractéristiques anthropométriques, socio-

économiques, ethniques et nutritionnelles tres différentes de celles des populations africaines.

A ce jour, il existe tres peu de courbes de référence spécifiques aux populations africaines,
rendant le diagnostic de PPAG et de RCIU difficile. Parmi les courbes qui sont actuellement
disponibles, il existe principalement des courbes basées sur le poids de naissance.*’ %128 eg
courbes de poids in utero sont plus rares.’>>*>’2 Des courbes mixtes combinant plusieurs
parametres de biométrie foetale, sans la mesure du poids du feetus, sont également
disponibles.’*>® Cependant, la plupart de ces courbes construites dans les pays en

développement présentent des limites: (i) elles ont été construites sur de petits effectifs, la

courbe la plus importante ayant été établie par Kalanda et al. sur une population de 1400
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femmes enceintes;’! (ii) 'AG a essentiellement été évalué par la date des dernieres régles,
souvent rapportée de facon imprécise; (iii) les femmes enceintes présentant des pathologies ont
rarement été exclues. Ces différentes courbes ne sont pas utilisées en pratique clinique pour
établir le diagnostic de retard de croissance, mais le plus souvent a 1'occasion de programmes
de recherche. En pratique clinique, le RCIU est souvent défini comme un poids de naissance<

2500 g chez un enfant né a terme.

Plus récemment, de nouvelles courbes de croissance feetale internationales ont été développées
par I'OMS et le projet INTERGROWTH-215t.282%2° Ces courbes ont été construites a partir
des données collectées lors de deux études de cohorte multicentriques et multiethniques. Ces
études partaient du postulat que la croissance feetale était similaire dans toutes les populations,
a partir du moment ou I'état de santé et 1'état nutritionnel des meres ainsi que les conditions
environnementales étaient comparables.’’*?’! Alors que le projet INERGROWTH-21st
recommande l'utilisation de ses courbes dans tous les pays, des ajustements selon le pays, qui
restent a préciser, sont nécessaires selon 'OMS. Dans notre étude, nous avons utilisé les courbes
INTERGROWTH-21st car elles présentent 1'avantage de proposer des données completes et
homogenes, utilisables pour le suivi pré et postnatal. Par ailleurs, sur le plan méthodologique,
les mesures échographiques étaient réalisées par deux échographistes en aveugle de leur résultat
et sur un échantillon de plus grande taille que celui de I'étude de 'OMS. Cependant, la
pertinence de l'utilisation des courbes INTERGROWTH-21st fait actuellement débat,
notamment en France. Une étude descriptive et comparative des courbes OMS et
INTERGROWTH-21st pour évaluer la croissance feetale des enfants de la cohorte RECIPAL

est en cours.

6.4. Recommandations pour 1'amélioration de la prévention du paludisme associé a la

grossesse et du retard de croissance intra-utérin
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L'amélioration de la prévention du paludisme associé a la grossesse, et par conséquent du RCIU,
passe par 1’évaluation en cours de nouvelles mesures préventives (vaccin, nouvelles molécules
pour le TPIg) et le renforcement de 1’approche intégrée associant TPIg, lutte anti-vectorielle
(utilisation de la MIILD) et traitement adéquat des cas de paludisme pendant la grossesse. Au
regard de nos résultats, démontrant la fréquence des infections palustres précoces, leur role dans
la survenue d’une anémie maternelle et leur contribution a la survenue d’un FPN, nous

suggérons les recommandations suivantes pour améliorer la prévention du PG et du RCIU.

e Distribuer plus précocement les MIILD, avant grossesse, en ciblant

particulierement les nulligestes.

Dans notre étude, nous avons observé que les primigestes étaient plus a risque d'infection
palustre des le 1°" trimestre de la grossesse et qu'une bonne utilisation des MIILD, physiquement
integres et bio-efficaces, €tait associée a augmentation du délai de survenue de la premiere
infection palustre au cours du 1 trimestre.?*> En se basant sur ces résultats et en prenant en
compte le colt financier, la distribution de MIILD en milieu communautaire ciblant les
nulligestes en age de procréer pourrait avoir un impact significatif sur la diminution des
infections palustres en début de grossesse. Méme s'il existe des campagnes de distributions de
MIILD en population générale au Bénin, il faut souligner que ces campagnes ne ciblent pas
spécifiquement les femmes en age de procréer. Des études précédentes avaient déja souligné la
pertinence de la distribution de la MIILD en communauté pour la réduction du paludisme
associé a la grossesse.”’>?”* Cette recommandation viendrait en complément de la
recommandation actuelle consistant a donner une MIILD aux femmes enceintes des la premiere
CPN. Toutefois, des études évaluant l'efficacité d'une stratégie combinant la distribution

communautaire de MIILD ciblée sur les nulligestes associée a la distribution de MIILD pendant

la grossesse sur les indicateurs de santé périnatale comme le FPN, sont nécessaires.
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e Réexaminer les politiques d'administration du TPIg en prenant en compte le 1¢

trimestre de grossesse

Le TPIg-SP est encore une des principales stratégies efficaces contre le paludisme associé a la
grossesse.'!*> Toutefois, celle-ci présente comme limite de ne pas pouvoir étre administrée au
1¢ trimestre de la grossesse compte tenu du potentiel risque tératogene de la SP. Face a
l'augmentation des résistances parasitaires a la SP,?’*?’> I'adoption d'une molécule alternative
pour le TPIg devient urgente. A ce jour, de nombreuses molécules ont été évaluées pour le
TPIg.2’62° Plusieurs études ont suggéré que les combinaisons thérapeutiques a base
d'artémisinine (CTA) étaient sans danger pour le feetus au début de la grossesse.?®* 282 La
dihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PQ) est I'une des combinaisons les plus prometteuses
car elle est bien tolérée, sans effets indésirables majeurs, et pourrait étre administrée au 1¢
trimestre de la grossesse.?®1:?83 La DHA-PQ est déja recommandée par I’OMS pour le traitement
des accés palustres au 2°™ et 3°™ trimestre de la grossesse. Elle est actuellement évaluée
comme alternative a la SP pour le TPIg a partir du 2™ trimestre.''>?% Les résultats issus de
ces essais cliniques sont nécessaires avant une éventuelle adoption par 'OMS de la DHA-PQ
lorsque le TPIg-SP ne s’avérera plus suffisamment efficace. Par ailleurs, ’OMS est en train
d’évaluer I’'innocuité et l'efficacité¢ de la DHA-PQ au 1° trimestre de la grossesse pour le
traitement des acceés palustres. Son administration a visée préventive des le 1 trimestre est
encore débattue. De plus, I’administration du TPIg a cette période pose la question du faible
recours des femmes a la maternité avant 4 mois de grossesse. La distribution du TPIg en

communauté pourrait améliorer 1’administration précoce du TPIg.?

Le nombre de doses de SP et I'espacement entre chaque dose administrée sont également des
facteurs déterminants dans l'efficacité du TPIg.!"$231240 Depuis 2015, 'OMS recommande
I'administration d'une dose de SP a chaque CPN pour le TPI, avec la premiere dose le plus tot
possible a partir du 2°™ trimestre de la grossesse.!’® Cependant, cette recommandation peine
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étre mise en place dans la plupart des pays de I'ASS.!8%286 Dans notre étude, seules 14% des
femmes suivies avaient recu au moins 3 doses de TPIg. Les facteurs clés, qui ont été identifiés
comme influencant la couverture du TPIg en Afrique sont le niveau d'éducation de la femme,
son niveau socio-économique, son rang gestationnel (meilleure couverture chez les
multigestes), le nombre et 1'espacement des CPNs.?®” En rendant les CPNs gratuites, cela
pourrait permettre d'augmenter le recours aux CPNs. Des efforts supplémentaires doivent €tre
faits par les autorités politiques et sanitaires pour rendre les CPN accessibles aux parturientes
notamment dans les zones rurales, éviter les problemes de rupture de SP dans les formations

sanitaires, et sensibiliser davantage les agents de santé sur I'importance du TPIg.

e Redéfinir les priorités pour l'élaboration du vaccin contre le paludisme gestationnel

L'élaboration d'un vaccin contre le paludisme placentaire est l'une des stratégies qui devrait
permettre de contrdler les conséquences de la maladie. Des études vaccinales portant sur le
variant VAR2CSA sont actuellement en cours d'évaluation et sont prometteuses.'!>207210 Mais

elles sont toutes encore a des phases précoces (phase I ou IIb pour les plus avancées).

Ces vaccins nécessitent d'étre étudiés avec attention tant sur un plan clinique (efficacité et
innocuité) que socio-anthropologique (acceptabilité). En effet, on peut se demander si un tel
vaccin basé sur le variant VAR2CSA spécifique au paludisme placentaire, sera efficace pour
prévenir les infections du début de la grossesse survenant avant la mise en place du placenta.
Des études récentes ont suggéré que ces infections du début de la grossesse étaient présentes
avant la conception a un niveau subi-microscopique et qu'elles se manifestaient en cours de la
grossesse en raison des modifications physiologiques et hormonales liées a la grossesse.?*? Les
infections palustres les plus précoces pourraient donc ne pas étre VAR2CSA spécifiques et

répondre a la vaccination.
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e Evaluer la pertinence de la stratégie « dépistage et traitement des infections

palustres » des le 1 trimestre

Le dépistage systématique et traitement des femmes infectées pendant la grossesse est une
stratégie alternative qui a été évaluée dans des études multicentriques au cours de ces dernieres
années.?®® 20 Elle utilise des TDR pour dépister le paludisme au cours des CPNs et un
traitement par les CTA en cas d'infection. L'avantage principal de cette stratégie est d'éviter un
traitement inutile a des femmes en bonne santé. D'ou aussi l'intérét de 1'appliquer a des zones
ou la transmission serait plus faible. Cependant, les résultats sont peu encourageants,
notamment pour la prévention des FPN et autres événements morbides chez I’enfant (moins
efficace que le TPIg-SP, absence d'effet prophylactique, risque de mauvaise observance et colit

éleve) 2122

e Rendre l'échographie obstétricale accessible pour le monitorage de la croissance

foetale

L'échographie obstétricale occupe une place primordiale dans 1'évaluation de la croissance
feetale et dans I'amélioration des indicateurs de santé reproductive.”®® Elle est de plus en plus
acceptée par les femmes enceintes en ASS. L'un des rdles importants de 1'échographie
obstétricale est la datation de la grossesse. Elle permet une estimation précise de I'AG lorsqu'elle
est réalisée précocement et dans de bonnes conditions. L'introduction d'un programme
d'échographie prénatale a faible colit en zone rurale pourrait augmenter le nombre de femmes
enceintes comme cela a été récemment démontré en Ouganda.?* Par ailleurs, la réalisation des
échographies dans les hopitaux de zone par du personnel non-médical mérite d’étre mieux
évaluée. Une formation en échographie aupres des agents de santé (sages-femmes, infirmieres)

en milieu rural pourrait permettre de mieux dépister et prendre en charge les cas de RCIU.>”
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e Adopter lutilisation d'une courbe de référence internationale adaptée aux

populations de I'ASS pour une uniformisation de la définition du RCIU

S’il existe de nombreuses courbes de référence de poids a la naissance, la majorité d’entre elles
ont été établies dans les pays industrialisés sur des populations dont les caractéristiques
anthropométriques, socio-économiques, ethniques et nutritionnelles —qui modifient le poids
moyen des nouveau-nés— sont treés différentes de celles des populations africaines. Une
définition consensuelle du RCIU en Afrique est justifiée et nécessaire. L'utilisation plus large
de I’échographie obstétricale, comme le recommande 1'OMS,** ainsi que des normes
internationales pour la croissance feetale (projets INTERGROWTH-21% et OMS) adaptées aux
populations africaines contribueront a mieux dépister et prendre en charge les enfants présentant

un RCIU.
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VII. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Nos travaux ont montré que les infections palustres microscopiques étaient plus fréquentes au
1°" trimestre par rapport aux 2°™ et 3°™ trimestres de la grossesse, et que ces infections précoces
survenaient chez prés d’un quart des femmes au cours des deux premiers mois de grossesse.
Nous avons mis en évidence que les infections palustres au 1 trimestre de la grossesse avaient
un effet direct statistiquement significatif sur le risque d'anémie maternelle en fin de grossesse.
Cependant, aucun effet direct de ces infections sur le FPN, le PPAG et la prématurité n'a été
retrouvé. Il en est de méme pour les infections survenant aux 2°™ et 3°™ trimestres de la
grossesse. Toutefois, nous avons observé que les femmes ayant eu plusieurs infections palustres
débutant au 1° trimestre étaient plus a risque de FPN que les femmes non infectées pendant
toute la grossesse ou infectées uniquement aux 2°™¢/3™ trimestres. Ces résultats sont donc en
faveur de I’administration des mesures préventives contre le paludisme des le début de la

grossesse, voire avant la grossesse. La prévention du paludisme associé a la grossesse doit

reposer sur une approche intégrée combinant des mesures anti-vectorielles et médicamenteuses.
A l'issue de cette theése, un certain nombre de questions se posent a nous.
Cette étude est-elle pertinente?

A notre avis oui, I'étude RECIPAL est pertinente. Nos travaux restent assez exploratoires et
apportent des informations utiles a la compréhension du paludisme gestationnel, notamment
sur la survenue des infections du 1° trimestre, jusque-la tres peu étudiées, et la dynamique des
infections palustres tout au long de la grossesse. Par ailleurs, 1I’expérience acquise au cours de

I’é¢tude RECIPAL aidera a la mise en place de futures études pré-conceptionnelles en Afrique.

Le recrutement d’un effectif plus important (i.e., conforme aux prévisions originelles) aurait-il

amélioré la puissance de facon significative ?

L’effectif final des femmes a I’accouchement, qui s’est avéré inférieur a celui estimé en début

d’étude, a trés probablement influencé la puissance de certaines de nos analyses. Cependant, le
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suivi optimal et la prise en charge adéquate des infections palustres et autres pathologies aigues
au cours de la grossesse ont certainement aussi influencé nos résultats, en diminuant le profil a
risque des femmes. Le RCIU est un événement multifactoriel et montrer un effet du paludisme,
lorsque I’on a pris en compte de fagcon adaptée et simultanée d’autres facteurs de risque

importants comme la malnutrition maternelle et ’HTAG, est compliqué.

Quelles sont les perspectives futures ?

La derniere femme enceinte de la cohorte RECIPAL a accouché en septembre 2017. Nous
n’avons pu terminer le nettoyage des bases de données qu’en janvier 2018. Cela ne nous a pas
permis d'effectuer une analyse approfondie de 1I’impact des infections palustres précoces sur la
croissance fcetale évaluée in utero en évaluant des parametres spécifiques tels le poids feetal et
les autres parametres de biométrie feetale et anomalies du flux sanguin utéro-placentaire. Ces
analyses nous permettront de mieux comprendre la physiopathologie des infections palustres
sur la perfusion utéro-placentaire et le développement du feetus in utero. Actuellement, nous
effectuons d'autres analyses pour évaluer les conséquences des infections palustres survenant
aux différents trimestres de la grossesse, notamment celles du 1¢ trimestre, sur la croissance

feetale évaluée de facon longitudinale in-utero.

Pendant le suivi RECIPAL, les femmes ont également fait 1'objet d'un dépistage mensuel des
infections palustres sub-microscopiques par PCR réalisé en temps réel (RTq-PCR). Les
résultats de la PCR n'étaient pas disponibles pendant I’étude et les femmes n'étaient donc pas
traitées en conséquence. Des analyses sont actuellement en cours pour évaluer l'effet délétere
de ces infections sub-microscopiques aux différents trimestres de la grossesse, en particulier au
cours du 1°" trimestre, sur les issues de grossesse. En effet, plusieurs études ont suggéré que les
infections sub-microscopiques étaient associées a un risque augmenté de FPN, de prématurité

et d’anémie maternelle.!'7?° 11 est aussi prévu un génotypage des souches parasitaires détectées
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avant conception et au 1* trimestre de la grossesse chez une méme femme, afin de déterminer
si les infections précoces de la grossesse étaient déja présentes avant la grossesse a un niveau
sub-microscopique. Etant le médecin qui a coordonné et géré les données de 1'étude RECIPAL,
nous apporterons mon appui en épidémiologie et biostatistique aux doctorants et chercheurs qui

s'occuperont de ces analyses spécifiques.

Plusieurs indicateurs anthropométriques et alimentaires ont ét€ mesurés chez la femme pendant
mais aussi avant la grossesse, ce qui est relativement unique en ASS. Ces données permettront
d'évaluer le r6le modificateur du statut nutritionnel sur l'effet du paludisme sur la croissance

feetale. Les études actuelles apportent des résultats discordants a ce sujet.?%2%

Enfin, dans le cadre du projet ancillaire SEPSIS (coordination UMR 216-9198, financement
bioMérieux), consistant au suivi des enfants RECIPAL durant les 3 premiers mois de vie, nous
aurons l'occasion d'évaluer I’effet des infections palustres aux différents trimestres de la
grossesse sur la santé périnatale et néonatale et le développement de la réponse immunitaire de
I’enfant. En termes de santé publique, les résultats de ces analyses seront utiles pour mieux
comprendre les mécanismes expliquant l'effet délétere du paludisme pendant la grossesse,

notamment les infections du 1® trimestre, sur la santé de 1'enfant.
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