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HADV
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CCHFV
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Comcov
CSCOM
CSRéf
EUCAP
H. influenzae
Inf.B
Inf.M
Inf.vV
IRA
LBMA
M. pneumoniaee
MPVh
NGS
OMS
ONNV
RSV
VFVR

S.pneumoniaee

Acide Désoxyribonucléique

Adénovirus

Acide ribonucléique

Bocavirus

Bronchopneumopathie obstructive

Virus de la Fievre Hémorragique de Crimée Congo
Chikungunya virus

Common corona virus

Centre de Santé Communautaire

Centre de Santé de Référence

European Union Capacity Building Mission in Mali
Haemophilus influenzae

Infection bactérienne

Infection mixte

Infection virale

Infection Respiratoire Aigué

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée
Mycoplasma pneumoniae

Métapneumovirus humain

Séquencage de Nouvelle Génération

Organisation Mondiale de la Santé

O ’nynon-nyong Virus

Virus Respiratoire Syncytial

Virus de la fiévre de la Vallee du rift

Streptococcus pneumoniae

SARS-CoV-2 Coronavirus 2 du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere
USTTB Université des Sciences des Techniques et des Technologies de Bamako
VTM Milieu de transport des virus
WHO World Health Organization
WNV West Nile virus
YRV Yellow fever virus
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1. INTRODUCTION

La fievre est un symptome tres fréquent et demeure 1’une des causes principales de consultation
médicale. Elle représente environ 15 % des visites chez les personnes agées et jusqu’a 40 % des
consultations chez les enfants [1]. Au Mali, plusieurs études ont montré que la fievre demeure
le premier motif de consultation [2]. Elle n’est pas toujours synonyme d’infection et peut avoir
differentes étiologies. Cependant les étiologies sont le plus souvent infectieuses [3].

Selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) les maladies infectieuses représentent la
premiere cause de décés en Afrique, avec les infections respiratoires Aigués (IRA) en téte
suivies du paludisme [4]. Dans les pays d’endémie palustre comme le Mali, la fievre lorsqu’elle
n’est pas associée a un autre symptome évocateur d’autres pathologies, constitue le premier
signe de suspicion du paludisme. Le paludisme, bien que responsable de nombreux cas de
fievre, n’en est pas toujours la cause. Au Mali, environ 40% de ces cas de fievre non liée au
paludisme, sont principalement liés a des agents infectieux comme les arbovirus et la Leptospira
ssp [5]. En plus des arbovirus d’autres pathogénes comme les bactéries a tropisme systémique
sont ¢également dans 1’étiologie infectieuse de ces cas de fiévres_(Rickettsies, Borrelia,

Salmonella spp. invasives, Coxiella burnetii, Ehrlichia spp) [6, 7].

Par ailleurs, une co-circulation du paludisme et des maladies a arbovirus a été observée dans
plusieurs zones d’Afrique ou le paludisme est endémique, avec une augmentation des cas de
co-infection qui augmente au fil des années [8] .

Les IRA constituent la cause majeure de morbidité et de mortalité chez les enfants de moins de
5 ans dans les pays en développement. La fievre est habituellement associée aux infections
respiratoires, elle est présente dans 90 % des cas chez les nourrissons et les jeunes enfants et
environ 50 % des cas chez les enfants plus agés [9]. Au Mali selon les données fournies par
I’OMS en 2021, les maladies respiratoires étaient la principale cause de déces chez tous les dges
devant le paludisme, les cas de complications néonatales et les maladies diarrhéiques [10]. Les
IRA ont aussi été mises en évidence comme une cause des fievres non palustre, Les principaux
agents pathogeénes responsables comprennent : le virus respiratoire syncytial, les rhinovirus,
les virus influenza, les adénovirus, le métapneumovirus humain, le bocavirus humain, les
coronavirus, ainsi que des bactéries telles que Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniaee et Haemophilus influenzae [11-13].

Plusieurs facteurs peuvent influencer I’incidence et la prévalence de ces agents pathogenes,

comme des facteurs climatiques (pluie, température, humidite), écologiques (présence de
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vecteurs, plans d’eau, pratiques agricoles), comportementaux (promiscuité, habitat) et

I’immunodépression.

Comprendre la saisonnalité d’un pathogéne permet d’anticiper les pics épidémiques et
d’adapter les stratégies de surveillance, de diagnostic et de prévention. La transmission du
paludisme au Mali est saisonniére, la plupart des cas enregistrés surviennent pendant la saison
pluvieuse, entre juillet et décembre [14]. Quant aux infections respiratoires, elles enregistrent
deux pics majeurs de consultation, le premier en mars avec 18,1 % et le second en octobre avec
12,1 %[15].

Bien qu’il y ait eu des avancés majeurs pour le diagnostic de ces agents pathogeénes, bon nombre
de ces pathogenes restent souvent non diagnostiqués par manque d’outils de diagnostic ce qui
donne lieu a une prise en charge probabiliste des cas de fiévre, impliquant le plus souvent

I’utilisation accrue des antibiotiques qui demeure un défi de santé au Mali [16].

Les avancées en biologie moléculaire, notamment les techniques de séquencage de nouvelle
génération (NGS), permettent aujourd’hui une détection rapide et spécifique des pathogenes,
offrant un gain de temps et d’efficacité par rapport aux cultures traditionnelles.
Malgreé ces avancées, plusieurs lacunes persistent au Mali : peu d’études qui examinent
simultanément les agents pathogenes respiratoires et sanguins sur des séries temporelles

longues en incluant les données chez les adolescents et les adultes.

Face a la multiplicité des agents responsables de fiévre et aux variations climatiques qui
caractérisent le Mali, il demeure insuffisamment connu comment et quand ces pathogenes
circulent selon les saisons chez les enfants, les adolescents et les adultes.
Ainsi, I’¢tude de la dynamique saisonniere des pathogénes sanguins et respiratoires
responsables de fievre revét une importance stratégique. Elle permet de mieux comprendre les
variations épidémiologiques, d’optimiser la surveillance et d’adapter les stratégies de
prévention et de prise en charge.

Questions centrales :

1. Quelle est la dynamique des pathogenes respiratoires et sanguins responsables de
fievre au Mali ?
2. Quelle est la saisonnalité de circulation des pathogénes respiratoires et sanguins

responsables de fievre au Mali ?
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2. OBJECTIFS
2.1. Objectif principal
Etudier la dynamique et saisonnalité de circulation des pathogenes respiratoires et sanguins

responsables de fievre au Mali.

2.2. Objectifs spécifiques
1. ldentifier les principaux pathogénes respiratoires et sanguins responsables de la fievre
au Mali ;
2. Déterminer la répartition saisonniére de ces pathogenes en fonction du type d’infection
3. Déterminer I’association entre la présence de ces pathogénes et les signes cliniques

(symptbmes respiratoires et la fievre).
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3. GENERALITES

3.1. Contexte geographique et climatique du Mali

Le Mali est situé en Afrique de 1’Ouest, entre environ 10° et 25° de latitude nord, a cheval sur
la bande sahélienne : ses parties nord plongent dans le désert du Sahara tandis que ses parties
sud présentent des zones de savane tropicale [17]. Climatiqguement, le pays est marqué par une
forte variabilité : La saison séche s’étend habituellement de novembre a mars/avril, avec peu
de précipitations, humiditeé faible, et des vents secs (notamment le vent de Harmattan qui souffle
du nord-est vers le sud-ouest) [18], et la saison des pluies qui commence vers mai/juin,
s’intensifie en juillet-aodt, et se termine vers septembre/ou octobre dans de nombreuses zones
[19]. Ces grandes périodes peuvent se décliner plus finement, une saison seche froide
(novembre a janvier), une saison seche chaude (février a avril), puis une saison humide chaude
(mai a juillet) et une saison humide froide (ao0t a octobre), ce découpage est cohérent avec les
profils climatiques sahéliens ou la chaleur est forte en fin de saison séche avant ’arrivée des

pluies, puis I’humidité monte pendant I’hivernage [20].

11 est utile de rappeler que durant la saison séche, I’humidité relative est tres faible, 1’air est plus
poussiéreux, et les températures diurnes / nocturnes peuvent fortement varier. Durant la saison
des pluies, I’humidité et la végétation augmentent, la couverture nuageuse évolue, et les
comportements humains (en plein air, abri, ventilation) changent. En ce qui concerne les germes
une augmentation de I’humidité et des surfaces mouillées favorise la survie ou la transmission
de certains virus (par exemple, augmentation des gouttelettes, moindre évaporation), et I’air sec
et poussiéreux peut irriter les voies respiratoires, altérer les défenses mucosales, et favoriser
I’infection ou la colonisation virale/bactérienne [21, 22]. Et quand on pense aux infections
vectorielles ou aux bactéries transmises via des vecteurs ou ’eau, la saison des pluies peut
favoriser la reproduction de vecteurs ou la stagnation d’eau propice a la transmission. De plus,
le climat (humidité, température) peut influencer la survie des bactéries dans 1I’environnement
ou dans les réserves biologiques, modifiant le moment de transmission. Des revues sur
I’ Afrique montrent que la variabilité climatique affecte fortement 1’épidémiologie des maladies

infectieuses [23].

3.2. Rappel sur la physiopathologie de la fievre

Le centre thermorégulateur, hypothalamus a travers différents mécanismes maintient la
température corporelle dans une fourchette de 36-37,5°C,et cela méme pendant certains états
physiologiques (grossesse, ovulation, fraicheur ,sport physique...), mais face a une agression

extérieure celui-ci entraine la sécrétion des pyrogénes exogenes déclenchant la production des
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prostaglandines augmentant ainsi la température corporelle qui sera maintenue €levée jusqu’a
la baisse des pyrogenes et des prostaglandines dans I’hypothalamus, la fiévre constitue la raison
majeure de consultations chez les enfants [24].

En effet la fievre a deux origines, soit non infectieuse (due par exemple a une tumeur
maligne...) ou infecticuse (due a des virus, bactéries ou encore des parasites) [25] et cette
derniére est de loin la plus fréquente [26], leur localisation est en fonction de 1’4ge du patient
et de son systtme immunitaire d’ou une présence remarquable des infections respiratoires

supérieures chez les jeunes patients [24].

3.3.  Meéthodes de Diagnostic moléculaire

La biologie moléculaire reste I’une des meilleures techniques de détection rapide et efficace des
virus et bactéries responsables des maladies respiratoires et sanguines dans les échantillons
cliniques au laboratoire [27], avec les techniques comme la Réaction de Polymérisation en
Chaine (PCR) qui cible spécifiquement le matériel génétique des pathogénes, la biologie
moléculaire a étendu la capacité de caractérisation épidémiologique des infections respiratoires
et sanguines, et aussi faciliter, l'identification de nouvelles souches et méme la découverte de

nouveaux pathogenes.

Ces techniques absentes dans les laboratoires d’analyses de routines, sont utilisées dans les
laboratoires spécialisés avec les équipements et personnels appropriés, et surtout appliquées
pendant une endémie afin d’identifier le ou les pathogénes responsables [28]. Cette méthode de
diagnostic exige une extraction du matériel génétique suivie de la Réaction de Polymérisation
en Chaine (PCR)

3.3.1. Extraction du matériel génétique
L’extraction consiste a 1’obtention du matériel génétique suite a une procédure bien définie,

elle peut étre effectuer par différentes maniéres et différents Kits.

Cette méthode peut étre exécutée d’une manicre automatisée ou manuelle en suivant les
différentes étapes d’extraction du matériel génétique :

v Lyse: Etape fondamentale de I’extraction, elle correspond a I’inactivité du matériel
infectieux par la destruction de leurs membranes et la libération de leurs contenus y
compris les acides nucléiques ;

v’ Séparation et isolement : Cette étape consiste en la séparation du matériel génétique des
autres constituants (protéines, lipides, sels, etc.) par la capacité des billes magnétiques a

se fixer spécifiquement au matériel génétique ;
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v Lavage ou purification : Elle vise a séparer le matériel génétique du reste des débris
cellulaires et des contaminants chimiques ;

v’ Elution : L’élution consiste a récupérer le matériel génétique purifié dans un tampon
d’élution approprié pour les maintenir les propriétés physico-chimiques des acides
nucléiques.

—
R, —— DNA

Exosome isolation

lysis purlflcatlon elution
Washing
EXO-Prep Lysis Buffer Buffer

= :;H &% -

Supernatants Exosome Pellet * —— - :
Column purification, washing and

elution

Figure 1 : Etapes de I’extraction du matériel génétique

Source : hitps://d2ul1zllopyfwix.cloudfront.net/thumbnails/825daef5-0b7c-5c44-85c8-
70e6987e39c1/4c45f252-1c36-5fda-8d7a-25352¢c623d79.ipg

3.3.2.  Analyse moléculaire par la réaction de polymérisation en chaine en temps réel
(QPCR)

La PCR est une technique de biologie moléculaire, trés sensible, dont le principe repose sur la

détection, 1’amplification spécifique et [’évaluation quantitative de séquences d’acides

nucléiques cibles (ADN et ARN).

La réaction PCR est constituée d’une série de cycles au cours desquels nous avons une variation

de la température. Cette réaction est effectuée a I’aide d’un thermocycleur, un appareil qui

permet d’assurer le changement de la température en fonction d’un programme d’amplification

défini. Le thermocycleur peut étre connecté a un ordinateur, pour suivre en temps réel la

réaction d’amplification.

Une réaction d’amplification par PCR comprend habituellement les étapes suivantes :
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L’étape de dénaturation initiale : elle se déroule en température constante, généralement a 95°C
et permet la séparation de toutes les molécules d’ADN double brin en brins simples.

L’étape cyclique :

Cette étape initiale est suivie par un enchainement de cycles qui comportent les phases
suivantes :

» Dénaturation : elle se déroule généralement a une tempé rature de 95°C et permet la
séparation des deux brins d’ADN reliés par des liaisons hydrogenes en simples brins.

» Hybridation : la température de la réaction est abaissée autour de 60° C, elle varie en
fonction de la température de fusion des amorces (petits fragments d’ADN qui ciblent la
région & amplifier) pour permettre la fixation spécifique de ces derniers sur leur cible.

> Elongation : la température de la réaction est portée a 72°C pour permettre une activité
optimale de la polymérase, une enzyme qui rallonge les amorces déja fixées sur leur

séquence cible en synthétisant un second brin d’ADN complémentaire.

Ces phases se déroulent en plusieurs cycles entrainant une augmentation de la quantité de la

séquence ciblée.

A) Dénaturation S E
Fluorophore G ch)vggencher —— —T —T
——pe——p=1 T 1 1 U
—rT 1 T |
S| | | I | | | | | | | | | | I | | |
ADN génomique cible
B) Hybridation
Amorce @ @

| | | | | I T T T 1
| ISR — | | I | D! (S | | S — | b S (NS [AEN SN N

C) Extension

ADN polymérase @ ?
———T T > - T T

| | | l | I | | l l | l | 1 | | | |

D) Lyse de la sonde 7 (= ? , e

Figure 2 : Etapes la RT-qPCR

Source : hitps://www.revmed.ch/var/site/storage/images/0/8/9/9/4879980-1-fre-
CH/RMS 106 931 page 2 2 i1200.jpg
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Principe de la PCR en temps réel :

La PCR en temps réeel ou encore la PCR quantitative (qQPCR), est une variante de la PCR dont
le principe repose sur la possibilité de suivre la quantité des acides nucléiques cibles a tout
instant (en temps réel) lors de la réaction d’amplification et non a la fin de la PCR comme avec
la PCR classique au cours de laquelle le produit d’amplification est détecté aprés la réaction

grace a une technique de migration par électrophorese sur gel.

Une autre méthode plus spécifique que la premiére, appelée la technologie Tagman, qui repose
sur I’utilisation de sondes Oligo nucléotidiques fluorescentes qui se fixent spécifiquement sur

une séquence de la cible d’ADN a amplifier.

Au cours de la réaction, un seuil de fluorescence est établi par le programme de I'appareil de
PCR en temps réel, qui correspond au point a partir duquel le produit d’amplification devient
détectable. Il est exprimé sous forme de valeur de seuil appelée « Ct » pour « Cycle Threshold

» s0it « cycle seuil » qui représente le cycle a partir duquel la fluorescence a franchi le seuil.

PCR en temps reéel avec transcription inverse

Lorsque le matériel génétique de départ est I’ARN, nous avons une réaction de transcription
inverse, d’ou la RT-PCR pour « reverse transcriptase PCR ». Au cours de cette réaction I’ARN
est converti en ADNc (ADN complémentaire) qui sera utilis€é comme matrice pour
I’amplification par PCR.

En diagnostic, la PCR demeure la technique de référence pour la détection et 1’identification

des acides nucléiques de plusieurs agents pathogenes dans les fluides corporels.
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Figure 3: Courbe d’amplification d’une PCR en temps réel
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Source : https://d2ulzllopyfwix.cloudfront.net/thumbnails/2e2dfb09-7d2b-58cd-ad43-
ealaafé62fdd2/06f6b321-f660-56d7-2dfé-f2c1éaeéb2c18.jpg

Tableau | : Détails du programme de la RT-gPCR

Parameétres RT-étape | Dénaturation Quantification Refroidissement
# de Cycle 1 1 40 1

T°C 55 95 95 62 |40

Temps 3mn Imn 3s 10s 30s

Mode CAPTURE

d’acquisition

3.4. Epidémiologie des Infections Respiratoires Aigués (IRA)

3.4.1. Mortalité et morbidité des IRA

Les infections respiratoires aigles entrainent environ 5 millions de visite médicale annuelle aux
états unis [29], et 10 millions de cas en France , elles représentent la principale raison de
consultations médicales [30], les IRA sont responsables dans les pays en voie de développement
de 4 millions et demi de décés d’enfants par an dont 70 % dd a la pneumonie. Plusieurs études
rapportent 1’implications dans 1’étiologie des IRA certains agents bactériens comme
Haemophilus. Influenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus. aureus et d’autres
viraux tels que le virus respiratoire syncytial, le virus para influenza, les virus de la grippe A
et B, adénovirus [31]. Leur incidence varie en fonction de I’espace (zone géographique ) et le

temps (période) [32].

3.4.2. Prise en charge des IRA

Certaines maladies respiratoires telles que la pneumonie broncho obstructive, 1’otite, la sinusite,
et ’angine ou les bactéries les plus fréquentes sont S. pneumoniae, H. influenzae, et les
entérobactéries ont comme traitement de premiere intention I’ Amoxicilline ou I’ Amoxicilline
associ¢ a I’acide clavulanique (le dosage en fonction de I’age, poids, gravité, terrain) pendant

sept a dix jours et comme traitement alternative les macrolides (exemple : telithromycine).

La rhinopharyngite ne nécessite aucun traitement a base d’antibiotique, juste un traitement

symptomatique, avec un antipyrétique et ou un lavage nasal.
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Jusqu’a 61 % des patients ayant des IRA qu’elles soient bactériennes ou virales sont traités par
des antibiotiques sans diagnostic spécifique [29], ce qui peut entrainer une résistance aux
antibiotiques mais aussi un gaspillage des ressources de santé [33].

3.5. Infections respiratoires
Encore appelées maladies respiratoires, sont des pathologies affectant les voies de passage de
I’air et peuvent troubler I’appareil respiratoire, d’origine virale ou bactérienne ,elles sont parfois

aigués ou chroniques [34] en fonction de la durée d’apparition et de 1’évolution.

» Infections respiratoires hautes

Elles sont dites hautes quand les organes atteints sont ceux des voies respiratoires supérieures
ou hautes. L’affection la plus rencontrée est le rhume puis viennent secondairement la grippe,
la toux, la pharyngite, I’amygdalite et la sinusite [35].

Principale cause de morbidité dans les pays sous-développés, elles sont favorisées par la
malnutrition, la promiscuité, la pollution de I’air atmosphérique, un systeme immunitaire
défaillant, fumée, le tabagisme...[36]

Les infections respiratoires se transmettent généralement par voie aérienne ou par 1’inhalation
des particules respiratoires générées par une personne infectée lorsqu’elle éternue, tousse, ou
chante mais également par dép6t direct de ces particules sur la bouche, le nez, les yeux d’une
autre personne a proximité (WHO 2024) ou par contact direct ou indirect avec les objets ou

surfaces souillés par des agents infectieux dont la survie dépend des conditions climatiques [38]

Le rhume : infection virale de la muqueuse du nez, des sinus, et de la gorge pouvant étre causé
par plusieurs virus dont : rhinovirus, adénovirus, coronavirus, méta-pneumo virus humain. Elle
débute par une irritation de la gorge, des éternuements, une toux, un malaise général mais aussi
une fievre modérée qui disparaissent au bout de quelques jours (4-10 jours) sans séquelle mais

toute fois ces manifestations peuvent aussi persister [39].

La grippe : Encore appelée la grippe saisonniére est une infection respiratoire aigué causée par
des virus grippaux de type A, B, C, D dont le dernier est uniqguement zoonotique. Elle se
manifestant aussi par une fiévre brutale et d’autres symptomes: toux, céphalées, myalgie,
malaise général, écoulement nasal[40]. Avec son potentiel pandémique, le virus grippal de type
A fait de la grippe saisonniere une cause de mortalité méme dans des pays développés comme
les Etats Unis [41].
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La toux : Elle peut étre productive ou non, la toux permet de libérer les voies respiratoires des
corps étrangers inhalés, protégeant ainsi les poumons par expulsion d’air, elle est le plus souvent

causée par une infection virale accompagnée de fievre [42].

La pharyngite ou pharyngoamygdalite : C’est une inflammation du pharynx et les tissus
environnants (rhinopharynx, amygdales), elle peut étre d’origine virale (Rhinovirus,
Adénovirus, Virus coxsackie, Para influenza virus, Respiratory Syncytial Virus, Ortho
myxovirus), bactérienne (Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenza, Streptococcus
pyogenes...) ou fongique (Candida albicans). Cependant il est difficile de les différencier dd

aux similarités [43].

La sinusite : Une inflammation des sinus d’origine allergique ou infectieuse, elle se manifeste
couramment en association avec une rhinite produisant une obstruction des sinus. Elle est le

plus souvent liée & une infection virale des voies aériennes hautes telles que le rhume [44].
» Infections respiratoires basses

On parle d’infection respiratoire basse quand les organes respiratoires inferieurs sont atteints,
le plus fréguent sont les pneumonies faisant des infections respiratoires 1’une des plus
importantes causes de mortalité dans les pays en voie de développement [36], Ce sont entre

autres les : bronchopneumopathie obstructives, 1’asthme, les pneumonies et la tuberculose [34].

La Bronchopneumopathie Chronique obstructive (BPCO) : Une maladie inflammatoire
chronique entrainant un rétrécissement progressif des voies respiratoires inferieures favorisée
par le tabagisme et une exposition permanente aux biocombustibles, elle entraine une
diminution de la capacité d’expiration. Elle est le plus souvent associée a un emphyséme et ou
une bronchite chronique. Le nombre de personnes atteinte de cette affection ne cesse

d’augmenter au niveau mondiale, les Etats Unis seuls comptent environ 16 millions [45].

L’asthme : Une affection pulmonaire chronique causée par 1’inflammation et la contraction
des muscles respiratoires, entrainant un rétrécissement des voies respiratoires de fagon
réversible face a des stimuli [45]. Les symptdémes rencontrés sont : toux, essoufflement,

respiration sifflante, oppression thoracique [46].

La tuberculose : Selon ’OMS la tuberculose est une maladie bactérienne qui touche le plus
souvent les poumons. Environ 1,25 millions de personnes sont mortes de tuberculose en 2023.
Le Mycobacterium tuberculosis se manifeste apres multiplication et aprés avoir touché

différents organes, ses manifestations sont en fonction de 1’organe touché, méme si les poumons
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sont le plus touchés la plupart du temps, elle peut aussi affecter : les reins ; le cerveau, la colonne
vertébrale et la peau. Comme symptdme, elle se manifeste par de la fiévre, une toux prolongée
et sanglante, une douleur thoracique, 1’asthénie, I’amaigrissement et par des sueurs nocturnes
[47].

La pneumonie : La premiere cause infectieuse de mortalité chez les enfants a 1’échelle
mondiale, elle est une forme d’infection respiratoire qui peut étre aigue ou chronique touchant
les poumons provoguant un remplissage des alvéoles pulmonaires de pus et de liquide. La cause
bactérienne est premiérement due a la bactérie Streptococcus pneumoniae et secondairement a
la bactérie Haemophilus influenza de type B, et celle virale due au virus respiratoire syncytial
[48].

3.6. Etiologie bactérienne des infections respiratoires

La part des bactéries largement élucidée depuis longtemps, elles sont la cause de certaines
otites, epiglottites, sinusites mais en principe elles sont responsables des infections respiratoires
basses, comme : pneumonie, mucoviscidose, BPCO... Les bactéries S. pneumoniae ; H.
influenzae ; M. pneumoniae ; Legionella pneumophila sérotype 1, sont les plus courantes et
sont responsables de plus de 90% des pneumopathies décrites. La fréquence de ces différentes
bactéries est en fonction du terrain, de I’environnement et de la période. La possibilité¢ d’une

infection mixte (virale et bactérienne) est aussi importante [31, 49, 50].
3.7. Caractéristiques morphologiques des bactéries les plus rencontrées dans les IRA

Mycoplasma pneumoniae : Appartenant a la famille des mollicutes, M. pneumoniae est une
espece atypique des voies respiratoires, responsable d’une pneumonie chez les enfants et
adultes. Autoréplicatif, il est une bactérie (procaryote) dépourvue de paroi cellulaire donc a
coloration gram négatif comparable au virus en ce qui concerne la taille, ce qui I’octroi
d’ailleurs une croissance fastidieuse. Mycoplasma pneumoniae est un pathogene extracellulaire

des muqueuses ne présentant un effet cytopathique que sur I’épithélium cilié respiratoire [51,
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Streptococcus pneumoniae : De forme ovoide (2um de diametre), parfois en paires ou en
chaines, immobiles, c’est une bactérie a gram positif, elles fermentent les glucides en acide
lactique, absence de catalase. De la famille des streptococcaceae, elle a été identifiée comme
pathogéne respiratoire majeur aprés son isolement, et aussi responsable d’autres pathologies :
méningite, bactériémie chez les enfants et les adultes, elle ne présente pas de rhamnose dans
leurs parois [49, 53, 54].
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Source :
https://as2.ftcdn.net/jpg/03/66/28/95/1000 F 366289564 kadVDSrypocaMOODPK9vNKU7

SdnJIQ8s.jpg

Haemophilus Influenza : Coccobacille gram négatif, c’est une bactérie divisée en deux
souches : typables (présence de capsules) dont le plus connu est le type B responsable
d’infection systémique telle que la méningite et la souche dite non typable ( absence de
capsules) commensale naturel du nasopharynx qui migrent vers les voies respiratoires
inférieures, devient de ce fait pathogénique en causant de nombreux maladies respiratoires :

pneumonie, bronchite, bronchopneumopathie chronigque obstructive [55].

3.8. Etiologie virale des infections respiratoires

Les infections respiratoires fréquemment dues a des virus, ayant une affinité pour 1’épithélium
cilié des voies respiratoires, peuvent s’y introduire et causant ainsi des infections au niveau
inférieur aussi bien qu’au niveau supérieur. Il s’agit notamment d’un nombre de virus élevé
dont principalement: Influenza A et B ; Adénovirus ; Rhinovirus ; Coronavirus ; Respiratory
Syncitial Virus ; Virus de la grippe ; Virus Para-influenza [56, 57].

En 2002-2003 (Hong Kong) un grand nombre de déces fut causé par certains coronavirus dont
les SARScov, faisant une autre apparition (Wuhan) en 2019 entrainant des millions de déces
dans le monde entier. Un autre sous type fait son apparition en 2012 ( Arabie Saoudite) Middle

East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) avait une létalité de 34 % [58]. Cependant

la grippe saisonniére quant a elle, ne cesse de faire des ravages depuis les années 1970 et la

souche suspectée est le virus de la grippe B [59].

3.9. Caractéristiques morphologiques des virus les plus rencontrés dans les IRA

Adénovirus : Les adénovirus ou adenovirudae sont une famille de virus a ADN double brin
grands et complexes, ils mesurent avec 70-90nm de diamétre. Les protéines présentes dans sa
capside dont I’hexon est la principale, sont disposées en icosaédre. Ce sont des agents
pathogénes opportunistes, ils sont responsables des maladies respiratoires, oculaires et
entériques [60]. La famille des adénovirus compte actuellement 86 sérotypes, subdivises en six

sous-groupes selon le comité de taxonomie des virus (ICTV) [61].
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Respiratory Syncitial Virus et Métapneumovirus humain : le virus respiratoire syncytial est

I’une des principales causes des maladies respiratoires inferieures chez les enfants [62].

Métapneumovirus sont des virus filamenteux, enveloppés a ARN (13kb) monocaténaire a
polarité négative de la famille des pneumoviridae. Le virion contient une bicouche lipidique
dans laquelle se trouve les protéines (structurales et non structurales) po ur lesquelles codent

ces genes [63].

Picorna virus : De la famille des picornaviridae, c’est un virus a ARN simple brin positif non
enveloppé avec une capside icosaédrique de 30nm [64]. La taille de son génome varie de 7,2 et
8,8 kb de longueur avec I’extrémité 5’ liée par des liaisons covalentes a la petite protéine virale
VPg. Ils sont responsables d’un nombre important de maladies animales et humaines des plus

graves ( poliomyélite ; encéphalite ; méningite ; hépatite) aux plus bénignes ( rhume) [65].

Bocavirus : De la famille des parvoviridae, sous famille des parvovirinae qui est divisée en

cing genres, il appartient au genre bocavirus caractérisé par la présence d’un troisiéme ORF
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entre les protéines structurales et non structurales. Ce sont des petits virus, a ADN simple brin,

forme icosaédre, non enveloppé et d’un diamétre de 18 & 26 nm [66, 67].

* Songlestranded
DA genome

Human bocavirus particle

A Sk | 0000

Source : https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?g=tbn: ANd9GcS3vX9 1JvIJHrc7WHLLNhhR4aGYZsBRADbILGw
&s

Coronavirus, SARS cov 2, Common HCoV: Groupe monophylétique de 1’ordre des
nidovirales, ce sont des virus enveloppés dont le génome est formé d’ARN monocaténaire
positif non segmenté entouré d’une capside. Le gene du coronavirus varie de 27-32 kb, environ
de 29,9 kb pour le SARS cov 2 et respectivement constitué de quatre protéines structurales, de
quatre structurales et seize non structurale ; ils appartiennent a la famille des coronaviridae,

sous famille coronavirinae et au genre betacoronavirus [68, 69]

Les virus de la grippe : Ce sont des virus enveloppés a ARN segmenté et a sens négatif
appartenant a la famille des orthomyxoviridae. On en distingue trois types Influenza A ,B,C;
les deux premiers caractérisés par la présence de glycoprotéine de surface I’hémagglutinine et
['influenza C par une protéine de fusion, I’hémagglutinine estérase. Les virus de la grippe A
peuvent étre sous typés selon la nature antigénique et génétique de leurs glycoprotéines de
surface [70, 71]
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3.10. Composition du sang et principaux pathogenes

Le sang est un tissu conjonctif liquide essentiel au maintien de 1’homéostasie, composé
principalement de plasma (environ 55 %), un mélange aqueux de protéines plasmatiques,
électrolytes, nutriments et d’éléments cellulaires comprenant les globules rouges (érythrocytes),
les globules blancs (leucocytes) et les plaquettes (thrombocytes). Les globules rouges assurent
le transport de I’oxygene grace a ’hémoglobine, tandis que les leucocytes jouent un réle central

dans la défense immunitaire.

De nombreux pathogénes infectieux exploitent le sang comme milieu privilégié pour leur
multiplication et leur dissémination. Par exemple, le parasite Plasmodium falciparum pénetre
dans les globules rouges ou il se développe, provoquant leur destruction et une inflammation
systémique [72]. Certaines bactéries, notamment Salmonella, Borrelia, Rickettsia, Coxiella et
Bartonella, interagissent avec les cellules sanguines ou 1I’endothélium vasculaire et peuvent
provoquer des infections systémiques [73-76]. Plusieurs virus a fievre hémorragique, dont
Ebola et Marburg, sont détectables dans le sang (plasma) lors de la phase virémique, ce qui
facilite leur propagation systémique et contribue a la gravité de la maladie [77, 78]. Cette
présence pathogénique dans le sang induit une réponse immunitaire caractérisée par une fievre,

symptome clinique majeur souvent utilisé pour orienter le diagnostic.

Ces mécanismes pathogéniques justifient 1’étude approfondie des infections sanguines,
notamment leur dynamique saisonniere, pour améliorer la surveillance, le diagnostic et la prise

en charge des fievres d’origine infectieuse.

3.11. Epidémiologie des arboviroses, maladies bactériennes et parasitaires a transmission

vectorielle

3.11.1. Mortalité et morbidité

Les maladies transmises par les arthropodes surtout les moustiques sont considérés comme étant
I’une des causes principales des maladies infectieuses avec plus de 700 000 cas de déces par
an, [79]. La fievre jaune avec 200 000 cas et 30 000 déces chaque année dont la majorité
survient dans les pays Africains [80], avec I’intensification de 1’urbanisation, la dengue quant
a elle serait estimée a 390 millions d’infections durant 1’année dont les 96 millions se
manifestent [81]. En 2018 pas moins de 1500 cas de virus du Nil occidental ont été signalé en
Europe [82].
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D’autres types de maladies a transmission vectorielle, telles que les Rickettsies et les bactéries
apparentées (Coxiella, Erlichia, Anaplasma) ont connu des hausses, par exemple le nombre de
cas d’erchiliose da a Erlichia Chaffeensis a quadruplé depuis les années 2000 [83], la borréliose
constitue I’une des maladies infectieuses les plus courantes aux Etats Unis, le centre pour le
contréle et la prévention des maladies (CDC) a recensé plus de 17 000 cas pendant I’année
2000. Les pays Bas de 2007 a 2010 ont subi la plus grande incidence de la maladie de la fievre
Q (maladie de Coxiella Burnetti) avec plus de 4000 cas signalés et environ 40 000 cas probable
d’infection [84] .

Une sous-estimation d’infections due de ces bactéries intracellulaires a été constaté en Afrique

subsaharienne due a la ressemblance de leurs symptomes a ceux du paludisme [85].

D’une part la diarrhée qui a toujours été un probléme majeur de santé publique et d’autre part
toutes les maladies d’origines alimentaires sont spécifiqguement grave pour les jeunes enfants,
elle est généralement due a une entérobactérie et le plus souvent di au genre Salmonella, on
comptabilise environ 550 millions de malades dont les 220 millions sont des enfants de moins

de 5 ans. La salmonellose reste 1’'une des causes principales de la diarrhée dans le monde [86].

3.11.2. Prise en charge

Il existe des vaccins pour certains arbovirus tels que le virus de la fiévre jaune et du chikungunya
[87].

Cependant la prise en charge optimale face a une arbovirose reste symptomatique, les soins
cutanés, I’hydratation, une bonne alimentation, prévention des infections secondaires et
traitement des coinfections [88].

Pour les maladies bactériennes a transmission vectorielle une antibiothérapie est le traitement
de premiére intention, les rickettsies, répondent efficacement aux cyclines (doxycycline,
tétracycline...) pour un traitement de 5 a 10 jours, malgré qu’elles entrainent le jaunissement
des dents chez les enfants de moins de 8 ans, ils restent la molécule de premiére intention [89].
Pour la maladie de Lyme : un traitement a base d’amoxicilline 500mg 3 fois par jour pendant
14 jours, ou de 1’azithromycine (500mg par jour pendant 7 jours) est efficace chez les patients
incapables de prendre la doxycycline ou les beta lactames [90]. La Salmonellose ne nécessite
pas d’antibiotique chez les patients non immunodéprimés ou ne présentant aucune septicémie,
mais juste administration de solutés par voie orale ou intraveineuse directe en fonction de
I’atteinte [91]
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3.11.3. Caractéristiques morphologiques de quelques pathogénes viraux rencontrés dans
le sang

e Flaviviridae [92]

Ce sont des virus enveloppés a ARN simple brin positif (~11kb), sphériques, de diamétre ~40—
60 nm, symétrie icosaédrique. Causant des infections principalement transmises par des
arthropodes ( moustiques, tiques) et ayant les humains, primates non humains, oiseaux et petits
mammiféres comme reservoirs

Exemples : Zika virus, Dengue virus, Fiévre jaune, West Nile virus.

YFV

(yellow fever virus)

Envelope
protein (E)

Capsid protein -RNA

Source :

https://www.shutterstock.com/shutterstock/photos/2410385415/display 1500/stock-
vector-yellow-fever-virus-structure-close-up-of-a-virion-anatomy-magnified-of-yellow-
jack-virus-vector-2410385415.jpg

o Filoviridae [93]
Des virus filamenteux a ARN simple brin négatif non segmenté (~19 kb), parfois en forme de
U ou 6, enveloppés, de diamétre ~80 nm, longueur jusqu’a 1 000 nm. Transmis par Contact
direct avec fluides biologiques infectés. Les Chauves-souris frugivores sont les principaux
réservoirs.

Exemples : Ebola virus (Zaire), Marburg virus.
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e Togaviridae (genre Alphavirus) [94, 95]
Ce sont des virions sphériques a ARN simple brin positif (~11-12 kb), enveloppés, de diamétre
~60-70 nm, symétrie icosaédrique. Les principaux réservoirs sont les humains, primates et
oiseaux, transmis essentiellement par les moustiques.

Exemples : Chikungunya virus, O ’nyong-nyong virus.

e Bunyavirales [96, 97]
IIs sont enveloppés avec un genome a ARN simple brin négatif ou ambisens, segmenté en trois
parties (L, M, S), sphériques ou pléomorphes, de diametre ~80-120 nm. Transmis par les
arthropodes (moustiques, tiques) ou contact avec tissus animaux infectés. Les ruminants,
rongeurs, chauves-souris, oiseaux sont les reservoirs
Exemples : Rift Valley fever virus (Phlebovirus), Crimean-Congo hemorrhagic fever virus

(Nairovirus), Bunyamwera virus (Peribunyavirus), Kiwira virus.

e Arenaviridae [98]
Avec un virion a ARN simple brin bipartite (segmenté en deux), ambisens enveloppé,
pléomorphe, diamétre ~50-300 nm, aspect granuleux (ribosomes incorporés). Transmis par
contact avec excrétas ou secrétas de rongeurs infectés, ayant les rongeurs sauvages comme
reservoir.

Exemple : Lassa virus.

A)

Matrix protein (Z)

T Ribosome

Polymerse (L)

Source : https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780128008386000163-f16-09-
9780128008386.jpg

o Poxviridae (genre Orthopoxvirus) [99, 100]
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Ce sont des Virus larges a ADN double brin linéaire (dsADN), ~130-300 kb, brique-shaped,
enveloppés, ~200-300 nm. Dont la transmission est faite par Contact direct, gouttelettes,
fomites, zoonoses. Les principaux reservoirs sont des Animaux variés (rongeurs, bovins...).
Exemple : Orthopox virus (inclut monkeypox, cowpox, virus de la variole).

3.11.4. Caracteéristiques morphologiques de quelques bactéries les plus rencontrées dans
le sang

Salmonella spp.

Les bactéries du genre Salmonella appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont
des bacilles a Gram négatif, d’une taille variante approximativement entre 0,7 et 1,5
micrometres de largeur et 2 a 5 micrometres de longueur. Elles se distinguent par leur mobilité
assurée grace a la présence de flagelles péritriches qui leur conférent une grande motilité. Ces
bactéries ne forment pas de spores, ce qui influence leur résistance dans 1’environnement et leur
pathogénicite [101, 102].

Flagelia (5L amiygen)

Somatic (O antigen)
\ |
P> !l-:n\"vrmr-. 5\ / \
I J
?ﬁnmt‘l : /

__‘_/"A,\ - C\'tu-plasm

D i i AR G \\\\\

Capsule (K or Vi aniypen)

Source : https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?g=tbn: ANd9GcSx9qoRBIGUICG1T JG1CMSwWXKO6uVXnFu6S

a&s

Coxiella
Coxiella burnetii est une bactérie Gram negatif de petite taille, en forme de bacille ovale ou

coccoide, mesurant environ 0,2 a 0,4 micromeétres. Elle est intracellulaire obligatoire, capable
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de survivre et de se multiplier a I’intérieur des phagosomes acides des cellules hotes, ce qui

contribue a sa persistance et a son caractére pathogéne [103]

Borrelia spp.

Les Borrelia font partie de la famille des Spirochaetaceae et se caractérisent par une forme
hélicoidale souple, appelée spirochéte. Leur longueur peut varier de 10 a 30 micrométres, avec
un diameétre tres fin compris entre 0,2 et 0,5 micrometres. Elles sont réputées pour leur
coloration difficile, nécessitant des techniques spécifiques comme la coloration de Giemsa ou
I’argenture. Leur mobilité est assurée par des filaments axiaux internes, qui permettent leur
déplacement rotatif caractéristique [104, 105].

a Length: 10—30um

Diameter: 300nm

Flagellar

motor

Inner Flagellar
membrane

Surface
lipoproteins

____________________________________________________________________________

Source :https://www.creative-diagnostics.com/upload/image/lyme-disease-and-borrelia-

burgdorferi-1.jpg

Bartonella spp.

Les bactéries du genre Bartonella appartiennent a la famille des Bartonellaceae. Ce sont de
petits bacilles Gram négatif, mesurant environ 0,5 micrometre par 1,0 micrometre, souvent
Iégérement incurvés. Elles se caractérisent par un mode de vie intracellulaire facultatif, leur
permettant de survivre et de se multiplier a I’intérieur des cellules hétes, notamment les cellules
endothéliales et les globules rouges, contribuant ainsi a leur persistance dans 1’organisme et a

leur pathogénicité [106, 107]

Rickettsia spp.
Les Rickettsia, membres de la famille des Rickettsiaceae, sont de petits bacilles ou cocco-

bacilles Gram négatif, de dimensions allant approximativement de 0,3 a 0,5 micromeétres de
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largeur et 0,8 a 2,0 micrométres de longueur. Ce genre est caractérisé par un mode de vie
intracellulaire obligatoire, ne pouvant se multiplier qu’a I’intérieur des cellules eucaryotes, ce
qui complique leur culture en laboratoire et nécessite des conditions spécifiques pour leur étude
[108-110]

Ehrlichia\Anaplasma

Ce sont de Petites bactéries a ADN double brin circulaire, a Gram négatives, forme coccoide
ou ovoide, 0,2-1,0 um, dépourvues de paroi peptidoglycanique épaisse appartenant a la famille
des Anaplasmataceae. Elles sont particulierement intracellulaires obligatoire, infectant
principalement les leucocytes (neutrophiles pour A. phagocytophilum) avec les Mammiferes

sauvages et domestiques (bovins, cervidés, rongeurs) comme reservoirs.

3.11.5. Morphologie de Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum est un parasite protozoaire unicellulaire appartenant au genre
Plasmodium. Dans le sang humain, il se présente principalement sous plusieurs stades intra-
érythrocytaires : le trophozoite en forme d’anneau (1-2 pm), le schizonte mature et le
gameétocyte, ce dernier étant caractéristique par sa forme allongée et incurvée en faucille. Ces

stades sont essentiels pour le diagnostic microscopique du paludisme.

Plasmodium

FPinocytic
Vesicles

o Cytoplasm

Golgl Apparatus Hemozoin

Smooth ER

Food Vacuole

Vacuole

Concentric Body

Mitochondri

Ribosomes Roun ER

Nucleus

Source :

https://media.geeksforgeeks.org/wpcontent/uploads/20240327122553/diagram-of-

Plasmodium.png
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METHODOLOGIE
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre de ’étude

Cette étude s’inscrivait dans le cadre global d’une étude de recherche sur les causes infectieuses
des fievres d’origine inconnue qui a été réalisée au Laboratoire de Biologie Moléculaire
Appliquée (LBMA).

Le Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée (LBMA) a été créé en 2000 sous la tutelle
de I’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) par le
Professeur Ousmane Koita. C’est un centre de formation et de recherche en santé et en
agriculture, il est situé sur la colline de Badalabougou en commune V du district de Bamako,
dans I’enceinte de la Faculté des Sciences Appliquées (FST) de 'USTTB.

Les activités du LBMA sont menées par des chercheurs, biologistes, professeurs et doctorants,
il compte sept unités : Parasitologie, Entomologie, Biotechnologie, Génomique, Biologie
clinique, Zoonose, Virologie. Chaque unité dirigée par un responsable qui travaille avec

plusieurs autres doctorants, biologistes. ..

4.2. Type et période d’étude

11 s’agissait d’une étude transversale s’étendant entre mai 2023 et avril 2024.

4.3. Population d’étude
Notre population d’étude était constituée de patients fébriles et ou présentant des symptomes

respiratoires et des volontaires répartis selon :

e Lazone de collecte :

Zone rurale Zone urbaine

e Bananso (Région de Sikasso) | e District de

e Torakoro (Région de Bamako
Bougouni)

e Babougou (Région de

Bougouni)
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La période de collecte :

Saisons

Période

Intervalle de mois

Saison séche

Seche froide

Novembre - Janvier

Seche chaude

Février - Avril

Saison humide

Humide chaude

Mai - Juillet

Humide froide

Aot - Octobre

4.3.1. Critéres d’inclusion

Les participants inclus dans notre étude répondaient aux criteres ci-apres :

Enfants & partir de 6 mois et adolescents dont les parents ont donneé leurs assentiments ;
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e Tout volontaire dans la tranche d’age méme sans aucun symptome clinique ;
e Patient dont les fiches d’enquéte ont été bien renseignées avec les informations cliniques et

sociodéemographiques.

4.3.2. Critéres de non-inclusion

Les participants non inclus dans notre étude répondaient aux critéres ci-aprés
e Toute personne de moins de 6 mois ;
e Patients dont les fiches d’enquétes n’ont pas été bien renseignées ;

e Non assentiment des parents s’agissant des enfants et adolescents.

4.4. Echantillonnage

La collecte portait sur des échantillons sanguins et respiratoires, respectivement dans des tubes
de prélevement EDTA (Ethyléne Diamine Tetra Acétique) ou dans des tubes secs sans aucun
anticoagulant et dans des tubes de 15 ml contenant des milieux de transport des virus (VTM) et

un écouvillon.

4.4.1. Taille de I’échantillon
Notre population d’étude était constituée de 436 participants dont :

e 221 patients fébriles et ou/ présentant des symptdmes respiratoires (50,68 %) ;
e 215 volontaires (49,31 %).

4.4.2. Type d’échantillons
Nous avons utilisé des prélévements nasopharyngés ou oropharyngés et des prélévements

sanguins.

4.5. Meéthodes de laboratoire
Une fois acheminée au laboratoire, les échantillons sanguins subissaient d’abord une
centrifugation afin d’obtenir le surnageant. Les échantillons oropharyngés et sanguins font alors

I’objet d’une extraction ensuite une réaction de polymérisation en temps réel RT-qPCR.

Extraction du matériel génétique

L’extraction du matériel génétique (ADN et ARN) a été faite automatiquement a ’aide de
I’automate KingFisher (ThermoFisher) et manuellement a 1’aide du kit BIOBASE (DR1110
50T/kit).

e Extraction automatique :
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L’extraction par D’automate KingFisher en utilisant le kit d’extraction MagMAX

Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation (Pays : Amérique, Compagnie : Thermofisher)

Principe de la méthode : Elle est basée sur I’utilisation du kit MagMAX Viral/Pathogen

Nucleic Acid Isolation qui consiste a 1’isolement et la purification du matériel génétique total

par la technologie des billes magnétiques a partir d’échantillons biologiques.

Mode opératoire :

> Préparation des plaques d’extraction (quantité suffisante pour 200 uL d’échantillon)

v
v

Plaque I (Deep-Well 96 Plate) : 500uL de solution de lavage (Wash 1), prét a I’emploi
Plaque 11 (Deep-Well 96 Plate) : 500uL de solution de lavage (Wash 2) préparée avec
de I’éthanol a 80%

Plaque 111 (Deep-Well 96 Plate) : 50uL de tampon d’élution, prét a I’emploi

Plaque IV (Deep-Well 96 Plate) : 200uL d’échantillon + 300uL du mix d’extraction
Le mix d’extraction est préparé selon le tableau suivant :

Réactifs Volume/Echantillon !

Binding solution (prét a I’emploi) 275 pL

Binding beads (prét a I’emploi) 10 pL
Protéinase K (prét a I’emploi) S5uL
Phage MS2[?1 10 pL

[11'\/olume nécessaire pour un seul échantillon

21 Utilisé comme contréle interne, son usage est facultatif

Plagque V (KingFisher™ 96 tip comb) : Embout magnétque peigne pour Deep-Well 96
Plate placé dans une microplaque KingFisher™ 96 KF

> Configuration de ’automate KingFisher et lancement du programme d’extraction

Le programme MVP 2Wash 200 Flex, téléchargé sur la page du produit MagMAX™

Viral/Pathogen II Nucleic Acid Isolation Kit, est chargé et exécuté sur I’instrument.

Les plaques d’extraction seront disposées dans [’instrument en fonction du programme
d’exécution, qui définit la place pour chaque plaque.
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I nermorisner
SCIENTIFILC

Source :https://www.antteknik.com/Upload/Productlmage/en/automate-express-
kingfisher-systems/95fded3fed98de2d7cafe37d48881d9c.png

e Extraction manuelle :
L’extraction manuelle en utilisant le kit BIOBASE (technology of diagnostic Biobase
Shandong Co., Ltd, Pays : Chinois, Compagnie : Biobase) suivant les instructions du fabricant.

Principe de la méthode : Le principe de cette méthode repose sur I’utilisation des billes
magnétiques fonctionnalisées, fournies par le Kit et capables de se lier spécifiguement aux
molécules d’acides nucléiques (ADN, ARN). La lyse cellulaire est provoquée par 1’action
d’une solution saline et de la protéinase K, par la suite les billes magnétiques vont se lier aux
molécules d’acides nucléiques contenu dans le lysat. L’utilisation d’un support magnétique va
permettre de retenir les complexes acides nucléiques- billes contre la paroi du tube contenant
le lysat et faciliter ainsi 1’élimination des autres composants cellulaires par une série de lavage.
Cette interaction est mise en profit pour permettre d’isoler et obtenir des acides nucléiques

hautement purifiés.

> Préparation des réactifs

v" Lysis solution AL (prét a I’emploi)
Protéinase K, stocké a 2°C (prét a I’emploi)
Wash | reconstitué avec

Wash Il reconstitue avec

Eluant a de Tampon tris EDTA (prét a I’emploi)

AN N NN

Billes magnétiques (prét a I’emploi)
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Mode opératoire

Ajoutez 20pL de la solution lysis B dans un tube de 1,5mL ;
Ajoutez 200uL de I’échantillon dans le méme tube ;
Ajoutez ensuite 300uL de la solution lysis AL puis incubez a 56°C pendant 5 a 10mn

M 0D PP Y

Apres I’incubation, ajoutez dans le tube 10uL de billes magnétiques (magnetic beads) et

300uL d’isopropanol puis mélangez par inversion pendant 1 a 2 min ;

5. Placez le tube dans un portoir magnétique pendant 2 min, tout en s’assurant d’une bonne
fixation du culot contre la paroi du tube, ensuite récupérez et jetez le surnageant en évitant
de décoller le culot ;

6. Placez ensuite le tube dans un portoir ordinaire (non magnétique) ;

7. Ajoutez 500uL de Wash | dans le tube puis mélanger par inversion pendant 1 a 2 min ;

8. Répétez I’étape 5 ;

9. Ajoutez 500uL de Wash Il dans le tube puis mélanger par inversion pendant 1 a 2 min ;

Répétez I’étape 5.

Réaction de Polymérisation en chaine en temps réel (RT-gPCR)

Le principe est basé sur une technique de RT-gPCR sous forme multiplex utilisant des sondes
TaqMan, permettant détecter simultanément plusieurs pathogénes au cours d’une seule réaction
de PCR. Ce systéme multiplex permet le diagnostic d’un large éventail de virus, de bactéries et
de parasites responsables d’infections sanguines et respiratoires.

Le Panel de diagnostic des fievres d’origines inconnues a utilisé pour la PCR (LightMixKit
FUO Respiratory screening pour les échantillons respiratoires et le LightMixKit FUO blood
screening pour les échantillons sanguins) Pays : Allemand et Compagnie : MOLBIOL.

Dans notre étude nous avons utilisé deux panels : un panel sanguin permettant de détecter 24
pathogenes dans le sang et un panel respiratoire permettant de diagnostiquer 12 pathogenes au
niveau respiratoire.

Chaque panel est constitué de :

» Une plaque de 96 puits, dont chaque puit contient sous forme lyophilisée des amorces et
des sondes fluorophores capables de détecter 3 pathogénes différents et le contrdle interne
dans un échantillon.
> Les plaques du panel sanguin sont organisées de telle sorte que chaque colonne de 8

puits soit utilisée pour un seul échantillon. L’échantillon est ainsi réparti entre les 8
puits, chaque puit permettant la détection de 3 pathogenes soit au total 24 pathogenes

par colonne.
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» Pour le panel respiratoire, seulement 4 puits d’une colonne de 8 puits sont utilisés pour
un échantillon soit deux échantillons par colonne. Un seul échantillon est réparti entre
4 puits, chaque puit permettant la détection de 3 pathogénes soit au total 12 pathogeénes.
» Un tube polymérase sous forme lyophilisée ;
» Un tube d’une solution tampon (buffer) de reconstitution de la polymérase ;

» Deux tubes de contrdle positif.

Instructions d’utilisation des panels :

Reconstitution des réactifs

Le buffer doit étre refroidit a 4 ° C avant utilisation

La polymeérase lyophilisée (RT-gPCR Mix) :

On ajoute 990 microlitres (ul) du buffer refroidi dans le tube contenant la polymérase
lyophilisée puis on mélange avec la pipette jusqu’a dissolution complete de I’enzyme. Une
bréve centrifugation est ensuite réalisée. L’enzyme reconstituée doit étre conservée sur glace.
Les tubes de controles positifs :

On ajoute 100 pL d’eau ultra pure dans chaque tube puis on mélange avec la pipette jusqu’a
dissolution compléte. Une bréve centrifugation est ensuite réalisee.

Préparation du mélange réactionnel (Mix)

Dans chaque tube de 1,5 correspondant a un échantillon le mélange est préparé selon le
tableau suivant :

Volume d’extrait de
matériel génétique total
Panel sanguin 80 pL 80uL
Panel respiratoire 40 pL 40pL

Type de panel Volume de la polymérase

On mélange délicatement le mélange a la pipette uniquement (A ne pas vortexer).

Un volume de 19uL de ce mélange est distribué dans chaque puit suivant le type de panel :
Panel sanguin : Un échantillon par colonne soit 8 puits (les 80uL sont répartis entre les 8 puits)
Panel respiratoire : 2 échantillons par colonne, soit les 4 premiers pour un échantillon et les 4
derniers pour un autre échantillon (les 40uL sont répartis entre les 4 puits).

Avec une plaque du panel sanguin on peut tester jusqu’a 10 échantillons avec deux colonnes

réservées pour les contrdles positifs et 22 échantillons pour le panel respiratoire.

Tableau Il : Listes des pathogenes respiratoires
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o Mycoplasma pneumonia, Streptococcus pneumonia,
Bacteries

Haemophilus influenza
Adénovirus, SARScov, métapneumovirus, Bocavirus
Virus Influenza A et B, Common Cov virus, rhinovirus,
Virus respiratoire syncytial

Tableau 111 : Contrdles du panel respiratoire
PC Dye : FAM Dye : HEX Dye : ROX
1 Inflenza A, Negative control SARS-CoV, RSV,
PicornaV,Com.CoV, HADV, H.influenza

M.pneumoniae

2 Negative control Influenza B, MPV,BocaV, Negative control

S.pneumoniae

Tableau 1V:Plaque du Kit respiratoire

I

e

{ V~i~ ) I c

Row | FAM HEX . :

M.pneumoniae | S.pneumonicae 5

| Com.CoV BocaV o

PicornaV HMPV -
Influenza A Influenza B

M.pneumonia S.pneumoniae

I.G\ | m o0 W'>

'Com.CoV BocaV
PicornaV HMPV
I Influenza A ‘Influenza B

Tableau V: Liste des pathogenes Sanguins

Bunyamwera virus, O ’nynon-nyong Virus, Virus de la Fievre Hémorragique de Crimée
Congo,

Virus
Orthopox, Dengue virus, Zika, Virus du Nil occidental, Virus de la Valée
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Virus de la fiévre jaune, virus de lassa, Ebola zaire, Marburg virus

Bacteries Coxiella, Salmonella, Borrelia, Rickettsia, Leptospira, Bartonella

Parasite Plasmodium ssp

Tableau VI : Contréles de panel sanguin

TPC Dye : FAM Dye : HEX Dye : ROX
1 | ZEboV, Chick, RVFV, WNV, Negative control MarV, ZikaV, CCHFV,
LassaV, Bartonella, Borrelia, YFV. ONNV, ERlichia,
Leptospira OrthopoxV, Coxiella
2 Negative control Plasmodium, DengueV, Negative control

KiwiraV, BunyaV,
Anaplasma, Rickettsia,
Salmonella

Tableau VII: Plague du kit sanguin

[ 2[aa] [8]9[10711]12
A
Welelie/e]
&3 1 QOIQO!
Row | FAM HEX o 88
A | Coxiella Leptospira = | O O
B | Borrelia Rickettsia e OO
C | Bartonella | Anasplasma B OOt
D | lLasaaV BunyaV
E | wnv KiwiraV
F | RVFV n.a
G | Chikv DengueV
'H | ZEbov | Plasmodium

Le thermocycleur BIO RAD opus 96 a été utilisé pour la PCR
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Source : https://bimedis.com/imag/vimg/3394422/original

4.6. Collecte, saisie et analyse des données

Des formulaires ont été utilisés pour la collecte des données sociodémographiques et cliniques
des patients, puis une base de données a été constituée a partir de Microsoft Excel. Le logiciel
STATA a été utilisé pour I’analyse statistique et le Sankey diagramme pour la création des
figures.

4.7. Considération éthique et déontologiques
Cette étude a respecté les cadres réglementaires en vigueur dans le milieu académique et
cliniqgue au Mali, le protocole a été soumis au comité d’éthique des USTTB. Le droit

d’anonymat et de confidentialité des personnes incluses a été respecté.
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RESULTATS
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5. RESULTATS

5.1.  Caractéristiques sociodémographiques
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Figure 4 : Répartition des échantillons en fonction de la résidence des participants (N = 436)
Lors de cette étude, un total de 436 échantillons a été collecté et analysé dont 221 chez des

patients symptomatiques et 215 chez des volontaires.

Parmi nos patients, ceux résidant en milieu urbain étaient les plus représentés (77,83 %, n=
172), comparativement a ceux vivant en milieu rural (22,17 %, n= 49). En revanche, tous nos

participants volontaires résidaient exclusivement en milieu rural

Tableau VI11: Distribution des patients par tranche d’age (N = 436)

Tranche d’4age Effectif %
Enfant (0,5-11ans) 174 39,9
Adolescent (12-17ans) 38 8,7
Adultes (18 ans ou plus) 224 51,4
Total 436 100

La tranche d’age la plus représentée était celle des adultes (n = 224), soit 51,4 % de 1’ensemble
de notre population d’étude, suivie de la tranche d’age enfant (n=174) et, celle des adolescents

(n=38) représentant respectivement 39,9 % et 8,7 %.
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Figure 5: Répartition en fonction du sexe (N = 436)

LBMA

Le ratio sexe était legerement en faveur du sexe masculin aussi bien chez nos patients (1,16)

que chez nos volontaires (1,06).

Tableau IX : Répartition des échantillons en fonction des périodes de collecte

L. Patient Volontaires
Période de collecte
Effectif % Effectif %
Période
Saison | humide
humide | chaude 116 52,5 0 0
Période
humide froide 74 33,5 215 100,0
Période séche
Saison | chaude 14 6,3 0 0
seche |Période séche
froide 17 7,7 0 0
Total 221 100 215 100

La collecte des échantillons chez nos patients a été majoritairement réalisée durant la saison

humide (Mai- Octobre) et répartit entre la période humide chaude (Mai — Juillet) et humide

froide (Aout — Octobre), représentant respectivement 52,5 % et 33,5 % des echantillons

analysés. En comparaison, seulement 14 % des échantillons ont été collectés durant la saison

seche dont 6,3 % en période séche froide (Novembre - Janvier) et 7,7 % en période seche chaude

(février a avril). Cependant, la collecte chez nos volontaires a été réalisée exclusivement en

période humide froide.
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Tableau X: Répartition des échantillons selon les types de prélevement réalisés chez les
participants (N = 436)

Patients Volontaires
Type de prélevement Effectif % Effectif %
Sanguin 2 0,9 215 100
Pharynge 126 57 0 0
Sanguin et pharyngé 93 421 0 0
Total 221 100 215 100

Lors de cette étude, un total de 436 échantillons a été collecté et analysé dont 221 chez des
patients symptomatiques et 215 chez des volontaires. Parmi ceux-ci, des prélevements sanguins
et ou respiratoires ont été réalisés chez nos patients : un prélevement uniquement sanguin (n=
2, 0,9 %), un préléevement uniquement pharyngé (n= 126, 57 %) et les deux types de
prélévement chez 93 patients (42,1 %). Seulement un échantillon de type sanguin a été collecté

chez les volontaires.

5.2.  Caractéristiques cliniques de nos patients

Tableau XI : Répartition des patients selon leur profil clinique

Répartition selon le profil des patients

Profil clinique des patients Patient

Effectif %
Fiévre 122 55,2
Symptdmes respiratoires 40 18,1
Fiévre et symptémes
respiratoires 55 24,9
Autre 4 1,81
Total 221 100

Nous avons inclus dans cette étude 221 patients répartis en quatre profils cliniques : ceux
présentant une fievre sans symptémes respiratoires (55,2 %, n=122), ceux présentant une fiévre

accompagnee de symptdmes respiratoires (24,9 %, n=55), ceux presentant uniquement des
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symptdmes respiratoires (18,1 %, n=40) et ceux qui ne présentaient ni fievre ni symptémes

respiratoires (1,8 %, n=4).

Tableau XI1: Détermination de la fréquence des profils cliniques en fonction de la provenance

Profil clinique des patients n (%)

Fievre +

Symptomes Symptomes

Fiévre respiratoires respiratoires Asymptomatiques Total
Urbaine  83(48,3) 40 (23,5) 45 (26,2) 4(2,3) 172 (100)
Rurale 39 (14,8) 0 (0) 10 (3,8) 215 (81,4) 264 (100)

Dans le cadre de I'échantillonnage en milieu urbain, une analyse portant sur 172 échantillons,
la fievre était le symptome le plus fréquemment observeé, touchant 48,3 % des patients, soit 83
individus. Paralléelement, 23,5 % des patients, représentant 40 cas, présentaient des symptémes
respiratoires tels que la toux, le rhume, la rhinite ou la pharyngite. De plus, une proportion
significative de patients, soit 26,2 % (45 cas), manifestaient simultanément de la fiévre et des
symptdmes respiratoires. Sur un total de 264 échantillons collectés dans le milieu rural 14,8 %
des échantillons, correspondant a 39 cas, présentaient de la fievre. Une proportion plus faible,
soit 3,8 %, a manifesté simultanément de la fievre et des symptémes respiratoires. La majorité
des participants, asymptomatique, représentant 81,4 % (215 cas), ont été inclus dans une étude
épidémiologique basée uniquement sur le consentement éclairé des volontaires, sans méme la

présence de symptdmes.
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Résultat du Panel respiratoire
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Figure 6: Résultat de criblage par le panel respiratoire
Parmi nos échantillons respiratoires analyses (n=219) par le panel respiratoire, 62,1 % (n= 136)
des échantillons étaient positifs avec la présence d’au moins un des 12 pathogenes recherchés,

tandis que 37, 9 % (n=83) qui étaient négatifs a ’ensemble des pathogenes recherchés.

H. influenzae 112

S. pneumoniae 99
Rhinovirus 46

SARS-COV-2 21
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Influenza A et
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Figure 7: Les différents pathogenes détectés avec le panel respiratoire

Parmi les pathogenes détectés dans nos échantillons respiratoires, les bactéries Haemophilus
influenzae (H.influenza, n=112) et Streptococcus pneumoniaee (S. pneu, n=99) étaient les plus
présentes. Des pathogénes viraux tels que le rhinovirus (rhn, n=46) et le SARS-CoV-2 (n=21)
ont également été identifiés. En plus de ces pathogenes majeurs, sept autres pathogénes ont été
également détectés chez nos patients : le virus respiratoire syncytial (RSV), les virus de la
grippe (infuenza A et influenza B), le métapneumovirus humains (HMPV), les adénovirus

(HADV), le Mycoplasma pneumoniae et le Bocavirus (BocaV).

Saisonnalite : S.pneumonia et H.influenzae
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Figure 8 : Saisonnalité d’Haemophilus influenza et de Streptococcus pneumoniae

Ces deux pathogénes majoritairement détectés H.influenza (n=112) et S.pneumoniae (n=99),
avaient une saisonnalité remarquable et similaire. Avec beaucoup plus de cas en période humide
(chaude et froide)
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Figure 9 : Classification des pathogenes en fonction des types d’infections
Les infections bactérienne (51,5 %, n=70) etaient les plus frequentes compares aux infections
virales (19,9 %, n=27). En parallele un nombre élevé d’infection mixte (28,7 %, n=39) associant

bactéries et virus, a été également mis en évidence

Tableau X111 : Association entre le type de symptémes et la présence de pathogénes respiratoi

A Présence de pathogéne (n/%o) Chi2(P-
Sympromes Oui Non value)
Fievre 69 (57.5) 51(425)  |1,17 (0,279)
Symptdmes respiratoires 25(62,5) 15 (37,5) 0,11(0,732)
Fievre + Symptdémes respiratoires 41(74,5) 14 (25,5) 4,27(0,039) *
Autres 1(25) 3 (75)

Total 136 83
Khi2 global (p-valug) 6,6147 (0,085)

En termes de pourcentage la présence de pathogenes était plus fréquente chez les patients
présentant de la fiévre associée des symptdmes respiratoires (74,5 %) bien que statistiquement
non significative p > 0,05), comparés aux patients avec de la fievre uniquement (57,5 %), ceux
avec des symptdmes respiratoires uniquement (62,5 %) et a ceux avec d’autres symptomes (25
%).

Tableau X1V : Association entre le type d’infection respiratoire et profil clinique des patients

Effectif (%)
Type
d’infection Symptomes  Fievre + Symptomes Total
Fievre respiratoires respiratoires Autres
Virale 10 (14,5) 8(32) 9(22) 0 27
Bactérienne  42(60,9) 7 (28) 20 (48,8) 1 (100) 70
Mixte 17 (24,6) 10 (40) 12 (29,2) 0 39
Total 69 25 41 1 136
p = 0.156*

*Test exact de Fisher

Pour les patients avec de la fiévre uniquement, les infections bactériennes étaient les plus

fréquentes, suivi des infections mixtes et des infections virales, le méme constat a été fait chez

Rokia dite Goundo SANGARE USTTB-THESE DE PHARMACIE 2024-2025



Dynamique et saisonnalité des Pathogénes Respiratoires et Sanguins Responsables de Fieévre au Mali LBMA

les patients avec de la fievre associée au infections respiratoires. En paralléle, chez les patients
avec uniquement des symptdmes respiratoires les infections mixtes était les plus courantes

devant les infections virales et puis les infections bactériennes.

Les différences observées n’étaient pas statiquement significatives p > 0,05).

Infections pharyngées et temperature superieure a 37,5 °C

= [nfections pharyngées + T°>37,5°C = Infections pharyngées + T°<37,5°C

Figure 10: Positivité des échantillons respiratoires ayant une température supérieure a 37,5°C

D’une maniére globale sur les 136 échantillons respiratoires positifs, les 72,1 % (n =98) avaient

une température corporelle supérieure a 37,5°C

Tableau XV: Type d’infections respiratoires et la tranche d’age

Présence de Effectif (%0)

pathogene Enfant Adolescent Adultes Total
Virale 9(13,2) 0 (0) 18 (34) 27
Bactérienne 41 (60,3) 10 (66,7) 19 (35,9) 70
Mixte 18 (26,5) 5(33,3) 16 (30,1) 39
Total 68 15 53 136

Chi2= 14,28 ; p = 0,006

Nous avons observé une association statistiguement significative p = 0,006 entre le type
d’infection et la tranche d’age de nos patients. Les enfants avaient une fréquence plus élevée

d’infection bactérienne comparativement aux adolescents et aux adultes. Chez les adolescents
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on avait moins d’infections de tout type comparé aux enfants et aux adules. Les adules avaient

une fréquence relativement stable pour les différents types d’infections.
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Figure 12 : Saisonnalité en fonction du type d’infection

Les infections bactériennes étaient plus fréquentes pendant la saison humide (chaude et froide)
comparativement a la saison séche. A 1’inverse, les infections virales, on avait une fréquence
plus élevée durant la saison seche (froide et chaude). Quant aux infections mixtes, elles étaient
fréquentes durant deux périodes successives : la période séche froide et la période humide
chaude.
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Figure 13: Résultat de criblage avec le panel sanguin

Parmi nos échantillons sanguins analysés (n=310) avec le panel sanguin, 215 ont été collectés
chez des volontaires et les 95 chez des patients symptomatiques. Au total, 21 % (n=45) des
échantillons collectés chez les volontaires et 26 % (n=25) provenant des patients étaient positifs

avec au moins la présence d’au moins un des 24 pathogenes recherchés.

Plasmodium. spp
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Figure 14 : Les différents pathogénes détectés avec le panel sanguin

Parmi les pathogénes détectés dans nos échantillons sanguins, le parasite Plasmodium était le
plus fréquent (Plsm.spp, n=64), suivi de la bactérie intracellulaire Rickettsia (n=4) et du virus
de la fievre jaune (n=3). D’autres pathogenes ont été également détectés chez nos patients, des
virus tels que le Zika (n=1), le West Nile (n=1), le Kiwira (n=1) et le O nyong nyong (n=2),

mais aussi des bactéries tels que le Salmonella (n=1), Borrelia (n =1) et le Coxiella (n=1).
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Figure 15: classification des pathogenes détectés par le panel sanguin en fonction du type

d’infection

Nous avons classé les infections en trois catégories : les infections paludéennes ; les autres
infections, comprenant les pathogénes viraux et bactériens détectés dans nos échantillons
(Zika,Virus du Nil Occidental, Kiwira, O ’nyong nyong, Salmonella, Coxiella) ; et enfin les cas
d’infections associées aux paludisme (Virus de la fievre jaune, O ’nyong nyong et Rickettsia).
Les infections paludéennes (82,9%, n=58) étaient les plus fréquentes, suivies des autres
infections (12,9 %, n=09) et les infections associées au paludisme (4,2 %, n=3).
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Figure 16 : Positivité des échantillons sanguins en fonction des saisons

La présence des infections était plus marquée pendant la période humide chaude comparée aux

périodes froides (séche froide et humide froide). Il est a noter également que la majorité des

échantillons sanguins ont été collectés durant la période humide et trés peu pendant la saison

séche et que pendant la période seche chaude nous n’avons observés aucun cas d’infection. Les

différences observées n’étaient pas statiquement significatives p > 0,05).
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Figure 17 : Type de pathogene sanguin en fonction des saisons
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Les infections paludéennes étaient les plus fréquentes en toute période, suivies des infections
associant paludisme et autres pathogenes, puis la catégorie autres infections comportant des

virus et des bactéries.

L’association observée entre le type d’infection sanguine et la saison de collecte n’était pas

statistiquement significative p > >> 0,05).

Saisonnalité du Paludisme

= Seche chaude = Humide chaude = Humide froide

Figure 18 : Saisonnalité du Paludisme

Le plus grand nombre de cas du paludisme était en période humide froide (aolt — octobre) n=39
sur les 61 cas positifs, suivie de la période humide chaude (mai-juillet), il y’avait donc une forte
circulation du plasmodium en période humide

Rokia dite Goundo SANGARE USTTB-THESE DE PHARMACIE 2024-2025



Dynamique et saisonnalité des Pathogénes Respiratoires et Sanguins Responsables de Fieévre au Mali LBMA

Parameétres influencant sur la positivité des résultats de nos deux panels

Tableau XVI : Association entre la positivité d’un échantillon a 1’un des deux panels et le type

de prélevement effectué

Présenge de Effectif (%0)
pathogene Sanguin+
. . . Total
Sanguin Pharyngé pharyngé
Oui 47 (21,8) 79 (62,7) 63 (67,7) 189 (56,6)
Non 170 (78,3) 47 (37,3) 30 (32,3) 247 (56,6)
Total 217 126 93 436

Chi2=83,31 ; p < 0,005*

Nous avons évalué ’influence du type de prélévement, parmi les trois types d’échantillons

collectés au cours de notre étude, sur la positivité d’un échantillon a I’un des deux panels.

Nous avons observé une association statistiquement significative p < 0,005*) entre le type de
prélévement et la positivité d’un échantillon a I’un des deux panels. Les participants chez
lesquels nous avons collecté les deux types de prélévement présentaient un taux de positivité
plus élevé que ceux pour lesquels un seul type d’échantillon, sanguin ou respiratoires, avait

été collecté.

Tableau XVII: Présence de pathogene en fonction des symptdmes retrouvés chez nos

patients
Effectif (%)
Présence de R Fidvre +
pathogéne Fisvre Symptor_nes symptomes Total
respiratoires . i
respiratoires Autres

Oui 76 (52,8) 25 (17,3) 42 (29,2) 1(0,1) 144 (100)
Non 46 (59,7) 15 (19,5) 13 (16,9) 3(0,4) 77(100)

Chi2=6,45; p = 0,092

Nous avons remarqué une présence majeure de pathogenes chez les patients présentant une
fievre 52,8 % (n=76), suivie par ceux ayant une fiévre associée aux symptomes respiratoires
29,2 % (n=42) et les patients présentant uniqguement des symptdmes respiratoires 17,4 % (n=25)

par contre nous n’avons pas remarqué de relation statistiquement significative p > 0,005).
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COMMENTAIRES ET DISCUSSION
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6. Commentaires et discussion

Dans cette étude nous avons utilisé deux panels de diagnostic moléculaires des pathogenes qui
peuvent étre impliqués dans 1’étiologie des cas fébriles. Le premier, un panel respiratoire
capables de détecter 12 pathogénes majeurs au niveau des voies respiratoires et le second, un

panel sanguin qui permet de faire le criblage de 24 pathogenes a partir d’échantillon sanguin.

L’utilisation de tels outils permet de comprendre le dynamique de ces pathogeénes
individuellement et en co-infection mais aussi les parameétres associés a leur distribution. Nous

avons également porté un regard sur la distribution saisonniere de ces pathogenes.

Notre population d’étude était composée a la fois d’individus malades et de volontaires sains.
Chacun de ces deux groupes représentait environ 50 % de 1’ensemble des participants avec une
légere prédominance des patients symptomatiques. L’approche adopté pour 1’échantillonnage,
a ¢été motivée surtout par 1’objectif d’étendre notre champ de recherche d’une part mais
également voir la distribution de ces pathogénes chez les sujets volontaires
asymptomatiques. Cette étude sur 1’étiologie des cas fébriles [6] avait également utilisé une
méthodologie d’échantillonnage en incluant des volontaires en plus de patients

asymptomatique.’
Données de criblage avec le panel respiratoire

L’analyse avec le panel respiratoire a concerné uniquement les patients qui présentaient de la

fievre et ou des symptémes respiratoires.

Nos résultats ont montré la présence d’au moins un pathogene respiratoire sur les 12 recherchés
chez plus de 60 % de nos patients. Ce résultat met évidence la charge des infections respiratoires

comme cause majeurs de morbidité au Mali.

Les pathogenes d’origine bactérienne étaient les plus fréquents. La bactérie Haemophilus
influenzae était présente chez plus de 40 % des patients et Streptococcus pneumoniae chez plus
de 35 %. Ces deux pathogenes sont des bactéries commensales du nasopharynx humain : elles
peuvent étre présentes aussi bien chez des sujets sains que chez des sujets malades [111]. La
présence de ces pathogénes chez des sujets a déja été documentées dans plusieurs études,
Streptococcus pneumoniae jusqu’a 20 % chez des sujets sains et H. influenzae jusqu’a 80 %.
Cependant, ils peuvent étre a I’origine de plusieurs formes d’infections respiratoires, telles que
I’otite moyenne, la sinusite, la bronchite et la pneumonie [112, 113]. Streptococcus

pneumoniae a été identifiée comme la premiere cause principale de pneumonie bactérienne

Rokia dite Goundo SANGARE USTTB-THESE DE PHARMACIE 2024-2025



Dynamique et saisonnalité des Pathogénes Respiratoires et Sanguins Responsables de Fieévre au Mali LBMA

chez I’enfant dans les pays en développement [114] . Dans une revue portant sur I’Etiologie
virale et bactérienne des infections respiratoires courantes chez I'enfant en Afrique rapporte des
prévalences tres variables : de 14,2 % - 96 % pour Streptococcus pneumoniae et de 2,5 % - 54
% pour H. influenzae de type b [115]. Nos résultats sont comparables a ceux de cette étude.
Toutefois, contrairement a celle-ci, nous n’avons pas typé les bactéries H. influenzae, ce qui
pourrait expliquer les proportions nettement plus élevées observée dans notre étude par rapport
aux données rapportées, néanmoins ils ont trouve également une fréquence élevée de ces deux
bactéries. En plus de ces deux pathogénes, Mycoplasma pneumoniae a été détectés chez nos
patients avec une prévalence de 1,36 % (3/219). Ce résultat est comparable a celui d’une étude
sud-africaine, ou la prévalence de cette bactérie impliquée dans les infections respiratoires
séveres chez les enfants était estimé a 1,6 % [116]. Cependant, une autre étude rapporte une
fréquence plus élevée, atteignant jusqu’a 25 % dans une étude sur I’implication de cette bactérie
dans I’étiologie des cas de pneumonie a Nairobi [117]. D’autres pathogénes respiratoires
d’origine bactérienne, non recherchés dans notre étude, tels que Klebsiella spp et
Staphylococcus aureus ont également été identifiés comme des bactéries impliquées dans

I’étiologie des infections respiratoires [118-120].

Plusieurs pathogenes d’origine virale ont également été identifiés dans les prélevements
respiratoires de nos patients. Le rhinovirus était le plus fréquent (21 %, 46/219), un taux
similaire mais supérieur a celui rapporté dans d’autres études menées dans la région africaine :
9,4 % [118], (9,5 % - 41.0 %) [120], (7,5 % a 73 %) [119] . Nos résultats vont dans le méme
sens que ceux d’une étude réalisée a Bamako, au Mali, portant sur les virus respiratoires, ou le
Rhinovirus était également le plus fréquent (22,50 %) chez les patients [121] . Le méme constat
a été fait dans cette étude concernant la fréquence du virus respiratoire syncytial (RSV), un taux

estimeé a 3,8 %, trés proche de celui observé dans notre étude 3,6 % (8/219).

Le SARS-CoV-2 était le second pathogéne viral le plus fréquent aprés le rhinovirus, avec une
fréquence de 9,6 % (21/219). Bien que nos méthodes étaient différentes, cette étude portant sur
I’étiologie des cas fébriles, en utilisant les outils séquencage du virome des vertébrés, a
également identifié le SARS-CoV-2 comme pathogéne impliqué avec une fréquence de 8,7 %,
un résultat proche du notre [122]. Les virus de la grippe A et B ainsi que les adénovirus ont été
détectés a des fréquences identiques, estimées a 4,10 %. Bien que ces valeurs different de celles
rapportées dans une étude menée a Bamako portant sur le spectre des virus respiratoires [121],
elles sont comparables aux valeurs rapportées dans cette revue regroupant les résultats de
plusieurs études : les influenza virus (0,1 % - 29.1%), les adénovirus (HAdV) (1 % - 26.0 %)
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[120]. Les virus influenza, identifié comme cause des cas fébriles associés ou non a des
symptdmes respiratoires dans une etude réalisée au Ghana, ont été retrouvés a des fréquences
proches de celles obtenues dans notre étude avec une plus grande présence chez les patients

présentant une fievre associée aux symptdmes respiratoires [123].

D’autres pathogeénes d’origine virale ont également été détectés par notre panel respiratoire,
mais a des proportions plus faibles, tels que le Bocavirus humain (3,2 %) et le Métapneumovirus
humain (2,7 %). Aucune étude n’a a notre connaissance, documenté la circulation de ces deux
virus au Mali ; toutefois, leur présence a été signalée dans d’autres études menées en Afrique
subsaharienne [120, 124].

Données de criblage avec le panel sanguin
Des échantillons provenant de deux groupes, composés de patients symptomatiques et des

volontaires, ont été analysé avec notre panel sanguin capable de détecter 24 pathogénes.

Les fréquences de cas positifs pour au moins un seul pathogene, étaient de 26,3 % chez les

patients et de 20,9 % chez les volontaires.

Parmi les pathogénes détectés, le plasmodium présentait une fréquence de 20,6 % dans nos
échantillons sanguins. Le Mali est un pays d’endémie palustre ou les cas de paludisme circule
pendant une grande période de I’année. Une étude portant sur 1’étiologie des cas de fievre
d’origine inconnue a Bamako, au Mali, a rapporté une fréquence d’infection par Plasmodium
ssp., autour de 12 % chez les patients fébriles [125]. Le paludisme demeure la principale cause
des cas fébriles au Mali, selon une étude [126]. Parmi nos participants il y avait en plus des
patients, des volontaires. La présence des cas de paludisme chez nos volontaires, peut
s’expliquer par les cas de portage asymptomatique du Plasmodium spp, déja signalé au Mali et
dans d’autres pays de la sous-région par plusieurs études [127, 128].

Des maladies d’origine bactérienne ont également été détectés dans nos échantillons, tels que
Rickettsia et Coxiella, dont la présence avait déja été mis en évidence par une étude sérologique,
plus spéecifiquement le genre Rickettsia africae, encore appelé 1’agent de la fievre a tique
africaine [129]. Ces deux pathogénes sont impliqués dans des manifestations fébriles chez les
patients. La présence Coxiella burnetii, agent de la fievre Q, a été mis en évidence dans
I’étiologie des cas fébriles dans une menée dans six pays africains, dont le Mali, avec une
fréquence de 0,3%, un résultat similaire a celui observé dans notre étude [130]. Les bactéries

Borelia et Rickettsia ont été largement identifiées dans 1’étiologie des cas fébriles non
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paludéens dans une étude réalisée au Sénégal, signalant I’importance de la charge des infections

bactériennes dans 1’étiologie des cas fébriles [131].

Plusieurs pathogénes d’origine virale ont également été détectés dans nos échantillons, tels que
le virus de la fiévre jaune, le virus Zika, le virus du Nil occidental (West Nile), le virus O 'nyong

nyong et le virus Kiwira.

La fieévre jaune est considérée comme un probléme de santé majeur dans la sous-région. Une

revue réalisée par Issa Diarra et ses collaborateurs, indique le caractere morbi-mortalité de ce
pathogene, rapportant sept flambées entre1960 et 2020, avec un taux de mortalité supérieur a
39 % [132]. La circulation du virus Zika et du virus O 'nyong-nyong n’est pas négligeable au
Mali, avec des prévalences de 12 % pour Zika et de 29 % pour le virus O 'nyong-nyong, selon
une étude de séro-épidémiologie [133]. Par ailleurs des cas de détection moléculaire du virus
Zika ont également été signalés au Mali [134].

La circulation de cas du virus du Nil occidental (West Nile) ainsi que plusieurs autres arbovirus,
tels que la dengue et le Chikungunya, a déja été rapportée dans une étude sur les maladies
vectorielles au Mali. Des IgM spécifiques ont été détectées chez plusieurs patients fébriles non
associes au paludisme sur une période de 4 ans [5]. Un hantavirus, le Kiwira virus a été détecté
dans notre étude, aucun cas a ce jour n’avait été signalé¢ au Mali. Cependant des cas chez des

chauves-souris ont déja été signalé en république démocratique du Congo [135].

Les infections de type sanguin étaient plus fréquentes pendant la saison humide (périodes
humide chaude et humide froide), correspondant a la saison de haute transmission du paludisme
au Mali, mais également & celle des arbovirus, avec une augmentation de leurs vecteurs

respectifs.

Dans notre étude, nous avons évalué ’association entre le type de prélévement et la positivité
de nos échantillons pour I’un des deux panels. Il en est ressort que 1’analyse des deux types de

prélevements chez les patients augmente la probabilité d’identifier une étiologie infectieuse.

Parallelement, 1’association entre les types de symptomes chez nos patients et la présence de
pathogene a été évaluée. Nous avons observé que les individus présentant une fiévre
accompagnee de symptomes respiratoires avaient plus de chances d’étre positif a au moins un

pathogéne détecté par nos deux panels.

Pour nos patients, qui se sont révélés négatifs aux deux panels, il est possible que leur maladie

ait une cause non infectieuse ou soit due & un pathogéne non couvert par nos panels. Dans une
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étude précédente sur I’étiologie des cas fébriles au Mali, environ 20 % des cas sont restés sans
diagnostiques clair. Dans cette étude, la rougeole était le plus fréquents chez principalement
chez les enfants, or ce pathogéne n’était pas détecté par nos deux panels [125].
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CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS
7.1.Conclusion
A travers nos résultats, nous concluons que différents virus et bactéries sont impliqués dans les
infections respiratoires et sanguines pouvant causer la fieévre. D’une part les infections
respiratoires bactériennes étaient majoritaires surtout en periode humide (mai a octobre) s’en
suivent les infections mixtes (bactérie-virus) en période chaude et enfin les infections virales
pendant la période séche (novembre & avril). Ces différents types d’infections sont surtout dans
le milieu rural, ce qui pourrait s’expliquer par les facteurs environnementaux et climatiques et
les comportements humains.
D’autre part s’agissant des infections sanguines, nos résultats ont montré une forte présence de
paludisme dans le milieu urbain et chez ces patients volontaires inclus, présence plus marquée
pendant la période humide comparée aux périodes froides (seche froide et humide froide).
La mise en évidence de la saisonnalité de ces pathogénes impliqués dans les fiévres d’origine
inconnue, a travers 1’utilisation combinée de panels respiratoires et sanguins, souligne I’ intérét
d’une approche diagnostique intégrée et systématique. Ces résultats mettent en lumiére la
nécessité de renforcer les capacités analytiques et la biosécurité des laboratoires, tout en

consolidant les systemes de surveillance épidémiologique.
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7.2.Recommandations
v' A la population
- De se protéger pendant les périodes de forte prévalence : les infections
bactériennes respiratoires étaient plus fréquentes pendant la saison humide (Mai a
octobre) ; les infections virales respiratoires, avaient une fréquence plus élevée
durant la saison séche (novembre a avril) quant aux infections sanguines, le pic des
infections paludéennes était remarqué pendant toute la période humide.
v AuLBMA
- De mettre en place une procédure plus poussée comme la métagénomie pour les cas
fébriles négatifs
v Aux centres de santé
- D’¢largir le bilan d’analyse face a une fiévre ou des symptdmes respiratoires afin
d’agrandir le bilan de recherche ;
- De ne pas se limiter a un seul type de préléevements vue le taux de détection élevé
avec plusieurs types de prélevements.
v Alétat
- Financer les laboratoires de recherches, qui ont la capacite et les matériaux

nécessaires pour la détection de ces pathogenes
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9. ANNEXES

Fiche d’enquéte

IDENTIFICATION DU CLINICIEN
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01 CSRéf Cv

Nom quartier si CSCom : Oclinique  DHopital

Tél, :

RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LE PATIENT

LABORATOIRE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE APPLIQUEE
Université des Sciences Techniques et Technologiques
Avenue Léopold Sedar Senghor, Campus de Badalabougou,

Bamako, Mali, BP : E 3206

Unité de Zoonoses
Faculté des Sciences et Techniques (FST) - Colline de Badalabougou, Rue L.S. Senghor, B
FORMULAIRE A RENVOYER AVEC L'ECHANTILLON AU LABORATOIRE DE REFERENCE

Mali

INFORMATIONS EPIDEMIOLOGIQUES

Prélevement systématique : Sanguin + oropharyngé
- Ajouter LCR si suspicion de méningite
- Ajouter Selles en cas de diarrhée

Mode de transmission suspecté ;
[ Piglre de moustique ou de tique dans une
région endémique

0 Transfusion sanguine
O Transplantation
[ Autre a préciser :

Nom - Ajouter Cutané en cas éruption
Sexe ; 0O H OF
Age: DIAGNOSTIC RECHERCHE
ummh__wﬂw_.w_gs . SIGNES CLINIQUES OUI | NON | 1 OUI A PRECISER 3 Virus de 1a dengue
Tel. - Fiévre rapportée patient 0 0 0 Virus du nz_e._.nczﬁ
Date de consultation : Fiévre mesurée >37°5 C 0 0 N %Em Mc _z L Omn._amam_.:
Séjour récent a 'étranger: 0 oui 0 non Figvre mesurée > 38°5 C m] m} a <___H”“ aM _“ NM%M _,m.._csw
ol dul, pays ol gion Céphalées 010 0 Autres & préciser :
Date de retour : Myalgies ] 0
mam.mmmmm”. a mz.h_ 0 _uoz Arthralgies 0 0
Durée en jour (apparition symptomes) : ... tomtalgie 3 3
Asthénie 0 0
”anm%nwﬁzhm écnantions | OV | NON [ Eruptions cutanées 2 ) ORI
Sang sur tube EDTA a] T || Encéphalite [u] =] Hospitalisation (3 oui O non
Sang sur tube sec [a] 0 Méningite 0 ] Date hospitalisation :
0 Plasma 0 Sérum [u] 0 Hémorragie o]0 Nofm sttucturs
Oropharyngé m) 0 Symptémes Oculaires, 0 ) ,m_wm_mdwuﬂc =
Eruption cutanée 0 0 Dowledr Sﬂﬁa&ﬁ.ﬁ Année 2_%3 de vaccination :
Liquide céphalo-rachidien 0 0 Gastro entérite g o 0 Autre vaccin !
Selles [u] 0 v:m;:w._a 0|0 Année et date de vaccination :
Nasopharyngé a] &) Autres signes respiratoires u] )
Peau ] [n] Autres signes cliniques m] 0

Formulaire de demande - Zoonoses Humaine_2024
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Résumé

La présente étude a porté sur la dynamique et saisonnalité de circulations des pathogénes
respiratoires et sanguins responsables de fievre au Mali. Nous avons réalisé une étude
descriptive transversale concernant leurs saisonnalités. La population d’étude était constituée
de 436 patients (enfants, adolescents et adultes), des prélevements ororespiratoires et ou
sanguins ont été effectue.

Afin de mieux étudier leur saisonnalité, une division de I’année a été faite en période seche
froide (novembre-décembre-janvier), seche chaude(février-mars-avril) et humide chaude (mai-
juin-juillet), humide froide (aodt -septembre-octobre).

Des pathogenes respiratoires comme : Rhinovirus, Adénovirus, SARScov 2, Influenza B,
Bocavirus, Métapneumovirus humain, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza ont
été identifié et avaient leurs pics pendant la saison séche chaude et d’autre comme Influenza A
en période seche froide, Mycoplasma pneumoniae et le Virus respiratoire syncytial en période
humide froide.

Des coinfections : Virus-bactéries, bactéries-bactéries et virus ont été également observé,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza, Rhinovirus, SARScov 2, Virus respiratoire
syncytial, Adénovirus étaient les plus impliquées.

Des pathogenes sanguins comme : Salmonella, Rickettsia, Coxiella, Yellow fever, Kiwira, West
nile, avaient une présence unique en période humide froide excepté, Yellow fever Rickettsia,
aussi présente en humide chaude, O'nyong-nyong virus et Borrelia seulement et respectivement
en humide chaude et séche chaude.

Mots clés : Saisonnalité, dynamique, pathogénes respiratoires, pathogénes sanguins, fiévre
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Summarize:

This study focused on the dynamics and seasonality of circulation of respiratory and blood-
borne pathogens responsible for fever in Mali. We conducted a descriptive cross-sectional study
to assess their seasonal distribution. The study population consisted of 436 patients (children,
adolescents, and adults), from whom oropharyngeal and/or blood samples were collected.

To better examine seasonality patterns, the year was divided into four periods: the cool dry
season (November—January), the hot dry season (February—April), the hot rainy season (May-—
July), and the cool rainy season (August—October).

Respiratory pathogens such as Rhinovirus, Adenovirus, SARS-CoV-2, Influenza B virus,
Bocavirus, Human metapneumovirus, Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae
were identified, showing peaks mainly during the hot dry season. In contrast, Influenza A
peaked in the cool dry season, while Mycoplasma pneumoniaee and Respiratory syncytial virus
were more frequent during the cool rainy season.

Coinfections involving viruses and bacteria (virus—bacterium), multiple bacteria (bacterium—
bacterium), or multiple viruses (virus—virus) were also observed. The most frequently involved
pathogens were Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Rhinovirus, SARS-CoV-
2, Respiratory syncytial virus, and Adenovirus.

Blood-borne pathogens such as Salmonella, Rickettsia, Coxiella, Yellow fever virus, Kiwira
virus, and West Nile virus were detected exclusively during the cool rainy season, except for
Yellow fever virus and Rickettsia, which were also present during the hot rainy season. O 'nyong-
nyong virus and Borrelia were observed only during the hot rainy and hot dry seasons,
respectively.

Key words: Seasonality, dynamic, respiratory pathogens, blood pathogens, fever

Rokia dite Goundo SANGARE USTTB-THESE DE PHARMACIE 2024-2025


mailto:rokiaditegoundosangare@gmail.com

Dynamique et saisonnalité des Pathogénes Respiratoires et Sanguins Responsables de Fieévre au Mali LBMA

SERMENT DE GALIEN

En présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de I’Ordre des

Pharmaciens et de mes Condisciples
Je jure au Nom de I’Etre Supréme

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer, dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et
de respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de

I’honneur, de la probiteé et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa

dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour

corrompre les moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele & mes promesses. Que

je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si )’y manque.

Je le jure !

Rokia dite Goundo SANGARE USTTB-THESE DE PHARMACIE 2024-2025



