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INTRODUCTION

La schistosomiase, aussi appelée bilharziose, est une affection due a un parasite du genre
Schistosoma et sévit dans les régions tropicales et subtropicales, principalement en Afrique. Vers
plat aussi appelé plathelminthe ou encore trématode, le schistosome se transmet a I’Homme par la
pénétration transcutanée de larves lors de bains en eau douce et stagnante généralement aux heures
les plus chaudes de la journée. La transmission a lieu quand les personnes atteintes de
schistosomiase contaminent les sources d’eau douce avec leurs excréments contenant les ceufs du
parasite qui vont y éclore. L’hdte intermédiaire est le bulin, un gastéropode d’eau douce.

Il existe plusieurs especes de Schistosoma dont cing sont considérées comme pathogenes pour
I’ Homme : Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma intercalatum,
Schistosoma japonicum et Schistosoma mekongi.

La plus répandue, Schistosoma haematobium, est responsable de formes urinaires pouvant aboutir
dans les cas graves a une insuffisance rénale terminale si elles ne sont pas prises en charge. Les
autres especes sont responsables de formes intestinales, hépatiques ou encore rectales.

Au total, on estime a 200 millions le nombre de personnes atteintes dans le monde. La
schistosomiase touche essentiellement les communautés pauvres et rurales, en particulier les
populations d’agriculteurs et de pécheurs. Les femmes qui accomplissent leurs tdches domestiques
dans de I’eau infestée, le lavage du linge par exemple, sont également exposées au risque. Le
manque d’hygiene et le contact avec de 1’eau contaminée rendent les enfants particulicrement
vulnérables a I’infection. L’exode rural et les déplacements de populations introduisent la maladie
dans de nouvelles régions. La croissance démographique, allant de pair avec une augmentation des
besoins en énergie et en eau, est souvent a l’origine de programmes d’aménagement, et de
modifications de I’environnement qui facilitent la transmission. La bilharziose est considérée
comme une maladie tropicale négligée, c’est-a-dire une maladie répandue et confinée aux régions
en développement. Cela pourrait changer car plusieurs cas sont survenus en Europe depuis 2011, en
particulier en Corse, faisant craindre I'émergence de cette parasitose en Europe. De plus avec le
développement de 1’écotourisme et des voyages hors des sentiers battus, un nombre croissant de
touristes contractent la schistosomiase.

Le diagnostic de cette schistosomiase urinaire repose sur la mise en évidence des ceufs du parasite a
I’examen direct des urines, mais aussi depuis récemment sur la mise en évidence, toujours dans les
urines de I’ADN du parasite et on parlera alors de diagnostic moléculaire.

Toutefois, une identification de ’espéce ne peut se faire qu’au travers d’un séquencage génomique
de ’ADN extrait. Il s’agira dans ce travail d’identifier la ou les espéces mises en cause chez les
patients pris en charge au service des maladies infectieuses de I'THU Méditerranée-Infection de
Marseille par séquencage de génes nucléaires et mitochondriaux.
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PARTIE 1:

SCHISTOSOMIASE URINAIRE,
PATHOLOGIE ET AGENT
CAUSAL



L. Schistosoma spp : description

1 Taxonomie et description morphologique

Décrit en 1852 par le pathologiste allemand Theodor Bilharz, le schistosome est un parasite a
sexes séparés : la femelle filiforme vient se loger dans le canal gynécophore du male lors de
I’accouplement. Ils sont tous deux trés reconnaissables : la femelle possede un corps long
(environ 20mm) et cylindrique, plutot étroit tandis que le male est plus aplati, plus large et
plus court (~/0mm). La femelle est de teinte foncée, alors que le male est blanc.

Quelques différences morphologiques peuvent toutefois étre relevées d’une espece de
schistosome a I’autre [1, 2, 4].

Figure 1: arbre phylogénétique de Schistosoma
(1]

a1l Plathelminthes

L OEES-8" Trématodes
L O11e/{=" Diplostomidae

L =-:0120 Schistosomatidae
L Schistosoma

Schistosoma haematobium
Schistosoma mansoni
Schistosoma guineensis



Figure 2: morphologie de schistosomes adultes male et femelle

https://www.slideshare.net/rajud52 1/schistosomes

Chez les deux sexes il existe deux ventouses : la ventouse orale qui s’ouvre dans 1’cesophage
et qui se dédouble ensuite en deux branches intestinales qui se soudent pour former le
caecum, et une ventouse ventrale qui est I’organe de fixation. Leur taille et leur morphologie

différent aussi au niveau des ceufs.
La longévité de Schistosoma haematobium est de plus de 10 ans et ’Homme est son seul hote

définitif [2, 3, 8].

Figure 3 : comparaison morphologique des ceufs par espece (um) [6]
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Tableau 1: exemples de caractéristiques morphologiques des ceufs de Schistosoma selon

I’espece (2,4, 5]

\ Localisation Nombre Prélévement
Espéce . , . Forme des ceufs . .
parasite d’ceufs/jour pour diagnostic
Plexus veineux Ovalaire a Urines
S. haematobium L 20-200 éperon terminal Biopsies
uro-genitaux ‘o
150/60 um vésicales
Veine Ovalaire a Selles. biopsies
S. mansoni mésentérique 100-300 éperon latéral » O10P
L rectales
supérieure 140/60 pm
. . Plexus veineux . , Ovalaire a Selles, biopsies
S. guineensis érirectal inconnu éperon terminal rectales
p 200/65 pm

L’ceuf de schistosome poss€de une caractéristique typique : la présence d’un éperon, terminal
chez S. haematobium, et plutot latéral chez S. mansoni. 11 permet de différencier les deux
especes lors de I’examen microscopique d’une lame (sur un prélévement d’urines
principalement).

Figure 4 : ceufs de Schistosoma haematobium et Schistosoma mansoni
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L’ceuf de Schistosoma mansoni est de plus petite taille que celui de Schistosoma
haematobium.

Cette caractéristique permet souvent 1’identification de I’espéce au microscope, bien qu’une
infection a Schistosoma mansoni soit beaucoup plus rare en routine.

2 Cycle parasitaire

La schistosomiase est une parasitose due a un vers hématophage, a sexes séparés, vivant dans
le systeme circulatoire des mammiféres a son stade adulte et évoluant chez un mollusque
d’eau douce qui servira d’hote intermédiaire, a son stade larvaire. D’une espéce a I’autre,
I’héte intermédiaire n’est pas identique : par exemple pour S. haematobium 1’hote est le bulin
alors que pour S. mansoni 1’hote est la planorbe.

Figure 5 : bulinus truncatus dans une boite de pétri vide

https.//twitter.com/PaulJBrindley/status/63508478207500698 1/photo/1

L’infection chez I’Homme se fait lorsque les larves du parasite pénétrent par la peau apres
leur libération par le gastéropode : I’Homme est 1’hdte définitif.

On parle de cycle hétéroxéne car le parasite a besoin de plusieurs hdtes pour se développer.

Le cycle existe et s’entretient selon des conditions d’hygiéne particulieres : une fois arrivés au
stade adulte chez ’Homme, les vers migrent a contre-courant dans la circulation et le
schistosome femelle se loge dans les cavités veineuses de la vessie ou de I’intestin ou il va
pondre ses ceufs qui vont passer par effraction et étre rejetés dans les urines ou dans les selles
selon I’espece mise en cause.

Dans des conditions de vie précaires, ces déjections se retrouvent dans le milieu extérieur,
dans les eaux douces stagnantes locales notamment. Ainsi, en conditions favorables de pH et
de température (pH neutre et température entre 18°C et 33°C), les ceufs vont libérer leur
forme larvaire ciliée : le miracidium. Cette forme a une durée de vie courte de quelques


https://twitter.com/PaulJBrindley/status/635084782075006981/photo/1

heures et doit trouver son hote intermédiaire, le bulin ou la planorbe, pour survivre. Son
évolution chez I’hdte intermédiaire dure environ 1 mois.

A maturation, le miracidium est a I’origine de la formation de milliers de forme terminale
évolutive : le cercaire. Possédant une queue bifide, cette forme, aussi appelée furcocercaire
devient donc la forme infestante, circule en eau douce et pénétre par voie transcutanée toute
partie du corps humain qui serait immergée en quelques minutes. Il perd sa queue lors de cette
pénétration pour devenir un schistosomule [2, 3, 4, 5].

Figure 6 : furcocercaire de S. mansoni au microscope (500um)
(2]

Si les ceufs ne sont pas libérés dans ces conditions favorables, que les défenses de I’organisme
de P"Homme arrivent a lutter contre eux ou qu’ils sont pondus dans des organes pleins
(poumon, foie) ils ne peuvent pas évoluer et seront retrouvés calcifiés.

Dans le systéme veineux mésentérique les larves se transforment en forme adulte en environ
deux mois puis s’accouplent. Les adultes vivent environ trois a cinq ans mais pour certains
cela peut aller jusqu’a vingt voire trente ans !



Figure 7: cycle parasitaire du schistosome
(2]
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Certains facteurs sont considérés comme favorisants au développement de cette parasitose :

o Niveau socio-économique faible: utilisation des eaux naturelles pour des besoins
domestiques et rejets des excréments, natation ou péche dans des eaux infestées
(enfants jeunes principalement qui sont rendus vulnérables a I’infestation)

o Activités professionnelles: agriculture, élevage, tiches ménageres

Pour lutter contre ce fléau, plusieurs techniques sont mises en place : assainissement
approprié des eaux, acces a 1’eau potable pour les zones reculées ainsi qu’une lutte contre les
gastéropodes qui représentent les hotes intermédiaires.

Un traitement préventif par du praziquantel est aussi instauré de facon périodique a grande
échelle pour limiter le nombre de cas.



3 Especes et répartition géographique

On considére que cinq especes de Schistosoma sont pathogeénes pour I’Homme. Elles sont
responsables d’infections a localisation différente :
o Schistosoma haematobium : bilharziose urogénitale (ou urinaire)
o Schistosoma mansoni : bilharziose intestinale, quelques formes hépatospléniques
o Schistosoma japonicum : bilharziose hépatique sévere
o Schistosoma mekongi : bilharziose hépatique sévere
o Schistosoma intercalatum : bilharziose intestinale

L’Homme est considéré essentiellement comme 1’hote définitif des schistosomes.

La principale zone endémique est I’ Afrique : on y retrouvera plusieurs especes et notamment
S. haematobium et S. mansoni, 3 moindre mesure S. intercalatum dans des zones humides
d’Afrique centrale [2, 3, 4, 5].

Figure 8: répartition géographique de la bilharziose selon [’'OMS en 2012
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Schistosoma haematobium est ’espéce la plus répandue, elle est retrouvée au Moyen-Orient,
a Madagascar et méme exceptionnellement dans le sud-est de la Corse (France) entre 2012 et
2013. Sa caractéristique d’étre non zoonotique et les températures élevées nécessaires a son
développement expliquent toutefois 1’absence de cette pathologie dans la liste des maladies
parasitaires présentant un fort risque d’introduction en Europe.
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S. mansoni a aussi une prévalence €levée dans les Caraibes, en Amérique du Sud et a aussi été

retrouvé a Madagascar.

Ces deux principales especes ont aussi été mises en évidence dans la vallée du Nil.
Les especes S. japonicum et S. mekongi sont quant a elles plutot retrouvées sur le continent
asiatique (Chine, Indonésie, Philippines, Cambodge).

Tableau 2 : répartition des especes selon leur réservoir et leur zone géographique

Espéce Schistosoma Zoonose Réservoir Zone géographique
. Hommes Afrique
S. haematobium Non Fau Moyen-Orient
Amérique du Sud
. . Hommes .
S. mansoni Oui Eau Afrique
Moyen-Orient
Hommes
S. mekongi Oui Chiens Asie
Eau
Hommes
Bovins
. . . Porcins )
S. japonicum Oui Singes Asie
Rats, souris
Eau
S. mter.calatu.m / Non Hommes Afrique
S. guineensis Eau
Hommes
S bovis Oui Bov.lns Afrique du Nord
Ovins Europe
Eau
Hommes
. . OV“.IS Afrique Occidentale
S. curassoni Oui Caprins s
. Sénégal ++
Bovins
Eau

11



I1. Physiopathologie de la schistosomiase urinaire

1 Symptomatologie et manifestations cliniques

La bilharziose évolue en trois phases cliniques successives. [2, 4, 7]

Les effets pathogénes sont principalement causés par la présence d’ceufs qui provoquent une
réaction immunitaire granulomateuse avec hyperlymphocytose (augmentation des
lymphocytes circulants) et hyperéosinophilie (augmentation des polynucléaires €osinophiles) :
on parle de granulome bilharzien. Cette manifestation immuno-allergique peut devenir a long
terme un bilharziome suite a la confluence de plusieurs granulomes bilharziens.

La bilharziose peut aussi étre asymptomatique, notamment en zone endémique (40% des cas).

a Phase de pénétration cutanée des furcocercaires

Souvent asymptomatique, elle permet 1’orientation du diagnostic quand elle est signalée lors
de la phase d’invasion. Elle se manifeste par un prurit et des €ruptions cutanées. On peut
parler de dermatite cercarienne. Elle survient quelques heures apres I’infestation par les
furcocercaires et jusqu’a sept jours apres.

b Phase d’invasion

Elle correspond a la migration des vers dans le systétme veineux et se manifeste par de la
fievre, des céphalées, une dyspnée asthmatiforme, hépatomégalie et diarrhée. On retrouve
dans cette phase aussi une éruption cutanée de type urticaire. Plus rarement on pourra
retrouver une encéphalopathie et/ou une pneumopathie. Elle survient entre deux et douze
semaines post-infestation. L’hyperéosinophilie est constante et marquée.

Cette phase peut étre inapparente chez le patient vivant en zone d’endémie alors qu’elle sera
bien visible chez le voyageur mais ce syndrome pseudo-grippal peut induire en erreur vers
une autre pathologie typique d’un retour de zone endémique, le paludisme.

¢ Phase d’état

C’est la phase qui va différer en fonction de I’espéce impliquée, elle peut se révéler quelques
semaines a plusieurs années apres ’infestation.
o Bilharziose urinaire ou uro-génitale par S. haematobium :

v" Hématurie macroscopique : signe le plus classique retrouvé dans cette
forme de bilharziose, il s’explique par I’effraction des parois vasculaires
provoquée par les ceufs induisant ainsi des microsaignements
Symptomes typiques d’une cystite : pollakiurie, briilures mictionnelles
Forte inflammation provoquant des infections et une insuffisance rénale
Atteintes génitales chez la femme : saignements du vagin, douleurs au
moment des rapports sexuels, nodules dans la vulve
Un cancer de la vessie peut étre une complication en cas de forme avancée
Pathologie des vésicules séminales ou de la prostate chez I’homme
Stérilité possible sur le long terme

ASANRN

ASANAN
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Les autres formes de bilharziose auront aussi un tableau clinique typique :
o Bilharziose intestinale par S. mansoni et S. intercalatum : diarrhées sanglantes,
rectorragies, douleurs abdominales et spasmes coliques
o Bilharziose hépatosplénique par S. mekongi, S. japonicum et S. mansoni : hépatite
granulomateuse évoluant vers une fibrose
Il existe d’autres formes, plus rares, de type rénales, pulmonaires, cutanées, digestives ou
encore cardiaques.

De plus, cette pathologie provoque des séquelles graves notamment chez I’enfant pour lequel
on peut observer un retard de croissance, une anémie, une diminution des capacités
d’apprentissage comme chez 1’adulte qui pourra étre limité¢ dans sa capacité de travail. Ces
effets sont cependant généralement réversibles en présence de traitement.

2 Traitement et prise en charge
Toute bilharziose évolutive doit étre traitée afin d’éviter les complications.

Le traitement de premiere intention de la bilharziose a S. haematobium repose sur
I’administration en dose unique de praziquantel (antihelminthique), a titre de 40mg/kg de
poids corporel, dose a répéter apres un mois. [2]

Le praziquantel augmente la perméabilité des membranes cellulaires pour les
ions calcium par perturbation des phospholipides membranaires. Ce
mécanisme induit une contraction des schistosomes et leur tétanisation et ainsi
la destruction des téguments. Les parasites morts sont ensuite €liminés par
I’immunité de I’hdte par phagocytose ou libérés dans la circulation systémique.

Sa pharmacocinétique est relativement classique : absorption rapide avec pic en
1 4 3 heures, métabolisme hépatique et élimination rénale avec demi-vie de 1h
a 1h30.

I1 est conseillé de prendre le traitement au cours d’un repas ou peu apres, le soir
en cas de prise unique (et dans un intervalle de quelques heures en cas de prises
répétées).

Quelques interactions médicamenteuses sont a prendre en compte avec les
inducteurs de cytochromes. Le traitement est possible chez la femme enceinte,
quel que soit le terme et a surveiller chez I’insuffisant hépatocellulaire ou en
cas de troubles du rythme cardiaque. [9, 10]

Il est important de souligner que le praziquantel n’est efficace que sur les formes adultes de
schistosome et qu’ainsi il est primordial de retarder le traitement de plusieurs semaines (entre
six et huit en moyenne) afin que les schistosomules aient atteint leur maturation : le traitement
ne doit jamais étre administré en phase d’invasion car il peut aggraver la symptomatologie.

I1 est efficace sur toutes les especes de schistosome.
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Un traitement chirurgical peut étre proposé si les 1€sions n’ont pas régressé suite au traitement
médicamenteux.

Le traitement doit €tre répété si lors de I’examen de suivi six semaines apres la prise du
traitement il persiste encore des ceufs.

On pratiquera aura aussi une NFS et une sérologie de contrdle. La surveillance thérapeutique
doit se faire a 2 mois, 6 mois et 1 an plus tard.

A I1 est a noter que des ceufs morts peuvent €tre émis pendant plusieurs mois.

Un traitement préventif est aussi instauré afin de réduire la morbidité de la pathologie, ciblant
les populations pour un traitement a grande échelle (on estime a 52 le nombre de pays touchés
par I’endémie).

Dans les zones de forte transmission il est recommandé de traiter les populations a risque tous
les ans et ce durant plusieurs années. Cette méthode permet de guérir les symptomes bénins et
d’éviter aux sujets infectés de développer la maladie au stade chronique avec une forme
sévere.

Mesures préventives :

- éviter le contact avec de I’eau douce contaminée

- bouillir '’eau douce utilisée comme bain pendant au moins 1 minute

- acces a I’eau potable pour les villages reculés

- lutte contre les mollusques

- se sécher vigoureusement la peau avec une serviette en cas de
contact avec une eau potentiellement contaminée

- émission des urines et des selles dans des latrines réduit le risque
d’infection

- traitement de masse par le praziquantel en ville ou milieu scolaire,
régulierement et sur le long terme

Ce traitement posséde 1’avantage d’étre efficace sur toutes les formes de schistosomiase
et de ne pas avoir un cofit considérable.

Il est a noter que les réinfestations post-traitement sont toutefois possibles mais que le
risque de développer une forme grave est alors fortement diminué voire nul quand les
cures ont été initiées dés I’enfance.
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I11. Hybrides et espéces animales

La diversité génétique de Schistosoma ainsi que sa possibilit¢ d’hybridation inter-espéces ont
un impact sur la dynamique de transmission, I’interaction hote-parasite, la virulence du
parasite ou encore la sensibilité du traitement. [3, 29, 30, 31, 32]

L’hybridation permet au parasite d’¢élargir son spectre d’hdte, que ce soit pour I’hdte
intermédiaire ou 1’hote définitif.

Les phénomeénes migratoires et le réchauffement climatique sont deux phénomenes qui
augmentent la probabilité de rencontre entre le parasite et deux hotes potentiels.

L’hybridation entre espéces génétiquement proches plus souvent rapportée est :
S. haematobium | S. bovis > S. haematobium / S. mansoni

Ces cas d’hybridation sont de plus en plus souvent retrouvés chez I’Homme : S. mansoni et S.
rodhaini au Kenya, S. mansoni et S. haematobium au Sénégal, S. guineensis et S.
haematobium au Bénin et au Cameroun.

Récemment, un foyer de bilharziose a ét¢é mis en évidence en Corse du Sud, plus
particulierement au niveau de la riviere Cavu dont les eaux peuvent approcher les 30°C au
cours de 1’été. Des cas ont été rapportés en janvier 2014 avec la mise en évidence d’ceufs de
Schistosoma dans les urines d’un jeune gargon pris en charge pour une hématurie. Quelques
semaines plus tard, des familles ont aussi ét¢ diagnostiquées positives a Schistosoma
haematobium. Cependant, aucun de ces patients ne faisait état d’un voyage en zone
endémique. Il a été ensuite mis en évidence que tous avaient voyagé en Corse.

Schistosoma haematobium est considérée spécifique de I’'Homme, qui est le
principal réservoir de D’infection. Toutefois, de nombreuses especes de
schistosome sont retrouvées chez I’animal, mais peuvent aussi étre retrouvées
exceptionnellement chez I’Homme (S. bovis notamment).

Dans le foyer Corse, il a été retrouvé une majorité de formes hybrides a S.
haematobium et bovis, quelques formes pures a S. haematobium et tres
rarement des formes de S. bovis. [30,31]

L’espéce S. bovis est capable de se développer chez les deux types de
mollusques (planorbe et bulin) et peut aussi étre retrouvée dans les mémes
zones géographiques que S. haematobium, avec laquelle elle s’hybride.

Cette hybridation profeére de nouvelles capacités infectieuses qui sont alors supérieures : la
capacité d’adaptation particuliére permet I’infection d’une plus grande diversité d’hdtes.

En effet, S. bovis peut infecter le Bulinus truncatus, mollusque naturellement présent dans les
iles méditerranéennes et dans tout le sud de I’Europe, mais il peut aussi infecter des
mollusques du genre Planorbarius, retrouvé dans la péninsule ibérique.
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Il n’est cependant pas certain que cet hybride S. haematobium x S. bovis puisse €tre retrouvé
dans ce mollusque, ni qu’il puisse infecter des ruminants.

Des études en laboratoire ont montré 1’augmentation de la virulence du parasite vis-a-vis de
I’Homme suite a une hybridation : 30 % des cercaires de S. haematobium sont capables de se
développer en parasite adulte, contre 23 % pour S. intercalatum. L’hybridation des deux
especes montre une capacité infectante bien supérieure avec 66 %. En conséquence, la
pathogénése induite est elle aussi accrue. [30]

De la méme maniére, 1’excrétion des ceufs peut étre modifiée ou bien évoluer : chez S.
haematobium les ceufs sont retrouvés dans les urines tandis qu’avec S. bovis ils sont émis dans
les selles. Dans le cas d’hybride il semblerait que les deux voies d’élimination soient
possibles ! Il convient alors de réaliser un examen direct pour les deux types de prélevement,
au risque d’obtenir de faux négatifs par exemple si seules les urines sont recueillies. [30]

Une autre espece a longtemps été confondue avec S. bovis : S. curassoni.

I1 est retrouvé au Sénégal, et infecte principalement le mollusque Bulinus umbilicatus.

Ces deux especes different par la morphologie de leurs ceufs [41,42] : pour S. bovis I’ceuf est
fusiforme et étiré aux deux extrémités tandis que pour S. curassoni, ’ceuf est plus petit,
arrondi a une extrémité et pointu a 1’autre (il ressemble a I’ceuf de S. haematobium).

Figure 9: comparaison schématique des ceufs de S. bovis et S. curassoni
[42]

Schistosoma curassoni
(155 um/55 wm)

Schistosoma bovis
{220 pm/55 um)

S. bovis est plus répandu car sa distribution est plus large, tandis que S. curassoni sera plus
localisé, infestant principalement les petits ruminants.

De nombreuses autres possibilités d’hybridation existent et sont retrouvées chez les animaux.
Elles sont cependant moins fréquentes.
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Tableau 3 : différentes possibilités d’hybridation inter-especes et pays ou ces hybrides ont été
décrits

[31]

Hybrides de
schistosomes humains

S. haematobium

S. intercalatum

Cameroun, Gabon

S. haematobium

S. mansoni

Sénégal, Cote
d’Ivoire

S. haematobium

S. guineensis

Cameron, Bénin

Hybrides de ) . . . .
Y . S. bovis S. curassoni Sénégal, Mali
schistosomes animaux
S. mansoni S. rodhaini Kenya, Tanzanie
) . . Sénégal, Niger.
Hybrides de S. haematobium S. bovis gal, Niger,
. . Bénin
schistosomes humains et
animaux S. haematobium S. mattheei Afrique du Sud
S.haematobium S. curassoni Sénégal
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PARTIE 2 :

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE ET
CLINIQUE
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I. Tableau clinique

La schistosomiase urinaire doit étre suspectée selon les arguments suivants : [2, 3, 6, 7, 8]
o Epidémiologiques : patient de retour d’une zone endémique avec notamment la notion de
baignade ou contact prolongé en eaux douces (étang, marigot, riviére)
o Cliniques : syndrome fébrile (« fievre des Safaris ») survenant quelques semaines apres
I’exposition (phase d’invasion), hématurie (phase d’état)
o Biologiques : hyperéosinophilie sanguine, élevée en phase d’invasion mais discréte voire
absente en phase d’état

On reléve dans les heures qui suivent I’exposition une réaction d’hypersensibilité au cours de la
phase d’invasion sous forme de dermatite cercarienne (éruption érythématoprurigineuse) liée a la
pénétration de la peau des cercaires. Ces manifestations allergiques sont cependant plus rarement
présentes chez le patient vivant en zone d’endémie, on les relevera principalement chez le voyageur
en retour de voyage.

Figure 10 : illustrations de manifestations cliniques allergiques cutanées de schistosomiase

Apres une période de quelques semaines de latence, on peut observer le syndrome de Katayama lié
a la migration des larves de schistosomules : fievre, toux scche, urticaire, myalgies,
hyperéosinophilie. Enfin, la phase d’état est peu symptomatique chez le voyageur (faible charge
parasitaire) et est plus marquée chez les patients vivant en zone endémique. Dans cette forme uro-
génitale, les ceufs se fixant au niveau des parois de la vessie et des uretéres, ils provoquent une
réaction granulomateuse intense avec ulcérations et pseudo-polypes. Cela est responsable de
phénomenes de dysurie, de pollakiurie, protéinurie, urétro-hydronéphore, surinfections bactériennes
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(Salmonella spp.), hématurie terminale et stérilité. Si la prise en charge se fait avant le
développement d’une fibrose et de calcifications, les atteintes du systéme vésical peuvent étre
réversibles. Dans le cas inverse, I’obstruction du col vésical et le méga-uretére méneront a une
insuffisance rénale terminale.

Il est & noter qu’une schistosomiase urinaire est aussi un facteur de risque de développer un cancer
de la vessie tandis que la forme génitale de la maladie peut entrainer des Iésions ulcératives et
hypertrophiques de I’appareil génital avec comme conséquence une infertilité.

I1. Examen direct : microscopie

Le diagnostic de schistosomiase urinaire repose sur la mise en évidence des ceufs du parasite dans
les urines. En principe, elle est possible a la phase d’état lorsque le ver est arrivé a maturité (soit 2 a
3 mois apres I’infestation par les furcocercaires de 1’hote). [2, 3, 5]

Les biopsies ne sont pas un examen de premicre intention et sont réservées aux lésions
macroscopiques suspectes.

Il est a noter que si la présence d’ceufs dans un produit biologique affirme le diagnostic de
bilharziose, leur absence n’exclut pas I’existence d’une bilharziose évolutive ou chronique. En effet,
la ponte n’arrive qu’au bout de quelques semaines et de plus les ceufs ne sont pas retrouvés dans
tous les cas. La sensibilité¢ de I’examen parasitologique des urines ne dépasse pas les 50 %.

1. Prélévement et traitement

Les ceufs de S. haematobium sont recherché dans les urines.

L’analyse se fait idéalement sur des urines de 24h ou a défaut sur des urines collectées en fin de
miction matinale, suite a un exercice de contraction de la sangle abdominale ou un effort physique
de type marche a pied (permettant le détachement des ceufs de la paroi vésicale). Elles sont ensuite
concentrées par centrifugation, sédimentation ou filtration. C’est le culot de centrifugation qui est
examiné en totalité.

2. Analyse microscopique
Les ceufs de S. haematobium mesurent environ 150um sur 60 pm. Ils sont arrondis, de forme
ovalaire sans rétrécissement au pole opposé a I’éperon. L’éperon est en position terminale.

La coque est épaisse, plus ou moins incolore.

Figure 11 : microscope et pot stérile a urine

https://www.socimed.com/pot-a-urine-sterile-60-ml-en-ps.html
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Figure 12 : ceuf de S. haematobium mis en évidence chez un patient de notre étude,
grossissement x100

hMa,qnificati'on: 110057

Figure 13 : ceufs de S. haematobium mis en évidence chez un patient de notre étude,
grossissement x400

Magnification: 40 x:




III. Autres examens

L’examen sérologique est indissociable de la recherche directe des ceufs dans les urines, il permet
une orientation diagnostique aboutissant parfois a la décision thérapeutique en 1’absence de preuve
parasitologique. Pour une sensibilité¢ optimale, il est recommandé de réaliser deux techniques de
sérodiagnostic de dépistage associant des antigénes de natures différentes (ELISA, HAI).

En cas de résultats discordants seul le Western-Blot permet de confirmer ou d’infirmer les
diagnostics.

De fagon générale, on fait appel a une technique de screening généralement par ELISA suivi d’une
technique de confirmation en cas de résultat douteux. [2, 3, 5]

o Immunofluorescence indirecte (IFI) : méthode basée sur 1’utilisation de deux anticorps, le
premier reconnait la protéine d’intérét de fagcon spécifique tandis que le deuxiéme est dirigé
contre 1’anticorps primaire. Ce second anticorps, marqué par un fluorochrome, permet un
marquage par haute affinité avec I’anticorps dirigé contre 1’antigéne recherché.

o Hémagglutination indirecte (HAI) : technique associant des antigénes particulaires et des
anticorps peu agglutinants pour laquelle il sera nécessaire de potentialiser 1’agglutination par
ajout de macromolécules diminuant les forces de répulsion (albumine) ou encore par
diminution du potentiel zéta (ajout d’antiglobulines).

o ELISA indirect (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ou EIA (Enzyme ImmunoAssay) :
technique de détection immunoenzymatique des complexes antigénes-anticorps d’intérét ;
I’antigene spécifique des anticorps recherchés est absorbé sur une microplaque.

o Western blot (WB) : technique qualitative qui permet de mettre en évidence des anticorps

dirigés contre les protéines spécifiques de Schistosoma, ces protéines étant séparées par
¢lectrophorese dénaturante puis transférées sur une membrane de nitrocellulose.

Tableau 4 : présentation de quelques tests sérologiques utilisés pour le diagnostic indirect

Technique Avantage Inconvénient Caractéristiques
Utilisation antigéne figuré
. Entretien de Réaction se positivant a partir de la 5°
Sensible i
IFI Spécifique souches au semaine
p d laboratoire Négativation 10-15 mois
post-guérison
ELISA Se’n.51ble Ant1ge;nes Utilisation extrait antigénique
Spécifique ovulaires
Hé lutinati ibl M e .
emaggiutination Sep S1BIC, anque .d? Utilisation extrait antigénique
indirecte simple Spécificité
Sensible Proposé en test de confirmation en cas de
Western-Blot L. , .
Spécifique résultat douteux des autres techniques

Les tests ne se positivent en moyenne qu’a partir de la 6° semaine apres la contamination. En phase
d’invasion, la sérologie est positive dans environ 90% des cas (mais seulement 20% des cas
montrent un taux assez élevé pour poser le diagnostic).
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En cas de tableau évocateur avec une sérologique négative, la sérologie devra étre répétée 15 jours
apres.

¢ Un rapport récent de la HAS (Janvier 2017) [3], rapporte que la sérologie trouve sa
place dans le diagnostic de la schistosomose pour :

- Dépistage de cas autochtones

- Toute personne migrante originaire de zone endémique

- Devant une symptomatologie évocatrice d’une parasitose mais non
spécifique de la schistosomose (éosinophilie, fievre, diarrhée, hématurie ...)

La recherche d’anticorps anti-schistosomes se fait par au moins une des deux
techniques principales : immunoenzymatique « ELISA » ou d’hémagglutination
indirecte (HAI).

La confirmation sérologique devant un résultat positif ou discordant si les deux
<> techniques ont ét¢ réalisées se fait par la réalisation d’une immunoempreinte, le
western-blot.

Il est a noter que la sérologie ne donne aucune indication sur le caractére ancien ou aigu de
I’infection, mais aussi sur ’espece de Schistosoma responsable, la charge parasitaire ou encore le
pronostic de la maladie.

D’autres examens pourront étre prescrits pour mettre en évidence ces dégradations lors de la phase
évolutive de la maladie :

- Cytoscopie : plusieurs stades sont décrits selon le type et le degré d’atteinte d’organe

— Stade 1 : « grains de sucre semoule », avec la présence de fines granulations en
forme de téte d’épingle, correspondant a un granulome bilharzien centré sur un ceuf
et sur une muqueuse érythémateuse

— Stade 2 : « grains d’acné », avec des nodules plus ou moins ulcérés correspondant a
la réunion de I¢ésions primaires et formant des granulomes bilharziens géants centrés
par plusieurs ceufs

— Stade 3 : « tumeur framboisée », avec hyperplasie épithéliale ou papillome bilharzien
correspondant a une formation arrondie d’environ 1 c¢cm de diamétre, rougeatre,
siégeant au niveau du bas fond vésical et saignant au contact

— Stade cicatriciel : aspect terne et calcifications diffuses, la fibrose s’étend a toute
I’épaisseur de la paroi, la rendant inextensible

- Radiographie : calcifications vésicales et urétrales visibles. La vessie peut étre entiérement
calcifiée (« vessie porcelaine »)

- Urographie intraveineuse : indispensable pour faire le bilan des Iésions vésicales et urétrales
et pour évaluer le retentissement rénal en amont. 4 stades au niveau rénal : hypotonie (retard
d’excrétion), stase (image nette), hydronéphrose (dilatation des cavités), mutisme

- Echotomographie : permet de repérer les papillomes vésicaux et dilatations rénales
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IV. Biologie moléculaire : principe général

L’aveénement de la biologie moléculaire a amené naturellement cet outil a étre positionné dans la
démarche diagnostique de la bilharziose. [2, 7]

Sa grande sensibilité permet de rendre un diagnostic positif pour des charges parasitaires plus
faibles. Son utilisation en routine reste encore réservée aux laboratoires spécialisés.

Toutefois elle commence a faire son apparition dans les panels syndromiques commmercialisés.

1. Extraction de PADN

L’extraction est une technique permettant d’isoler ’ADN des cellules ou des tissus a partir d’un
prélevement biologique. Elle consiste en un processus complexe nécessitant la lyse des cellules,
I’¢limination des inhibiteurs de PCR (polymerase chain reaction) notamment dans les selles,
I’inactivation des nucléases libérées et 1’¢lution des acides nucléiques. [2]

La lyse cellulaire est initiée par des étapes de concentration ou séparation cellulaire (centrifugation
par exemple) et utilise un traitement chimique (détergents, agents réducteurs, ...), une digestion
enzymatique et/ou une rupture mécanique (broyage, chocs thermiques, ...).

Le choix de I’échantillon a extraire est déterminé par la pathologie recherchée : dans le cas de
parasitoses intestinales, un prélévement de selles et/ou d’urines sera préféré.

Dans le cas d’une suspicion de schistosomiase, on préléve principalement les urines du patient.

Le prélevement est traité afin d’en extraire I’ADN total : mélangé dans un tampon de lyse afin
d’éclater les parois cellulaires il est vortexé puis centrifugé. Le technique utilisée en routine pour le
diagnostic de schistosomiase urinaire sera développée dans la partie 3.

2. PCR (Polymerase Chain Reaction) standard et temps-réel

L’ ADN obtenu suite a I’extraction est amplifi¢ par PCR ou réaction d’amplification génique. Cette
amplification permet d’augmenter considérablement la séquence cible d’ADN d’intérét recherchée
a partir d’amorces spécifiques.

Le but est de multiplier de facon exponentielle le nombre de séquences de I’ADN d’intérét afin de
favoriser son identification.

Elle consiste en une étape d’initialisation, a haute température (environ 95°C entre 5 et 10 minutes)
pour I’activation de I’enzyme utilisée, suivie d’une série de plusieurs cycles de température, en
moyenne entre 20 et 40 cycles puis enfin d’une étape finale d’extension.
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Cette technique nécessite différents composants :

- Nucléotides (ANTPs) : nécessaires a la synthése des nouveaux brins d’ADN

- Polymérase : enzyme résistante a la température du processus de dénaturation

- Amorces spécifiques ou primers: deux amorces complémentaires (fonctionnant par
couples), permettant I’élongation d’un double brin d’ADN

- Solution tampon (permettant un environnement chimique stable pour la polymérase), cations
bivalents (principalement le magnésium ou Mg?"), ions potassium monovalent (K+)

Chaque cycle se compose de 3 étapes se réalisant chacune a une température différente : les
températures sont déterminées selon 1’enzyme utilisée pour la synthése d’ADN, la concentration en
ions et en ANTPs et la température d’hybridation Tm spécifique des amorces.

— Dénaturation : haute température (94-98°C), durant environ 30 secondes. Elle permet de
casser les liaisons hydrogenes entre les bases d’ADN du double brin, le séparant ainsi en 2
molécules d’ADN simple brin

— Hpybridation : température plus faible, spécifique, en moyenne 30 secondes. Elle permet
I’hybridation des amorces aux brins d’ADN

— Elongation : température moyenne, strictement dépendante de la polymérase utilisée (en
moyenne 72°C pour la Taq polymérase, enzyme la plus commune). Elle permet la synthése

d’un nouveau brin complémentaire par ajout de dNTPs.
La durée de cette étape dépend de la polymérase utilisée mais aussi de la longueur du

fragment a amplifier
Figure 14 : schéma du processus de PCR

DNA ¥
PCR Cyc‘e ?NA ‘ piF Nucleotide

Components

Denaturation

94-98°C
Annealing
50-68°C
Elongation
72°C

https://www.clinisciences.com/achat/cat-pcr-conventionnelle-3473.html
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Actuellement, le diagnostic moléculaire de la schistosomiase se fait par une PCR en temps réel (RT-
PCR pour Real-Time Polymerase Chain Reaction) alors que la PCR standard est réservée aux
techniques de séquencage du génome. Cette RT-PCR repose sur la technique de sonde d’hybridation
ciblant le géne Dral, geéne le plus décrit pour le diagnostic de S. haematobium. Cette séquence

répétée de 121 paires de bases est considérée comme spécifique a S. haematobium et elle constitue
environ 15 % de son génome. [15, 20, 21]

Figure 15 : séquence de la région répétée Dral, numéro GenBank DQ1557698.1

>DQ157698.1 Schistosoma hasmatobium repaat region segquance
GATCTCACCTATCAGRCGARACRARGAAARTTTTARRATTGTTGGTGEGAAGTGCCTEGTTTCGCARTATCT
COGGERATGGTTGGTCGTATCGTTGTGARARATTGTTTCATATTATTGGETGAC

La technique repose sur 1’hydrolyse de la sonde d’hybridation qui émet un signal de fluorescence.
Les amorces complémentaires dites forward et reverse utilisées sont celles décrites dans les
publications et une sonde fluorescente a été ajoutée pour cette méthode.

Tableau 5 : séquences des amorces et sonde utilisées pour la PCR Dral

Amorce Forward : ShFW 5’-GATCTCACCTATCAGACGAAAC-3’
Amorce Reverse : ShRV 5’-TCACAACGATACGACCAAC-3’
Sonde 5’-TGTTGGTGGAAGTGCCTGTTTCGCAA-3’
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I. Présentation des patients

1. Epidémiologie

Nous avons retenu pour cette étude des patients pour lesquels le diagnostic de bilharziose a été
prouve par un examen direct positif ou des patients suivis pour leur bilharziose urinaire (¢échantillon
a distance du diagnostic et du traitement).

Les patients de cette étude seront tous anonymisés. Leur numérotation est arbitraire.
L’age noté correspond a celui au moment du diagnostic.

Le tableau suivant résume les principales caractéristiques de ces patients : age, sexe, pays d’origine,
résultat de ’examen direct au microscope et origine du prélévement observé, résultat de I’examen
biomoléculaire mis en place en routine au laboratoire.

Tableau 6 : Liste des patients étudiés avec leurs caractéristiques
Voir annexe pour tableau complément

P Examen | PCR . . Origine
PATIENT | AGE  SEXE | , 8 ) Sérologie .. &
d’origine direct | Dral prélevement
Patient1 | 17 ans M Non renseigné + - + Urines
Patient2 | 18 ans M Guinée -+ - + Urines
, R o Non .
Patient 3 | 14 ans M Cote d’lIvoire -+ - ., Urines
techniqué
Patient 4 | 18 ans M Mali + -+ + Biopsie vésicale
Patient 5 | 18 ans M Mali + -+ -+ Urines
Patient 6 | 16 ans M Mali + -+ + Urines
Patient 7 | 17 ans M Non renseigné + N Urines
& techniqué
Patient 8 | 21 ans M Tchad -+ NEm Biopsie vésicale
techniqué p
Patient 9 | 22 ans M Libye + -+ -+ Urines
+ + - Biopsie vésicale
France ; ;
Patient10 | 63ans =~ M + + - ?‘Ops“?
voyages RDC pulmonaire
- - - Urines
Patient 11 | 27 ans F Guinée + - + Urines
M : masculin + : résultat positif (Ct <40)
F : féminin — : résultat négatif (Ct >40)
RDC : République Démocratique du Congo Dral : nom du gene cible de la PCR [20,21]
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Le patient 10, de nationalité francaise, est connu pour une bilharziose urinaire sans antécédent
médical notable. Des scanners sont réalisés suite a une thrombose veineuse profonde spontanée de
la jambe droite dans lesquels trois nodules pulmonaires sont retrouvés associés a un épaississement
de la paroi antérieure de la vessie. Des résections au niveau de la vessie et du poumon sont réalisées
et leur examen anatomo-histo-pathologique montre la présence d’ceufs caractéristiques de
schistosomes. La PCR Dral revient positive pour les deux types de prélévements. Les urines sont
analysées mais sont négatives a I’examen direct et en biologie moléculaire.

La biopsie vésicale est observée au microscope et montre des ceufs caractéristiques a plusieurs
grossissement.
Ils sont photographiés grace au microscope Olympus BX53 et au logiciel CellSens Standard.

La présence de I’éperon terminal permet d’identifier Schistosoma haematobium et est indiqué par
une fléche sur les images.

Figures 16 - 18 : Biopsie vésicale du patient 11 entre lame et lamelle a plusieurs grossissements

Grossissement x1000
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Le patient 2 est a I’initiation de cette étude. Pour ce patient, un prélévement d’urines a été observé
au microscope et des ceufs caractéristiques de S. haematobium ont été mis en évidence. La RT-PCR
Dral est quant a elle revenue négative.

Figures 19 - 22 : Prélevement d’urines observé au microscope a plusieurs grossissements
Grossissement x400

Magnificatione405x

MagnificationR40px




MagnificationRA0h

Magnificationz40/x:

L’éperon de I’ceuf en position terminale est visible et permet I’identification de S. haematobium.
Selon la lame, les ceufs sont plus ou moins clairs, parfois rassemblés en amas, et il peut étre plus
difficile de les identifier selon la qualité de I’urine recueillie.

Ces images ont aussi été capturées comme pour la biopsie du patient 10 grace au microscope
Olympus BX53 et au logiciel CellSens Standard.




2. Dosage de PADN

Au cours de I’étape d’optimisation des PCR de séquengage, les ADN des patients de notre étude ont
pour la plupart été dosés par la technologie Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen by Life

Technologies).

Cette technique repose sur une quantification par fluorimétrie. Une fois préparés les échantillons
sont déposés dans I’automate, le couvercle est bien fermé pour que la lumicre n’interfére pas dans la
lecture et I’appareil donne la mesure de la concentration en ADN. Cette méthode ne sera pas
développée, elle a simplement été un outil supplémentaire pour tenter d’expliquer I’absence de

réponse des ADN de certains patients aux amorces utilisées au moment de I’amplification.

Figure 23 : schéma du protocole d utilisation du Qubit pour le dosage d’ADN

i " VORTEX A l'ombre 190pL WS .
1-Préparationdela  [ig (photasensibilité) | 10uLstandard | 2- Préparation

Work Solution (WS des standards :

S _——— Standard 1 (51)
199puL Buffer __J ﬁ # Standard 2 (52)
1pL détergent} 6 r

Ll détergen J [

x n échantillons VORTEX

5- Analyse QUBIT

des échantillons

|' i ',g |' IJ $1 = 50ng/pL
A 5 $2 >20000 ng/pL

e 198,L WS = == Laz= i wee—— 3- Vérification
2.y h 2uL ADN _ { des standards

6 i ! ;
g
4- Préparation I

Figure 24 : Qubit”® 2.0 Fluorometer (Invitrogen by Life Technologies)

34



II. Biologie moléculaire

1. Extraction sur NucliSens® EasyMAG (Biomérieux)

L’extraction d’ADN de nos échantillons a été réalisé sur I’automate NucliSens® EasyMAG de
Biomérieux selon le protocole suivant :

— les urines sont centrifugées pendant 10 minutes a 3500 rpm (rotation par minute)

— le culot urinaire est repris dans 500uL de tampon de lyse EasyMag (Nuclisens® easyMAG
Lysis Buffer) dans des tubes a microbilles de céramique puis vortexé pour éclater les parois
des ceufs et récupérer I’information génétique

— 800 pL (capacité maximale) de surnageant sont récupérés et envoyés a I’extraction

L’automate traite par « run » se composant de navettes de 8 prélévements avec une capacité de 3
navettes par lancement. La durée de 1’extraction varie d’environ 50 a 61 minutes.

Figure 25 : Automate NucliSens®™ easyMAG de Biomérieux
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2. PCR standard

La PCR est composée d’une étape d’initialisation a haute température puis de la succession de
plusieurs cycles de températures correspondant aux étapes de dénaturation, hybridation et
d’¢élongation pour se terminer enfin par une étape d’extension finale. Ces différentes étapes se
déroulent dans un thermocycler ou le programme de PCR est enregistré manuellement et peut étre
sauvegard¢ dans la mémoire de I’appareil.

Figure 26 : Thermocycler 2720 de AppliedSystems® utilisé pour ’amplification par PCR

https://www.htds.fr/sciences-analytiques/thermocycleur-2720/

Au cours de cette étude, plusieurs protocoles ont ét¢ mis en place et testés dans un but
d’optimisation des résultats.

En s’appuyant largement sur la littérature scientifique (tableau 7 Annexes), [20, 21, 22, 23, 25, 26, 27,
28] des amorces ciblant différentes régions du génome de S. haematobium (numéro d’accession
PRINA78265 génome complet [13]) ont été utilisées alors que d’autres ont été designées au
laboratoire, recouvrant des zones caractéristiques du génome :

v' COX ou cytochrome oxydase : marqueur mitochondrial a hérédité uniquement maternelle
(numéro d’accession DQ157222.2)

v' ITS ou internal transcribed spacer : marqueur nucléaire a hérédité biparentale

v’ 28S : ARN ribosomique, marqueur nucléaire. Les résultats obtenus avec cette cible n’ont pas
¢été concluants

Les marqueurs cox et its combinés permettent d’obtenir des résultats concluants pour le séquengage
des especes pures et des hybrides de Schistosoma.
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Tableau 7 : amorces utilisées dans cette étude (voir Annexes)

Cible Nom Amorce Séquence amorce
1F CCTYGGGGATTACTGAGTAAAG
4F GTAACATGGTAGTGCTTGAAGAATC
4R GATTCTTCAAGCACTACCATGTTAC
5F AGTGTCAGTTTGAAGKTCTGGAG
5R CTCCAGAKCTTCAAACTGACAGT
8R CTMCTAGCTTCAGCATGAACTA
COIIF TGAAGAATCAGGCGCTAG
COIIR CTATAGGCATATAACTATGTC
COX1-SCHIST-5’ TCTTTRGATCATAAGCG
16S-SCHIST-3’ GATAAGAACCAACCTGGC
UCOBF TGRCRYCARATGTCNTATTGRGCTGC
COX UNAD1R CCAACCTTDTTHGGNCCCTTACG
UNAD1F CGTAAGGGNCCDAAHAAGGTTGG
UPROR CCTYAAACACCCAAAGTTYRTATTCT
UPROF AGAATAYRAACTTTGGGTGTTTRAGG
ShCO1R1 GCCTCAAACCTAAACCAATAAAACCCCC
ShND1_1 TTGGGAGAAGTTTAGTGGGG
ShND1_2 AACAACGAAAATCATCTGCG
SsND1_proF1 GTTTTGATTAGCTGACTAC
SsND1_proR1 ATTCACAAGCAAATATAACC
ShPro_CO1F1 GAGTTTATAGTGAGTTGGTTAG
ShPro_CO1R1 GAAAGCAAGCAGTCTTCTAAC
ShND1_proF1 TGTATGGTGGTTATAGG
ShND1_proR1 CTCTCCTATAGTCCACTC
FW GTGGAGTTGAACTGCAAGC
28S RNA RV1 CCATAGCAGACAGGCAGC
RV2 GCTCAACAWTAATAGTCAAACCTG
Sh.R TGATAATCAATGACCCTGCAATAA
COX Sb.R CACAGGATCAGACAAACGAGTACC
Asmitl TTTTTTGGTCATCCTGAGGTGTAT
COX Schisto 3’ TAATGCATMGGAAAAAAACA
ITSF TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA
ITS ITSR TGCTTAAGTTCAGCGGGT
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG
TS ITS2 F GGAAACCAATGTATGGGATTATTG
ITS2R ATTAAGCCACGACTCGAGCA

Tableau 8 : amorces utilisées et dessinées avec [’Unité des Virus émergents (UVE)

ITS

1S
965R
58S
981R
525R
394S

GGTGAACCTGCGGAAGGATC
CCCGACCTCGGATCAGACG
GCATGCACCTGGCTTCKYGC
TTAAGTTCAGCGGGTAATCACG
GTTGGCTGCACTCTTCATCG
CTGCATGTACGCTGGCTTAG

COoX

1S
1160R
1218
604R
718R
689S

GATTTGATATCTTGATTTGTCTC
CCCATAATAAAMGGCCATCAYC
TGTGATCCWTATTATAAHTTRRTTYC
GCAGTACCAAATTTACGATCAAA
GTCTTACCATACCAAAWCCNGG
GGTGATCCDDTRTTATTTCARCA
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Les premicres €tapes de mise au point ont utilisé la Taq polymérase de type standard (AmpliTaq
Gold 360 Master Mix de Applied Biosystem®), suivant le protocole suivant.

Le mix est réalisé a partir de ces dilutions d’amorces tel que :
= pour 100pL d’AmpliTaq
- 10 pL amorce (20 pM) R (dite reverse)
- 10 pL amorce (20 uM) F (dite forward)
- 60 pL eau PPI

Ce mix est ensuite réparti dans des cupules pour PCR selon le mélange 23pL de mix + 2yl d’ADN.
Celles-ci sont ensuite placées au thermocycler pour amplification (figure 27).

Figure 27 : schéma récapitulatif de la réalisation des mix

- AmpliTag
(s
S— Réalization du —_—
R MIX '/
s : R e i ean
F oY
| 1
., - Amorces RetF
Amorces lyophilisées Pecuniinf \h' Diluées au
des amorces
1/50°
[eau]
b
"’ MIX 23 pL.

.

o
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Themp:-:ﬁrcieur Q : ﬁ"ﬂ: H-H[_ﬁ-j.,,__,t_,f _’{ - g _@ 21::L|ent

—

Figure 28 : programme PCR pour Mix standard

96°C
Initialisation 5 minutes
S
( , 95°C
Dénaturation 30 secondes
Y,
54°C
30 CYCIES < Hybridation 1 minute
- ] 72°C
\ ongation 1 minute
. ] 72°C
xtension 5 minutes
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Ensuite, une autre polymérase a été testée, dite « High Fidelity » pour séquencer des régions plus
grandes : la Platinum® PCR SuperMix High Fidelity de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). Les
mémes amorces ont été utilisées, selon le schéma suivant :

Le mix est réalisé a partir des dilutions d’amorces tel que :
= pour 44uL de Taq Platinum®
- 0,5 pL amorce (20 pnM) R (dite reverse)
- 0,5 pL amorce (20 pM) F (dite forward)

Le programme d’amplification est différent, avec une température d’hybridation spécifique de cette
nouvelle Taq.

Aussi, le temps d’¢élongation a été allongé a 10 minutes et le nombre de cycles a été ¢levé a 45.

Figure 29 : programme PCR Mix High Fidelity

. . - 0 940(:
Initialisation 2 minutes
94°C
Dénaturation 30 secondes
54°C

45 CyCles < Hybridation 1 minute

68°C
Elongation 10 minutes

68°C
Extension 5 minutes
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3. Electrophorése de PADN sur gel d’agarose

Pour valider le résultat de la PCR, un gel d’agarose est réalisé. Cette technique permet de mettre en
évidence la présence et la taille des fragments d’ADN. La révélation se fait graice au SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen by ThermoFisher Scientifics), colorant dont la fluorescence augmente
trés sensiblement quand il interagit avec I’ADN. Apres migration, le gel est placé sous lampe UV
pour observer les fragments d’ADN.

Figure 30 : schéma d’un gel d’électrophorese sur lequel on observe plusieurs bandes représentant
différentes tailles de segments d’ADN

*®@—
r—

P

Classiquement préparé a 2% d’agarose, dans cette étude les gels sont préparés a 3% d’agarose pour
permettre un temps plus long de migration selon le protocole suivant :

- Préparation du TBE (7ris Borate EDTA-Buffer) a 0.5X : dilution du TBE 10X
au 1/20¢ avec de I’cau stérile (Versilene)

- Dans une bouteille en verre, verser 100mL de TBE 0.5X

- Peser 3g d’agarose sur une balance de précision et le verser dans la bouteille

- Agiter

- Placer au four micro-ondes le mélange et faire chauffer jusqu’a ébullition pour
obtenir un mélange translucide (sous surveillance)

- Sous hoéte chimique, pipeter 6 pL de Sybr®Safe et dans un falcon de 50mL, le
mélanger par retournement avec du gel d’agarose chaud

- Couler les 2 falcons de 50 mL dans un support de gel avec peigne large

- Laisser refroidir

- Placer le gel solide dans une cuve a électrophorése.

- Prélever 6 puL de chaque cupule d’ADN amplifi¢ et mélanger a du DNA
Loading Buffer (~2 uL) pour que I’échantillon reste au fond du puits

- Déposer sur gel

- Dans un puits, déposer 6 pL de I’échelle de poids moléculaire fournie ou
adéquate

- Faire migrer

Dans cette étude, les gels migrent a 135 Volts pendant 1h30 en moyenne.

- Retirer le gel et le placer sous lampe UV (E-Gel Imager, life technologies)
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- Sur le logiciel GelCapture, sélectionner le mode et régler brillance et luminosité pour avoir
I’image de gel la plus nette possible

- Enregistrer les images obtenues sur fond noir ou sur fond blanc (« invert »)

- Le gel est ensuite jet¢ dans la poubelle adéquate et 1’appareil nettoyé et éteint

Figure 31 : E-gel imager (life technologies)

Les bandes apparaissant montrent un échantillon positif mais il convient de préciser que dans ce
travail tous les échantillons testés sont connus comme étant bilharziose-positifs par la mise en
évidence d’ceufs caractéristiques a I’examen direct au microscope.

41



Figure 32 : exemple légendé de gel obtenu

Echelle de poids
moleéculaire

RERRR VYN

L

e

Considérés positifs

‘ Considérés négatifs

Les fléches vertes indiquent un échantillon positif qui sera séquencé. Les fleches rouges montrent
un échantillon négatif, qui ne répond pas au couple d’amorces utilis€. Il ne sera pas séquencé.

NB : les dépots non indiqués par des fleches représentent des résultats considérés comme douteux.
1ls sont quand méme séquencés.

Les échantillons sortis positifs en électrophorése sont ensuite passés au séquengage classique
(méthode Sanger) et/ou haut-débit (méthode NGS) pour identification de 1’espéce parasitaire. La
méthode NGS a été favorisée pour le patient 2.

L’échelle de poids moléculaire utilisée ici (BenchTop pGEM® DNA Markers
de Promega) permet de comparer les tailles de fragments obtenus dans nos
amplifications, elle propose une échelle étalon.

Figure 33 : échelle de poids moléculaire de
Benchlop pGEM® DNA Markers de Promega

Les tailles de fragments obtenues apres révélation a la lampe UV permettent
de reconnaitre les potentielles especes mises en évidence.

2% agarose
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III.  Séquencage et identification de ’espéce

Les produits d’amplification obtenus peuvent ensuite étre séquenceés selon plusieurs méthodes. Le
but de cette étude est de mettre en évidence la présence de nouvelles espéces ou de populations
hybrides de Schistosoma dans les prélévements de nos patients. [11, 12, 13, 14]

1. Principe général

Le séquengage d’ADN est un outil essentiel en biologie moléculaire. Cette méthode permet de
déterminer 1’ordre dans lequel se succeédent linéairement les bases A, C, G et T de I’ADN (Adénine,
Cytosine, Guanine et Thymine). La lecture de cette séquence permet d’étudier I’information
génétique et donc biologique qu’elle contient. Cette technique est utilisée dans de nombreuses
applications différentes : médecine, enquétes épidémiologiques, criminelle, anthropologique ...

Trois types d’amorces sont utilisées selon la région du génome qu’elles ciblent :

v la région cible cox, pour cytochrome oxydase, est un marqueur mitochondrial a hérédité
maternelle.

v La région 28S, marqueur nucléaire. Des amorces ciblant cette zone ont été utilisées,
n’apportant pas de résultats concluants.

v la séquence cible its pour internal transcribed spacer a hérédité biparentale, correspond a
une portion de I’ADN ribosomique. Elle posséde un taux de mutation plus élevé, rendant la
comparaison de séquences its entre especes tres €loignées infructueuse. A I’inverse, elle est
utilisée de facon trés pertinente dans 1’analyse phylogénétique d’especes voisines.

Pour la suite de I’étude, seules les régions cox et its sont exploitées et étudiées.

2. Méthode Sanger

Cette méthode, souvent dite classique ou standard, est la plus utilisée en laboratoire, on parle aussi
de séquencage de premiere génération.

Apres amplification de I’ADN par une technique de PCR et mise en évidence des échantillons
répondant positivement aux amorces utilisées par un gel d’électrophorese, ces derniers sont
séquences.

Pour cela, les produits d’amplification sont d’abord traités par deux étapes de purification entre
lesquelles on réalise une nouvelle étape d’amplification par une PCR appelée BigDye®.

#% La premiére purification consiste en I’aspiration sous vide (Millipore®) des
produits apres un ajout d’eau stérile et homogénéisation a travers une plaque a
filtre NucleoFast® 96 PCR Plate Macherey-Nagel durant 10 minutes.

Les résidus sont remis en suspension avec 20ulL d’eau stérile et placés a
’agitation pendant 15 minutes. L’ADN purifié¢ est ensuite récupéré et remis dans
des cupules ou dans des tubes micronisés pour une conservation au congélateur.

La PCR BigDye" est réalisée comme une PCR classique dans un thermocycler selon 25 cycles
d’amplification avec un programme de PCR spécifique. Cette fois I’amplification ne concerne, a la
différence de la PCR classique, qu’un seul brin a la fois.

Le mix est réalisé a partir de BigDye® Terminator v1.1 cycle sequencing kit.
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Figure 34 : schéma récapitulatif de la PCR BigDye

" POUR 10 REACTIONS :
50 pL BIGDYE BUFFER
25uL. BIGDYE TAMPON

62,5 pL EAU STERILE

\_15uL AMORCEFOUR

fAHbRCéE]

NB : on réalise un mix par amorce, chaque brin se séquence séparément

#* La deuxiéme purification utilise une plaque Durapore® Membrane (96 Wellplate
MultiScreen Millipore) dans laquelle de la Sephadex G-50 Superfine est disposée
et sur laquelle on ajoute 300pL d’eau stérile, elle est ensuite couverte et laissée

pendant 2 heures pour qu’elle gonfle.

Elle est ensuite centrifugée 5 min a 1300 tours/min pour enlever 1’excédent d’eau.
13 pL d’ADN purifié et 7uLL d’eau stérile sont ajoutés pour le dernier lavage avec
en dessous une plaque de séquengage PCR"™ Microplate pour la récupération de
I’ADN final purifié

La plaque est couverte par un septa (Plate Septa 96-Well de Applied Biosystems) et déposée dans le

séquenceur. Le plan de plaque est enregistré sur le logiciel d’Applied Biosystems 3500.

L’automate traite un run en 40 minutes, qui correspond a 3 colonnes de la plaque. Il est important de

remplir les cupules inutilisées par run lancé avec de 1’eau comme sur le schéma suivant.

Figure 35 : schéma expliquant la composition d’un run au séquenceur

1RUN
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(X 1 1 lolole
000000060
000000060
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Figure 36 : séquenceur utilisé, le 3500 XL Genetic Analyzer de Applied Biosystems

Une fois I’analyse terminée, les données sont récoltées par dossier et traitées pour correction et
analyse des séquences obtenues.

3. Méthode NGS ou séquencage haut débit

Le séquengage a haut débit ou Next-Generation Sequencing (NGS) permet un séquencage rapide de
milliers a millions de molécules d’ADN ou d’ARN simultanément. Ainsi, plusieurs geénes de
plusieurs individus peuvent étre séquencés en méme temps, en comparant la séquence du patient a
une séquence de référence. [17, 18, 19]

De plus en plus utilisé dans divers domaines, le séquengage a aussi €évolué¢ au cours du temps.
Différentes techniques et automates ont ¢té développés pour donner naissance a plusieurs
génération de séquenceurs.

L’ensemble du séquencage haut-débit de cette étude a été réalisée en collaboration avec I'unité des
virus émergents [UVE] du Pr De Lamballerie suivant la technique Ion Torrent S5, séquenceur de
deuxieéme génération qui nécessite plusieurs étapes :

* la construction de banques de séquengage ou réalisation d’une librairie : ’ADN extrait
est fragmenté suite a un traitement enzymatique puis ses fragments sont ligaturés a des
adaptateurs universels

* D’amplification clonale: permet la multiplication de la quantit¢ de molécules
matricielles. Cette méthode varie d’un type de séquenceur a un autre. Par exemple elle
repose sur la lecture du pH suite a la libération d’un proton (ion H+) pour la société lon
Torrent alors que la société Illumina utilise des nucléotides fluorescents
Cette ¢tape est réalisée en émulsion dans cette étude (figure 37)

* le séquencage : les fragments issus de I’étape d’amplification sont individualisés pour
étre lus afin de produire autant de séquences nucléotidiques courtes
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Figure 37 : Représentation des étapes de ’amplification clonale en émulsion [UVE]
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2012)

4. Traitement des séquences et identification

Les séquences obtenues sont ensuite corrigées : dans cette étude, ce sont les logiciels Codon-code®
et ChromasPro® qui ont été utilisés. Pour tous les deux, I'utilisation est relativement simple et le
principe général est le méme.

Les séquences sont lues et sont accompagnées d’un graphique comprenant des pics de -
couleur, chacune correspondant a une base nucléique. Les bases pour lesquelles il o o
existe un doute sont de couleur différente et seront identifiées par une autre lettre. Cette e e
lettre est déterminée selon une régle pré-établie en fonction des bases soupgonnées :
telle que :

Tableau 9 : regle de codification universelle et corrections
A+T C+G T+G A+C C+T A+G

W S K M Y R
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C’est en observant le graphique que la correction peut se faire. En effet lorsqu’on observe un pic de
couleur bleue et un pic de couleur verte, ce sera celui qui prédomine qui donnera la base présente.
Parfois, les deux pics se chevauchent parfaitement aussi il n’y aura pas de correction possible.

Figure 38 : Chromatogrammes obtenus sur le logiciel ChromasPro® pour une amorce sur un des
patients de cette étude
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Sur ce premier chromatogramme (figure 38) dont la partie sélectionnée se trouve
approximativement entre les paires de bases 90 et 220 on peut observer des pics uniques donnant
pour chacun une base bien déterminée, aucune correction n’est nécessaire.

[ L . == oy
b 30 40 50 &0 70 T 50 10 130 1

Sur ce second chromatogramme, les pics mis en surbrillance donnent comme base un M, ce qui
correspond a un doute entre la base A et la base C. Cependant on constate que c’est le pic bleu qui
prédomine largement sur le pic vert dans les deux cas, on corrigera donc cette base en C.

Une fois corrigées, les séquences des amorces complémentaires sont assemblées afin d’obtenir une
séquence dite consensus. Dépendant de la qualité des séquences obtenues, cet assemblage ne
fonctionne pas a chaque fois. Il faudra dans ce cas lire les séquences par brin, donc par amorce.

Les séquences obtenues sont ensuite exportées par le logiciel au format FASTA et rassemblées sur
un document texte par exemple ou tableur.

i 5 1 1 1 > . Nati 1
Une banque mondiale de données en ligne est disponible et permet d 1dent1ﬁer( ) ouond

. . g i . Center for
un espece biologique selon la séquence observée : NCBI pour National Center Biotechnology
for Biotechnology Information. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ NCBI  [nformation
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Les séquences étudiées sont copiées et comparées par le systétme BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) avec la banque de données enregistrées en ligne. Une liste d’especes est alors proposée
selon des pourcentages de similitudes avec la séquence d’intérét. Ceci permet 1’identification de
I’espece et/ou de I’hybride recherchés. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Figure 39 : présentation globale du systeme BLAST

m blastp blastx thiastn thlast:

BLASTN programs search muclestide tstabases using 3 nucletide query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number{s), gi{s), or FASTA sequence(s) @ Cear
AAACATATGATGGACTCARACTACACTTCCTAAGCAAACTATCOAR Fi New columns added to the —
AOCACAAATCAATCCATAATACCCARAT AT OAATCATTATTACTTAT: P I =
ATACATATATGACTAACTATTCCAARTCCABATAAAATTAAAACATACACCT Description Table =
Click 'Select Columns’ or Manage |

O, upload file [ Choisit un fichier | Aucun fichier choisi 6 N—

L J

Entar & descnptive ttie for your BLAST search @)
[ Angn two or more sequences @

Choose Search Set
Database (@ Standard databases inr ete ). () rANAATS databases () Genomic + iranscript dalabases () Betacoronavinus
Nuciealide cobection (nint) v @

Organism —_r
Optianal [ 1] exciude

Enter organism commaon name, binomaal, of tax id. Only 20 top taxs will be shown 0
Exclude Models (XMXP)[_] 1 sample
Optianal
Limit to __| Sequences from lype material
Optional
Entrez Query [ | VeulliT} Create custom database
Optional

Enter an Entrez quary to limit search (@)

Program Selection
Optimize for @) Highty similar sequences (megablast)
) More dissemilar sequences (discontiguous megablast)
() Somewhal similar sequences (blasin)
Choase » BLAST sigorithm )

BLAST Search database i ion (nrint] using (Optimize for highly similar sequences)
]

L2 Show results in 2 new window

Figure 40 : exemple de résultat obtenu apres la reconnaissance de la séquence proposée par la
banque de données NCBI

POURCENTAGE DE
SIMILITUDES ENTRE LA
SEQUENCE REFERENCEE

NUMERO D'ACCESSION
DE LA SEQUENCE

SEQUENCE REFERENCEE RECONNUE
PAR RAPPORT A LA SEQUENCE ETUDIEE

— PERMET L'IDENTIFICATION DE L'ESPECE ET CELLE TESTEE REFERENCEE
l Séquence format FASTA
: Descriptif, ...
Description Scientfic Name s'::: ;::: g:‘: "E“ I'::; ”'L:_‘ Accessian
pbivgn froem Teanz ania haplarop G miloebondrion, ganial qenams Schisipsomaba . 952 552 100% 00 99.24% 15315 MKPSISIT1
Schisicsema haemaiobivm from Niger baploorown G1 milochendrion . partial genome Schisiosoma ha. 952 952 100% 00 9924% 15393 MKIEISET.1

1(cant) gene, parkalcds .. Schisigsomaba . 952 952 100% 00 99.34%

Schisicsema hasmaiobivm cvicchrome ¢ codase subunil 1 (coxl) gene. parkal cds . mitcchandrial Schiglosoma ha G52 SR]  100% oo 924% MNMTE  RTIE48811

Schistosema hasmalabivm cylechrome ¢ cridase subunil 1 (coxl) gene. pacial cds: mitechandrial Schisipsgma ha... 952 952 i00% 0.0 9924% 1176 KT3G46601

elochrome ¢ oxidase subunit 1 (coxl) gene, parsl cds . milcebandria Schisigsomaba = 952 952 100% 0D 9324% 1176 KI3546831

oooo@oo
i

Par exemple, ces résultats obtenus sur un patient « test » a partir du couple d’amorces Asmitl-Sh
ciblant la région cox montrent une identification de I’espece Schistosoma haematobium.
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PARTIE 4 :

RESULTATS ET DISCUSSION
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I. Résultats

Tous les couples d’amorces utilisés dans cette étude n’ont pas toujours fonctionné pour chaque
patient. Plusieurs tests ont été effectués, et seuls les plus probants seront présentés. Seules les
séquences consensus, s’il y en a, seront décrites dans cette partie. Le résultat de toutes les séquences
obtenues pour chaque patient et par amorce sera détaillé en annexe.

1. Patient 1 : Schistosoma haematobium

Le patient a mal répondu pour la majorit¢ des amorces de 1’étude. La séquence obtenue pour
I’amorce Schisto3’ a donné Schistosoma haematobium a 1’identification, de méme pour le couple
d’amorces ITS2 F et ITS2 R avec un pourcentage de similitudes de 100 % avec le numéro
d’accession GenBank MT580959.1.

Séquence consensus couple ITS2 F—ITS2 R :
TGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCG
ATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTG
AACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATC
ACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCG
GGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGA
TCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATA

L’espéce identifiée est Schistosoma haematobium, la présence de séquences d’hybrides entre S.
haematobium et S. bovis dans la liste des résultats de reconnaissance de la banque de données ne
sera pas retenue car la séquence obtenue par I’amorce Schisto3’ ciblant la zone COX du génome
donne aussi une identification a S. haematobium.

2. Patient 2 : Schistosoma haematobium

Patient a I’initiation de cette étude,avec pour rappel un examen direct positif et une PCR Dral
négative, il a pu étre testé une grande partie des amorces, avec un taux de réponse tres faible. La
qualit¢ de ’ADN a ¢été un peu remis en question cependant un dosage a ¢été¢ réalisé avec la
technologie Qbit® donnant une concentration en ADN de 23,1 ng/uL, supérieure a certains autres
patients dont les réponses en PCR étaient meilleures.

A partir des amorces congues avec I’unité des Virus Emergents de Pr LAMBALLERIE pour un
séquengage NGS, il a pu étre mis en évidence une positivité pour certains couples, qui ont ensuite
été séquencés par la méthode NGS en « poolant » toutes les amorces ayant la méme cible : pool
COX et pool ITS.

Sur COX I’identification a donné 1’espéce S. haematobium (numéro d’accession DQ157222.2) avec
un pourcentage de similitudes a 98,69 % tandis que sur la cible ITS I’identification propose une
hybride S. haematobium x S. bovis (numéro d’accession MT158882.1) avec 99,49 % de similitudes.

L’identification finale est S. haematobium.
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Séquence consensus obtenue sur la cible COX :
TGGGATTAGTATTAGTTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTA
AGTGTAGGTATAATTTATATTGTAATATTAATGTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAG
GAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAGATAGTAAAAACTTAGTGTTGCAGCA
TATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAATTAATTGTAT
AGTAAGCTGTAAAGGTAGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATG
TTATAGATATGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAA
TAAAAAATGTTTAAATTAAGTTCAGCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTA
ACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGGTAATCATTATAGTAATATATCAGA ATGATA
TTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTTTAGCTTTTCTTACTTA
AATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTACGATGGA
ATATGATATTATACATTCTGGTGTTTTTTTGTTGTTTTTTGGTTACATGGTAGAACTTAAGTTAGGTT
ATGTAAGGTGAATTAAATAAGTAGTTAGGAATATTCATATATACATATTGAGAATATGCACTTAGTTT
ATGAAGAATAAAAGTTTGTCATGCTTTTGGTGATTAGATTGTTTATAGTCAGTGTATGAAGATTTAG
TATAATGATATACCATAGTATTTGATATTAGATTTAGTTAATTTAAATGTATAATAGTATGTATATGTTA
GAGTTAGTTTTAAGAATCGAGAGTTTAATAATGACTTTATTATTAGTAGCTTTTTATATAATGAGTGA
GCGTAAGGTCTTGTCATATATACAATTACGCAAGGGACCTAAAAAGGTTGGTATTATGGGACTATT
ACAAAGGTTTGCTGATTTTATAAAGTTAATAAATAAGAGTAAGTTTAAAAAT

Séquence consensus obtenue sur la cible ITS:
ATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCG
TACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAAT
TAATGTGAACTGTATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCC

3. Patient 3 : Schistosoma haematobium

Des résultats positifs ont été obtenus avec de nombreux couples d’amorces chez ce patient. Le
dosage de son ADN au Qbit® a pourtant donné une concentration trés faible de 0,15 ng/uL.

Le détails des séquences obtenues par couple d’amorce ainsi que le résultat de leur identification est
détaillé en annexe, seuls le résultat ciblant la région COX et obtenu par NGS ainsi qu’un couple
ciblant la région ITS (ITSF — ITSR) et obtenu par méthode Sanger seront présentés ici.

Le pool de couple d’amorces COX donne une identification a S. haematobium (numéro d’accession
MWO067227.1) a 99,05 % de similitudes et la région ITS amplifiée donne S. haematobium
(MT580959.1) avec une pourcentage de similitudes 99,89 %.

Séquence consensus obtenue sur la cible COX :
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTG
GGATTAGTATTAGTTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAG
TGTAGGTATAATTTATATTGTAATATTAATGTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGA
GAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAGATAGTAAAAACTTAGTGTTGCAGCATA
TTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAATTAATTGTATAG
TAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTT
ATAGATATGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATA
AAAAATGTTTAAATTAAGTTCAGCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAAC
TCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGGTAATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATT
CAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTTTAGCTTTTCTTACTTAAA
TCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTATGATGGAATA
TGATATTATACATTCTGGTGTTATTTTTTTTTTTTTTNNNNNNNNNNTTTTTGGTTACATGGTAGAAC
TTAAGTTAGGTTATGTAAGGTGAATTAAATAAGTAGTTAGGAATATTCATATATACATATTGAGAATA
TGCACTTAGTTTATGAAGAATAAAAGTTTGTCATGCTTTTGGTGATTAGATTGTTTATAGTCAGTGT
ATGAAGATTTAGTATAATGATATACCATAGTATTTGATATTAGATTTAGTTAATTTAAATGTATAATAG
TATGTATATGTTAGAGTTAGTTTTAAGAATCGAGAGTTTAATAATGACTTTATTATTAGTAGCTTTTTA
TATAATGAGTGAGCGTAAGGTCTTGTCATATATACAATTACGCAAGGGACCTAAAAAGGTTGGTAT
TATGGGACTATTACAAAGGTTTGCTGATTTTATAAAGTTAATAAATAAGAGTAAGTTTAAAAATNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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Séquence consensus couple ITSF—-ITSR :
TAACCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTG
GTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTG
ATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTAT
TGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCT
ATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGC
ATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCG
TTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGT
GGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATA
CTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTC
CGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGC
GTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCACAGCC
TAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGAC
ATTATACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTTGTCTCTATG
GTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTATAATKACCCGA

4. Patient 4 : Schistosoma haematobium

Ce patient a permis d’obtenir des résultats avec de nombreux couples d’amorces, avec une
concentration en ADN de 23 ng/uL, identique a celle du patient 2.

Seuls les résultats d’un couple ciblant la région COX (Asmitl-Schisto3’) et d’un couple ciblant ITS
(ITS 58S - ITS 525R) seront présentés ici. Les autres couples et amorces sont rapportés en annexe.

La séquence obtenue pour le couple d’amorces Asmitl-Schisto3’ est similaire a 99,83 % avec la
séquence MK253577.1 de S. haematobium.

La séquence obtenue avec ITS 58S — 525R est assimilée a 98,77 % a la séquence de S. curassoni
(numéro d’accession MT580961.1). Cette séquence a été alignée avec celle proposée par le
BLAST® correspondant a S. curassoni et a S. haematobium grice au logiciel en ligne Multialin® mis
a disposition par I’ Institut National de Recherche Agronomique (INRA) de Toulouse.

Les séquences s’alignent parfaitement avec les deux especes S. curassoni et S. haematobium.
Malheureusement ces amorces ciblent une région ITS commune aux deux especes. A ce stade nous
ne pouvons donc pas définitivement conclure a la présence d’un hybride S. curassoni x S.
haematobium. Par défaut nous retenons la forme pure S. haematobium.

Séquence consensus couple Asmitl-Schisto3’ :
TTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATG
AGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTG
CTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTT
TTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTT
AAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTAC
GATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATT
TGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATG
GTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAAT
GGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Séquence consensus couple ITS 58S — ITS 525R :
TGCATGCACCTGGCTTCTCGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCA
GTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTT
CGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCA
AAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACT
GTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCKGGCATGCACCTGGCTTCGYG
CTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTAT
GCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTG
TGTCGATGAAGAGTGCGCCCAACACTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATAT
GCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGG
CTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCKTGCTGGACTGCATGTACGCTGGC
TTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATG
GGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCC
AACA
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5. Patient 5 : Schistosoma haematobium

L’analyse des séquences obtenues chez ce patient donne une identification a S. haematobium a
99,44 % de similitudes (MK253577.1) et a S. curassoni pour les couples ciblant la région ITS
99,79 % (numéro GenBank MT580961.1). Les séquences ITS obtenues avec les couples 58S —
525R et 58S-965R ont ¢été alignées comme pour le patient précédent. .Les séquences s’alignent
parfaitement avec les deux espéces S. curassoni et S. haematobium. Comme précédemment nous ne
pouvons pas conclure a la présence d’un hybride de ces deux especes et nous retenons la forme pure
S. haematobium.

Tous les couples ciblant la région COX ayant été testés sur ce patient sont revenus positifs et
séquenceés a S. haematobium (MT580959.1), exemple ci-dessous du couple Asmitl-Schisto3’.

Séquence consensus couple Asmitl-Schisto3’ :
GGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGAT
AAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAG
GAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGT
TCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAG
CTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAG
GTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTG
TTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGAT
GGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATKATTATTACA

Séquence consensus couple ITS 58S — ITS 525R :
TGCATGCACCTGGCTTCTYGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCA
GTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTT
CGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCA
AAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACT
GTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTG
CTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTAT
GCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGT
GTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACA

6. Patient 6 : Schistosoma haematobium

Les amorces COX Asmitl-Schisto3’ donnent une identification de 1’espéce S. haematobium a
99,83 % (MK253577.1). Un pool d’amorces COX séquencées par méthode NGS a aussi donné une
identification de S. haematobium a 99,70 % (DQ157222.2).

Pour les amorces ITS I’identification donne un hybride S. haematobium x S. bovis pour les couples
ITSF — ITSR ainsi qu’ITS4- ITS5 4 99,57 % (MW027655.1).

On peut conclure a la présence certaine de S. haematobium.

Séquence consensus couple Asmitl-Schisto3’ :
GGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGAT
AAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAG
GAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGT
TCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAG
CTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAG
GTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTG
TTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGAT
GGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTT
GGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Séquence consensus couple ITSF—ITSR :
TATAACCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGG
TGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCC
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TGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGC
TATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTT
CCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCT
GGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCA
GCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGC
GGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGY
ATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCT
GTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCC
GGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCAC
AGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTA
ATGACATTATACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTTGTC
TCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTATAATKACCCGA
CCCG

7. Patient 7 : Schistosoma haematobium

Chez ce patient, les amorces ciblant la région COX ont permis d’identifier I’espece S. haematobium
a 98,39 % pour le couple Asmitl-Sh et a 99,65 % pour le couple Asmitl-Schisto3’ (MK253577.1)

Séquence consensus couple Asmitl-Sh :
AAGATTAAACCCAACCATTGATWATAATCAATGACCCTGCAATAAATAMTTATTAATRCTGTAACC
CATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACAT
AATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAG
CTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATC
TCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAAT
CCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATA
TGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATAC
CCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCAACATATATGACAACTATTCCAAATCCAGGTAAATTA
AAACATACACCTYAGGATGACC

Il est & souligner que les couples ciblant la région ITS n’ont donné aucun résultat. L’identification
d’un hybride n’est donc pas possible.

8. Patient 8 : Hybride Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis

Les amorces COX permettent deux identifications : tout d’abord avec les couples Asmitl-Schisto3’
et Asmitl-Sh I’espece identifiée est S. haematobium a 99,31 % (MK253577.1).

Cependant avec le couple Asmitl-Sb, dont la seconde amorce cible spécifiquement S. bovis, on
identifie a 99,28 % de similitudes un hybride S. haematobium x S. bovis (MT579427.1).

Les amorces ITS4 — ITS 5 permettent I’identification a 99,58 % de similitudes d’une forme hybride
S. haematobium x S. bovis (MW027665.1), ce qui fait conclure a la présence de la forme hybride S.
haematobium x S. bovis et de la forme pure S. haematobium.

Séquence consensus couple Asmitl-Sh :
TAATGGCATAGGAAAAAAACAAAGATTAAACCCAACCATTGATAATAATCAATGACCCTGCAATAA
ATACTTATTAATACCTGTAACCATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATA
AGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATAT
CTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAA
CCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAA
AAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATA
ATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCAT
AGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAA
CTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC
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Séquence consensus couple Asmit1-Sb :
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAA
GTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGA
AGTGTAGTTTGAGCTCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTC
AGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCT
GTGGKTAC

Séquence consensus couple I'TS4 —ITSS :
CTGATCCGAGGTCGGGTCAATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAG
ACCGAACCATAGAGACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGC
GCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAG
ACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGC
GGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAG
CCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGAT
GTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAG
CCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGA
ACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACG
AAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGT
GTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTG
AACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAA
AGTTACGAGAACACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCAC
TGAAGCCTAGGGTAATAACCACCAAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATG
CATCATTATATATTTTTGGGTTATATAATATC

9. Patient 9 : Schistosoma haematobium

Tous les couples d’amorces testés pour ce patients et ayant pu étre séquencés ont donné une
identification a S. haematobium.

Le couple COX Asmitl-Schisto3’ permet une identification de I’espéce a 99,83 % de similitudes
(MK253577.1) et 2 99,35 % pour le couple ITSF — ITSR (MT158873.1).

Séquence consensus couple Asmitl-Schisto3’ :
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATA
AGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGG
AAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTT
CAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGC
TGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGG
TGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGT
TGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATG
GCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTG
GGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Séquences consensus couple ITSF — ITSR :

TTATATAACCCAAAAATATATA ATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGC
TTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTAT
GCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATG
ACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTAT
TGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCT
GCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGC
TGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTT
GAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAA
CTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCAC
GCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCC
TGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGC
CACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGC
TTAATGACATTATACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTT
GTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGTGTSTKTTTTCGCACGAATTGTATAA
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10. Patient 10 : Schistosoma haematobium

Pour ce patient, peu d’amorces ont fonctionné. Un couple d’amorces ciblant la région COX a
permis d’obtenir une identification de S. haematobium mais leur assemblage n’a pas pu donner de
séquence consensus. L’amorce ShND1 1 a permis une identification a 100 % (MK253578.1) contre
94,62 % pour I’amorce ShAND2 1 (MK253567.1).

Pour la région ITS, l’identification donne 100 % de similitudes avec S. haematobium

(MT580959.1).

Séquence consensus couple ITSF - ITSR :
CGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGT
GCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCC
GTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTT
TGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCT
AGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACA
ACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAAT
GTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTG
GCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGA
GTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGT
CCGGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTC
GTGGCTTAATGACATTATACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTG
ATCTTGTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTA

11. Patient 11 : Schistosoma haematobium

L’identification ici ne repose que sur le couple COX Asmitl-Sh qui est le seul ayant fonctionné. Le
dosage de ’ADN a été réalisé et donnait une concentration faible de 1,76 ng/uL mais toutefois
quasi équivalente au patient 4 pour qui la plupart des couples d’amorces ont bien répondu.

De plus la séquence obtenue correspond a S. haematobium avec 99,16 % de similitudes
(MT579447.1), mais aussi avec une forme hybride S. haematobium x S. bovis pour le méme
pourcentage (MT 579443.1).

Aucun couple d’amorces ciblant la région ITS n’a fonctionné.

Ces résultats ne permettant pas de conclure a une forme hybride, la présence de S. haematobium
sera retenue.

Séquence consensus couple Asmit1-Sh :
AGGTGTATGTTTTAATTTTMCCTGGATTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATG
ATTCATCGTTTGAGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTT
TGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTAT
GATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTC
GTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACT
GGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTT
CATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGAGGCCTTT
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Tableau 10 : résultat final du séquencage par patient

Patient 1 Schistosoma haematobium
Patient 2 Schistosoma haematobium
Patient 3 Schistosoma haematobium
Patient 4 Schistosoma haematobium
Patient 5 Schistosoma haematobium
Patient 6 Schistosoma haematobium
Patient 7 Schistosoma haematobium
Patient 8 Schistosoma haematobium x bovis
Patient 9 Schistosoma haematobium
Patient 10 Schistosoma haematobium
Patient 11 Schistosoma haematobium
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I1. Discussion

L’hybridation est un phénoméne évolutif fascinant qui souléve la question de savoir comment les
especes maintiennent leur pérennisation. L’hybridation inter-espéces se produit entre certaines
especes de Schistosoma qui peuvent causer d’importants problémes de santé publique et vétérinaire.
En particulier, des hybrides entre S. haematobium et S. bovis associés respectivement a ’Homme et
a I’animal sont fréquemment identifiés en Afrique [32, 36, 38, 39, 40].

Le but de cette étude a été de mettre en évidence la présence de formes hybrides ou de nouvelles
especes de Schistosoma chez les patients pris en charge a I’THU depuis 2017. Ce travail a été initi¢
suite @ une discordance entre les tests diagnostiques pour un des patients (patient 2) : un examen
direct positif (ceufs caractéristiques de S. haematobium dans les urines) et une PCR Dral utilisée en
routine négative. Notre hypothése était alors celle d’une nouvelle espece.

En s’appuyant largement sur les données de la littérature [21, 22, 23] concernant le séquencage de
Schistosoma et de ces hybrides, et en dessinant de nouvelles amorces pour la région ITS, plusieurs
méthodes d’amplification ont été testées et mises au point ainsi que deux générations de séquencage
pour optimiser les résultats obtenus.

1. Méthodes utilisées et interprétation des résultats

Selon I’espece, le schistosome ¢limine ses ceufs selon le site ou vit la femelle gravide. En effet, on
sait que pour S. haematobium les ceufs sont émis dans les urines. Pour S. bovis, espéce parasitant
des ruminants, les ceufs sont retrouvés dans les selles.

Dans le cas d’une hybridation de deux especes les ceufs pourraient étre émis dans les selles et/ou
dans les urines [30, 31, 36]. Ainsi par exemple, chez un patient chez qui on suspecte une bilharziose
une urine négative a I’examen direct ne pourrait pas totalement exclure un diagnostic positif a
Schistoma si ce patient était parasité par une forme hybride.

En effet, chez les schistosomes la rencontre entre le male et la femelle se produit au niveau de la
veine porte. Les deux vers s’accouplent et se dirigent ensuite vers le site de ponte, le male portant la
femelle dans son canal gynécophore. On peut donc supposer que lors d’un croisement de premiére
génération, le male d’une espéce conduit la femelle de 1’autre espéce vers son propre site de
reproduction. Pour les générations suivantes, le choix du site de ponte pourrait dépendre du niveau
d’introgression génétique. En conséquence, il serait maintenant d’usage que pour toute suspicion de
bilharziose urinaire, des prélévements d’urines et de selles soient réalisés systématiquement.

L’une des études les plus récentes rapportant des cas d’hybrides chez ’Homme est celle rapportant
I’épidémie de schistosomiase en Corse [30, 31]. En effet plusieurs cas d’hématurie ont été constatés
chez des patients consultant en maladies infectieuses et I’anamnése de ces patients n’a rapporté
aucun voyage en zone endémique de bilharziose. Cependant tous avaient voyagé dans une région de
Corse ou une riviére est connue pour héberger le Bulinus truncatus, mollusque hote intermédiaire
de S. haematobium. En outre, la température de 1’eau dans la riviere du Cavu est trés chaude et
avoisine les 30 degrés, ce qui en fait un milieu de choix pour le développement de notre parasite.
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Seules les urines des patients pris en charge lors de cette épidémie ont été collectées et apres
analyse, des ceufs caractéristiques de S. haematobium ont été retrouvés chez certains alors qu’une
forme atypique a été identifiée chez un seul patient. Plus tard il a été identifié que ces ceufs étaient
ceux de S. bovis.

Figure 41 : morphologies des ceufs retrouvés dans [’épidémie Corse [31]

I’ceuf 1 correspond a S. haematobium, ’ceuf 2 a S. bovis
les ceufs 3 a 8 correspondent aux formes hybrides retrouvées dans 1’épidémie Corse

Sur les 38 patients de I’é¢tude, seuls 6 ont présenté des urines positives a I’examen direct. Pour les
autres patients, les auteurs émettent ’hypotheése que les ceufs ont été excrétés dans les selles ou
alors que la charge parasitaire était trop faible pour étre détectée.

Si I’on remonte dans I’histoire, une précédente étude avait déja montré la présence de
S. bovis en Corse au cours des années 1920-1930 [33]. Cette identification avait eu
lieu dans la région de Porto-Vecchio et de Bonifacio. Le genre Schistosoma sous la
forme S. haematobium ou S. haematobium x S. bovis peut donc étre considéré
comme endémique en Corse.

Diverses équipes scientifiques [33, 34] ont réalis€ plusieurs expériences d’hybridation entre
différentes especes en laboratoire montrant une plus grande « vigueur hybride » ou « heterosis »
chez les hybrides formés par rapport a leurs espéces pures (fécondité¢ plus élevée, temps de
maturation plus court, infectivité plus élevée et spectre d’hote plus large).

Il est plus commun de retrouver une hybridation a partir d’un male S. haematobium (information
donnée par le résultat du séquencage de la région ITS) et d’une femelle S. bovis (dont I’information
sera donnée par le résultat de la séquence COX obtenue). Ce croisement a été étudié et testé
expérimentalement en laboratoire il y a plusieurs décennies et a montré une descendance viable. [34]

Dans notre étude, trois de nos onze patients (27 % de notre cohorte) sont originaires du Mali. Une
étude a été réalisée sur une cohorte de patients de retour de voyage de ce pays [38].

Suite a un voyage au Mali, dix patients rapportaient s’étre baignés 15 minutes en eau douce. Ils se
présentaient avec un tableau clinique varié¢ dont certains avec une forme grave.. Sur ces dix patients,
sept avaient des ceufs de schistosomes dans les selles et deux dans les urines. Le séquengage COX
et ITS réalisé¢ sur les ceufs retrouvés dans les selles a montré chez un patient un hybride S.
haematobium x S. bovis. Pour les autres patients il a été montré principalement S. mansoni.

Aucun séquencage n’a été réalis€ sur les urines.

Le séquencage des prélévements des patients originaires du Mali de notre étude n’a donné que des
formes pures a S. haematobium.
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Le patient 8 qui est le seul ayant donné une forme hybride S. haematobium x S. bovis est originaire
du Tchad [44]. Nous n’avons pas pu trouvé de description de la présence de cette forme dans ce pays
dans la littérature scientifique.

Il est difficile de connaitre la prévalence de la présence des hybrides en Afrique.

Des cas d’hybridation S. haematobium x S. bovis ont aussi été rapportés lors d’une étude en Cote
d’Ivoire [39]. Celle-ci a ét¢ menée chez des écoliers dans plusieurs écoles a partir d’échantillons
d’urines collectés. Apres éclosion des ceufs, les miracidiums ont été collectés individuellement [35,
37, 39]. L’analyse moléculaire a été réalisée en fonction des régions COX et ITS2, et apres
amplification, il a été mis en évidence la présence de formes pures et hybrides de ces deux espéces.
Les séquences COX ont donné des identifications de S. haematobium pour environ 45 % contre
55 % d’identification a S. bovis. Pour la région ITS2, 77,5 % des séquences analysées donnent S.
haematobium pur, 10 % S. bovis pur et 12,5 % des hybrides de S. haematobium x S. bovis.

Webster et al [29] ont aussi démontré qu’au niveau des régions ITS les variations entre les especes et
notamment entre S. haematobium et S. bovis différent peu, a quelques nucléotides pres.

Par conséquent, des profils de double chromatogramme doivent étre recherchés afin de mettre en
évidence la coexistence d’une forme hybride avec une forme pure. Dans ce travail il a été parfois
observé des doubles pics corrigés en respectant les reégles de codification universelle.

Cependant aucun de ces doubles pics ne correspondait a un hybride. Pour pallier a ce probléme de
doubles pics chromatographiques, certaines études isolent individuellement les miracidiums du
prélévement par la technique d’extraction par micropipette afin de procéder a I’extraction de I’ADN
d’un seul « individu » [37]. Cette technologie de précision n’étant pas disponible au laboratoire de
I’IHU-M¢diterranée, elle n’a pas pu étre réalisée.

Dans ce travail, nous avons donc travaillé sur un extrait d’ADN du culot urinaire. Nous avons donc
potentiellement un mélange entre les formes pures et hybrides. La lecture des chromatogrammes a
été réalisée sur ChromasPro® attentivement afin de visualiser ces fameux double pics.

A P’inverse, la région COX d’héritage maternelle différe plus entre S. haematobium et S. bovis.

Huyse et al [24] ont montré suite a une analyse précise par paire de base qu’il existait 12 % de
divergence de séquences en S. haematobium et S. bovis, contre 6 % de différence entre S. bovis et S.
curassoni. Ces chiffres peuvent expliquer la difficulté d’identification des espéces présentes au
moment du diagnostic par séquencage Sanger. C’est pourquoi pour le patient 2 nous avons
essentiellement travaillé en NGS afin d’optimiser les chances d’identifier une potentielle nouvelle
espece.

Au final, des hybrides de S. haematobium x S. bovis ont été retrouvés chez un seul
patient de notre étude (patient 8).

L’hybridation de ces deux espéces montre qu’il y a eu un changement d’héte a un moment donné du
cycle parasitaire soit des espéces zoonotiques vers un humain soit de I’espéce humaine vers un
animal. Ainsi, le site de ponte est probablement modifié¢ lors d’une hybridation mais il n’a pas
encore ¢été parfaitement décrit dans quelle proportion avait lieu cette modification au cours des
générations ultérieures. Il est seulement supposé que la ponte aurait lieu de la fagon préférentielle de
I’espéce du vers male pour la premiére génération d’hybrides [29].
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Chez I’'Homme, S. haematobium reste encore I’espéce majoritaire dans des formes urinaires. Une
PCR en temps réelle décrite dans la littérature est ainsi utilisée en routine ciblant une séquence
répétée du génome de I’espece parasitaire, le géne Dral [20,21].

Cette ¢tude belge a montré que la Dral-PCR donnait de bons résultats pour le diagnostic de S.
haematobium avec une détection a environ 15 Ct (cycle de seuil), alors que pour S. bovis le signal
émis était moyen (environ 30 Ct), faible pour S. mansoni (plus de 40 Ct) et enfin inexistant pour S.
Jjaponicum et S. mekongi.

Figure 42 : CNOPS et al, tableau comparatif des détections obtenues pour la Dral PCR avec
d’autres types de PCR

Table 1. Species-specificity of the draPCR in comparison to the Sm1-7PCR and the genusPCR.

complex species host extract from draPCR Sm1-7PCR  genusPCR
S. mansoni complex 5. mansoni human adult worm 41.93* 15.08 21.35
5. haematobium complex 5. haematobium human adult worm 15.21 20.44 20.67
S. intercalatum human adult worm 16.65 39.16 23.64
5. guineensis human adult worm 15.12 3897 23.26
S. bovis cattle adult worm 2968 13.49 18.92
S. japonicum complex 5. japonicum human cercariae 0.00 0.00 23.52
S. mekongi human clinical sample 0.00 0.00 27.98

Ct-values indicate a strong (Ct<<28, highlighted in bold), medium (Ct between 28-38), weak (Ct>38) or no (Ct=0) recognition of the spedies.
*a 5-fold dilution series on this DNA demonstrated that the weak signal resulted from cross-amplification and not from a-specific background noise.
doi:10.1371/journal.pntd 000241 3.0001

Notre étude a toutefois montré que des prélévements de deux patients dont I’examen direct au
microscope était positif (présence d’ceufs caractéristiques de schisosomes dans les urines) ne sont
pourtant pas sortis positifs en RT-PCR, et ce méme aprés ré-extraction des prélévements et
recherche d’inhibiteurs (controle interne d’inhibition inclus dans la PCR et dilution de 1’échantillon
au 1/20e). Aussi, il a été question de mettre en évidence d’éventuelles nouvelles espeéces ou des
especes hybrides qui ne seraient pas ou mal diagnostiquées par cette méthode.

Apres technique d’amplification et séquencage il a été identifié chez un patient dont le diagnostic
moléculaire était négatif (patient 2) une infection a S. haematobium ce qui remet donc en question
la performance spécifique a cette espéce de la méthode de RT-PCR Dral.

Plus encourageant, le prélévement d’un patient (patient 8) avait été diagnostiqué positif en Dral,
laissant donc penser a une forme S. haematobium alors qu’il s’agissait en réalit¢é d’une forme
hybride S. haematobium x S. bovis. Cette cible peut donc mettre en évidence les formes hybrides.

Il est donc indispensable dans des travaux futurs d’élucider 1’absence d’amplification de la région
Dral chez quelques formes pures de S. haematobium. Pour rappel la PCR Dral cible une région
répétée de 121 paires de bases (DQ157698.1) mais aucune information sur sa position au sein du
génome n’est accessible.

Il reste donc nécessaire de trouver une meilleure cible commune a S. haematobium et de méme
efficacité pour les hybrides dans le cadre du diagnostic de routine de la bilharziose par PCR.
L’examen direct reste une technique indispensable pour la diagnostic.
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2. Enjeux de la prise en charge de la bilharziose
La lutte contre la bilharziose vise a réduire la prévalence de la maladie par I’administration
périodique de praziquantel a grande échelle.

De la méme fagon, une démarche préventive dans le but de faire régresser la transmission est
instaurée par le traitement et I’assainissement des eaux notamment ou encore grace a un meilleur
acces a I’eau potable et a une éducation sanitaire.

L’OMS coordonne une stratégie de lutte contre la pathologie par la mise en place d’un calendrier
chimioprophylactique par le praziquantel de facon réguliere pour les populations considérées a
risque. Sont visés les enfants en bas age, les adultes exposés en zone d’endémie, ayant des activités
en eaux infestées (agriculteurs, pécheurs, femmes effectuant des tiches domestiques ...).

Dans les zones a forte transmission le traitement préventif est annuel et ce durant plusieurs années
avec un suivi indispensable. Celui-ci permet de traiter les symptomes bénins et d’éviter le passage a
une forme chronique grave. Enfin, un traitement initi¢ dés 1’enfance permet de diminuer fortement
le risque de développer une forme sévere méme s’il est important de souligner que des réinfections
sont possibles.

L’hybridation inter-espéces souléve un probléme quant a la virulence du parasite. On retrouve dans
la littérature de nombreuses données qui montrent que le croisement entre deux espéces permet au
parasite d’élargir son spectre d’hdte mais aussi ses capacités infectieuses vis a vis de I’hote
intermédiaire mais aussi chez ’Homme [29, 30] grace notamment a une capacité d’adaptation aux
milieux et climats. Ces phénomeénes d’introgression soulévent le probléme de I’émergence de
nouvelles especes parasites, sous forme d’hybrides, modifiant ainsi la transmission et spectre
d’hétes, I’épidémiologie des parasites (leurs traits de vie, résistance ...), ’évolution de la pathologie
et donc leur virulence aupres de I’Homme et des espéces animales mais aussi sa prise en charge et
ses éventuelles résistances au traitement [31].

Si initialement 1’infection touchait principalement les populations pauvres et rurales, elle se
retrouve aujourd’hui de plus en plus en dehors de ces zones défavorisées.

En effet, les mouvements de population exportent la maladie dans de nouvelles régions induisant
une expansion des zones endémiques. De plus, le développement du « tourisme rural » ou encore
« écotourisme » provoque aussi une hausse des infections chez les voyageurs.

En zone endémique, certains changements écologiques (pH de 1’eau, salinité¢) ainsi que
I’augmentation de I’irrigation ont créé de nouveaux habitats et permettent le développement ou la
prolifération de nouveaux hotes intermédiaires [24].

La prise en charge de cette parasitose devient donc un enjeu mondial, tant au niveau sanitaire
qu’économique.
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CONCLUSION

La recrudescence des flux migratoires et le réchauffement climatique que nous subissons depuis
maintenant de nombreuses années favorisent le développement des parasitoses et leur exportation.
Ces phénomenes sont aussi responsables de I’émergence de nouvelles especes et de croisements
inter-especes appelés hybrides, de plus en plus décrits. Tous ces changements mettent en difficulté
le diagnostic de schistosomiase.

La schistosomiase urinaire doit €tre surtout suspectée en cas d’hématurie terminale et d’€osinophilie
chez un patient potentiellement exposé a I’eau douce dans les zones endémiques. Le diagnostic
repose sur I’identification a I’examen microscopique des ceufs ou des miracidiums (une forme plus
rare du cycle de vie du schistosome) dans 1’urine et en biologie moléculaire [31].

Toutes les especes du parasite sont traitées par une dose unique de praziquantel a 40 mg/kg, dose a
répéter aprés un mois.

Cette ¢tude a eu pour but de déterminer les especes mises en cause chez des patients atteints par une
forme de schistosomiase urinaire. La technique de biologie moléculaire utilisée en routine au
laboratoire de parasitologie a été remise en question lorsqu’un patient a été testé négatif a partir
d’un prélévement d’urines pour lequel on observait des ceufs caractéristiques de Schistosoma
haematobium au microscope. Cette méthode d’amplification étant supposée étre spécifique a cette
espece, nous avons pu remarquer qu’elle n’avait pas diagnostiqué une infection pourtant présente
chez un patient. A I’inverse, elle a permis de diagnostiquer positif un patient infecté par des formes
hybrides de schistosomes.

On peut alors conclure que la RT-PCR disponible au laboratoire ne permet pas de diagnostiquer
100 % des schistosomiases, certaines espeéces n’étant pas détectées tandis que celle visée par les
amorces disponibles peut aussi ne pas étre détectée.

Pour un séquengage plus précis des prélevements étudi€s ici, il conviendrait de réaliser I’extraction
et Pamplification ceuf par ceuf. Ceci permettrait un diagnostic précis des especes présentes chez un
patient, chez qui il pourrait étre retrouvé plusieurs espéces en cohabitation mais aussi plusieurs
formes croisées.
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Tableau 8 : Amorces utilisées et dessinées avec I’Unité des Virus émergents

1S GGTGAACCTGCGGAAGGATC
965R CCCGACCTCGGATCAGACG
ITS 58S GCATGCACCTGGCTTCKYGC
981R TTAAGTTCAGCGGGTAATCACG
525R GTTGGCTGCACTCTTCATCG
394S CTGCATGTACGCTGGCTTAG
1S GATTTGATATCTTGATTTGTCTC
1160R CCCATAATAAAMGGCCATCAYC
1218 TGTGATCCWTATTATAAHTTRRTTYC
cox 604R GCAGTACCAAATTTACGATCAAA
718R GTCTTACCATACCAAAWCCNGG
689S GGTGATCCDDTRTTATTTCARCA
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RESULTATS DES SEQUENCES OBTENUES POUR CHAQUE PATIENT

Patient 1 : Schistosoma haematobium
Amorce COX :
Schisto 3’
GATTCTCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCCATGGCTTCRATAGTTTGCTTAGGAAGTGTARTTTGAGCCCATCAAAT
GTTTATGGTTGGTTTARATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTAAGGTGTAAAGG
TTTTTTCTTGATTATTATGCTTAAAAGCTGTGG

Description Scientific Name Max | Total | Query = Per Ace

Accession
Score Score Cover value Ident | Len

Schistosoma haematobium isolate RT16.1_NdgR & cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene, partial ¢ .. Schistosomaha . 322 322 100% 7e-84 9550% 1005 MT5794471

Amorce ITS :

Couple ITS2 F - ITS2R

Séquence CONSENSUS
TGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAG
CCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCT
GTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGG
CGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAG
ATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATA

i M Total Query Per.
Description Scientific Name ax 2 uery E &

Acc. Len Accession
Score Score Cover  walue Ident

Schistosoma haematobium voucher RT16_NW51.3 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.6... Schistosoma h... 680 680 99% 0.0 100.00% 927 MT580959.1

>ITS2 F
CTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTG
AACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGT
CGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTC
CGGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATA

>ITS2 R
TATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACAC
GCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACA
GGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTG
CACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCA

Patient 2 : Schistosoma haematobium
Séquencage NGS ot les amorces ayant la méme cible (COX ou ITS) sont poolées
Amorces ITS :
couples 58S-965R, 58S-981R et 394S-965R
ATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCG
GTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGTATACTGCTTTGAACAT
CGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCC

Max  Total  Query E Per.

- = Acc. Len
Score Score Cover walue | Ident
v

Description Scientific Name Accession

Schistosoma haematebium x Schistosoma bovis isclate Kg2_1 small subunit ribosomal RNA gene, p... Schistosoma h 363 363 100% 3e-96 99.49% 946 MT158882 1

Amorces COX :

couples COX1_schist_5’-16S_schist_3’, ShND1_2-ShND1_1, UNAD1F-UPROR
TGGGATTAGTATTAGTTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATT
TATATTGTAATATTAATGTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGAT
AGTATAATAAAGATAGTAAAAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTT
TAAATAGTGTAAATTAATTGTATAGTAAGCTGTAAAGGTAGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATC
TTAGTATGTTATAGATATGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAA
TGTTTAAATTAAGTTCAGCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAG
TTAAGAGTTTAAGGGGTAATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTT
AAATGAAAAATTTTTTAGCTTTTCTTACTTAAATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAA
TATAGTTTACGATGGAATATGATATTATACATTCTGGTGTTTTTTTGTTGTTTTTTGGTTACATGGTAGAACTTAAGTTAGGT
TATGTAAGGTGAATTAAATAAGTAGTTAGGAATATTCATATATACATATTGAGAATATGCACTTAGTTTATGAAGAATAAAA
GTTTGTCATGCTTTTGGTGATTAGATTGTTTATAGTCAGTGTATGAAGATTTAGTATAATGATATACCATAGTATTTGATATT
AGATTTAGTTAATTTAAATGTATAATAGTATGTATATGTTAGAGTTAGTTTTAAGAATCGAGAGTTTAATAATGACTTTATTA
TTAGTAGCTTTTTATATAATGAGTGAGCGTAAGGTCTTGTCATATATACAATTACGCAAGGGACCTAAAAAGGTTGGTATT
ATGGGACTATTACAAAGGTTTGCTGATTTTATAAAGTTAATAAATAAGAGTAAGTTTAAAAAT

Max Total Query E Per. Acc.
Score Score Cover walue Ident Len
v

Description Scientific Name SeErrsEm

Schistosoma haematohium mitochondrion, complete genome Schistosoma ha = 2026 2026 100% 00 98.69% 15003 DQ1572222
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Patient 3 : Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmitl-Schisto3’ CONSENSUS
ACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTG
CTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTAT
ATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTG
GGTCTCGTGTATGAAATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCT
TTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTT
ATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCAT
TGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Description Scientific Name i | s | @ = P REE

Accession
Score Score Cover wvalue Ident Len

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1009 1009 100% 00 99.82% 15315 MK2535771

>Asmitl
GGATTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGG
CTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAG
TTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGT
ATGAAATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCT
TCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTACGTTCTTATCCAAGTGTMAT
AATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTCATAAGTATTTATTGCWGGGTCATTGATTATTATCAATG
GTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

>Schisto3’
TGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACTGYAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAG
AACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAA
AGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACC
CACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTRGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATA
TAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCA
CAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGT
Couple Asmit1-Sh CONSENSUS
TTTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAA
TGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCAT
ATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAA
GGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATAT
TTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTG
TTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGAGGCCTTTTATAATTG
GTTACAGGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATCA

5 Max Total Cuery E Per Acc
Description Scientific Name i 5 Accassian
Score Score Cover walue dent Len

Schistesoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochandrion, partial genome Schistosomaha. . 983 983 99% 00 99.45% 15315 MK2535771

>Asmitl
TTACCTGGATTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCT
ATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTT
TTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCT
CGTGTATGAGATCCTATAKTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAG
CTTCTTCATTARATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAKAAAT
GTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATCA
>Sh
ATACCTGTAACCCATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATG
AAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCT
ATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAA
TCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAATAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACC
AACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCA
AACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGA
TGACCAAAAAA

Multiplex COX NGS :
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTGGGATTAGTATTAGTT
TATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATTTATATTGTAATATTAATG
TTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAGATAGT
AAAAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAATTAA
TTGTATAGTAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTTATAGATAT
GAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAATGTTTAAATTAAGTTCA
GCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGG
TAATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTTT
AGCTTTTCTTACTTAAATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTATGATGGA
ATATGATATTATACATTCTGGTGTTATTTTTTTTTTTTTTNNNNNNNNNNTTTTTGGTTACATGGTAGAACTTAAGTTAGGTT
ATGTAAGGTGAATTAAATAAGTAGTTAGGAATATTCATATATACATATTGAGAATATGCACTTAGTTTATGAAGAATAAAAG
TTTGTCATGCTTTTGGTGATTAGATTGTTTATAGTCAGTGTATGAAGATTTAGTATAATGATATACCATAGTATTTGATATTA
GATTTAGTTAATTTAAATGTATAATAGTATGTATATGTTAGAGTTAGTTTTAAGAATCGAGAGTTTAATAATGACTTTATTATT
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AGTAGCTTTTTATATAATGAGTGAGCGTAAGGTCTTGTCATATATACAATTACGCAAGGGACCTAAAAAGGTTGGTATTAT
GGGACTATTACAAAGGTTTGCTGATTTTATAAAGTTAATAAATAAGAGTAAGTTTAAAAATNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Max | Total Query E Per. Acc

Description Scientific Name S
1 Score Score | Cover  value Ident Len ACCEsEIon
-

Schistosoma haematobium mitochondrion. complete genome Schistosoma ha... 2080 2085 &% 0.0 99.05% 3348 MWOET227.1

Amorces I'TS :

Couple ITSF — ITSR CONSENSUS
TAACCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGG
CTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCC
TGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCAT
GCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTT
GCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAA
CCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGT
GTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATT
GCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATT
GGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCA
CAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGACATTATACGC
GCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTTGTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGA
TGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTATAATKACCCGA

Max Total Query E Per.

Description Scientific Name
2 Score Score Cover  value Ident

Acc. Len Accession

Schistosoma haematobium voucher RT16_NW5S1.3 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; ... Schistosoma h 1685 1685 99% 0.0 99.89% Q27 MT580959.1

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis voucher RT15_Ye1-10.6 internal transcribed space... Schistosoma h 1685 1685 99% 0.0 99.89% 27 MTEB0957.1

>ITS F
TAACCaAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTC
AGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTG
CCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGC
CCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATG
CACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCA
TTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAG
CCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGT
GGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGT
ATACCCGCATATCAACGCGGTTGCTGGTCGAAGGCTCGTCCTAATAGTCCCGGCCMCAGCCTAGTCCCGGTCTA

>ITSR
TcGGGTMATTATACAATTCGTGCGTaTTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAAGATCAAGTGA
CCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCACCGCA
GCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTG
ATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCG
GACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATgCAGTTCACATTA
ATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATA
CATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCC
AGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTT
TGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTGAACCTAGCACACACATAGCGTCATG
CACTGTCCATCGCCTGCAGATCAG

Couple ITS4 — ITS5 CONSENSUS :
ATCCGTCTGATCCGGGTMGGGTAATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCAT
AGAGACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGA
CTCGAGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGC
CTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCG
TGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGAT
GTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACC
GCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATA
TTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGC
CAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAAT
TCTCTTTGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTAC
GAGAACACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAAC
CACCAAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATGCATCATTATATATTTTTGGGTTAKATAATATCCTCC
CGCAGGTTCA

Max = Total Query E Per.

Description Scientific Name
2 Score  Score Cover walue Ident

Acc. Len Accessio

Schistosoma haematobium x Schistosoma baovis isolate KU10_Hs_Profiled small subunit ribosomal ... Schistesoma h... 1733 1733 100% 0.0 98.57% 983 MW027655 1

>ITS 4
ATCCGTCTGATCCGGGTMGGGTAATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAG
AGACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCG
AGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCG
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ACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGA
TGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGC
AGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTG
TACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGC
CAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCT
TCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTG

>ITS 5
TGAACCTGCGGGAGGATATTATMTAACCCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTG
GCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTT
CTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAG
AATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCT
TGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTA
GGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATC
ACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTT
GAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAG
TCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATA

Patient 4 : Hybride Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmitl-Schisto3’ CONSENSUS :
TTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAAT
GATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATAT
GTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGG
TTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTT
TATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTG
CTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTT
ACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

= Max = Total Query E Per Acc
nphon Scientific Name Accession
5

Desc
Score Score Cover wvalue Ident Len

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1072 1072 100% 0.0 99.83% 15315 MKZE35TT 1
>Asmitl
GGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGAT
AGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGT
GACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGA
TCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTA
GATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAAT
GTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGG
TTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA
>Schisto 3'
TTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGA
TTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTT
TATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTT
TCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTA
CGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTgATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTT
CATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTTTTTTGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTA
TTTCCTTTATTGCAGGGTCATtATTA
Couple Asmit1-Sh CONSENSUS :
ACCCTGCAATAAATACTTATTAATACWGTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACaCTTCTATAA
GAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTG
ATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACAC
GAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAAC
TAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATC
GAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTC
CAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGAtGACCAAAAAA

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 972 972 100% 0.0 9962% 15315 MK2535771

Asmitl
TGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGT
GTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGA
TTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGAT
TGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTARATATATTATTTCATGAT
ACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATARAARTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGC
CTTTTATAATTGGTTACWGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGT

>Sh
TTATTACTACaCTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATA
TCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTA
TAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATC
ATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTA
AGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGAC
TAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGAtGACCAAAAAA
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Couple COX1_schist_5’-16S_schist_3’

>COX1_schist_5'
CGCGCTCTGGGAAATTCTTGGATGGGMAATTGTTGGGCCCCGGGCATAGAGTTTGCCTGGGCCAAAATCCCCGATTCMGCT
CGATCCAGGCGGAGCAAGAGATCTCTTGTAAAAAAAGAAAAGAGTATAAAAATTGGACTGTATCCGGACATGAGGAATTT
CTGATCATTTGTCCTTATGAAAGTATTTCTTGWACCAGTAACTTATWAATGAGGTACTGAAAAAAGGCTCTTATTAACTAAA
GGTTCCAAATATTTTATAACTTTAAAATACGTACTCTTAATGCTTTGAATAAACATCCAAGTGTATG

Couple ShND1_1 - ShND1_2:

>ShND1_1
GTATTAGTTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATTTATATTGTAAT
ATTAATGTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAG
ATAGTAAAAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAAT
TAATTGTATAGTAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTTATAGAT
ATGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAATGTTTAAATTAAGTTCA
GCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGGTA
ATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTTTAGCT
TTTCTTACTTAAATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTACGATGGAKATGAT
ATATACATTCTGTGT

Schistosoma hasmatobium from Niger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1253 1253 100% 0.0 9942% 15819 MK2535785.1

>ShND1_2
TTAAACCTTACTCTTATTTATTAACTTTATAAAATCAGCAAACCTTTGTMATAGTCCCATAATACCAACCTTTTTAGGTCCCTT
GCGTAATTGTATATATGACAAGACCTTACGCTCACTCATTATATAAAAAGCTACTAATAATAAAGTCATTATTAAACTCTCGAT
TCTTAAAACTAACTCTAACATATACATACTATTATACATTTAAATTAACTAAATCTAATATCAAATACTATGGTATATCATTATAC
TAAATCTTCATACACTGACTATAAACAATCTAATCACCAAAAGCATGACAAACTTTTATTCTTCATAAACTAAGTGCATATTC
TCAATATGTATATATGAATATTCCTAACTACTTATTTAATTCACCTTACATAACCTAACTTAAGTTCTACCATGTAACCAAAAAA
CAACAAAAAAAAAAAAAAAAAWWAMCCCCRAAGGGTWAAAWACCTTTTTCCMCCSAAACCAATTTTTAAAAAAACCAA
TTTTTTWAAWYMAAAGCCTCCAAWTAATTTTATWRRTTTTARTTAAAAAARSCWAAAAATTTTTTYTTTWACCCMKGGCCY
AAAAACCMMMYTTTMAAMCYTKGRAAAYMWTCCKGTTTTTTACTATKKGGTTYCCCCTTWAACYYYTAAMYYCCAAAA
MAMTTWAWAGGRGTTWATWWASCKGGTAAKAAATMYWAAAAAWWWACKGTTWAWWAWGSSTGAMYTTAWTTTAACM
RTTTTTWTT

Schistosoma haematobium from MNiger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 808 808 59% 00  99.55% 15393 MHKZ535671

Couple UNAD1F - UPROR CONSENSUS :
GAGTAAGTTTAAAAATTTTAGATTTCGCAGATGATTTTCGTTGTTAGGTTGTATAGTTTTAATTTCATGTTCAGTGTCGATG
GTAATAGTCTATAGATTAGTAAATAGGAATATATGGTGTAATTGAATATTACTTTATTTTTTAGTGGTTGGTTCTATAGTGAG
TTACAGAACTTTATTAATAGGCTGATGTTCGTGATCAAAGTACAGTCTAATTAGTTCTATTCGTGTTTCTTTTTCTAGTGTA
ATGTTCGAGATGATACTAATGTGCATTATGATTTTGTTTGGCTTAATGTATGGTGGTTATAGGAAACCCAGAGTTAGAAGA
GTAATGTTATTCATAGCACCTTTAGCTTTTATTGCATGGTTAATAGTGTTATTAAGAGAGAGTAATCGTACACCATGTGACT
ATTCCGAATCTGAAAGTGAGCTAGTAAGAGGAATTAGAGTGGAATATAGGAGAGTATTATTTTTAGTTATATTTGCTTGCG
AGTATTTAATAATGTTTATATTTAGCTGAGTGAGATTTATAGTATTTTGAAGCATAAATGAAATATTGATAGTAATAAACTTG
ATGTTATTTGTAGTAATGCGTGGTTCATTTTCTCGACTTCGATTTGATATATTTGTTTCAGTAGTTTGAAAATATTGCGTTGT
AGTGATACTAGTATATTTAATATGTTTATTTAGATTGTTATAGTAATCTAGTTTAGAATTGATAATAAAATTAGTTAGCGCAG
TAGTTAAAGTTTAATGTTTGTTTTACACACAAAAGGTGAAGTAAGATCTTAGAATGCTTCCGGCGTTATAATTAATTGTTT

Schistosoma haematobium from Niger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1517 1517 100% 0.0 100.00% 15819 MK2535781

>UNADI1F
GAGTaagTTTAaAAATTTTAGATTTCGCAGATGATTTTCGTTGTTAGGTTGTATAGTTTTAATTTCATGTTCAGTGTCGATGGTA
ATAGTCTATAGATTAGTAAATAGGAATATATGGTGTAATTGAATATTACTTTATTTTITTAGTGGTTGGTTCTATAGTGAGTTACA
GAACTTTATTAATAGGCTGATGTTCGTGATCAAAGTACAGTCTAATTAGTTCTATTCGTGTTTCTTTTTCTAGTGTAATGTTCG
AGATGATACTAATGTGCATTATGATTTTGTTTGGCTTAATGTATGGTGGTTATAGGAAACCCAGAGTTAGAAGAGTAATGTTA
TTCATAGCACCTTTAGCTTTTATTGCATGGTTAATAGTGTTATTAAGAGAGAGTAATCGTACACCATGTGACTATTCCGAATCT
GAAAGTGAGCTAGTAAGAGGAATTAGAGTGGAATATAGGAGAGTATTATTTTTAGTTATATTTGCTTGCGAGTMTTTAATAAT
GTTTATATTTAGCTGAGTGAGATTTATAGTATTTTGAAGCATAAATGAAATATTGATAGTAATAAACTTGATGTTATYTGTAGT
AATGCGTGGTTCATTTTCTCGACTTCGA

>UPROR
AAACAATTAATTATRACGCCGGRAGCATTCTAAGATCTTACTTCACCTTTTGTGTGTAAAACAAACATTAAACTTTAACTACT
GCGCTAACTAATTTTATTATCAATTCTAAACTAGATTACTATAACAATCTAAATAAACATATTAAATATACTAGTATCACTACAA
CGCAATATTTTCAAACTACTGAAACAAATATATCAAATCGAAGTCGAGAAAATGAACCACGCATTACTACAAATAACATCAA
GTTTATTACTATCAATATTTCATTTATGCTTCAAAATACTATAAATCTCACTCAGCTAAATATAAACATTATTAAATACTCGCAA
GCAAATATAACTAAAAATAATACTCTCCTATATTCCACTCTAATTCCTCTTACTAGCTCACTTTCAGATTCGGAATAGTCACAT
GGTGTACGATTACTCTCTCTTAATAACACTATTAACCATGCAATAAAAGCTAAAGGTGCTATGAATAACATTACTCTTCTAAC
TCTGGGTTTCCTATAACCACCATACATTAAGCCAAACAAAATCATAATGCACATTAGTATCATCTCGAACATTACACTAGAAA
AAGAAACACGAATAGAACTAATTAGACTGTACTTTGATCACGAACATCAGCCTATTAATAAAGTTCTGTAACTCACTATAGA
ACCAACCACTAAAAAATAAAGTAATATTCAATTACMCCATWATATTCCTAWTTTACTAA

Amorces ITS :

Couple 58S — 525R :
TGCATGCACCTGGCTTCTCGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTC
TTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATG
GGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTG
TTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCKGGCATGCACCTG
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GCTTCGYGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTG
GGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCGCCC
AACACTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCA
AACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCKTGCTG
GACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAAT
GTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACA

Schistosoma curassoni voucher RT17_MbGA.6 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ... Schistosomac... 867 1437 99% 0.0 98.77% 927 MT580961.1

>ITS 58S
GTCGCTGGCTTGCGGTAATATCCTAGGCTGCAGCGTTASMTTAKTTCTATGCRTTTGGGAAACCAATGTRTGGGATTATTGGC
GTWCAACTTTGAKCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCGCCCAACACTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAA
AGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTT
TGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCKYGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATA
TCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGT
GGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACA

>ITS 525R
GATCMCCGCTMAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTA
GGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCRMGAAGCCAGGTGCATGCMMGGCAGCAAACCCGTGAATGGC
AAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATAC
AATTCTCTTTGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTA
CGAGAACACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACC
ACCAAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCRMGAAGCCAGGTGCATGCA

Patient 5 : Hybride Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmitl-Schisto 3’ CONSENSUS
GGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATT
CATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTT
TATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTT
TTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTA
TTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGC
TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTA
CAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATKATTATTACA

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochendrion, partial genome Schistosoma ha... 976 976 99% 0.0 99.44% 15315 MK253577.1

>Asmitl
CTGGTTTGGATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGC
TTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAG
TTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGT
ATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCT
TCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTT

>Schisto 3’
GGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCA
TCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCCATCATATGTTTAT
GGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCT
TGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGARATCCTAAAKTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGA
Couple Asmitl — Sh :
TGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATT
CATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTT
TATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTT
TTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAgATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTAT
TTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCT
CATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTAC
AGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTTGS

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha .. 1050 1050 99% 00 9982% 15315 MK253577 1

>Asmitl
GAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTgTTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGT
TTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCT
ACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAgATCCTATAGTTTGATGATTGGTT
GGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTtTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGA
TTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTAT
AATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTTGS
>Sh
ATACCTGTAACCCcATTATAAAAGGCCTCACCaTWATaACATTATTACtACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGA
AAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTA
TCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAAT
CAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAAC
CAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATYGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCC
AAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGG
ATGACCA
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Couple COX1_schisto_5’ - 16S_schist_3’ :

>COX1_schist_5’
CGAAAAAAAAAACAATACATTTGAGAGGCCYCTYCGGGGAGCTGAATACGGGGGCGCGCCTGCTCTGACACAGCAAATG
GGCTTCCTCKTGAAAACGGAATGARGTTGTGAATTGTTTAAAGACCTCACAAACCTCTCCGTTGGGAGTTGAATACAAGGC
CCCCAMGCTTTCATGTGCACACGATGT

Couple ShND1_1 - ShND1_2:

>ShND1_1
GTATTAGTTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATTTATATTGTAAT
ATTAATGTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAG
ATAGTAAAAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAAT
TAATTGTATAGTAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAAAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTTATAGAT
ATGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAATGTTTAAATTAAGTTCA
GCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGGTA
ATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTTTAGCT
TTTCTTACTTAAATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTACGATGATATGATAT
ATACATTCTGT

Schistosoma haematobium from Miger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schisto

>ShND1_2
TTTTAAACCTTACTCTTATTTATTAACCTTTATAAAATCAGCAAACCTTTGTAATAGTCCCATAATACCAACCTTTTTAGGTCC
CTTGCGTAATTGTATATATGACAAGACCTTACGCTCACTCATTATATAAAAAGCTACTAATAATAAAGTCATTATTAAACTCTC
GATTCTTAAAACTAACTCTAACATATACATACTATTATACATTTAAATTAACTAAATCTAATATCAAATACTATGGTATATCATTA
TACTAAATCTTCATACACTGACTATAAACAATCTAATCACCAAAAGCATGACAAACTTTTATTCTTCATAAACTAAGTGCATA
TTCTCAATATGTATATATGAATATTCCTAACTACTTATTTAATTCACCTTACATAACCTAACTTAAGTTCTACCATGTAACCAAA
AAACAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAWAMCCCCRAAWGGTWWAAWAY CWTTTTCCMCCGWAAACTATTTTTAAWAAWA
ACAATTTTTCTAAWTCAAAGCCWMCAAATAAGGGWAWWAWWMYWAAAAAWWWAACYKKTWAWWAKGSTGAACTTAA
TTWAAMMATTTTTTWTTT

Schistosoma haematobium from Niger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 857 857 89% 00 9491% 15393 MK253567 1

Amorces ITS :

Couple 58S — 525R :
TGCATGCACCTGGCTTCTYGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTC
TTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATG
GGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTG
TTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTG
GCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTG
GGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGC
CAACA

Schistosoma curassoni voucher RT17_MbG8.6 intemnal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.85 .. Schistosoma c 894 B854 99% 00 99.75% 927 MT580961.1

>ITS 58S
CCTAGGCTTAGTGETTGAATTATTTCTAAGCRTTTGGGAAACCCAGGTRTGGGCTTAGTGGGTGTTAACTTTGCTTTGIGGTT
GACTGAGCTGCCGTGGCGATGGGAGTGCGCATGACRCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCAT
GCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGC
TGCCTGGCATGCACCTGGCTTCgTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCAT
TAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGA
TGAAGAGTGCAGCCAACA

>ITS 525R
GCTaAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTA
CCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCaCGAAGCCAGGTGCATGCMAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAAC
CGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTT
GAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTACGAGAACAC
CATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACCACCAAGCCA
GGGTACATACAGTCCAGCRaGAAGCCAGGTGCATGCA

Couple 58S — 965R :

>ITS 58S
GGTAAATACCCTAGGCTGCAGTGTTTGAWTTAtTCTTATGCRTTTGGGAAACCCAGGTRTGGGCTTAGTGGCGTATAACTTTG
AGCGGTGGTTGACTGAGCTCGTGTGTCGTGAAGAGTGCACATGACTGTGTTGATGAGTGCtIAAGTGCAAACAGAATTGATG
CTATATGCTGCAAATCATATYGCGGCTTGTTCATATCCTGTGCTCACATCCTGTCCAAGCTATCCaGTTTGGCTTGCCATTCAC
GGGTTTGCTGCCTKGCATGCACCTGGCTTCGTGCTG

Schistosoma curassoni voucher RT17_MbGS 6 internal transcribed spacer 1, _partial sequence; 585 Schistosoma ¢ 106 106 57%  1e-18 7882% 927 MT580961 1

>ITS 965R
CGTACCGCAATATGCGTTCAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCA
TCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTA
ATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCMAGGC
AGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGAT
TTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATC
AGGCAACCCGAAAGTTACGAGAACACCATCAGGGCATACSACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGA
AGCCTAGGGTAATAACCACCAAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCGMGAAGCCAGGTGCATGCA

Schistosoma curassoni voucher RT17_MbGS.6 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ... Schistosoma ¢ 992 952 100% 00  98.92% 927 MT580961.1
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Couple ITS4 - ITS5 :
GATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCC
TCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTC
ACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAA
TCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACA
TGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAG
TGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTGAACCTAGCACACA
ACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTACGAGAACACCATCAGGGCATAC
GACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACCACCAAGCCAGGGTACATACA
GTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATGCATCATTATaTATTTTTGGGGTTAKATAAtaCCTCCGCAGGKTCAC

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate BK24 4 small subunit ribosomal RNA gene. .. Schistosoma h... 1266 1266 100% 0.0 99.01% 946 MT158881.1

>ITS 4
GGGTATcCGTCTGATCCGEGTcGGGTcATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCAT
AGAGACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACT
CGAGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTC
GACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAG
ATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAG
CAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTT
GTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAG
CCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGC
TTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGG

>ITS 5
GTGAMCCTGCGGAGGtaTTATMTAACCCCAAAAATAtATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTG
GCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTT
CTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAG
AATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCT
TGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTA
GGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATC
ACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCT
TGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTATCACGCGGGTGGCTGTCGAGCTCGTCCTAATAGTC

Patient 6 : Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmitl-Schisto 3’ :
GGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATT
CATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTT
TATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTT
TTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTA
TTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGC
TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTA
CAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1062 1062 100% 0.0  99.83% 15315 MK253577.1

>Asmitl
TGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGA
TAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAG
TGACTATGATTATAGGGATTCCTACGGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCCTGTATGAG
ATCCTATAGTTCGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATT
AGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATMGAAGTGTAGTAATA
ATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTG
GGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

>Schisto 3’
AATAATAATGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACTGTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACAC
TTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGA
AGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATA
CACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAA
CTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCG
AAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAA
ATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGACC

Couple Asmitl — Sh CONSENSUS :
GATAAACAATGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACCTGTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACT
ACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAA
TGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAG
GATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCA
TAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCT
AAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATAT
GACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 970 970 99% 00  99.44% 153156 MK253577.1
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>Asmitl
TTACCTGGTTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCT
ATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTT
TTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCT
CGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAG
CTTCTTCATTARATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGT
GTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGTTTATC
>Sh
ATACCTGTAACCCATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATG
AAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCT
ATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAA
TCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAA
CCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACC
CAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAG
GATGAC

Couple Asmitl — Sb :
TTTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTGATTCTGCCTGGATTTGGTATAGTTAGTCATATATGTATGAGAATAAGTAATAA
TGATTCATCATTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCAATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCACCAT
ATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAA
GGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATAT
TTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTARATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTG
TTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTG
GTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGTTTATC

Schistosoma haematobium mitochondrion, complete genome Schistosoma ha... 946 946 93% 0.0 98.15% 33418 MWO67227.1

>Asmitl
TTACCTGGTTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCT
ATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTT
TTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCT
CGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAG
CTTCTTCATTARATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGT
GTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGTTTATC
>Sb
TTTAGCTATATAATCAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACAGAACTAAAAAATATAGCTGTCA
AATAATCCAAACCAACCATAAACATATGGTGAGCCCAAACTACACTACCTAAACAAACTATTGAAGCCATAGCACAAATTAA
TCCATAATATCCAAATGATGAATCATTATTACTAATTCTCATACATATATGACTAACTATACCAAATCCTGGCAGAATCAAAAC
ATACACCTCAGGATGACCAAAAAA

NGS CONSENSUS COX :
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTGGGATTAGTATTAGT
TTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATTTATATTGTAATATTAAT
GTTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAGATAG
TAAAAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAATTA
ATTGTATAGTAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTTATAGATA
TGAACCTATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAATGTTTAAATTAAGTTC
AGCATTATTAACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGG
GTAATCATTATAGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTGAATGTGGGTTTTTAGGGCATGGGTTAAATGAAAAATTTTT
TAGCTTTTCTTACTTAAATCTATTAATATTATTTGTAGTCTTTGATTTAGAAATATCGTTATTATTAAATATAGTTTACGATGG
AATATGATATTATACATTCTGGTGTTATTTTTTTTTTTTTTTTNNNNNNTTTTTTGGTTACATGGTAGAACTTAAGTTAGGTT
ATGTAAGGTGAATTAAATAAGTAGTTAGGAATATTCATATATACATATTGAGAATATGCACTTAGTTTATGAAGAATAAAAG
TTTGTCATGCTTTTGGTGATTAGATTGTTTATAGTCAGTGTATGAAGATTTAGTATAATGATATACCATAGTATTTGATATTA
GATTTAGTTAATTTAAATGTATAATAGTATGTATATGTTAGAGTTAGTTTTAAGAATCGAGAGTTTAATAATGACTTTATTATT
AGTAGCTTTTTATATAATGAGTGAGCGTAAGGTCTTGTCATATATACAATTACGCAAGGGACCTAAAAAGGTTGGTATTAT
GGGACTATTACAAAGGTTTGCTGATTTTATAAAGTTAATAAATAAGAGTAAGTTTAAAAATTTTAGATTTCGCAGATGATT
TTCGTTGTTAGGTTGTATAGTTTTAATTTCATGTTCAGTGTCGATGGTAATAGTCTATAGATTAGTAAATAGGAATATATGGT
GTAATTGAATATTACTTTATTTITTAGTGGTTGGTTCTATAGTGAGTTACAGAACTTTATTAATAGGCTGATGTTCGTGATC
AAAGTACAGTCTAATTAGTTCTATTCGTGTTTCTTTTTCTAGTGTAATGTTCGAGATGATACTAATGTGCATTATGATTTTGT
TTGGCTTAATGTATGGTGGTTATAGGAAACCCAGAGTTAGAAGAGTAATGTTATTCATAGCACCTTTAGCTTTTATTGCAT
GGTTAATAGTGTTATTAAGAGAGAGTAATCGTACACCATGTGACTATTCCGAATCTGAAAGTGAGCTAGTAAGAGGAATT
AGAGTGGAATATAGGAGAGTATTATTTTTAGTTATATTTGCTTGCGAGTATTTAATAATGTTTATATTTAGCTGAGTGAGATT
TATAGTATTTTGAAGCATAAATGAAATATTGATAGTAATAAACTTGATGTTATTTGTAGTAATGCGTGGTTCATTTTCTCGA
CTTCGATTTGATATATTTGTTTCAGTAGTTTGAAAATATTGCGTTGTAGTGATACTAGTATATTTAATATGTTTATTTAGATTG
TTATAGTAATCTAGTTTAGAATTGATAATAAAATTAGTTAGCGCAGTAGTTAAAGTTTAATGTTTGTTTTACACACAAAAG
GTGAAGTAAGATCTTAGAATGCTTCCGGCGTTATAATTAATTGTTTTAAATTTATTTTTGATCAGTTAAGTAGTTTGTATAA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Schistosoma haematobium mitochondnon. complete genome Schistosoma ha... 3661 3661 94% 0.0 9970% 15003 DQ1572222
Amorces ITS :
Couple ITSF — ITSR CONSENSUS :

TATAACCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAG
GCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGC
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CTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCA
TGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTT
TGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTA
ACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGT
GTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATA
TTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGA
TTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGC
CACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGACATTATAC
GCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTTGTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACC
GATGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTATAATKACCCGACCCG

Schistosoma haematobium x Schistosoma b 5 isolate KU10 Hs Profiled small subunit ribosamal R, Schistosoma h 1687 1687 99% 0.0 99.57% 983

>ITSF
TATAACCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGG
CTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTG
ATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAA
ATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCC
TGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGT
TCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAA
GAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGG
ATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTG
CCGGCGTGTATAC

>ITSR
CGGGTCGGGTMATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAAGATCA
AGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCA
CCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCG
CGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGAC
CCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATRCAGTTC
ACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAAT
CCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATG
CAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAA
AAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTGACCTAGCACACAACATAGCG
TCATGCACTG

Couple ITS4 — ITS5 CONSENSUS :
TCTGATCCGGGTCGGGTMATTATWCAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAG
ACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCG
AGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTC
GACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGAT
AGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTC
AAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTC
AAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTA
CCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAA
ACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCT
CTTTGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTACGAG
AACACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACCACC
AAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATGCATCATTATATATTTTTGGGGTTATATAATATCCTCCTCT
GATCCGGGTCGGGTMATTATWCAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACA
AGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGC
ACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGAC
CAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGA
TGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAA
GCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAA
GTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCG
CTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACC
GGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTT
TGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTACGAGAAC
ACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACCACCAAG
CCAGGGTACATACAGTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATGCATCATTATATATTTTTGGGGTTATATAATATCCTCC

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate KU10_Hs_Profiled small subunit ribosomal .. Schistosoma h 1707 3414 95% 00  95058% 983 MW027655 1

>ITS4
TCTGATCCGGGTCGGGTMATTATWCAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGAC
AAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCA
CAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAG
CAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAA
AGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTAT
GCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGC
CAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCG
TACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCGTGAATGG
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>ITS5
GGAGGATATTATATAACCCCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGG
TTATTACCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACT
TTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATG
CTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTC
ACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCA
GCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGC
TCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGC
ATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGA
TTGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCACGCGGGTTGCT

Patient 7 : Schistosoma haematobium

Amorces COX :

Couple Asmitl-Schisto 3> CONSENSUS :
TTTTTTGGTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAA
TGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCAT
ATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAA
GGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATAT
TTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTG
TTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTG
GTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATWATCAATGGTTGGGTTTAATCTT

Schistosoma haematobium from Tanzania 31 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha .. 1033 1033 100% 0.0 99.65% 15315 MK253577.1

>Asmitl
GCATAGTTGTCTATATGTTGAGGATAAGTMATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTT
TGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTAT
GATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAG
TTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATT
TCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTG
ATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGYATTAATAAKTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATWATCAATGGTTGGGTTTAATCTT
>Schisto 3’
ATGACCCTGCAATAAATACATATTAATACTCCTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATA
AGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGA
TAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGA
GACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAA
AAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCC
ATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCA
GGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGACCAAAAAA

Couple Asmitl — Sh CONSENSUS :
AAGATTAAACCCAACCATTGATWATAATCAATGACCCTGCAATAAATAMTTATTAATRCTGTAACCCATTATAAAAGGCCT
CACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGT
ATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACC
AACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACC
TGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATG
GGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATT
ACTTATCCTCAACATATATGACAACTATTCCAAATCCAGGTAAATTAAAACATACACCTYAGGATGACC

Schistosoma haematobium from Tanzania haplegroup G1 mitochondrion,_partial genome Schistosoma ha .. 985 985 100% 00 9839% 15315 MK253577 1

>Asmitl
GCATAGTTGTCTATATGTTGAGGATAAGTMATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTT
TGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTAT
GATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAG
TTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATT
TCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTG
ATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGYATTAATAAKTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATWATCAATGGTTGGGTTTAATCTT

>Sh
CCCATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGC
AACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATA
AAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAA
AACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAA
ACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGA
ATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTYAGGATGACC

Patient 8 : Hybride Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis
Amorces COX :
Couple Asmitl-Schisto 3’ CONSENSUS
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCA
TCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTA
TGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTT
TCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTT
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ACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCA
TTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACA
GTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTITTTCCTATGCCATTA

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1055 1055 100% 00  99.65% 15315 MK2535771

>Asmitl
TGGATTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGG
CTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAG
TTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGT
ATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCT
TCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGT
AATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATG
GTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCCATTA

>Schisto 3’
TTGATAATAATAATGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACTGTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACT
ACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATG
AAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATC
TCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCA
CTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAAC
TATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTAT
TCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC

Couple Asmitl — Sh CONSENSUS :
TAATGGCATAGGAAAAAAACAAAGATTAAACCCAACCATTGATAATAATCAATGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACC
TGTAACCATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAA
ATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTAT
CGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAA
TCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAA
ACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAAT
ACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACAC
CTCAGGATGAC

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schisiosoma ha... 1044 1044 100% 0.0 99.31% 15315 MK253577.1 5

Asmitl
TGGATTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGG
CTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAG
TTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGT
ATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCT
TCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGT
AATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATG
GTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCCATTA

>Sh
ATACCTGTAACCATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAA
AATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCG
TAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAG
AAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCA
TAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGAT
GAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC
Couple Asmitl — Sb CONSENSUS :
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCAT
CGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCTCATCATATGTTTAT
GGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTT
CTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGKTAC

Schistosoma haematobium x Schistosoma baovis isolate BK17_NS2 1 cytochrome ¢ oxidase subunit | (CO... Schistosoma ha... 499 499 98% 5e-137 99.28% 487 MT5794271

>Asmitl
TGGATTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGG
CTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAG
TTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGT
ATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCT
TCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGT
AATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATG
GTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCCATTA

>Sb
GTAGRAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGAGC
TCAAACTACACTTCCTAAGCAAACWATCGARGCCATAGCACAAATCAWTCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTT
ATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC

Amorces ITS :

Couple ITSF — ITSR CONSENSUS :
AAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCA
GTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATC
TGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAA
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TCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGC
CTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCAIT
AGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCG
ATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGG
CTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGC
GAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCACAGC
CTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGACATTATACGCGCTC
GGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTCGGTCACTTGATCTTGTCTCTATAGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGT
GTGTTAATACGCACGA

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis voucher RT15_Ye1-10 6 internal transcribed spacer .. Schistosoma h . 1642 1642 99% 00 9967% 927 MT5580957 1

>ITSF
AAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGT
GGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCC
AAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCC
CCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATG
CACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGC
ATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGC
AGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGYATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCC
TGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGC

>ITSR
TCGTGCGTATTAACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACTATAGAGACAAGATCAAGTGACCGACGTAGCGTACGAT
AGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCA
TCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACG
CCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACA
GGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCT
GCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATG
CATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTG
CATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACATAACG
GGGCGGATTTGCATGCA

Couple ITS4 — ITS5 CONSENSUS :
CTGATCCGAGGTCGGGTCAATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAG
ACAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCG
AGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTC
GACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGAT
AGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTC
AAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTC
AAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTA
CCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAA
ACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCT
CTTTGAACCTAGCACACAACAATAGCGTCATGCACTGTCCCATCGCCCTTGGCAGATCAGGCAACCCGAAAGTTACGAG
AACACCATCAGGGCATACGACAGGCTAGGTACCCCGGTCAAGAAAATATCAACCACTGAAGCCTAGGGTAATAACCACC
AAGCCAGGGTACATACAGTCCAGCAAGAAGCCAGGTGCATGCATCATTATATATTTTTGGGTTATATAATATC

Schistosoma haematobium x Schistosoma bowis isolate KU10_Hs_Profile8 small subunit ribosomal ... Schistosoma h... 1725 1725 100% 0.0  9958% 983 MWO27655 1
>ITS4
CTGATCCGAGGTCGGGTCAATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGA
CAAGATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGC
ACAACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCA
GCAACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAA
AAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTA
TGCAGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACG
CCAATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGC
GTACATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAA
CAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGG

>ITS5
GATATTATATAACCCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTA
CCCTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGG
TTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATG
CATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTT
TGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAAC
CATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGT
CKATGAAGARTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTG

Patient 9 : Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmit-Schisto 3> CONSENSUS :
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCA
TCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTA
TGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTT
TCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTT
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ACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCA
TTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACA
GTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATCAATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 1061 1061 100% 0.0  99.83% 15315 MK253577.1

>Asmitl
TTACCTGGTTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCT
ATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTT
TTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCT
CGTGTATGARATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAG
CTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGT
GTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAAGTATTTATTGCAGGGTCATTGATTATTATC
AATGGTTGGGTTTAATCTTTGTTTTTTTCCTATGCATTA

>Schisto 3’
TGATAATAATAATGACCCTGCAATAAATACTTATTAATACTGTAACCAATTATAAAAGGCCATCACCATAATAACATTATTACTA
CACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGA
AGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCT
CATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCAC
TGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAACCAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACT
ATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCCAAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATT
CCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGGATGAC

Couple Asmitl — Sh CONSENSUS :
GTCATCCTGAGGTGTATGTTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAGTTAGTCATATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCA
TCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTA
TGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTT
TCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTT
ACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCA
TTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACA
GGTATTAATAASTATTTATTGCASGGTCATTGATTATC

Schistosoma haematobium from Tanzania haplogroup G1 mitochondrion,_partial genome Schistosoma ha . 965 968 98% 00  9925% 15315 MKIG3677 1

>Asmitl
TTACCTGGTTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGGGTATTATGGATTGATTTGTGCT
ATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTT
TTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCT
CGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAG
CTTCTTCATTAAATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGT
GTAGTAATAATGTTATTATGGTGATGGCCTTTTATAATTGGTTACAGTATTAATAASTATTTATTGCASGGTCATTGATTATC

>Sh
ATACCTGTAACCATTATAAAAGGCCTCACCATAATAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGA
AAATGAGCAACAACAAATCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTA
TCGTAAATAAAAATATAAAACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAAT
CAAGAAAAAACCTTTATACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAAATAATCTAAAC
CAACCATAAACATATGATGGGCTCAAACTACACTTCCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACCC
AAACGATGAATCATTATTACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGTAAAATTAAAACATACACCTCAGG
ATGAC

Amorces ITS :

Couple ITSF — ITSR CONSENSUS :
TTATATAACCCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACC
CTAGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTITCGGG
TTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATA
TGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACG
GGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGC
GTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCT
CGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACG
CATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCG
TGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCGGGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCC
GGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGACATTA
TACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCACTTGATCTTGTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGT
ACCGATGGTGTSTKTTTTCGCACGAATTGTATAA

Schistosoma haematobium isolate KE14_26 small subunit ribosomal RNA gene _partial sequence:_int... Schistosomah .. 1670 1670 100% 00 9935% 946 MT158873 1

>ITSF
TTATATAACCCAAAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCT
AGGCTTCAGTGGTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTG
CCTGATCTGCCAAGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATG
CAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCT
GCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATT
AGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGAT
GAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTAC
GGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGATT
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>ITSR
TTATACAATTCGTGCGAAAAMASACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAAGATCAAGTGACCAACGT
AGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCACCGCAGCATCTC
GATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGCG
GGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGG
CGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCAC
ACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATTGG
TTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACG
AAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGG
AACAATAACGGGGCGGATTGCATGCATATAGCATACA

Couple ITS4 - ITS5 :

>ITS5
CTGATCCGgGTcGGGTaATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAAG
ATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAA
CCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAA
CCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGC
CGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATRCA
GTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAA
TAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGAAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTAC
ATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCSGATCGCTTCAACAGTG
TAAAAGTTTGAAAWAGGAACCA

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate KUS_Hs_Profile10 small subunit ribosomal RNA gene... Schistosoma ha... 1208 1208 99% 0.0 991M% 982 MWO27657

>ITS4
CTGATCCGRGTCGGGTCATTATACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAA
GATCAAGTGACCAACGTAGCGTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACA
ACCCACCGCAGCATCTCGATCAAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCA
ACCCGCGTTGATATGCGGGTATACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAG
CCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGC
AGTTCACATTAATTCACACAGTTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCA
ATAATCCCATACATTGGTTTCCCAAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTA
CATGCAGTCCAGCACGAAGCCAGGTGCATGCCAGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCACAGTGT
AAAAGTTTGAAATAGGAACAATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAATTCTCTTTGACTAG

Schistosoma haematobium isolate Mwenje_BGL_7 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence: inter... Schistosoma ha... 1293 1293 99% 00 99.17% 985 MT884914.1

[v
M s

istosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate KU5_Hs_Profile1d small subunit ribosomal RNA ¢ .Schistosoma ha... 1280 1280 99% 0.0 99.03% 962 MWO27657

ch
ch
chistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate KU10_Hs_Profile8 small subunit ribosomal RNA gene .. Schistosoma ha... 1290 1290 99% 0.0  99.03% 983 MWO27655

Patient 10 : Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple ShND1_1 - ShND2_1:
>ShND1_1
TTTATTTATTTGATAATAGTAGAATTATTAGGTGTAATAATAATAAAAGCTTAAGTGTAGGTATAATTTATATTGTAATATTAATG
TTATCTATTTTTCTTATAATTTAGTAGTTGTACGAGGAGAAAATGCATTTGAGTAAAGTCCAGATAGTATAATAAAGATAGTAA
AAACTTAGTGTTGCAGCATATTTTGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTTTAGTTGATACCAGTTTTTAAATAGTGTAAATTAATTGT
ATAGTAAGCTGTAAAGGTGGCTGATAGTAGCTTAAGAATCAAAGCATAAGACTCTTAATCTTAGTATGTTATAGATATGAACC
TATTAGCACAGTTGAATTAGGCTATCACTAGGTGCATAGTTAAGTTGATAAATAAAAAATGTTTAAATTAAGTTCAGCATTATT
AACAGTTATATTTTTAGTATTATTACCAGTTATATTAACTCATTATAATGTTTTTGGAGTTAAGAGTTTAAGGGGTAATCATTAT
AGTAATATATCAGAATGATATTCAAGGTTTG

Schistosoma haematobium from MNiger haplogroup G1 mitochondrion, partial genome Schistosoma ha... 990 980 100% 0.0 100.00% 15819 ME2535751

>ShND2_1
TTATTTATTAACTTTATAAAATCGCAAACCTTTGTAATAGTCCCATAATACCAACCTTTTTAGGTCCCTTGCGTAATTGTATATA
TGACAAGACCTTACGCTCACTCATTATATAAAAAGCTACTAATAATAAAGTCATTATTAAACTCTCGATTCTTAAAACTAACT
CTAACATATACATACTATTATACATTTAAATTAACTAAATCTAATATCAAATACTATGGTATATCATTATACTAAATCTTCATACA
CTGACTATAAACAATCTAATCACCAAAAGCATGACAAACTTTTATTCTTCATAAACTAAGTGCATATTCTCAATATGTATATAT
GAATATTCCTAACTACTTATTTAATTCACCTTACATAACCTAACTTAAGTTCTACCATGTAACCAAAAAACAACAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAACCCCCAAAGGGTTTAATWCCTTTTCCCMCCGAAAACTATTTTTAAAAAAAACAATTTTTTWAAWCCAA
AGCCTCCAAATAATTTTAAWRR

M Schistnsnma hasmatahium from Miner hanloaraun (34 mitachandrion narial nsname Srhiztnenma ha a1 an a0, nn 04 A2%. 15303 MKZSI5RT 1

Amorces ITS :

Couple ITSF — ITSR CONSENSUS :
CGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCAAGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGT
TGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCCCGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACT
GTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGCACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTAC
GCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCATTTGGGAAACCAATGTATGGGATTATT
GGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAAC
TGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTC
GGCTTTTCATCTATCACGGCGCACATTGAGTCGTGGATTGGGCGAGTGCCTGCCGGCGTGTATACCCGCATATCAACGCG
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GGTTGCTGGTCGAAGGCTCCGTCCTAATAGTCCGGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGG
TGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGCTTAATGACATTATACGCGCTCGGGAAGAATCGCACCTATCGTACGCTACGTTGGTCAC
TTGATCTTGTCTCTATGGTTCGGTCTACGGTTTGTACCGATGGTGTGTGTAATACGCACGAATTGTA

Max | Total Query E Per.

Description Scientific Name
B Score  Score | Cover  walue Ident

Acc. Len Accession

Schistosoma haematobium voucher RT16_NW51.3 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8... Schistosomah... 1486 1456 100% 0.0 100.00% 927 MT580959.1

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis voucher RT15_Ye1-10.6 internal transcribed spacer 1,_... Schistosoma h... 1456 1456  100% 0.0  100.00% 927

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis voucher BK17_FH21 6 internal transcribed spacer 1, p... Schistosomah... 1456 1456 100% 0.0 100.00% 927 MT580955 .1

Schistosoma haematobium voucher BK17_LLod1.2 internal transcribed spacer 1, partial sequence . Schistosomah... 1456 1456 100% 0.0  100.00% 927 MT580954 1

5.8
Schistosoma haematobium voucher BKA7_BB7 2 internal transcribed spacer 1 _partial sequence; 5 88 r .. Schistosoma h 1456 1456 100% 00 100.00% 927 MT580953 1

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate DK23_5 small subunit ribosomal RNA gene _pa... Schistosomah... 1456 1456 100% 0.0 100.00% 946 MT158878.1

>ITS F
AAAATATATAATGATGCATGCACCTGGCTTCTTGCTGGACTGTATGTACCCTGGCTTGGTGGTTATTACCCTAGGCTTCAGTG
GTTGATATTTTCTTGACCGGGGTACCTAGCCTGTCGTATGCCCTGATGGTGTTCTCGTAACTTTCGGGTTGCCTGATCTGCCA
AGGGCGATGGGACAGTGCATGACGCTATTGTTGTGTGCTAGGTTCAAAGAGAATTGTATGCTATATGCATGCAAATCCGCCC
CGTTATTGTTCCTATTTCAAACTTTTACACTGTTGAAGCGATCCGGTTTGGCTTGCCATTCACGGGTTTGCTGCCTGGCATGC
ACCTGGCTTCGTGCTGGACTGCATGTACGCTGGCTTAGCGGTAAATATCCTAGGCTGCAGCGTTAACCATTAGTTCTATGCAT
TTGGGAAACCAATGTATGGGATTATTGGCGTACAACTTTGAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGTGCAG
CCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCTACGGGATATCCTG
TGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGC

>ITSR
TACAATTCGTGCGTATTACACACACCATCGGTACAAACCGTAGACCGAACCATAGAGACAAGATCAAGTGACCAACGTAGC
GTACGATAGGTGCGATTCTTCCCGAGCGCGTATAATGTCATTAAGCCACGACTCGAGCACAACCCACCGCAGCATCTCGATC
AAGTCATCTAGACCGGACTAGGCTGTGGCCGGACTATTAGGACGGAGCCTTCGACCAGCAACCCGCGTTGATATGCGGGTA
TACACGCCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTG
GCCACAGGATATCCCGTAGCCGCAATATGCGTTCAAGATGTCGATGTTCAAAGCAGTATGCAGTTCACATTAATTCACACAG
TTGGCTGCACTCTTCATCGACACACGAGCCGAGTGATCCACCGCTCAAAGTTGTACGCCAATAATCCCATACATGGTTTCCC
AAATGCATAGAACTAATGGTTAACGCTGCAGCCTAGGATATTTACCGCTAAGCCAGCGTACATGCAGTCCAGCACGAAGCC
AGGTGCATGCCAGCAGCAAACCCGTGAATGGCAAGCCAAACCGGATCGCTTCAACAGTGTAAAAGTTTGAAATAGGAACA
ATAACGGGGCGGATTTGCATGCATATAGCATACAACTTCTYTTTGACCT

Patient 11 : Schistosoma haematobium
Amorces COX :
Couple Asmitl — Sh CONSENSUS :
AGGTGTATGTTTTAATTTTMCCTGGATTTGGAATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGAG
TATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCTTCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTT
TAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTTCAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTA
TATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTATGAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGG
TGGTGTTACTGGTATAGCTTTATCAGCTTCTTCATTAGATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTA
TGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATAGAAGTGTAGTAATAATGTTATTATGGTGAGGCCTTT
99,16 % MT579447.1
MT 579443.1

Schistosoma haematobium isolate RT16.1_NdgR.5 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene, partial ¢... Schistosomaha... 856 856 100% 0.0 99.16% 1005 MT5794471
856

Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis isolate RT16_NG55 5 cytochrome ¢ oxidase subunit | (C... Schistosoma ha

>Asmitl
TGGTTTGGATAGTTAGTCTATATGTATGAGGATAAGTAATAATGATTCATCGTTTGAGTATTATGGATTGATTTGTGCTATGGCT
TCGATAGTTTGCTTAGGAAGTGTAGTTTGAGCCCATCATATGTTTATGGTTGGTTTAGATTATTTGACTGCTATATTTTTTAGTT
CAGTGACTATGATTATAGGGATTCCTACAGGTATAAAGGTTTTTTCTTGATTATATATGCTTAAAAGCTGTGGGTCTCGTGTAT
GAGATCCTATAGTTTGATGATTGGTTGGTTTTATATTTTTATTTACGATAGGTGGTGTTACTGGTATASCTTTATCAGCTTCTTC
ATTARATATATTATTTCATGATACTTGATTTGTTGTTGCTCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAGGTTCTTATARAAGTGTAGYAA
TAATGTTATTAT

>Sh
AAAGGCCTCACCCAAAAACATTATTACTACACTTCTATAAGAACCTAAAGAAAGAACATAATGAAAATGAGCAACAACAAA
TCAAGTATCATGAAATAATATATCTAATGAAGAAGCTGATAAAGCTATACCAGTAACACCACCTATCGTAAATAAAAATATAA
AACCAACCAATCATCAAACTATAGGATCTCATACACGAGACCCACAGCTTTTAAGCATATATAATCAAGAAAAAACCTTTAT
ACCTGTAGGAATCCCTATAATCATAGTCACTGAACTAAAAAATATAGCAGTCAARTAATCTAAGCCAACCATAAACATATGAT
GGGCTCAAACTACACTTYCTAAGCAAACTATCGAAGCCATAGCACAAATCAATCCATAATACTCAAACGATGAATCATTATT
ACTTATCCTCATACATATATGACTAACTATTCCAAATCCAGGKAAAATTAAAACATACACCT

856 100% 00 99.16% 1005 MT5794431
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de [Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

“* D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant
fidéle a leur enseignement.

\/

% Dlexercer, dans [intérét de [a santé publique, ma
profession avec conscience et de respecter non seulement la
legislation en vigueur, mais aussi les régles de [honneur, de
la probité et du désintéressement.

“* De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le
secret professionnel,

“* En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y
mangue.

Université d’Aix-Marseille — Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12
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RESUME

La schistosomiase est une maladie causée par les parasites du genre Schistosoma. Cing
especes sont considérées comme pathogenes pour ’Homme. L’espece la plus retrouvée chez
I’Homme, Schistosoma haematobium, est responsable de la schistosomiase urinaire.

Cette pathologie est endémique dans la plupart des pays d’Afrique mais a aussi été

récemment redécouverte en Corse. Le réchauffement climatique, I’agriculture et le développement
de 1’ « éco-tourisme » ont favorisé I’expansion de la maladie et I’apparition d’hybridations des
especes entre Homme et animal. Il faut également s’attendre a diagnostiquer cette pathologie plus
fréquemment dans les pays tempérés, lié a la migration des populations et au tourisme.
De nombreux cas humains infectés par des especes hybrides ont été rapportés dans la littérature
scientifique. Ces hybrides peuvent engendrer des tableaux cliniques différents voire atypiques. Ces
formes hybrides associant especes a élimination urinaire et élimination fécale compliquent le
diagnostic, il est désormais nécessaire d’associer prélevements d’urines et de selles devant toute
suspicion de schistosomiase, méme urinaire.

Ces phénomenes soulevent un probleme de santé publique au niveau mondial.

Ce travail a pour but de déterminer les especes mises en cause chez les patients pris en
charge au service des maladies infectieuses a 'IHU de Marseille depuis 2017.

Des résultats de diagnostic moléculaire ciblant le gene Dral négatifs associés pourtant a une
clinique typique et a la présence d’ceufs caractéristiques observés dans les urines au microscope ont
initié ce travail avec I’hypothése de la découverte de nouvelles especes et/ou de formes hybrides
non diagnostiquées par la méthode mise en place au laboratoire.

Mots-clés : Schistosoma haematobium, hybride, PCR Dral, séquengage
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