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Résumé

Les pathologies infectieuses sont la premiére cause de mortalité au Sénégal et restent un
probléme majeur de santé publique en Afrique sub-saharienne. Le paludisme et les infections
respiratoires en sont les principaux responsables. Néanmoins en zone rurale, I’identification des
¢tiologies de fievre reste inconstante, 1’’accés a des tests diagnostiques étant limité.
Récemment, le recours aux outils moléculaires dans les villages ruraux de Dielmo et Ndiop a

permis d’identifier des pathogenes émergents potentiellement responsables de fievre.

En vue d’explorer les causes de fievres au Sénégal et d’identifier des sujet réservoirs, notre
étude a été menée sur une cohorte de 377 sujets fébriles et de 390 témoins asymptomatiques
résidants dans les villages ruraux de Dielmo et Ndiop. Des prélevements naso-pharyngés et
sanguins ont été recueillis durant I’année 2016 en vue de rechercher 10 bactéries, 7 virus

respiratoires et Plasmodium falciparum par biologie moléculaire

Pour 43% des sujets fébriles, des micro-organismes étaient retrouvés dans le sang. La
prévalence naso-pharyngée en pathogénes respiratoires était de 93%. H. influenzae et S.
pneumoniae étaient les principaux agents infectieux retrouves avec des prevalences respectives
de 88% et 65%. Leur association était retrouvée chez 51% des patients fébriles, a la fois dans
le sang et dans le naso-pharynx. Un portage asymptomatique a été mis en évidence chez 53%

des témoins pour les bactéries respiratoires et pour le Rhinovirus et le virus influenzae A.

La prévalence élevée des infections respiratoires souligne leur place majeure dans les causes de
fievre au Sénégal et incite a la promotion de campagnes vaccinales en zone rurale. La mise en
évidence de porteurs sains pour 1’ensemble des pathogénes respiratoires recherchés pourrait

expliquer leur mécanisme de transmission, potentiellement a I’origine d’épidémies.



- INTRODUCTION

En Afrique sub-saharienne les pathologies infectieuses représentent un probleme majeur
de santé publique, responsables de 30% de la mortalité générale et de 50% de la mortalité
infantile. Les principales causes de fiévre sont le paludisme, les infections respiratoires et les
infections digestives (1). Cependant, en zone rurale les étiologies de fievre ne sont pas toujours
identifiées, I’acceés a des tests de diagnostic étant limité (2). La fievre est par defaut attribuée au
paludisme sans confirmation microbiologique préalable (3).

Au Sénégal, le recours aux outils moléculaires dans les dispensaires des villages ruraux
de Dielmo et Ndiop a permis I’identification de pathogénes émergents responsables de fievre
(4,5). Borrelia spp et Coxiella burnetii sont a I’origine de plus de 20% des fiévres chaque année
(6-8). L’agent responsable de la maladie de Whipple, Tropheryma whipplei a été la cause d’une
épidémie de fiévre non palustre au Sénégal (9,10). Enfin, Rickettsia felis a été fréqguemment
identifié chez les patients fébriles en zone rurale (11,12) tout comme Bartonella quintana (13).
En outre, suite a une meilleure identification des causes de fiévre au Sénégal et a 1’utilisation
de moustiquaires, le nombre de fiévres attribuées au paludisme a diminué (14). Néanmoins,
20% des fievres en zone rurale restent sans étiologie et justifie des explorations
complémentaires (15).

Les infections respiratoires demeurent la premicére cause de mortalité d’origine
infectieuse au Sénégal (16). Les enfants de moins de cing ans sont les plus touchés par ces
pathologies (17,18). Les principaux agents causals identifiés en zone urbaine au Sénégal sont
Streptococcus pneumoniae, Staphyloccocus aureus et les virus respiratoires (19,20). En zone
rurale, les infections d’origine virale restent peu explorées. Les épidémies de grippe font 1’objet
d’une surveillance épidémiologique grace aux sites Geosentinelle (21). Néanmoins, dans les
villages de Dielmo et Ndiop, pour 50% des sujets présentant un syndrome grippal la recherche
des virus Influenzae revenait négative (22). Ceci suggere 1’implication d’autres virus
respiratoires dans les syndromes fébriles et incite leur recherche lors du bilan étiologique des
fievres en zone rurale au Sénégal.

Le microbiote respiratoire varie au cours d’une infection et s’enrichit en micro-
organismes potentiellement pathogénes (23). Leur présence est alors corrélée a I’apparition de
fievre et de symptomes respiratoires (24). Cependant, le portage asymptomatique de bactéries
pathogenes a déja été rapportée en Arabie Saoudite (25) et en Afrique, notamment au Kenya et

en Gambie (26). Le portage de virus respiratoires a été peu étudié jusqu’alors hormis aux Etats-



Unis ou sa prévalence atteignait 7% (27). Aucune étude n’a été menée en Afrique. Pourtant, la
présence asymptomatique de pathogénes respiratoire est responsable de leur transmission dans
les communautés et en milieu hospitalier (28,29). Elle serait a I’origine de maladies invasives
et d’épidémie (30). La mise en évidence de sujets réservoirs permettrait de comprendre leur
mécanisme de transmission (31) et de réduire la prévalence des infections causées par ces
micro-organismes (32).

Ainsi, devant le contexte épidémiologique et environnemental spécifique a I’ Afrique sub-
saharienne, il serait pertinent d’étudier les populations des zones rurales du Sénégal.
Dans cette étude nous chercherons tout d’abord a identifier les étiologies de fiévre au Sénégal,
dans les villages de Dielmo et de Ndiop. Par ailleurs, nous étudierons la prévalence naso-
pharyngée en pathogenes respiratoires chez des sujets fébriles et des témoins asymptomatiques.
L’objectif sera de déterminer la prévalence des infections respiratoires -en particulier virales-
en zone rurale au Sénégal, d’étudier I’évolution du microbiote au cours de ces infections, et

enfin, d’identifier de potentiels sujets réservoirs.



- MATERIEL ET METHODES

1. Site d’étude et population de I’étude

La cohorte de patients a été constituée en 2016. Elle était composée de 767 patients dont
377 sujets fébriles et 390 sujets asymptomatiques. Ces patients résidaient dans les villages
ruraux de Dielmo et de Ndiop, a 280 km au sud-est de Dakar, pres de la frontiere gambienne au
Sénégal (Figure 1).

Les sujets fébriles ont été inclus durant I’ensemble de I’année 2016, comprenant la saison
seche de Novembre a Mai et la saison des pluies de Juin a Octobre. Des patients de tout age et
des deux sexes ont participé a cette étude. Les témoins ont été inclus uniquement durant le mois
d’Octobre 2016.

2. Inclusion des sujets et recueil des données cliniques

L’étude a été initiée avec ’approbation du comité Ethique du Sénégal (N°53/ MSAS/
DPRS/ CNERS). Les sujets ont signés un consentement au moment de leur inclusion.

Le recrutement des sujets fébriles se faisait lors de consultations volontaires dans les
dispensaires de santé de Dielmo et Ndiop. Au cours des consultations, un formulaire
renseignant la température et les signes cliniques était rempli pour chaque patient. Les signes
cliniques étaient classés par appareil physiologique : oto-rhino-laryngé (ORL), pulmonaire,
digestif, urinaire, neurologique, cutané. Les symptomes ORL étaient 1’odynophagie, la
rhinorrhée, les crachats et un examen clinique de la sphére ORL anormal. La toux, la dyspnée
et une auscultation pulmonaire anormale étaient attribués a des signes pulmonaires. Les sujets
présentant de la fiévre avec ou sans autre signe clinique étaient inclus dans 1’étude.

Les témoins asymptomatiques ont été inclus lors d’intervention des équipes médicales
dans les villages de Dielmo et de Ndiop. lls ne présentaient ni fievre ni aucun symptéme

évocateur d’une maladie évolutive lors de leur inclusion.

3. Recueil des echantillons respiratoires et sanguins
Chez 377 des sujets febriles, 377 écouvillons nasaux, 377 écouvillons pharyngés et 272
échantillons de sang ont été recueillis. Les 390 témoins asymptomatiques ont fait 1’objet de
prélevements nasaux. Tous les écouvillons ont été placés dans des tubes Virocult (Sigma,

France) et conserves a -80°C (Figure 2).



4. Analyse des échantillons
4.1. Extraction de ’ADN et de PARN
Nous avons extrait ’ADN et ’ARN des échantillons nasaux et pharyngés en utilisant
respectivement un kit EZ1 DNA Bacteria (Qiagen, Hilden, Allemagne) et un kit EZ1 RNA
Advanced XL virus minikit (Qiagen) en accord avec les recommandations d’utilisation.

L’automate d’extraction utilisé était EZ1 Automate XL (Qiagen).

4.2. ldentification de bacteéries et de Plasmodium falciparum

Nous avons procédé a des analyses moléculaires en utilisant des techniques de réaction
de polymeérisation en chaine quantitative (qQPCR) en temps réel. Les qPCR ont été effectuées en
utilisant 1’appareil C1000 Touch Thermal-cycler (Bio Rad, Hercule, CA, Etats-Unis). Les
échantillons ont été préparés avec le kit Light-Cycler 480 Probes Master (Roche diagnostic,
Meylan, France). Des contrbles négatifs et des contréles positifs ont été placés a chaque run de
gPCR.

Le screening par biologie moléculaire comprenait la recherche de 10 bactéries et d’un
parasite dans le naso-pharynx: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Strepococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Chlamydophila
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Rickettsia
felis et de Plasmodium falciparum. Dans le sang, Salmonella spp., Tropheryma whipplei et
Borellia spp ont été recherchés en complément.

Les sondes et amorces utilisées pour 1’identification, étaient spécifiques de chaque pathogéne
recherché. Elles avaient été préalablement validées par les données de la littérature et sont
actuellement utilisées en routine a I'IHU Méditerranée Infection (Annexe 1). Pour
I’identification des pathogénes, deux qPCR était réalisées, la premiere ciblant un gene de
dépistage (gene 1) et la deuxieme qPCR, un gene de confirmation (gene 2). Les résultats des
amplifications étaient considérés comme positifs lorsque le Cycle Threshold (CT) était inférieur

ou égal a 35 pour I’un des deux génes et inférieur a 38 pour le second.

4.3. Identification de virus respiratoires

Nous avons procédé a I’identification des virus respiratoires @ ARN, par biologie
moléculaire, en utilisant des réactions de transcription inverse suivies de PCR quantitative en
temps réel (QRT-PCR).



Les gRT-PCR ont été effectuées en utilisant 1’appareil C1000 Touch Thermal-cycler
(Bio Rad, Hercule, CA, Etats-Unis). Les échantillons étaient préparés avec Light-Cycler
Multiplex ARN virus Master kit (Roche diagnostic, Meylan, France). Deux controles négatifs
étaient placés a chaque cycle de qPCR. Un contréle interne a été réalisé par RT-PCR du phage
MS2.

Le screening par biologie moléculaire comprenait la recherche de 7 virus respiratoires
dans le naso-pharynx: virus influenza A, virus influenza B, virus respiratoire syncitial humain
(VRS), rhinovirus, adénovirus, entérovirus, métapneumovirus. Aucun virus n’a été recherché
dans le sang.

Les sondes et amorces utilisées pour I’identification spécifique de chaque pathogene recherche,
avaient été préalablement validées par les données de la littérature et sont actuellement utilisées

en routine a I’THU Méditerranée Infection (Annexe 2).

5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été conduites en utilisant le logiciel R stat.

Nous avons utilis¢ le test d’indépendance du khi-2 afin d’¢étudier I’association entre la
prévalence en pathogenes respiratoires et plusieurs parameétres: les caractéristiques
démographiques (&ge et saison) et le site de préléevement (nasal, pharyngé ou sanguin). Les
résultats étaient interprétés avec un degré de liberté de 1 correspondant a un khi-2 de 3,84. Le
seuil de significativité statistique retenu était ainsi une p-value égale a 0,05 avec un intervalle
de confiance de 95%.

De méme, chez les sujets fébriles, nous avons procédé a des Odds Ratio avec un modéle
de régression logistique. Le but était d’étudier la corrélation entre les signes cliniques et la

présence naso-pharyngée des pathogénes identifiés.



I11-  RESULTATS

1. Echantillons de I’étude et screening en pathogénes respiratoires

Chez les 377 sujets fébriles, 377 écouvillons nasaux, 377 écouvillons pharyngés et 272
échantillons de sang ont été recueillis. L’ADN a été extrait sur la totalité des échantillons
nasaux, pharyngés et sanguins, permettant la recherche des 10 bactéries respiratoires et de P.
falciparum. L’ARN a été extrait sur les 377 écouvillons nasaux et pharyngés mais sur aucun
¢échantillon sanguin. Ceci était dii a un volume d’échantillon recueilli insuffisant. Ainsi, les
virus respiratoires ont été recherchés uniquement sur les écouvillons nasaux et pharyngés.

Chez les témoins asymptomatiques, 390 écouvillons nasaux ont été recueillis. L’extraction
d’ADN pour la recherche en bactéries respiratoires a été réalisée sur la totalité des échantillons.
Seulement 126 échantillons ont fait 1’objet d’une extraction d’ARN pour I’identification de

virus respiratoires.

2. Caractéristiques démographiques et statut clinique des sujets a I’étude

Sur les 377 patients fébriles, la majorité était des enfants (72%) (Tableau 1). 51% des
patients résidaient dans le village de Dielmo et 49% dans le village de Ndiop (p>0,05). 50%
(n=187) des prélevements ont été realisés durant la saison séche, de Novembre & Mai, et 50%
(n=190) durant la saison des pluies, de Juin a Octobre (p<0,05). La plupart des patients fébriles
présentaient des signes respiratoires (55%), dont 40% des signes pulmonaires (n=151 sur 377)
et 15% des signes ORL (n=56). 22% présentaient une fievre isolée (n=83) puis 21% des
symptdmes digestifs (n=80), et enfin 2% (n=7) des signes cutanés.

3- Preévalence en micro-organismes respiratoires identifiés par gPCR

- Prévalence en micro-organismes dans le sang des sujets fébriles

Dans le sang des sujets fébriles, la prévalence totale en pathogénes était de 43%
(Tableau 2). 31% des sujets présentaient une bactériémie a H. influenzae et 26% une
bactériémie a S. pneumoniae. S. aureus est retrouvé dans le sang de 6% des patients et S.
pyogenes chez 2% d’entre eux. Sept cas de salmonellose (3%) et 12 cas de borrélioses (7%) ont
été diagnostiqués sur ces échantillons sanguins. P. falciparum a été retrouve dans le sang de 13
patients. Pour deux d’entre eux, le parasite était associé a H. influenzae et pour deux a
Salmonella spp. L’association d’H. influenzae et de S. pneumoniae dans le sang était retrouvée
chez 20% des sujets fébriles (n=54).



- Prévalence naso-pharyngée chez les sujets fébriles

Dans le naso-pharynx des sujets fébriles, la prévalence totale en pathogénes respiratoires
était de 93% (Tableau 2). Les principales bactéries identifiées étaient H. influenzae (88%) et S.
pneumoniae (66%). La prevalence pharyngée en bactéries était supérieure a la prévalence
nasale (87% vs. 70%, p<0,001). H. influenzae était principalement retrouvé dans le pharynx
(79% vs. 49%) et S. aureus principalement dans le nez des sujets fébriles (13% vs. 5%). S.
pneumoniae était identifié sans différence significative dans le nez et le pharynx. P. falciparum
a été retrouvé sur 1’écouvillon pharyngé d’un patient fébrile, C. pneumoniae sur un écouvillon
nasal et C. burnetii dans le nez et le pharynx d’un méme patient. R. felis est identifié dans le
naso-pharynx de 7 sujets. Il n’y avait pas de différence significative entre les prévalences
nasales et pharyngées en virus respiratoires (38% vs. 37%, p>0,05). Seul Enterovirus était

retrouvé majoritairement dans le pharynx (3% vs. 0,8%, p=0,05).

- Comparaison des prévalences nasales entre les sujets fébriles et les controles
La prévalence nasale en bactéries respiratoires était significativement supérieure chez les
patients fébriles que chez les témoins (71% vs 53% ; p<0,001) (Tableau 3). Les prévalences
d’H. influenzae et de S. pneumoniae étaient significativement plus élevées dans ce groupe avec
des valeurs respectives de 49% vs. 29% (p<0,001) et de 47% vs. 33% (p<0,001). En revanche,
la prévalence nasale de S. aureus était supérieure chez les contréles (20% vs. 12% ; p<0,01).
La prévalence totale en virus respiratoires était de 37% chez les sujets fébriles et de 30% chez
les témoins, sans différence significative retrouvée (p>0,05). Le rhinovirus était retrouvé avec
la méme prévalence chez les sujets fébriles et les contréles (21% vs. 20%). virus influenza A et
adénovirus étaient majoritairement identifiés chez les sujets febriles (11% vs. 6% et 4% vs.
0% ; p<0,05). Le VRS n’a été retrouvé chez aucun patient. Les associations d’H. influenzae et
d’un autre pathogene (38% vs. 21% ; p<0,001) et de S. pneumoniae et d’un pathogene (37 vs
23% ; p<0,001) étaient majoritairement retrouvées chez les sujets fébriles. A 1’inverse
I’association de S. aureus et d’un pathogéne (11% vs. 5% ; p<0,01) était retrouvé
principalement chez les contréles. L’association du rhinovirus ou du virus influenza A avec un

autre pathogéne était significativement supérieure chez les patients fébriles (p<0,05).

4- Corrélation entre bacteriémie et présence naso-pharyngé en micro-organismes
Chez les 272 sujets fébriles ayant bénéficiés de préléevements sanguins et naso-

pharyngés, 85% (n=116) présentaient un pathogene dans le sang et 92% (n=251) dans le naso-
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pharynx (Tableau 4). La prévalence naso-pharyngée était supérieure a celle du sang pour
I’ensemble des pathogeénes a 1’exception de P. falciparum. 97% des patients infectés dans le
sang 1’¢taient aussi dans le naso-pharynx (n=112 sur 116). Chez 87% des sujets présentant une
bactériemie a H. influenzae, la bactérie était identifiée dans le naso-pharynx (n=83 sur 95). Chez
85% des sujets infectés par S. pneumoniae dans le sang, la bactérie était aussi retrouvée dans le
naso-pharynx (n=60 sur 70). Enfin, 94% des patients présentant I’association de H. influenzae

et de S. pneumoniae dans le sang 1’avaient aussi dans le naso-pharynx.

5- Prévalence en pathogenes respiratoires selon les données démographiques

La prévalence totale naso-pharyngée en micro-organismes respiratoires était identique
entre les patients résidant a Dielmo et a Ndiop (p>0,05) (Tableau 5). Elle ne variait pas entre la
saison seche et la saison des pluies. Toutefois, S. aureus, S. pyogenes et le virus influenza A
étaient principalement identifiés durant la saison des pluies (p<0,05) et le rhinovirus durant la
saison seche (53% vs. 28% ; p<0,001). H. influenzae était retrouvé a la fois durant la saison
séche et la saison des pluies sans différence significative (86% vs. 89% ; p>0,05).
La prévalence totale en pathogénes respiratoires était significativement plus élevée chez les
enfants. La tranche d’age des moins de 5 ans était la plus touchée. La prévalence naso-pharyngé
d’H. influenzae et de S. pneumoniae et d’adénovirus était significativement plus élevée chez les
enfants de moins de 5 ans (p<0,01). S. aureus et le virus influenza A étaient principalement
identifiés chez les adultes (p<0,01).

6- Association entre tableau clinique et présence de pathogenes respiratoires

La plupart des patients, pour lesquels des pathogénes ont été retrouvés dans le naso-
pharynx présentaient soit des signes respiratoires (ORL ou pulmonaire), soit une fiévre isolée
(Figure 3). Cependant, par analyse en composante principale, la présence de bactéries
respiratoires, dont H. influenzae ou S. pneumoniae, n’était pas significativement associée a un
tableau clinique. L’identification de S. aureus était significativement associée a la présence de
signes cutanés et celle de C. burnetti a une fiévre isolée. Concernant les virus respiratoires,
I’identification du virus influenza A chez des sujets fébriles était corrélée a la présence de signes
pulmonaires tandis que celle d’entérovirus était associée a des signes ORL. La présence
d’adénovirus et du métapneumovirus dans la sphére naso-pharyngée étaient a I’origine d’une

fievre isolée.



IV-  DISCUSSION

Cette étude était menée sur une large cohorte de 767 patients sénégalais vivant dans les
villages ruraux de Dielmo et de Ndiop. Elle était répartie de facon homogéne entre le groupe
de patients fébriles (n=377 ; 49%) et celui des sujets asymptomatiques (n=390 ; 51%). Les 377
patients étaient représentatifs des différentes tranches d’age (enfants <5 ans, 5-18 ans, adultes).
La cohorte ainsi constituée était représentative de la population générale. Le recrutement des
patients avait été réalisé durant I’ensemble de I’année 2016, couvrant la saison des pluies et la
saison séche, ce qui permettait une analyse exhaustive des causes de fievre. De plus, la force de
cette cohorte résidait dans 1’effectif du groupe des témoins asymptomatiques et dans la rigueur
clinique lors de leur inclusion. La présence d’un groupe controle dans une étude
épidémiologique était nécessaire a I’interprétation des résultats et a la limitation des biais de
confusion (33). Enfin, les pathogenes recherchés dans le bilan étiologique des fievres
correspondait au contexte épidémiologique du Sénégal (16). Les méthodes de biologie
moléculaire utilisées (QPCR) pour leurs identifications étaient des techniques de référence
(34,35).

Etiologie et prévalence des bactériémies et du paludisme a Dielmo et Ndiop

Chez 43% des sujets fébriles, des micro-organismes potentiellement responsables de
fievre ont été identifiés dans le sang par analyse moléculaire (Tableau 2). Pour 38%, ces fievres
étaient non-palustres. H. influenzae et S. pneumoniae étaient les principaux pathogenes
retrouves dans le sang avec des prévalences respectives de 31% et de 26%. La prévalence des
bactériémies a S. pneumoniae chez des sujets fébriles de notre étude était identique a celle
retrouvée préalablement dans les villages voisins (38). Lors de ces précédents travaux menés
au Sénégal, H. influenzae n’avait pas été recherché dans le sang. Les prévalences retrouvées
dans notre étude étaient nettement supérieures a celles retrouvées en Afrique de 1’Est (36,37).
Cette différence pourrait étre expliquée par une couverture vaccinale insuffisante au Sénégal,
a fortiori en zone rurale. En 2006, la couverture vaccinale était de 40% sur I’ensemble du pays
et était moindre en zone rurale (39). Les vaccins contre S. pneumoniae et H. influenzae type b
ont été introduits tardivement et leur approvisionnement en zone rurale restait inconstant (40).
L’association dans le sang d’H. influenzae et de S. pneumoniae était retrouvée chez 20% des
sujets fébriles. Un seul cas a été retrouve dans la littérature, chez un enfant en Gambie (41).
Cependant, H. influenzae n’est pas systématiquement recherché dans le sang de patients fébriles

en Afrique lors du bilan étiologique de fiévre (17,19). Ceci pourrait expliquer I’absence de
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données dans la littérature sur la prévalence de cette association. Malgré tout, H. influenzae est
une cause de bactériémie fréquente en particulier chez I’enfant (42) et les co-infections sont des
causes d’échec de traitement et peuvent altérer le pronostic (43). Des études complémentaires,
afin de mieux connaitre la prévalence des bactériémies a H. influenzae et de son association a
S. pneumoniae, sur I’ensemble du Sénégal et plus largement en Afrique pourraient étre
envisagees. P. falciparum a été retrouvé chez seulement 5% des patients fébriles dans les
villages de Dielmo et Ndiop. Cette faible prévalence refléte une meilleure prise en charge des
fievres au Sénégal associée a une diminution du Paludisme(14). Elle était comparable a celle
observée en Casamance au Sénégal. Pour deux patients, P. falciparum était associé dans le sang
a H. influenzae et deux autres a Salmonella spp. Des associations similaires ont été rapportées
en Tanzanie (36) et au Mozambique (44).

Dans notre étude, la recherche de micro-organismes dans le sang des témoins n’a pas été
réalisée. Pourtant, le portage sanguin asymptomatique de P. falciparum a déja été recensé a
Dielmo et Ndiop entre 2013 et 2015 avec une prévalence atteignant 12% (45). Concernant les
bactéries recherchées dans cette étude, de précédents travaux menés au Gabon chez des sujets
fébriles et des cas asymptomatiques au Gabon avait permis d’affirmer la corrélation entre une
bacteriémie a H. influenzae, S. pneumoniae, S. pyogenes ou de Salmonella spp. et I’apparition
de fiévre (46). Aucun portage sanguin asymptomatique n’avait été retrouvé pour ces bactéries.
Ces données illustrent leur pathogénicité et leur implication dans les causes de fievre au sein de
notre cohorte sénégalaise. Enfin, la présence sanguine de certains pathogenes émergents tels
que R. felis et C. burnetii a déja été identifiée dans le sang de sujets sains en Afrique (47). Dans
notre étude, C. burnetii a été retrouvée dans le nez de témoins asymptomatiques, soulignant

I’existence de sujets réservoirs pour ce micro-organisme.

Evolution du microbiote respiratoire au cours des infections et prévalence des

réservoirs en zone rurale au Sénégal

Dans notre étude, le microbiote respiratoire des sujets fébriles était enrichit en micro-
organismes par comparaison aux sujets sains. H. influenzae et S. pneumoniae étaient les
principales bactéries retrouvées, témoignant de leur implication dans les causes de fiévre au
Sénégal (43,48). A Il’inverse S. aureus était retrouvé majoritairement chez les sujets
asymptomatiques laissant présager de sa participation a la constitution de la flore commensale.
Le portage nasal de S. aureus a déja été documenté chez des sujets sains aux USA (20) et en
Europe (49) Néanmoins, aucune étude n’avait été menée jusqu’alors au Sénégal. Durant les

infections respiratoires, la flore naso-pharyngée s’enrichirait en bactéries pathogenes (50) au
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détriment de celles de la flore commensale (23). (23). Dans notre étude, 1’augmentation de la
prévalence de H. influenzae et de S. pneumoniae associée a la diminution de celle de S.aureus,
chez les sujets fébriles, illustrerait ce mécanisme de pathogénicité

Le portage asymptomatique de virus respiratoire n’avait jamais ¢ét¢ documenté en Afrique.
Pourtant dans notre étude, la prévalence en virus respiratoires chez les témoins était identique
a celle des sujets fébriles. Le portage asymptomatique du Rhinovirus atteignait 24% et 6% pour
le virus influenzae A. Aux USA leurs prévalences chez des sujets sains étaient de 50% pour le
Rhinovirus et de 15% pour le virus influenzae A (31,51). Ainsi, le microbiote respiratoire de
certains sujets immunocompeétent ne serait pas altéré par le portage du virus influenza A,
expliquant I’absence de symptdmes en sa présence (52). En revanche, 1’association de virus et
de bactéries respiratoires altererait la flore résidante et serait a 1’origine de I’apparition de
symptdmes respiratoires. La présence de S. pneumoniae potentialiserait 1I’infection par le virus
influenza A et inversement (53). De méme, les infections respiratoires a S. aureus seraient
favorisées par la presence de virus (54). Dans notre étude, les associations bactéries-bactéries
ou bactéries-virus étaient significativement associées a la présence de fievre chez les sujets
fébriles, ce qui concorde avec les données de la littérature.

Dans cette étude, 53% des sujets asymptomatiques étaient porteurs de micro-organismes
potentiellement pathogénes. Ils constitueraient alors des réservoirs pouvant étre a 1’origine
d’épidémie au Sénégal en zone rurale. Le peu d’études menées jusqu’alors incite a la réalisation
de travaux complémentaires chez des sujets asymptomatiques, afin d’identifier la nature des
micro-organismes pouvant faire I’objet d’un portage sain. Ceci permettrait d’identifier leur

mécanisme de transmission afin de prévenir la survenue d’infections respiratoires (30-32).

Etiologie des infections respiratoires virales et bactériennes a Dielmo et Ndiop

Chez les sujets febriles, la prévalence naso-pharyngée en pathogénes respiratoires était
de 93% (Tableau 2). Elle était plus élevée que celle observée en Europe (21) ou en Arabie
Saoudite (22), notamment pour H. influenzae et S. pneumoniae. L’impact de la vaccination sur
la réduction du portage naso-pharyngé en pathogéenes respiratoires a déja été démontré (55,56).
La faible couverture vaccinale en Afrique, et a fortiori au Sénégal, pourrait expliquer la plus
grande prévalence retrouvée dans notre étude, en particulier pour ces deux pathogenes (57). Les
sujets les plus touchés par les infections a H. influenzae et S. pneumoniae étaient les enfants de
moins de cing ans (Tableau 5). La prévalence de ces infections était supérieure a celle observée
a Dakar dans cette méme tranche d’age (18). Une prévalence en pathogenes respiratoire plus

élevée dans les villages ruraux de Dielmo et de Ndiop qu’en milieu urbain pourrait étre expliqué
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par un accés aux soins plus limité en zone rurale responsable d’une moindre couverture
vaccinale (26,27).

La prévalence totale en virus respiratoires chez les sujets fébriles était de 57% (Tableau 2). Elle
correspondait a celle retrouvée au Sénégal entre 2013 et 2015 (20). Les cas de grippe étaient
identifiés principalement chez les adultes et durant la saison des pluies, ce qui était concordait
avec les précédentes études menées au Sénegal (21). Dans notre étude menée en 2016,
seulement 5 cas d’infection par le virus influenza B ont été retrouvés (1%) contre 48 pour le
virus influenza A (13%). Entre 2013 et 2015, la prévalence des cas de grippe atteignait pres de
30% sur I’ensemble du Sénégal. Le virus a I’origine de ces épidémies variait selon les annees :
c’était le cas du virus influenza A en 2014 puis du virus influenza B en 2015 (20,21) .
L’identification de porteurs sains permettrait de mieux présager le pathogene pouvant étre
impliqué dans les épidémies de grippe a venir. Dans notre étude en 2016, aucun témoin n’était
porteur du virus influenza B. En revanche, 7 d’entre eux étaient porteurs du virus influenza A
ce qui concorderait avec 1’épidémie de grippe A observé chez les sujets febriles. L’adénovirus
était détecté toute 1’année et majoritairement chez les enfants de moins de cing ans (Tableau 5)
comme retrouvé en 2015 (58). Enfin, le rhinovirus était identifié avec une prévalence atteignant
41% (Tableau 2) En 2016 elle était de 33% sur I’ensemble du Sénégal (59) mais plus élevée en
zone rurale, dans les villages voisins de Dielmo et de Ndiop (20).

Enfin, la prévalence en pathogénes respiratoires variait selon le site de prélévement (Tableau
2). H. influenzae était retrouvé majoritairement dans le pharynx (79% vs 49% ; p<0,001) tandis
que S. aureus était identifié principalement dans le nez des sujets fébriles (13% vs. 5% ;
p<0,001). S. pneumoniae, comme les virus respiratoires, étaient retrouvés sur les deux sites de
prélévement sans différence significative. La localisation préférentielle de certains pathogenes
justifie la réalisation de prélévements nasaux et pharyngés pour I’identification de 1’ensemble

des agents responsables d’infections respiratoires au Sénégal en zone rurale (34).

Démarche diagnostique des étiologies des fievres au Sénégal en zone rurale

La concordance des résultats sanguins et respiratoires obtenus par gPCR illustre la
sensibilité et la spécificité de ces méthodes diagnostiques dans I’identification d’agents
infectieux (60) et notamment de pathogenes respiratoires (35). Le recours aux tests de
diagnostic rapide par biologie moléculaire aiderait a la prise en charge étiologique et
thérapeutique des fievres en zone rurale. L’implantation de laboratoires au sein des villages de
Dielmo et de Ndiop illustrent cette avancée scientifique (4). Dans cette étude, 1’identification

de virus respiratoires, autres que les virus influenza A et B chez des sujets fébriles a Dielmo et
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Ndiop souligne la diversité des étiologies de fiévre au Sénégal. Des travaux complémentaires
dans les villages voisins permettraient de déterminer la prévalence des infections virales
respiratoires en zone rurale, méconnue jusqu’alors.

L’association d’H. influenzae et S. pneumoniae était fréeqguemment retrouvée dans le sang et le
naso-pharynx des sujets febriles de notre cohorte. Cette co-infection peu recherchée en Afrique
illustre la complexité des fievres au Sénégal. Ceci justifierait d’adopter une démarche
diagnostique standardisée et approfondie lors du bilan étiologique des fievres. La constitution
d’un répertoire exhaustif de pathogénes a rechercher permettrait d’optimiser la prise en charge

des patients au Sénégal.
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans notre étude, la prévalence élevée en micro-organismes respiratoires retrouvée chez
les sujets fébriles refléte leur place majeure dans les étiologies de fievre au Sénégal en zone
rurale. Leur prévalence plus importante que dans d’autres pays d’Afrique souligne 1’impact de
la vaccination sur la réduction des infections respiratoires et sur la transmission des pathogénes
impliqués. La promotion de campagnes vaccinales au Sénégal pourrait ainsi étre renforcée, en
particulier pour les enfants de moins de cing ans, principales cibles de ces infections. La mise
en évidence de porteurs sains en micro-organismes respiratoires incite a la réalisation de travaux
complémentaires chez des sujets asymptomatiques afin d’identifier la prévalence et la nature
de ces réservoirs. Enfin I’identification naso-pharyngée de pathogénes émergents tel que
Rickettsia felis et Coxiella burnetii laisse présager de la diversité des causes de fiévre a explorer
au Senégal, et justifierait une recherche exhaustive de micro-organismes lors du bilan

étiologique des fiévres.
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Patients age village Saison tableau clinique

(n=377) | <5 5-18 >18 Ndiop Dielmo Seche | Pluies | ORL PULM DIG Fievre | CcuT
n 108 193 76 193 184 187 190 56 151 80 83 7
(%) (29) (51) (20) (51) (49) (50) (50) (15) (40) (21) (22) (2)

Tableau 1. Caractéristiques démographiques et cliniques de 377 patients fébriles
ORL : oto-rhino-laryngé ; PULM : pulmonaire ; Fievre | : Fievre isolée ; CUT : cutané
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Ecouvillon Ecouvillon Ecouvillon nasal Ecouvill  pharyngé
sanguin nasal ou pharyngé on p-value
n (%) n (%) n (%) (%)
n
Total échantillon 272 (100) 377 (100) 377 (100) 377 (100)
d’ADN
Total Bactérie 116 (43) 351 (93) 266 (71) 326 (87) | p<0,001
S. aureus p<0,001
16 (6) 62 (16) 47* (13) 19 (5)
S. pneumoniae 70 (26) 246 (65) 176 (47 198 (53)
S. pyogenes 5 2) 29 (8) 15 (4) 21 (6)
H. influenzae 35 (31) 330 (88) 185 (49) 299* (79) p<0,001
N. meningitidis 0 (0) 0 0 0) 0 0)
C. burnetii 0 (0) 1 (0,3) 1 (0,3) 1 (0,3)
R. felis 3 (2) 6 2) 2 (0,5)
C. pneumoniae - - 1 (0,3) 1 (0,3) 0 0)
L. pneumophila - - 0 (0) 0 0) 0 0)
M. pneumoniae - - (0,3) (0,3)
1 0 (0) 1
P. falciparum 13 (5) 1 (0,3) 0 (0) 1 (0,3)
Salmonella spp. 7 (3) - - - - - -
Borrelia spp. 12 (4) - - - - - -
T. whipplei 0 (0) - - - - - -
H. influenzae +
S. pneumoniae 54 (20) 192 (51) | 132 (35) 178* (47) | p<0,001
H. influenzae +
S.aureus 6 (2) 27 (7) 11 (3) 13 (4)
H. influenzae +
S. aureus +
S. pneumoniae 3 (1) 20 (5) 7 () 6 ()
P. falciparum +
H. influenzae + 2 (0,4) 1 (0,3) 0 (0) 1 (0,3)
P. falciparum + - - -
Salmonella spp. 2 (0,4) - - - -
Total échantillon - - 377 (100) 377 (100)
d’ARN 377 (100)
Total virus - - 216 (57) 139 (37) 143 (38)
Rhinovirus - - 153 (41) 98 (26)
80 (21)
Adenovirus - - 31 (8) 16 (a) 17 (5)
Virus influenzae A - - 49 (13) 39 (10)
43 (11)
Virus influenzae B - - 5 (1) 2 (0,5)
3 (0,8)
Enterovirus - - 13 (3) 11 (3) p<0,05
3* (0,8)
Metapneumovirus - - 9 (2) 3 (0,8)
7 (2)
Virus respiratoire - - 0 (0) 0 (0)
syncitial 0 (0)
Total pathogenes 116 (43) 363 (97) 345* (92) | p<0,001
266 (71)

Tableau 2. Prévalence en micro-organismes identifiés par gPCR chez 377 patients fébriles
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Sujets  fébriles Témoin
Ecouvillon nasal Ecouvillon nasal p-value
n (%) n (%)
Total bacteries 266 (71) 208 (53) | p<0.001
S. aureus a7 (12) 79* (20) p<0.01
S. pneumoniae 176* (47) 129 (33) | p<0.001
S. pyogenes 15 (4) 17 (4)
H. influenzae 185* (49) 114 (29) p<0.01
N. meningitidis 0 (0) 0 (0)
P. falciparum 0 (0) 0 (0)
C. burnetii 1 (0) 2 (0,5)
C. pneumoniae 1 (0) 2 (0,5)
L. pneumophilae 0 (0) 1 (0,3)
M. pneumoniae 0 (0) 0 (0)
Total associations bactérie 145 (38) 129 (33) p<0,1
H. influenzae + S. pneumoniae 132% (35) 76 (20) p<0,001
H. influenzae + 1 bactérie 141* (38) 82 (21) p<0,001
S. pneumoniae+ 1 bactérie 137* (37) 91 (23) p<0,001
S. aureus+ 1 bactérie 18 (5) 43* (11) p<0,01
Total virus 139 (37) 38 (30) p<0,1
Rhinovirus 80 (21) 30 (24)
Adenovirus 16* (4) 0 (0) p<0,05
Virus influenzae A 43* (11) 7 (6) p<0,05
Virus influenzae B 3 (0,8) 0 (0)
Enterovirus 3 (0,8) 1 (0,8)
Metapneumovirus 7 (2) 0 (0)
Virus respiratoire syncitial 0 (0) 0 (0)
Total association 97 35 p<0,1
Rhinovirus + grippe A 6* (6) 0 (0) p<0,05
Rhinovirus + 1 bactérie 60* (16) 15 (12) p<0,05
Grippe A + 1 bactérie 38* (10) 5 3) p<0,05

Tableau 3. Prévalence micro-organismes identifiés par gPCR chez 377 patients fébriles et 390 témoins
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Echantillon naso-

Echantillon sanguin

Total sang et

pharyngé p value | naso-pharynx
n (%) | n (%) n (%)
Total échantillons 272 (100) | 272 (100) 272
Total infectés 251* (92) | 116 (43) | p<0,001 | 112 (97)
H. influenzae 236* (87) | 95 (35) | p<0,001 | 83 (87)
S. pneumoniae 183 * (67) | 70 (26) | p<0,001 | 60 (85)
S. aureus 39 * (14) | 16 (6) | p<0,01 5
S. pyogenes 15* (5) | 4 (2) | p<0,05 0
N. meningitidis 0 (0) |0 (0)
P. falciparum 1 (0,4) | 13* (5) | p<0,001 | 1
H. influenzae + S. pneumoniae 148* (55) | 54 (20) | p<0,001 | 51 (94)
H.influenzae + S.aureus 17 * (7) | 6 (2) | p<0,05 1
H. influenzae + S. aureus + 16* (6) | 3 (1) | p<0,05 2
S. pneumoniae
P. falciparum + H. influenzae 1 (0,4) | 2 (0,7) | p<0,05 1
P. falciparum + Salmonella spp. - 2 (0,7)

Tableau 4. Corrélation des prévalences en micro-organismes dans le sang et naso-pharynx de 272 patients fébriles
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village Saison Age (ans)
Données
démographiques Ndiop Dielmo pvalue | Séche Pluie pvalue | <5 5-18 >18 p value
Total échantillon
n (%) 193 (100) | 184 (100) p>0,05 | 187 (100) 190 (100) | p>0,05 108 (100) 193(100 | 76 (100)
Total pathogénes | 187 (97) 179 (97) 108 (100) | 189(98) | 68 (91)
n (%) 181 (97) 184 (97)
S. aureus 30 (15) |30  (16) | - 21 (11) | 39* (21) | p<0,05 13 (12) | 29(15) | 18*(24) | p<0,001
S. pneumoniae 129 (66) | 116 (63) | - 127 (45) | 118 (62) 95* (88) | 119(62) | 31(42) | p<0,01
S. pyogenes 14 (7) | 15 8 | - 5 (3) | 24* (13) | p<0,001 | 4 (4) 25%(14) | 0 p<0,001
H. influenzae 164 (85) | 162 (88) | - 158 (86) | 168 (89) 102* (94) | 169 (88) | 54(71) | p<0,01
N. meningitidis 0 0 - 0 0 0 0 0
C. pneumoniae 0 1 (05) |- 1 (05 |1 (05) 0 1(0,5) 0
P. falciparum 0 1 (0,5 | - 1 (0,5 | 0
C. burnetii 2 mlo - 1 (05 |1 (05) 1(1) 1(0,5) 0
L. pneumophila 0 0 - 0 0 0 0 0
M. pneumoniae 0 1 (0,5) | - 1 (0,5) | O 0 0 0
R. felis 2(1) 5(3) - 1 (05) |6 (3) 2 214 (2|1 (1)
Adenovirus 13 (7) | 18 (10) | - 14 (8) | 16 (8) 13*  (12) | 14 (7) 4 (0,5) | p<0,001
Metapneumovirus | 7 4) |6 (3) | - 9 4 (2) 4 (4) | 5(3) 0
Virus influenzae A | 30 (16) | 19 (10) | - 0 49* (26) | p<0,001 | 13 (7) | 27(10) | 9* (12) | p<0,01
Virus influenzae B | 4 (2) |1 (05) |- 4 (2) |1 (0,5) 1 (1) |3(2) 1 (1)
Enterovirus 5 (3) | 4 2 |- 4 (2) | 5 (3) 3 (3) | 10(5) 0
Rhinovirus 70 (36) | 80  (43) | - 98* (53) | 52 (28) | p<0,001 | 42  (39) | 78 (40) | 29 (38)
VRS 0 0 - 0 0 0 0 0

Tableau 5. Association entre données démographiques et prévalence naso-pharyngeé (%) en micro-organismes identifiés gPCR chez 377

patients fébrils.
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ORGANISMES | GENES CIBLES NOM SEQUENCES (5'-3") REFERENCE
CIBLES
Haemophilus ompP1 Hinf_ompP1_F CCTTACGTGCRGGTATKGCT Hotomi M, PLOS ONE,
influenzae 1°intention | Hinf ompPLR | GTGAACTTTTTTGCCTTTTAAGTAAGC ':‘7”1%7221& VVol.8, Issue 8,
Hinf_ompP1_P 6FAM -
AGTGCTGCAATTCCAGATACCGATCGC
Staphyloccocus NucA 2 Saur_NucA_F2 GTTGTGGATGGTGATACATTTATTGC Mediannikov et al, Am J Trop
aureus 1°intention | Saur NucA R2 | CCAAATGGTTGTACAGGCGTATTC %i‘; hyg, 2014, 91(5): 1015-
Saur_NucA_P2 6FAM- '
AGGCTTATAGGGGTTGATACGCCAGAAACGG
Amidohydrolase | Saur_Amido_F CCTCGACAGGTAACGCATCA Mediannikov et al, Am J Trop
2%intention | Saur Amido R | AAACTCCTATCGGCCGCAAT %i‘; hyg, 2014, 91(5): 1015-
Saur_Amido_P 6FAM- TGCAATGGTAGGTCCTGTGCCCA '
Streptococcus IlytA-CDC IytA-CDC_F ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA Carvalho & al, JCM, Aug.
pneumoniae 1°intention IVtA-CDC_R TCGTGCOTTTTAATTCCAGCT 2007, p. 2460-2466 Vol. 45, No.
IytA-CDC_P 6FAM- TGCCGAAAACGCTTGATACAGGGAG
plyN Pneumo_plyN_ F | GCGATAGCTTTCTCCAAGTGG Mediannikov et al, Am J Trop
2%intention | Pneumo_plyN. R | TTAGCCAACAAATCGTTTACCG 2’(‘)‘;‘; hyg, 2014, 91(5): 1015-
Pneumo_plyN_ P | 6FAM- CCCAGCAATTCAAGTGTTCGCCGA '
Streptococcus hypothetical | Spyo_hypp_F ACAGGAACTAATACTGATTGGAAAGG Mediannikov et al, Am J
pyogenes protein ("PP)  ~spuo hypp R TGTAAAGTGAAAATAGCAGCTCTAGCA Igfg %ig hyg, 2014, 91(5):
1°intention Spyo_hypp_P 6FAM-
AAAATGTTGTGTTTTAGGCACTGGCGG
mipB Spyo_mipB_F CCATACGGTTATAGTAAGGAGCCAAA Mediannikov et al, AmJ
" intention | Spyo_mipB_R GGCTATCACATCACAGCAACC Igfg %ig hyg, 2014, 91(5):
Spyo_mipB_P 6FAM- TCAGCGCCAGCTTCAATGGC '
Salmonella spp. Fenollar et al, Am. J. Trop.
invA Salmo_invA_F | TCTGTTTACCGGGCATACCA Med. Hyg., 92(5), 2015, pp.
926-932
1° intention Salmo_invA R | CACCGTGGTCCAGTTTATCG
Salmo_invA_P | 6FAM- CCAGAGAAAATCGGGCCGCG
Fenollaret al, Am. J. Trop.
sipC Salmo_sipC_F GTCAGGCGTCGTAAAAGCTG Med. Hyg., 92(5), 2015, pp.
926-932
2°intention Salmo_sipC_R | ACGTCGACTGGTGGTACTGG
Salmo_sipC_P | 6FAM- CTCCAGGCGCGAACAGCTGG
Tropheryma WISP family . Fenollar et al, Clin Ingect Dis,
whipplei orotein T whi2_F TGAGGATGTATCTGTGTATGGGACA 2010, 51(5):515.21
1ére intention T_whi2_R TCCTGTTACAAGCAGTACAAAACAAA
T whi2_P 6FAM- GAGAGATGGGGTGCAGGACAGGG
WISP family . Fenollar et al, Clin Ingect Dis
: T whi3 F TTGTGTATTTGGTATTAGATGAAACAG ' :
protein e 2010, 51(5):515-21
2°intention T_whi3 R CCCTACAATATGAAACAGCCTTTG
T whi3 P 6FAM-
e GGGATAGAGCAGGAGGTGTCTGTCTGG
Coxiella burnetii IS1111A CB_IS1111 0706F | CAAGAAACGTATCGCTGTGGC Willems H et al. Zentralbl
_ _ CB_IS1111_0706R | CACAGAGCCACCGTATGAATC Veterinarmed B 1994; 41:580—
1°intention B B 7.
CB_ISI111_0706P | 6FAM- CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG
Hpp CB_IS30A 3F CGCTGACCTACAGAAATATGTCC Mediannikov et al, Plos Negl
2%intention | CB_IS30A_3R GGGGTAAGTAAATAATACCTTCTGG Trop Dis, 2010, 4:e654
CB_IS30A 3P 6FAM-

CATGAAGCGATTTATCAATACGTGTATGC

Annexe 1. Séquence d’ADN des sondes et des amorces utilisées des bactéries et de Plasmodium falciparum.
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Plasmo_18S 2 R

GCAATAATCTATCCCCATCACG

Plasmo_18S 2 P

6FAM- GAACTAGGCTGCACGCGTGCTACA

ORGANISMES GENES NOM SEQUENCES (5'-3") REFERENCE
CIBLES CIBLES
Legionella Lpneumo_gyrB_F | TGGAACCGGTTTGCATCATA Winchell, JCM, Jan2013, p348-
pneumophila gyrB Lpneumo_gyrB_R | CGACAGGAATACCACGRCCA 351
1°intention Lpneumo_gyrB_P | 6FAM-
TGAATCCCTGGCAGGTTATTGCAAGG
Lp_mip_F AGATGTTAATCCGGAAGCAATGG Winchell, JCM, Jan2013, p348-
mip Lp_mip_R CATTTGCTGTTCGGTTAAAGCC 351
2° intention | Lp_mip_P 6FAM-
AAGGCATGCAAGACGCTATGAGTGGC
Chlamydophila omp2 Cpneu_omp2_F GATCGTCGCTAGTGCGGA Wagels, J Clin Microbiol, 1994,
pneumoniae 32(11):2820-3
Cpneu_omp2_R GTCTAACCTTCTTCGCTGTCA
Cpneu_omp2_P 6FAM- ACAAAGCCAGCACCTGTTCCT -MGB
Mycoplasma MPP1_F CCGTTTTACTCGTGCCGCG Raoult D, July 2011, PLoS ONE
pneumoniae MPP1 MPPL R GCCGAGCGCTAACCCCCR 6(7): 22403
MPP1_P 6FAM-
AGCGTGGTGTACTATGAGCAGTTGCAGC
Neisseria Meningo_Ctra_F GCTGCGGTAGGTGGTTCAA Corless C.E, JCM, April 2001,
meningitidis CtrA Meningo_Ctra R | TTGTCGCGGATTTGCAACTA p1553-1558, Vol.39, No.4
Meningo_Ctra P | 6FAM- CATTGCCACGTGTCAGCTGCACAT
Meningo_CrgA_F | GAAATACCGCAAGGCGTGTT Cohen-Bacrie S, July 2011, PLoS
CrgA Meningo_CrgA R | GCAGCACCATCGGCATCG ONE, Vol 6, Issue 7, £22403
Meningo_CrgA_P | 6FAM- CGCGTGGATTCCGC -MGB
Pfalci_P1_F GGACATAATAAAAGGTTTTTCTTCCA Fenollar et al, Am J Trop Med
Plasmodium PfEMP1 Pfalci_P1_R CAAAATACACAAAATACAGAACCAAA Hyg. 6 mai 201592(5):926-32
falciparum - -
Pfalci_P1_P 6FAM-
CATTATGATGTGACGTGGTAGGATGGG
Plasmo_18S 2 F | AGGCAACAACAGGTCTGTGA Fenollar et al, Am J Trop Med
18S Hyg. 6 mai 2015;92(5):926-32

Suite annexe 1. Séquence d’ADN des sondes et des amorces utilisées pour I’identification des bactéries et de Plasmodium falciparum.
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ORGANISMES GENE | NOM SEQUENCES (5'-3") REFERENCE
CIBLES
Adenovirus AQ AQ1l GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT Heim A et al, J Med Virol.
2003;70(2):228-39.
AQ2 GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
AP FAM- TGC ACC AGA CCC GGG CTC AGG TAC TCC GA-
TAMRA
Enterovirus HevFwd356 | GCTGCGYTGGCGGCC Tapperel et al, J Clin
Microbiol. 2009;47(6):1742-9
PICO | EVPICO GAAACACGGACACCCAAAGTAGT
R
EV PICO FAM-CTC CGG CCC CTG AAT GYG GCT AATAMRA
Pro
Metapneumonvirus NLN-R CCTATTTCTGCAGCATATTTGTAATCAG Maertzdorf J et al,
J Clin Microbiol.
2004;42(3):981-6
NLN NLN-F CATATAAGCATGCTATATTAAAAGAGTCTC
NLN-PRO | FAM-TGY AAT GAT GAG GGT GTC ACT GCG GTT G-
TAMRA
Rhinovirus HRV S1 WGC CVG CGT GGC KGC C Yu X, Methods Mol Biol,
2015, 1221:11-24
HRV HRV S2 GAA ACA CGG ACACCC AAAGTAGT
HRV R GAA ACA CGG ACACCC AAAGTAGT
HRV Pro FAM CTC CGG CCC CTG AAT GYG GCT AATAMRA
Virus respiratoire VRS-F GGC AAA TAT GGA AAC ATA CGT GAA Fry AM et al,PLos One, 2010;
syncitial 5(11):e15098
CDC VRS-R TCTTTTTCT AGGACATTG TAY TGAACAG
VRS-P FAM CTG TGT ATG TGG AGC CTT CGT GAA GCT BHQ
Virus influenzae A GA2R AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA Kim C et al, PL0S One.
2011;6(6):e21610
GA?2 GA2S GACCRATCCTGT CACCTCTGAC
GA 2 Pro FAM-TGC AGT CCT CGC TCACTG GGC ACG
Virus Influenzae B INFBR CCA GCA ATA GCT CCG AAG AAA Van Elden et al, J Clin
Microbiol.2001 Jan;39(1):196-
RH2 200
INFBS AAA TAC GGT GGA TTA AAY AAA AGC AA
INF B Pro VIC CAC CCATAT TGG GCAATT TCC TAT GGC
TAMRA
Phage MS2 MS2 R GTT CCC TAC AAC GAG CCT AAATTC Ninove et al, PLoS One. 2011
Feb 9;6(2):e16142.
MS2 S CTCTGAGAGCGGCTCTATTGGT
MS2 Pro FAM TCA GAC ACG CGG TCC GCT ATA ACG A-BHQ

Annexe 2. Séquence d’ARN des sondes et des amorces utilisées pour I’identification des virus respiratoires.
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