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Résumé

Les infections respiratoires aigues (IRA) constituent un sérieux probleme de santé publique dans le
monde. Elles représentent 1’une des principales causes de morbidité et de mortalité principalement chez
les enfants de moins de cing ans. Malgreé leur lourd fardeau, peu de données existent sur leurs étiologies.
La présente étude avait pour objectifs: (i) de déterminer les étiologies virales et bactériennes des
syndromes grippaux (SG) et des infections respiratoires aigiies severes (IRAS) chez les enfants d’age <
5 ans au Burkina Faso, (ii) de décrire les caractéristiques génétiques des pathogenes fréquemment
détectés chez ces enfants. De janvier 2014 & décembre 2015, des échantillons respiratoires ont été
prélevés chez des patients atteints de SG (n = 743) et d’IRAS (n = 181) dans six centres de santé. Les
virus influenza A et B ont été détectés par la RT-PCR en temps réel suivis du sous-typage. Les données
de surveillance de FluNet et de cette étude ont été utilisées pour identifier les périodes de transmission
accrue des virus influenza. De plus, un ensemble de spécimens choisis au hasard (n = 584) a été testé
pour la présence de 14 autres virus respiratoires et de 2 bactéries atypiques par la PCR et la PCR
multiplex. Les génotypes des virus influenza, du Rhinovirus (HRV) et du Virus Respiratoire Syncytial
(VRS) ont été déterminés en effectuant des analyses phylogénétiques sur les séquences de leurs
génomes. Les virus influenza A et B ont été détectés chez 15,1% (112/743) des cas de SG et 6,6%
(12/181) des patients atteints d'IRAS. L'analyse phylogénétique des séquences du gene HA a révélé la
circulation des clades 6C et 6B du virus influenza A/HLIN1 pdmQ9 et des clades 3C.2a, 3C.3 et 3C.3a
du virus A/H3N2 saisonnier, avec les lignées B/YYamagata et B/Victoria pour le virus influenza B. Les
périodes de transmission des virus influenza ont varié d'une année a l'autre, mais la circulation était la
plus élevée en janvier-mars et en septembre-octobre. Dans le sous-ensemble d'échantillons testés pour
d'autres pathogenes, 373 échantillons (63,9%) ont été positifs pour au moins un virus. Les virus les plus
prévalents ont été le HRV (29,8%), le VRS (13,0%), I’Adénovirus (AdV) (9,8%) et le Bocavirus (BoV)
(8,2%), mais tous les virus étudiés ont été détectés dans au moins un échantillon, confirmant la variété
des pathogenes impliqués dans les cas de SG et d’IRAS au Burkina Faso. Mycoplasma pneumoniae et
Chlamydia pneumoniae ont été détectés dans 3 échantillons (0,5%) chacunes. Des co-infections virales
ont été retrouvées dans 83 cas (22,2%). La caractérisation moléculaire du VRS a permis d’identifier les
génotypes ON1 et NA1 pour le VRS/A et les génotypes BA9 et SAB4 pour le VRS/B. Quant aux HRV,
I’analyse phylogénétique a mis en exergue la co-circulation des trois groupes : HRV-A, HRV-B, HRV-
C. L'analyse de la saisonnalité a montré que les infections & VRS se produisaient principalement pendant
la saison des pluies (juin-septembre), contrairement aux infections par le parainfluenza virus HPIV, le
virus influenza C (VIC) et I’AdV qui présentaient une prévalence plus élevée pendant la saison séche
(mars - mai). La majorité (855/924; 92,5%) des patients avaient recu des antibiotiques avant la
consultation médicale. Dans I'ensemble, nos données ont montré que le HRV, les virus influenza et le
VRS étaient les principales causes d'infections respiratoires chez les enfants de moins de cing ans au

Burkina Faso. Ces résultats contribueront a une meilleure compréhension de I'épidémiologie des
Xii



pathogenes respiratoires et par conséquent au développement de stratégies de prévention efficaces et
d'approches thérapeutiques ciblées.

Mots-clés: Burkina Faso, Enfants, SG, IRAS, Virus influenza, Autres pathogénes respiratoires,
Bactéries atypiques.
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Abstract

Acute respiratory infections are a serious public health problem in the world. They represent one of the
main causes of morbidity and mortality mainly in children < 5 years old. Despite their high burden in
Burkina Faso, little is known about their cause. In this study, we (i) investigated the aetiology of
influenza-like illness (ILI) and severe acute respiratory infection (SARI) in children under five years old
in Burkina Faso, and (ii) described the genetic characteristics of common respiratory viruses circulating
during the study period. From January 2014 to December 2015, respiratory specimens were collected
among ILI (n=743) and SARI (n=181) patients in six healthcare centers. Influenza A and B viruses were
detected by real-time RT-PCRs. Clade clustering of a subset of A(H1IN1)pdmO09 and A(H3N2) strains
was determined by performing phylogenetic analyses on the hemagglutinin gene sequences.
Surveillance data from FluNet and this study were used to identify periods of increased influenza
activity. Subsequently, a randomly selected set of specimens (n=584) weres tested for the presence of
14 other respiratory viruses and 2 atypical bacteria by (RT-) PCRs. Genotyping of the common detected
virus strains was done by nucleotide sequencing and phylogenetic analyses. Data were analysed to
describe the frequency and seasonality of the pathogens. Influenza A and B viruses were detected in
15.1% (112/743) of ILI and 6.6% (12/181) of SARI patients. Phylogenetic analysis of the HA gene
sequences revealed the circulation of A(HLN1) pdmO09 virus clade 6B and clade 6C and A(H3N2) virus
clades 3C.2 and 3C.3, together with B/Yamagata and B/Victoria lineages. Periods of increased influenza
transmission varied between years, but overall circulation was highest in January-March and September-
October, suggesting optimal seasonal vaccination in September. In the subset of samples tested for other
pathogens, 373 (63.9%) specimens were positive for at least one virus. The most prevalent viruses were
Human Rhinovirus (HRV) (29.8%); Respiratory Syncytial Virus (13.0%); Adenovirus (AdV) (9.8%)
and Bocavirus (BoV) (8.2%), but all viruses investigated were detected in the sample set, confirming
the variety of pathogens involved in ILI and SARI syndromes also in Burkina Faso. Mycoplasma
pneumonia and Chlamydia pneumoniae were found in 3 (0.5%) samples each. Viral co-infections were
found in 83 cases (22.2%). Molecular characterization of RSV identified the ON1 and NAL genotypes
for RSV/A and the BA9 and BS4 genotypes for RSV/B. As for HRV, phylogenetic analysis showed the
circulation of the three groups: HRV-A, HRV-B, HRV-C. Seasonality analysis showed that RSV
infections occurred mainly during the raining season (June - September) in contrast to PIV, ICV and
AdV that showed a higher prevalence during the dry season (March — May). The majority (855/924;
92.5%) of patients, had received antibiotics. Overall, our data showed that HRV, Influenza viruses and
RSV were the major causes of respiratory infections in children under five years old in Burkina Faso.
These findings contribute to a better understanding of the epidemiology of respiratory pathogens and

thus to the development of effective prevention strategies and targeted therapeutic approaches.

Keywords: Burkina Faso, Children, ILI, SARI, Respiratory viruses, atypical bacteria
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Introduction générale




INTRODUCTION GENERALE

Les infections respiratoires aigiies (IRA) sont des infections qui atteignent une partie
quelconque de I’appareil respiratoire, a savoir le nez, les oreilles, la gorge, le larynx, la trachée,
les bronches ou les bronchioles et les poumons (Simoes et al. 2006). Elles sont transmises par
contact direct avec les sécrétions respiratoires des malades ou des porteurs asymptomatiques
(Aubry et Galizére, 2016). En fonction du niveau d’atteinte de 1’arbre respiratoire, on distingue
les IRA hautes et les IRA basses. Les IRA hautes comprennent les rhinopharyngites, les
angines, les sinusites, les otites, les laryngites. Quant aux IRA basses, elles sont représentées

par la bronchite, la bronchiolite et la pneumonie (Shabir et al. 2006).

Les IRA constituent un sérieux probléeme de santé publique dans le monde, surtout dans les
pays a ressources limitées (Nair et al. 2013). Elles représentent 1’une des principales causes de
morbidité, de fréquentation de centres de santé (consultation et hospitalisation) et de mortalité
principalement chez les enfants de moins de cing ans (Korsun et al. 2017). En 2015, les
infections respiratoires basses étaient la troisieme cause de mortalité dans le monde avec 3,19
millions de déces et la premiere cause de mortalité dans les pays a ressources limitées avec 84,9
déceés pour 100 000 personnes (OMS, 2017). Toujours selon I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), les IRA causent 1,9 a 2,2 millions de déces infantiles par an dans le monde, dont
70% de ces déces en Afrique Subsaharienne et en Asie du Sud-Est (Williams et al. 2002 ; Liu
et al. 2012). En 2010, les IRA basses telles que la pneumonie et la bronchiolite ont causé, dans
le monde, 1’hospitalisation d’environ 12 millions d’enfants de moins de cinq ans avec environ
1,4 millions de déces (Liu et al. 2012). La grippe humaine ou influenza est une des pathologies
logée dans le gros ensemble des IRA. Cette derniére, est une infection respiratoire aigie
d’origine virale, se caractérisant généralement par une atteinte des voies respiratoires hautes.
En fonction des caractéristiques du virus et de I’hote, elle peut se compliquer aboutissant a une
pneumonie virale (OMS, 2016). De plus, chaque année, les épidémies de grippe sont
responsables d’environ 3 a 5 millions de maladies graves, et 250 000 a 500 000 déces (OMS,
2016).

Sur le plan étiologique, les IRA peuvent étre causées par des bactéries, des virus et des parasites,
avec des manifestations cliniques similaires rendant ainsi une différentiation clinique de ces
infections impossible. Ainsi, la détermination du profil microbiologique des IRA devient donc
cruciale pour une meilleure prise en charge clinique des cas, pour une mise en place de stratégies

préventives et thérapeutiques efficaces, pour une utilisation rationnelle des antibiotiques et



enfin pour une surveillance efficiente. Les virus, considérés comme étant les agents majeurs
des IRA chez les enfants sont associés, a environ 60% des cas d’IRA basses (Mékela et al.
1998 ; Alonso et al. 2012). Les virus influenza A et B, le Virus respiratoire syncytial (VRS),
les Parainfluenzavirus humains type 1, 2 et 3 (HPIV1, HPIV2 et HPIV3), les Adénovirus
(AdV), le rhinovirus (HRV), le Métapneumovirus humain (HMPV) et le Bocavirus (HBoV)
sont les plus fréquemment détectés (Viegas et al. 2004 ; Sung et al. 2011 ; Luksi¢ et al. 2013).
Cependant, il est a noter que bien que les virus soient impliqués dans une large proportion
d’IRA chez les enfants, la coinfection ou la surinfection par des bactéries n’est pas rare (Bezerra
et al. 2011). Les bactéries freguemment détectées chez les personnes atteintes d’IRA sont
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H. influenzae),
Staphylococcus aureus (S. aureus). Les bactéries atypiques telles que Chlamydiae pneumoniae
(C. pneumoniae) et Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae), ainsi que Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae) sont également associées aux cas d’IRA mais a une moindre
fréquence (Michelow et al. 2004 ; Bhuyan et al. 2017).

Ces dernieres années, le développement des techniques de la biologie moléculaire (PCR en
temps réel, PCR multiplex, séquencage a haut débit) a largement contribué a I’amélioration de
la détection des pathogeénes respiratoires (Rhedin et al. 2014 ; Krause et al. 2014). Les bactéries
atypiques que sont M. pneumoniae et C. pneumoniae difficilement mises en évidence par la
culture sont par contre aisément détectées par la PCR (del VValle-Mendoza et al. 2017). De plus,
ce développement a permis la détection de nouveaux virus impliqués a des degrés divers dans
les IRA chez les enfants, comme par exemple les Coronavirus NL63 et HKU1 (HCoV-NL63,
HCoV-HKU1), le Parechovirus humain (HPeV), le Parainfluenza type 4 (HPI1V4), le HBoV
(Allander et al. 2005 ; Sloots et al. 2008 ; Ren et al. 2012). Egalement, avec 1’avancée des
méthodes diagnostiques, de nombreuses études ont été réalisées a travers le monde pour
déterminer 1’étiologie des infections respiratoires chez les enfants de moins de cinq ans. Dans
la majorité des cas, ces études ont montré une prédominance virale et une circulation
saisonniére des différents pathogénes (Feikin et al. 2013 ; Feng et al. 2014 ; Amer et al. 2015 ;
Bénet et al. 2015; Ljubin-Sternak et al. 2016 ; Bhuyan et al. 2017). En outre de la
predominance virale, S. pneumoniae reste I’agent bactérien le plus fréquemment détecté
(Bhuyan et al. 2017).

Au Burkina Faso, la situation sanitaire est caractérisée par un niveau de morbidité et de
mortalité éleve imputable a plusieurs pathologies. L’état de santé de la population, précaire, est

caractérisé par une multitude de pathologies liées a 1I’environnement, et dominées notamment
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par les maladies infectieuses telles que le paludisme, les infections respiratoires et les maladies
diarrhéiques, (MS, 2016). L’inaccessibilité a une bonne alimentation, aux conditions d’hygiéne
et d’assainissement adéquates sont des facteurs favorables a la prolifération des vecteurs et la
transmission des maladies. De plus, I’insuffisance de ressources allouées aux activités de santé,
un personnel de santé insuffisant, mal reparti et peu motivé, I’insuffisance des infrastructures
et d’équipements, 1’absence de systéme d’assurance maladie constituent des facteurs aggravant

le mauvais état de santé des populations (MS, 2016).

Dans ce contexte, les infections respiratoires constituent la deuxiéme cause de consultation
(4 360 541 consultations en 2016) dans les formations sanitaires et la quatrieme cause de
mortalité chez les enfants de moins de cing ans (312 déces en 2016) apres le paludisme, les
infections du nouveau-né et la malnutrition aiglie severe au Burkina Faso (MS, 2016). Ceci

illustre donc que les IRA représentent un sérieux probléme de santé publique dans le pays.

Malgré le lourd fardeau que les infections respiratoires constituent pour notre systéeme de santé,
peu d’études se sont intéressées a leurs étiologies principalement chez les enfants de moins de
cing ans (Ouedraogo et al. 2014). Bien que nécessaires pour un suivi optimal des patients, le
cott élevé des techniques de biologie moléculaire pour 1’identification de (des) agent(s)
impliqué(s) rend leur utilisation systématique utopique a I’heure actuelle, et ce d’autant plus
dans les formations sanitaires des pays a ressources limitées. Cependant, les informations sur
I’étiologie des infections respiratoires ainsi qu’une connaissance des souches virales impliquées
dans les IRA circulant au Burkina Faso, inexistante pour le moment, seront essentielles pour
I’amélioration des soins de santé a I’échelle nationale. En effet, le manque de données sur la
circulation des pathogenes respiratoires dans le pays, la diversité des pathogénes impliqués,
couplés aux codts élevés des tests de diagnostic, ainsi que le manque de formation du personnel
de la santé aboutissent a un traitement qui repose donc en partie sur une utilisation empirique
des antibiotiques avec un risque €levé d’apparition des résistances. Dans le but de combler ce
manque d’information, cette étude prospective a été réalisée durant deux années dans plusieurs
formations sanitaires du Burkina Faso. Avant sa mise en ceuvre, nous avons décidé d’avoir une
vue d’ensemble sur les étiologies des IRA chez les enfants de moins de cing ans en Afrique
Sub-Saharienne a travers une revue systématique de la littérature portant sur des données
publiées ou non entre 2000 et 2015. Cet exercice nous a permis d’identifier les lacunes de

connaissance dans le domaine et de justifier la nécessité de la mise en ceuvre de notre étude.



L’objectif général de ce travail était d’étudier I’épidémiologie et la diversité génétique des virus

et bactéries impliqués dans les infections respiratoires aigties chez les enfants de moins de cing

ans au Burkina Faso.

Plus spécifiqguement, ce travail avait pour objectifs :

1)

2)

3)

4)

d’établir un état des lieux sur les étiologies des IRA chez les enfants de moins de cing
ans en Afrique sub-saharienne a travers une revue systématique de la littérature portant

sur des données publiées ou non entre 2000 et 2015,

de déterminer les étiologies virales et bactériennes chez les enfants de moins de cing
ans atteints de syndrome grippal (SG) et d’infection respiratoire aigiie sévere (IRAS) au

Burkina Faso ;

d’étudier les caractéristiques sociodémographiques des patients et les aspects

épidémiologiques de la circulation des différents pathogenes identifiés ;

de déterminer la diversité génétique des virus et bactéries identifiés chez ces enfants.

Ce document est constitué de 4 grandes parties.

La premiere partie du document porte sur la synthése bibliographique et aborde les

géneralités sur les IRA.

La deuxieme partie du document présente le matériel et les méthodes de 1’étude. Elle

est subdivisée en deux chapitres :

- le premier chapitre décrit la méthodologie de la revue systématique de la littérature ;

- le deuxieme chapitre se focalise sur le design de la surveillance, les analyses
biologiques réalisées, les analyses statistiques menées ainsi que les aspects éthiques
de I’étude.

La troisieme partie du document présente les résultats de nos travaux en quatre

chapitres :

- le premier chapitre présente les résultats de la revue de la littérature ;

- le deuxiéme chapitre porte sur 1’épidémiologie et les caractéristiques génétiques des
virus influenza A et B chez les enfants de moins de 5 ans au Burkina Faso atteints
de SG et d’IRAS ;



- le troisieme chapitre décrit I’épidémiologie et les caractéristiques moléculaires des
autres virus respiratoires associés a ces infections respiratoires ;
- le quatrieme chapitre aborde 1’épidémiologie des bactéries atypiques que sont M.
pnuemoniae et C. pneumoniae associées aux SG et aux IRAS.
* La quatrieme partie du document présente la discussion générale sur I’ensemble du
document.
Une introduction générale justifiant la mise en ceuvre de cette étude ainsi qu’une conclusion
génerale faisant la synthese globale des travaux et des perspectives de recherche sont situées

respectivement au début et a la fin du document.
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

GENERALITES SUR LES INFECTIONS RESPIRATOIRES
AIGUES (IRA)

1. Géneralités sur les IRA
L’appareil respiratoire est constitué des voies nasales, de la trachée et des deux poumons. Le
role de ces derniers est de fournir de I’oxygene a notre organisme, tout en évacuant le dioxyde

de carbone. Les poumouns sont localisés dans le thorax de part et d’autre du ceeur.

Un poumon est divisé en plusieurs lobes, séparés les uns des autres par des cloisons appelées
scissures. On compte trois lobes pour le poumon droit et deux pour le gauche. Chaque lobe
contient les bronches, elles mémes constituées d’alvéoles (petites poches) reliées entre elles par

les bronchioles. Les bronches sont connectées a la trachée.

Au cours de la respiration, I’air arrive donc par la trachée, passe dans les bronches puis les
bronchioles et enfin les alvéoles. Une fois dans les alvéoles, le dioxygéne contenu dans 1’air
inspiré traverse leur paroi pour aller dans le sang et étre distribué a tout 1’organisme. Dans le
sens inverse, c’est le dioxyde de carbone qui circule, évacué par les cellules de I’organisme, il
repasse via les alvéoles puis les bronches pour s’échapper de la trachée par la bouche et le nez.

On parle alors d’expiration.

Ainsi, une infection est dite « respiratoire » lorsqu’elle atteint I’'une des structures composant
le systéeme respiratoire, a savoir le nez, les oreilles, la gorge, le larynx, la trachée, les bronches
ou les poumons. En fonction du niveau d’atteinte du systéme respiratoire, on distingue deux
types d’infections respiratoires aigués : celles des voies aériennes supérieures et celles des voies

respiratoires basses.

Les infections des voies respiratoires supérieures

La rhinopharyngite couramment appelée rhume est une infection virale sans gravité de la
muqueuse tapissant I’intérieur du nez et le pharynx. C’est I’infection la plus répandue chez
I’enfant. Elle se traduit par une fievre modérée, des douleurs au niveau de la gorge, une
obstruction nasale avec des secrétions claires au début qui deviennent épaisses et jaunatres. Les
muqueuses du nez et de la gorge sont congestionnées et on peut sentir a la palpation des

adénopathies ou « ganglions » cervicaux. La rhinopharyngite guérit spontanément en une


https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/maladies-infectieuses/rhinopharyngite/

dizaine de jours. Cependant, 1’association virus-bactérie est fréquente et des complications

bactériennes peuvent survenir.

Une angine est une inflammation des amygdales, d’origine virale (majoritairement) ou
bactérienne. On parle souvent d’angine rouge ou blanche en fonction de I’aspect des amygdales.
La maladie est le plus souvent bénigne et se traduit par de la fievre et un mal de gorge entrainant
des difficultés pour avaler. D’autres symptomes comme un rhume ou une toux peuvent étre

associés.

Une otite moyenne aigué (OMA) est une infection se développant au niveau de 1’oreille
moyenne. C’est 'infection bactérienne la plus fréquente chez I’enfant. Chaque année, elle
touche pres de 20% des enfants. L’infection peut étre causée soit par une bactérie dans 60 a

70% des cas, soit par un virus.

Une sinusite est une inflammation des sinus de la face provoquée par un virus ou une bacteérie.
Les sinus sont de petites cavités creusées dans les os de la face débouchant sur les cavités
nasales. Leur réle est de produire le mucus évacué par les fosses nasales (ou narines). Ce mucus
contient des substances antivirales et antibactériennes permettant de lutter contre les infections.
L’infection est généralement consécutive a une rhinopharyngite et touche plus volontiers le
sinus maxillaire (localisé au niveau des pommettes du visage). Les autres sinus (frontal,
éthmoidal et sphénoidal) sont rarement concernés mais présentent plus de risque de

complications.

Une laryngite est une inflammation du larynx provoquée le plus souvent par un virus. C’est
une infection trés fréquente en automne et en hiver. Elle fait généralement suite a une
rhinopharyngite. Les symptomes s’installent progressivement : Voix enrouée, toux, difficultés

respiratoires.

Les infections des voies respiratoires inférieures

Une bronchite est une infection des bronches essentiellement d’origine virale. Elle se manifeste
généralement a la suite d’un rhume ou d’une rhino-pharyngite. Elle débute par une toux séche
se transformant par la suite en tout grasse. Cette infection peut guérir spontanément en quelques

jours.


https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/maladies-infectieuses/angine/
https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/maladies-infectieuses/otites/
https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/maladies-infectieuses/sinusite/

Une bronchiolite est une infection des petites bronches ou bronchioles généralement
provoquée par le Virus Respiratoire Syncytial (VRS). Elle est fréquente chez les nourrissons de
moins de 2 ans. En effet, chaque année pres de 30% des moins de 2 ans sont concernés.
L’infection débute généralement par un simple rhume avec une légeére fievre. Une toux seche
apparait progressivement associée a une géne respiratoire se traduisant par une respiration

rapide et sifflante.

Une pneumonie se manifeste le plus souvent par une fiévre importante associée a une toux, des
douleurs thoraciques et un essoufflement. Une radiographie pulmonaire permet de confirmer le
diagnostic. En général, la pneumonie évolue vers la guérison mais les complications

(septicémie, abces pulmonaire, pleurésie) restent possibles et nécessitent une hospitalisation.

2. Epidémiologie

Les infections respiratoires sont extrémement fréquentes chez ’homme. Elles sont observees
principalement pendant la saison froide et se manifestent surtout aux ages extrémes de la vie
ou chez des sujets immunodéficients ou fragilisés. Les IRA constituent un sérieux probléme de
santé publique dans le monde, surtout dans les pays a ressources limitées (Nair et al. 2013).
Elles représentent I’'une des principales causes de morbidité, de fréquentation de centres de
santé (consultation et hospitalisation) et de mortalité principalement chez les enfants de moins
de cing ans (Neli et al. 2017). En 2015, les infections respiratoires basses étaient la troisieme
cause de mortalité dans le monde avec 3,19 millions de déces et la premiére cause de mortalité
dans les pays a ressources limitées avec 84,9 déces pour 100 000 personnes (OMS, 2017).
Toujours selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les IRA causent 1,9 a 2,2 millions
de déces infantiles par an dans le monde, dont 70% de ces déces en Afrique Subsaharienne et
en Asie du Sud-Est (Williams et al. 2002 ; Liu et al. 2012). En 2010, les IRA basses telles que
la pneumonie et la bronchiolite ont causé, dans le monde, 1’hospitalisation d’environ 12 millions
d’enfants de moins de cinq ans avec environ 1,4 millions de déces (Liu et al. 2012). La grippe
qui est un sous ensemble des infections respiratoires aigiies cause chaque année environ 3 a 5
millions de maladies graves, et 250 000 a 500 000 décés (OMS, 2016).

Le risque de développer une IRA et son dégré de sévérité sont associés a :


https://www.sante-sur-le-net.com/sante-enfant/maladies-infantiles/bronchiolite/
https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/pneumologie/pneumonie/

+ des facteurs saisonniers et climatiques (saison froide et saison des pluies dans les pays
du Sud), influence directe du climat (température ambiante, teneur en eau de
I’atmosphere) et indirecte (mode de vie, promiscuité),

+ D’environnement: surpeuplement, pollution de I’air ambiant (tabagisme, fumées

domestiques: feux de cuisine, chauffage au bois ou aux bouses),

I’age: le risque de déces le plus €levé est chez le nourrisson de 1 a 3 mois,

la prématurité,

I’état nutritionnel: arrét de I’allaitement maternel, malnutrition protéino énergétique,

un déficit immunologique congénital ou acquis (infection a VIH/Sida),

un bas niveau d’éducation du pére et de la meére,

- F F F F+ F

un bas niveau socioéconomique du pays.

3. Mode de transmission

La transmission des pathogénes respiratoires se fait par voie aérienne via les gouttelettes ou les
aérosols émis lors d’une toux ou d’un éternuement d’une personne infectée (Pica et Bouvier,
2012). On distingue principalement deux modes de transmission : la transmission directe et la

transmission indirecte.

La transmission directe consiste au transfert de pathogenes respiratoires d’une personne
infectée a une personne bien portante sans 1’intervention d’un objet intermédiaire. Cette
transmission peut se faire au contact des mains (personne infectée — personne non infectée) ou
directement par inhalation des gouttelettes ou aérosols émis par le malade (Pica et Bouvier,
2012).

Quant a la transmission indirecte, elle fait appel a un objet intermédiaire appelé fomite. La
personne bien portante s’infecte en ayant un contact de la main avec 1’objet ou une surface

préalablement contaminée par la personne infectée (Pica et Bouvier, 2012).

Les particules respiratoires émises par les patients sont de taille trés variable. Les particules
expulsées peuvent étre réparties en deux catégories, selon leur mode de déplacement : les «
gouttelettes » et les « aérosols ». Les gouttelettes sont des particules dont le diamétre
aé¢rodynamique moyen est supérieur a environ 100 um et sont principalement affectées par la
gravité. Leur rayon d’action pour la transmission de I’infection est trés proche du point de départ

. généralement moins d’un metre. Les particules inhalables sont celles dont le diamétre
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aérodynamique se situe généralement dans I’intervalle allant de 0,1 a 100 pm. Selon leur taille
et leur forme, elles peuvent rester dans 1’air entre quelques secondes et plusieurs jours. L endroit
ou les particules se déposent dans les voies respiratoires de 1’hote potenticl dépend
principalement de leur taille. Les particules inhalables se répartissent en trois catégories de
taille, qui ont chacune un comportement différent pour ce qui est de 1’endroit ou elles se
déposent. Le diametre des particules d’échelle nasopharyngienne se situe approximativement
entre 20 et 100 um. Ces particules ont tendance a n’atteindre que les voies respiratoires
supérieures. Les particules d’échelle trachéobronchique ont un diamétre se situant
approximativement entre 10 et 20 um. Elles parviennent & se déposer jusque dans la région
trachéobronchique. Les particules d’échelle alvéolaire ont un diamétre approximatif de moins
de 10 um. Ce sont les seules particules qui sont en mesure d’atteindre la région alvéolaire, mais

elles peuvent se déposer n’importe ou dans les voies respiratoires.

4. Agents étiologiques
4.1. Virus

4.1.1. Virus Influenza

Caractéristiques virologigues

Les virus influenza sont les principaux agents étiologiques de la grippe. Ils appartiennent a la
famille des Orthomyxoviridae et sont divisés en 3 types nommés A, B et C. Les types A et B
causent généralement des épidémies saisonnieres et sont le plus souvent associés a des taux
élevés d'hospitalisation et de décés. Quant au virus influenza C, il est responsable d’infections
modérées (OMS, 2016) et semble moins soumis a un phénomene saisonnier. Les virus influenza
sont des virus enveloppés, a ARN segmenté, de polarité positive. Le génome viral des types A
et B possede 8 genes qui codent pour 10 protéines parmi lesquels nous avons les protéines de
surface : I’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA) (Palese et al. 2007). La HA facilite
I’attachement du virus aux récepteurs (acide sialique a-2,6 chez I’homme) des cellules de 1’hote.
Ces récepteurs sont prédominants au niveau des voies respiratoires hautes de I’homme. La NA
facilite la libération des nouveaux virions en clivant la liaison avec les récepteurs (Paules et
ksubbarao, 2017). Le virus influenza C possede 7 genes qui codent pour 9 protéines. Le virus
influenza A est subdivisé en sous-types sur la base du caractéere antigénique des deux protéines
de surfaces. A ce jour, 16 sous-types de HA (H1 a H16) et 9 sous-types de NA (N1 a N9) ont
éteé identifiés chez les oiseaux et 2 autres additionnels de HA (H17 et H18) et de NA (N10 et

N11) ont été identifiés chez les chauves-souris (Paules et ksubbarao, 2017). Parmi ces sous-
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types identifiés chez les oiseaux, certains peuvent infecter les mammiféres dont 1’espéce
humaine. Au cours du siécle dernier, seuls les sous-types A/HIN1, A/HIN2, A/H2N2 et
A/H3N2 ont circulé chez les humains (Peteranderl et al. 2016). Il n’existe pas de réservoir
animal pour le virus influenza B, mais deux lignages distincts sur le plan antigénique nommés
B/Victoria et B/Yamagata ont été identifiés (Paules et ksubbarao, 2017).

HA (Hemagglutinin)
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M, matrix protein

Figure 1 : Structure du virus influenza (WHO, 2011)
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La caractéristique fondamentale des virus influenza est leur capacité a opérer des changements
antigéniques qui se produisent de deux manieres (Peteranderl et al. 2016):

La dérive antigénique ou le « antigenic drift » : ¢’est un processus par lequel des changements
progressifs et continus s’opérent au niveau de HA et de la NA des virus influenza A et B. Il en
résulte alors une accumulation de mutations sur les génes codant pour ces deux protéines durant
la phase de réplication virale provoquant [’apparition de nouvelles souches virales.
L’émergence de ces nouvelles souches neutralisées de maniere sub-optimale par les anticorps
nécessite alors la mise a jour du vaccin antigrippal. Cette dérive antigénique concourt chaque

année a la réapparition, d'une nouvelle épidémie de grippe.

La cassure antigénique ou le « antigenic shift » : en plus de la dérive antigénique, le virus
influenza A peut subir un changement brutal et plus séveére. Alors que la dérive antigénique se
produit continuellement, la cassure antigénique se produit peu fréquemment et de maniére
imprévisible. Le virus nouvellement généré posséde de nouvelles propriétés antigéniques non
ou trés peu reconnues par les anticorps générés par les contacts préceédents avec des souches
saisonniéres. Si la nouvelle souche est capable d’infecter I’espéce humaine et d’assurer une
transmission interhumaine soutenue, alors elle se propagera dans le monde entier, provoquant

ainsi une pandémie.
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Réservoir des virus influenza

Les oiseaux aquatiques sauvages sont considérés comme étant les hétes naturels des virus
influenza A. En raison de sa susceptibilité aux virus influenza d'origine humaine et d'origine
aviaire, le porc a été impliqué comme héte intermédiaire a I'éemergence de nouvelles souches
virales a potentiel pandémique (Kim et al. 2016). La transmission directe des virus influenza
des oiseaux (H5N1, HON2, H7N9) a ’homme est moins fréquente mais peut étre fatale (jusqu’a

60% de mortalité) quand elle survient.
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Figure 3: Réservoir des virus influenza (Kim et al. 2016)

Manifestations clinigues

Les virus influenza A, B et C sont responsables de la grippe. En fonction des caractéristiques
de I’hote et du virus, la grippe peut étre asymptomatique, ou donner des symptémes plus ou
moins graves, pouvant aller jusqu’a ceux d’une pneumonie virale potentiellement létale
(Peteranderl et al. 2016). Les symptémes apparaissent soudainement aprés une période
d'incubation de 1-2 jours et sont caractérisés par une fievre brutale (pouvant atteindre 41°C le
premier jour), une toux seche, des maux de gorge, un écoulement nasal, des frissons, des maux
de téte qui peuvent étre accompagneés de myalgies, de malaise et d’anorexie (Peteranderl et al.
2016). Des symptomes oculaires peuvent egalement étre presents et comprennent la
photophobie, la conjonctivite et la douleur aux mouvements des yeux. Dans 25% des cas, des
rales diffus sont constatés a 1’auscultation des poumons. La fiévre et les symptémes non
respiratoires durent généralement 3 jours mais peuvent persister jusqu’a 8 jours. La toux peut
persister jusqu’a deux semaines aprés la résolution de la fievre. Les manifestations cliniques
de la grippe chez I’enfant peuvent différer de celles chez I’adulte. La température est
généralement plus ¢élevée chez D’enfant et les myalgies sont plus séveres. La

laryngotracheobronchite (croup), la bronchiolite et la bronchite peuvent également se produire

15



chez I’enfant. Les symptémes gastro-intestinaux tels que la diarrhée, les vomissements sont

notés a une fréquence plus élevée chez les enfants que chez 1’adulte (Paules et ksubbarao, 2017).

La pneumonie virale est la principale complication et survient dans environ 10% des cas. Elle
se développe trés rapidement dans les 2 a 3 jours de I’infection. Un cedéme pulmonaire massif
et une insuffisance respiratoire aigiie conduisent habituellement au décés du patient en quelques
jours (Paules et ksubbarao, 2017). Une pneumonie bactérienne de surinfection est la cause des
trois quarts des deces par la grippe, les germes fréquemment isolés sont S. pneumoniae, S.

aureus et H. influenzae (Rothberg et al. 2008).

En plus des complications pulmonaires, des complications extra-pulmonaires ont été notées. La
myosite et la rhabdomyolyse se produisent rarement, avec une gravité variable. Une
insuffisance rénale peut survenir et persister pendant 4 a 6 semaines. Des complications
cardiaques comprennent la myocardite, la péricardite et I'exacerbation d’une maladie cardiaque
sous-jacente. La grippe a également été associée a des manifestations neurologiques comme le
syndrome de Reyes, l'encéphalomyélite, le syndrome de Guillain-Barré et la méningite

aseptique (Paules et ksubbarao, 2017).

Population a risque

Les complications des infections aux virus influenza surviennent en particulier chez les
personnes ayant un systeme immunitaire immature, affaibli ou altéré. Des taux de mortalité
élevés sont observés chez les enfants de moins de deux ans et les personnes agéees de plus de 65
ans lors des épidémies de grippe saisonniére (Uyeki, 2017). Aussi, la présence de comorbidités
comme les maladies respiratoires chroniques, rénales, hématologiques, neurologiques ou
cardiovasculaires, le diabete et 1’obésité sont en faveur de la survenue des complications voire
de déces (Peteranderl et al. 2016). L’immunodépression, la grossesse, et la susceptibilité
génétique seraient également associées a un risque élevé d’hospitalisation en soin intensif et
au déces (Memoli et al. 2014).

Diagnostic biologigue

La détection des virus influenza doit se faire le plus tot possible, c’est-a-dire au début des
symptomes ou I’excrétion virale est trés élevée. Les prélévements de choix pour la détection
virale comprennent les écouvillonnages nasopharyngés, les lavages nasaux et les aspirations
nasopharyngées. Les échantillons des voies respiratoires inférieures comme le lavage broncho-
alvéolaire sont plus indiquées chez les personnes atteintes de pneumonie (Uyeki, 2017). Les

méthodes diagnostiques recommandées comprennent la culture virale, la détection d'antigéne

16



et la détection de I'acide nucléique. Les sensibilités, les avantages et les inconvénients des
différentes méthodes sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Les tests

sérologiques sont plus recommandés pour les enquétes epidémiologiques.
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Tableau I: Comparaison des méthodes diagnostiques pour la détection des virus influenza (Uyeki,

2017).
Méthode I -
diagnostiques Sensibiliteé Avantages Inconvénients
Une mauvaise qualité de
o I'échantillon pourrait affecter
Trés bonnes sensibilité et le rendement:
specificité; ) o
o Les résultats non disponibles
Culture virale 100%  3-10jours v Irus disponibles pourla 3 temps pour une prise de
caracterisation ; décision C||n|que;
Capacité a trouver de Temps de travail long;
nouvelles souches virales ; ) o
Un laboratoire spécialisé est
requis.
Moins sensible que la culture
Plus rapide que la culture virale traditionnelle;
virale traditionnelle; ;
Culture virale rapide 70 — 90% ) _ s_eut mar][qLcljerldes \."rusl
Nécessite également moins IVergents de la grippe,
d'expertise ; Nécessite un laboratoire
spécialise ;
Rabide: La Sensibilité et la spécificité
pide; dépendent de I'expertise du
Immunofluorescence Peut identifier d'autres agents technicien;
. 70 —90% pathogénes; L. L s, .
directe Matériel spécialisé requis;
Permet d"évaluer la qualité b, ¢ 4o iy disponible pour
de I'échantillon ; L A
caractérisation antigénique
Aucun équipement spécialisé
ou competences techniques Méthode moins sensible;
requises;
Immunochromatogra o g9, . Le virus n'est pas disponible
phie Transport special de pour la caractérisation
spécimen non requis; antigénique :
Résultats rapides
Trés bonnes sensibilité et
spécificite; Codteux:
La qL{allte et la manlpulafuon Matériel spécialisé et
des échantillons ont moins ersonnel qualifié reauis:
RT-PCR 100% d'impact sur la sensibilité; P g quis;

Le typage, sous-typage et
séquencage sont possibles;
Peut-étre combinée avec la

technologie multiplex ;

contamination croisée;
Pourrait manquer des
souches divergentes ;
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Traitement et Prévention

Quatre classes de médicaments antiviraux sont approuvées pour le traitement de la grippe dans
plusieurs pays: les adamantanes, les inhibiteurs de la neuraminidase, les inhibiteurs de la fusion
membranaire et les inhibiteurs de I'ARN-polymérase ARN dépendant (Paules et ksubbarao,
2017). Parmi ceux-ci, seuls les dérives d'adamantane et les inhibiteurs de la neuraminidase sont
autorisés a étre utilisés dans I'Union européenne et aux Etats-Unis (CDC, 2016). Les dérivés
d'adamantane comprennent I'amantadine et la rimantadine, qui inhibent le canal ionique de la
matrice 2 du virus influenza A, mais pas du virus influenza B. Cependant leur utilisation n’est
plus recommandée a cause de la résistance observée chez les virus influenza A responsables
des épidémies saisonniéres. Les inhibiteurs de la NA inhibent la fonction de la NA des virus
influenza A et B. Ces molécules interagissent avec le site catalytique et inhibent puissamment
I’activité sialidase de la NA, diminuant la capacité des virions néoformés a se détacher de la
cellule puis a diffuser a travers le mucus des voies riches en siologlycoconjugués (Paules et
ksubbarao, 2017). Au cours de la saison grippale 2015-16, I'oseltamivir oral et le zanamivir
inhalé ont été recommandés pour étre utilisés dans I'Union européenne et aux Etats-Unis (CDC,
2016). Le Péramivir intraveineux est également recommandé pour étre utilisé aux Etats-Unis,
et le zanamivir par voie intraveineuse est disponible pour les patients présentant une infection
sévere. La prophylaxie est recommandée chez les individus non vaccinés a haut risque de
développer des complications apres exposition aux virus et pour controler les épidémies dans
un contexte institutionnel. Le traitement de la grippe est indiqué chez les patients admis a
I'népital avec une grippe suspectée ou confirmée et chez les personnes a risque de développer
des complications liées a la grippe (CDC, 2016).

La méthode la plus efficace pour la prévention et le contrdle de l'infection grippale est la
vaccination. Chaque année, I’OMS formule des recommandations sur la composition des
vaccins contre la grippe saisonniére sur la base de la surveillance de laboratoire. Ce processus
se produit deux fois I’an, en février pour I'hémisphere nord et en septembre pour I'hémisphére
sud (Houser et Subbarao, 2015). Les vaccins disponibles contiennent des antigénes des sous-
types A/HIN1, A/H3N2 avec la lignée préedominante du virus influenza B (trivalent) ou les
deux lignées (quadrivalent) (Paules et ksubbarao, 2017). La vaccination est généralement
recommandée non seulement pour les patients avec des comorbidités préexistantes ou a risque
élevé d'exposition, mais aussi a I'ensemble de la population (6 mois ou plus 4gés) non seulement
pour limiter le risque individuel d'infection, mais aussi pour améliorer I'immunité de groupe et

limiter la probabilité de réassortiment (Houser et Subbarao, 2015).
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4.1.2. Virus respiratoire syntycial (VRS)

Le VRS a été découvert en 1956 chez le Chimpanzé et isolé en 1957 par Chanock Robert chez
deux enfants présentant 1’un une bronchiolite, ’autre une pneumonie (Chanock et al. 1957).
Son nom se rapporte aux larges syncytia qu’il produit dans les cultures cellulaires. Il est
considéré comme étant 1’un des principaux agents des IRA surtout chez les enfants de moins

de 5 ans.

Caractéristiques virologigues

Le VRS appartient a I’ordre des Mononegavirales, a la famille des Pneumoviridae et au genre
Orthopneumovirus (Hacking et Hull, 2002). C’est un virus a ARN, enveloppé, pléiomorphe de
100 a 350 nm. L’ ARN viral, d’environ 15,2 kb est non segmenté, de polarité négative et situé
a Dintérieur de la particule virale. II est constitué de 10 génes et code pour 11 protéines : les
protéines structurales de surface (la protéine d’attachement G, la protéine de fusion F et la petite
protéine hydrophobe SH), les protéines structurales internes (la Matrice M et la Nucléoprotéine
N), la Polymérase L, la Phosphoprotéine P, les protéines non structurales impliquées dans
I’évasion a la réponse immunitaire (NS-1 et NS-2) et la protéine de régulation M2. Deux sous
types de VRS (VRS/A et VRS/B) ont été identifiés sur la base des caracteres antigéniques
(Anderson et al. 1985). Le séquengage du génome viral a permis d’identifier les souches virales
qui circulent dans le monde. A ce jour, 14 génotypes (GAl a GA7, SAAL, CB-A, NA1 to NA4
et ON1) pour le VRS/A et 23 génotypes (GB1-GB4, SAB1-SAB4, URU1, URU2, BA1-BA12
et THB) pour le VRS/B ont été identifiés (Griffiths et al. 2017).
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Figure 4: Représentation schématique d’un virion du VRS et de la structure de son génome
(Bohmwald et al. 2016)

Epidémiologie

Le VRS est I’un des principaux agents étiologiques des infections respiratoires aigiies dans le
monde. Il est associé a des taux élevés d’hospitalisation et de mortalité chez les enfants
(Bohmwald et al. 2016). C’est un virus ubiquitaire avec une large capacité de diffusion. Les
anticorps anti-VRS sont détectables chez environ 87% des enfants de 18 mois et chez 100% des
enfants de plus de 3 ans (Collins et Graham, 2008). Les infections & VRS sont responsables
d’environ 200 000 déces par an dans le monde chez les enfants de moins de cing ans (Nair et
al. 2010). Ces infections sont particulierement séveres dans certains groupes a risque avec une
mortalité plus élevée. Ce sont : les prématurés, surtout ceux atteints d’une maladie pulmonaire

chronique, les immunodéprimés et aussi les enfants atteints de pathologies neuromusculaires.

Dans les régions tempérées, les infections @ VRS évoluent sous forme d’épidémies hivernales
annuelles. Les cas initiaux apparaissent en octobre ou novembre. L’épidémie atteint son pic en
décembre ou janvier, pendant environ 4 semaines, et s’étend sur une durée moyenne de 3 a 5

mois (Freymuth, 2004). De rares infections a VRS s’observent au printemps ou en été, avec une
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expression clinique équivalente a celle de 1’atteinte hivernale (Freymuth, 2004). Les infections
humaines & VRS sont répandues sur tous les continents. Dans les régions tropicales ou
subtropicales, I’infection peut étre endémique ou plus souvent, 1’épidémie coincide avec la

saison des pluies (Griffiths et al. 2017).

Au cours des épidémies a VRS, la diffusion du virus dans la population est trés large : 44 % des
familles peuvent étre touchées par ce virus, et 45 % de leurs membres infectés. Vingt pour cent
des enfants d’age scolaire et 3 a 5 % des adultes sains sont ainsi régulierement réinfectés par le
VRS (Freymuth, 2004). Ces réinfections jouent un réle essentiel dans la diffusion du virus de
sujet a sujet, et dans la genése des épidémies. Elles sont huit fois sur dix cliniquement muettes,
sinon elles provoguent une infection banale des voies aériennes supérieures. Pour le VRS, il
n’y a pas de variabilité équivalente a celle observée avec les virus influenza, I’épidémie est
surtout déterminée par la présence constante de jeunes enfants réceptifs et la mauvaise qualité

de leur immunisation naturelle.

Manifestations cliniques

Dans les infections respiratoires aigies hautes, les manifestations cliniques des infections a
VRS sont caractérisées par une toux, un écoulement nasal, souvent de la fievre. Ces signes se
retrouvent également dans les cas d’infections respiratoires aigies basses. En plus de ces signes,
on peut citer : une congestion nasale, une tachypnée, une difficulté respiratoire, un wheezing,
une cyanose et des rales sibilants. Chez les nourrissons, une léthargie et une déshydratation sont

souvent constatées (Lanari et al. 2014).

Diagnostic biologigue

Les méthodes diagnostiques du VRS comprennent: la culture cellullaire,
I’'immunofluorescence (IF), I’immunochromatographie (IC), ’ELISA et la RT-PCR. La
sensibilité et la spécificité de ces méthodes sont influencées par plusieurs facteurs tels que la
qualité du prélévement, les conditions de transports, 1’expérience du technicien, la population,
la période de I’année (Griffiths et al. 2017).

La culture cellulaire reste la technique de référence surtout pour la caractérisation des souches
virales. Elle est plus utilisée dans les centres de recherche car longue a réaliser (environ 5 a 10
jours), trés couteuse et nécessite une manipulation appropriée des échantillons (Leruez-Ville,
2007).
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La serologie est uniquement utilisée dans le cadre des investigations épidémiologiques. Sa
sensibilité est trés faible, environ 10 a 30% des patients avec une confirmation d’infection a

VRS ont une sérologie positive (Bohmwald et al. 2016).

L’IF et IC sont les techniques les plus utilisées dans les formations sanitaires pour le diagnostic
des infections a VRS parce qu’elles sont rapides (30 min a 2 heures) et facile a réaliser (Griffiths
etal. 2017). Cependant, les tests rapides présentent de faibles performances analytiques rendant
leur utilisation non recommandée en période de faible circulation du virus (Rabon-Stith et al.
2013).

La RT-PCR est le nouveau gold standard pour la détection du VRS. Elle est rapide, automatique
avec de bonnes performances analytiques. Les inconvénients de la RT-PCR sont le codt élevé
et I’interprétation clinique (de-Paris et al. 2012). En effet, le VRS peut étre présent dans les

Voies respiratoires jusqu’a 4 semaines apres la disparition des symptomes.

Prévention et traitement

Actuellement il n’existe aucun vaccin contre le VRS mais plusieurs vaccins candidats sont en
phase préclinique et clinique. De plus, plusieurs arguments supportent la faisabilité d’un vaccin
contre le VRS (Griffiths et al. 2017) : (i) c’est une infection trés fréquente durant la premicre
année de vie, (ii) les infections & VRS sont récurrentes toute la vie mais les cas sévéres sont
moindres chez les grands enfants et les adultes signifiant ainsi une maturation du systeme
immunitaire avec 1’age, enfin (iii) une diminution de I’incidence des infections a VRS est
constatée durant la période néonatale suggérant ainsi une protection conférée par les anticorps
maternels anti-VRS. Les vaccins en développement comprennent des vaccins vivant atténués,
les vaccins vectoriels, les vaccins recombinants, .... Aussi, une stratégie promettante serait la
protection du nouveau-né par la vaccination de la femme enceinte. Les anticorps développés
par la femme enceinte seront transférés via le placenta chez le nouveau-né (Griffiths et al.
2017).

Le traitement des cas d’infections a VRS est plus basé sur le traitement des symptdmes
respiratoires. A ce jour, seuls deux antiviraux contre le VRS sont disponibles, le palivizumab

pour la prévention et la ribavirine pour le traitement (Griffiths et al. 2017).

La ribavirine est le seul antiviral ayant une licence pour le traitement actif des infections a VRS.
C’est un analogue de la guanosine et est utilisée sous la forme aérosol. L’administration de la
ribavirine est indiquée chez les patients a risque. Plusieurs études ont montré que 1’utilisation

de la ribavirine diminuait la durée d’hospitalisation et le aussi la durée de sécretion du virus
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(Smith et al. 1991). Cependant, les effets tératogénes et les contre-indications dans les maladies
cardiovasculaires limitent son utilisation (Van Vlierbergh et al. 2001).

Le palivizumab contient des anticorps monoclonaux humanisés dirigés contre la protéine de
fusion F du VRS. Il peut étre administré par voie intramusculaire ou intraveineuse. Le
palivizumab est surtout utilisé en traitement prophylactique chez les prématurés et les nouveau-

nés avec des pathologies cardio-pulmonaires (Griffiths et al. 2017).

4.1.3. Métapneumovirus humain (HMPV)

Caractéristiques virologigues

Le HMPV a été caractérisé pour la premiere fois en 2001 par 1’équipe du Pr Albert Osterhaus
chez des enfants hospitalisés atteints d’IRAS (van den Hoogen et al. 2001). C’est un virus
enveloppé, & ARN appartenant a la famille des Paramyxoviridae, a la sous-famille des
Pneumovirinae et au genre Metapneumovirus (Esposito et Mastrolia, 2016). Le HMPV est un
virus pléiomorphe d’environ 150 a 600 nm de diamétre, se présentant genéralement sous forme
sphérique mais aussi sous la forme de particules filamenteuse. L’enveloppe, de nature lipidique
contient les trois glycoprotéines de surface F, SH et G qui forment des spicules de 13 a 17 nm.
Le génome du HMPV est constitué d’'un ARN de polarité négative d’une taille d’environ 13
kDa. L’ARN viral est associé a la nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P, la polymérase L et
aux facteurs M2-1 et M2-2 pour former la nucléocapside de symétrie hélicoidale (Freymuth et
al. 2008). L’analyse génétique du HMPV a permis d’identifier deux groupes majeurs (A et B)
et quatre sous-groupes (Al, A2, B1 et B2), basés principalement sur la variabilité de séquence
des glycoprotéines de surface d’attachement (G) et de fusion (F) (van den Hoogen et al. 2004).
Des études ont également suggéré 1’existence de sous-groupes supplémentaires A2a et A2b
(Esposito et Mastrolia, 2016).
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Figure 5: Représentation schématique d’un virion du HMPV et de la structure de son génome
(Feuillet et al. 2011)

Epidémiologie

Depuis sa description initiale en 2001, le HMPV a été détecté dans de trés nombreux pays sur
tous les continents. Des études de séroprévalence ont relevé la présence d'anticorps anti-HMPV
dans des échantillons obtenus en 1958, suggérant que le virus a circulé depuis au moins 50 ans
(van den Hoogen et al. 2001). Les infections 8 HMPV sont observées toute 1’année. Dans les
régions tempérées ou la saisonnalité a été étudiée, un pic est observé pendant la saison hivernale
de décembre a février (Boivin et al. 2002). Le HMPV se transmet probablement via les
gouttelettes infectées. La période d’incubation du virus varie entre 4 et 6 jours et Son excrétion
s’étale sur une période de 2 a 14 jours (Panda et al. 2014). Le HMPV est responsable d’environ
7-19% des cas d’IRA chez les enfants hospitalisés ou non (Edwards et al. 2013). Le taux de
détection est plus élevé chez les enfants que chez I’adulte. En effet les infections &8 HMPV se

produisent généralement pendant I’enfance avec une susceptibilité plus accrue chez les enfants
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de moins de 2 ans. De plus, les études de séroprévalence ont révélé que plus de 90% des enfants
de moins de 5 ans ont déja été infectés par le HMPV (Williams et al. 2004). Actuellement,
aucun consensus ne se degage sur les relations potentielles entre la virulence et les génotypes
viraux. Quelques différences ont en effet été rapportées entre les deux génotypes de HMPV.
L’infection due au génotype A serait plus fréquente chez le jeune enfant de moins de trois ans,
et le génotype B plus fréquemment isolé chez I’adulte (Boivin et al. 2003). En revanche, il n’y
aurait pas de différence dans la gravité de I’infection par I’'un ou I’autre des génotypes de
HMPV.

Manifestations cliniques

Le HMPV cible préférentiellement les cellules ciliées des voies respiratoires et provoque une
variété de signes cliniques (Esposito et Mastrolia, 2016). L'infection a HMPV est difficilement
distinguable des infections causées par d'autres virus respiratoires, en particulier RSV. Les
infections a HMPV des voies respiratoires hautes sont caractérisées par une rhinite, une
pharyngite, une conjonctivite et/ou une otite moyenne aigué (OMA\). La durée des symptdmes
est généralement inférieure a une semaine (Williams et al. 2006). L’atteinte des voies
respiratoires basses par le HMPV nécessite fréquemment une hospitalisation. Il a été rapporté
que 10% des hospitalisations chez les enfants sont attribuables aux infections par le HMPV.
Les manifestations cliniques incluent : la tachypnée, la fiévre, la toux, I’hypoxie, une respiration
sifflante et des anomalies radiographiques. Certains signes tels que les convulsions, les
éruptions cutanées, la diarrhée, les vomissements et une altération de la fonction hépatique ont

été associés aux infections a HMPV.

Diagnostic

Le diagnostic virologique de I’infection 8 HMPV peut étre fait par isolement en culture, par la
détection de I’ARN par RT-PCR ou par la technique d’immunofluorescence (Freymuth et al.
2008). La croissance du HMPV en culture de cellules est tres difficile. Elle est trés lente et
I’apparition d’un effet cytopathogéne (ECP) inconstante. Les 1ésions cellulaires n’apparaissent
pas avant la deuxiéme ou la troisieme semaine de culture et nécessitent souvent des passages a
I’aveugle. Les images de I’ECP sont peu spécifiques et varient selon les souches (Freymuth et

al. 2008). De plus, peu de lignées cellulaires permettent I’isolement du virus.

La recherche de ’ARN du HMPV par RT-PCR est la méthode de choix pour détecter une
infection a HMPV. Elle est spécifique, sensible et plus rapide. La plupart des protocoles décrits

dans la littérature amplifient des sequences des genes L, N et F. Le géne N est généralement
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ciblé pour pouvoir détecter les quatre sous-groupes de HMPV puisqu’il est hautement conservé
entre les différentes souches (Maertzdorf et al. 2004).

Il est aussi possible d’effectuer des tests de reconnaissance par immunofluorescence directe en
utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre les protéines virales (Esposito et Mastrolia,
2016). Cette technique est également utilisée en routine méme si elle est moins sensible que la
RT-PCR.

Prévention et traitement

Aujourd’hui, il n’existe aucun traitement antiviral ni vaccins spécifiques approuvés dans la
prise en charge des infections a HMPV. Cependant, il a été démontré que la ribavirine et des
immunoglobulines polyclonales anti-VRS avaient la méme activité antivirale in vitro sur le
HMPV que sur le VRS (Wyde et al. 2003). Cette activité suggere que ces molécules puissent

étre proposées dans d’éventuelles atteintes respiratoires sévéres a HMPV.

Depuis la découverte du métapneumovirus, plusieurs équipes ont cherché a développer une
solution vaccinale spécifique au HMPV en utilisant des virus inactivés, des virus vivants
atténues, des protéines recombinantes ou encore de I’ADN codant (Esposito et Mastrolia,
2016). La principale difficulté rencontrée dans le développement de vaccin contre HMPV est
la difficulté & induire une réponse immunitaire forte et surtout durable. De plus, les populations
les plus a risque de développer une infection grave au HMPV tels que les prématurés et les
immunodéprimés sont malheureusement les moins aptes a développer une réponse immunitaire
adéquate. Malgré tout, ces essais représentent néanmoins des pistes vaccinales intéressantes et

nécessitent d’étre approfondies.

4.1.4. Virus parainfluenza (HPI1V)

Les HPIV ont éte isolés pour la premiere fois en 1955 chez des enfants atteints de « croup »
(Chanock, 1956). IIs sont responsables d’IRA des voies hautes chez I’enfant et 1’adulte, des
IRA des voies basses chez les enfants de moins de cing ans, les personnes de troisieme age et

les adultes immunodéprimés (Fry et al. 2006).

Caractéristiques virologiques

Les HPIV sont des virus a ARN monocaténaire et enveloppés. Ils appartiennent a la famille des
Paramyxoviridae. Les HPIV comprennent 4 sérotypes majeurs notés HPIV1 a HPIV4, ce
dernier est subdivisé en 2 sous-types : HPIV4a et HPIV4b. HPIV1 et HPIV3 appartiennent au
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genre Respirovirus et le genre Rubulavirus inclus HPIV2 et HPIV4. Les HPIV sont des virus
pléomorphes d’environ 150 a 400 pm de diamétre. lls contiennent un simple brin d’ARN, de
polarité négative qui code pour 6 protéines essentielles: la nucléocapside NP, la
phosphoprotéine P, la matrice M, la glycoprotéine de fusion F, I’hémagglutinine -

neuraminidase (HN) et I’ARN polymérase L (Branche et Falsey, 2016).

Les glycoprotéines HN et F sont des protéines de surface qui favorisent 1’attachement du virus
sur la surface des cellules épithéliales de 1’hote (Moscona, 2005). La glycoprotéine (HN) facilite
également la libération de nouveaux virions de la cellule en clivant le résidu d'acide sialique.
Ces deux protéines sont les cibles majeures pour les anticorps neutralisants. Les ARN de HPIV1
et HPIV3 codent pour la protéine C et HPIV2 pour la protéine V. Les deux protéines suppriment
la réponse immunitaire de I’héte en diminuant I’activité de ’interféron de type 1 (Branche et

Falsey, 2016).

HN tetramer

F protein
Matrix protein (shown as a trimer)
(M) /

f _Fusion peptide
/.

Lipid
bilayer

Figure 6: Représentation schématique d’un parainfluenza virus (Moscona, 2005)

Epidémiologie

Les HIPV se transmettent par contact direct entre personnes (Ansari et al. 1991). Ce sont des
virus ubiquitaires et causent des infections avec des variations saisonnieres. Les données sur la
saisonnalité des infections a HPIV sont disponibles pour 1’hémisphére nord mais absents dans

les régions tropicales et subtropicales (Chew et al. 1998).
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Ainsi, les infections & HPIV1 se produisent généralement en automne et en hiver. Pendant ces
épidémies environ 18 000 a 35 000 enfants de moins de 5 ans sont hospitalisés aux Etats-Unis
(Denny et al. 1983). La majorité de ces infections se produisent chez les enfants agés de 7 a 36

mois avec un pic chez les enfants de 24 a 36 mois (Branche et Falsey, 2016).

Les infections a HPIV2 sont fréquentes en automne mais peuvent se produire toute I’année. Ces
infections sont fréquentes chez les enfants de moins de 5 ans avec un pic chez ceux agés de 1 a
2 ans et sont responsables d’environ 6 000 hospitalisations d’enfants chaque année aux Etats-
Unis (Branche et Falsey, 2016).

Les infections a HPIV3 sont fréquentes pendant la premiere année de vie et causent
principalement les bronchiolites et des pneumonies. Le HPIV3 est considéré comme étant le
second agent viral responsable des infections des voies respiratoires basses chez les nourrissons
et les enfants aprés le VRS (Fry et al. 2006). Environ 18 000 enfants sont hospitalisés chaque
année a USA a cause des infections dues au HPIV3. Les épidémies sont enregistrées
généralement au printemps et en été mais les infections a HPIV3 se produisent toute I’année.
Durant les périodes de faibles transmissions, les personnes avec une déficience immunitaire et

/ou une pathologie chronique sont les plus infectées (Branche et Falsey, 2016).

Il existe moins de données sur 1’épidémiologie des infections a HPIV4. Les infections a HIPV4
sont moins séveres et I’atteinte concerne les voies respiratoires hautes (Branche et Falsey,
2016).

Manifestations clinigues

Les HPIV sont associés a la fois aux infections respiratoires des voies hautes et basses chez les
enfants et les adultes. Le spectre des infections a HPIV comprend généralement I'otite moyenne,
la pharyngite, la conjonctivite, le croup, la trachéobronchite et la pneumonie. Des
manifestations respiratoires peu communes comme l'apnee, la bradycardie, la parotidite et le
syndrome de détresse respiratoire peuvent étre associees (Branche et Falsey, 2016). Bien que
les HPIV infectent principalement les tissus respiratoires, l'infection disséminée a été décrite
provoquant une variété de maladies affectant d'autres organes. Ainsi on peut distinguer des
atteintes neurologiques, rénales, et les maladies rhumatologiques (Branche et Falsey, 2016). Le
HPIV3 est plus fréequemment associé aux infections respiratoires basses que les autres sérotypes
provoquant ainsi une bronchiolite et une pneumonie chez les nourrissons et les enfants. Les
infections a HPIV4 sont le plus souvent associées a une atteinte des voies respiratoires hautes.
(Counihan et al. 2001)
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Diagnostic
Les HPIV peuvent étre détectés par différentes techniques que sont : la culture cellulaire, I’TF,
la RT-PCR et la technique ELISA.

La culture virale a longtemps été considérée comme le gold standard pour le diagnostic des
HPIV. Cependant son cott ¢levé, la nécessité d’un personnel qualifié et aussi sa durée de
réalisation (5 a 14 jours) limitent son utilisation en diagnostic clinique (Branche et Falsey,
2016).

L’IF peut étre réalisée pour les HPIV1 a HPIV3 avec des sensibilités comprises entre 63% et

95%. Cependant les anticorps anti-HPIV4 ne sont pas disponibles (Leland et Ginocchio, 2007).

La RT-PCR est I’outil diagnostic de choix pour la détection des HPIV a cause de la rapidité de
réalisation et des bonnes performances analytiques qu’il présente (Hirsch et al. 2013). Bien que
la RT-PCR ait montré une sensibilité analytique nettement supérieure aux autres techniques, le

colt et la nécessité d’un personnel qualifi¢ limite son utilisation dans les hopitaux du sud.
La sérologie est rarement utilisée en pratique clinique.

Prévention et traitement

Actuellement, il n'existe aucun traitement antiviral ayant une efficacité prouvée sur les
infections a HPIV. Le traitement est généralement symptomatique (Branche et Falsey, 2016).
La ribavirine est active sur les HPIV in vitro mais son utilisation en clinique n’est pas validée
(Gilbert et Knight, 1986). Plusieurs nouveaux médicaments sont en développement et semblent
prometteurs dans le traitement des infections graves chez les patients immunodéprimés (Triana-
Baltzer et al. 2011). Aussi, il n’existe aucun vaccin ayant une licence a ce jour pour la
prévention des infections a HPIV. Les recherches sont focalisées actuellement sur le HP1V3 qui
est la principale cause des infections severes chez les nourrissons et chez les personnes agées
(Branche et Falsey, 2016).

4.1.5. Coronavirus (HCoV)

Les HCoV sont a I’origine d’infections respiratoires plus ou moins séveres selon la population
étudiée. A ce jour, six HCoV humains sont décrits. Parmi eux, deux coronavirus dits «
classiques», les HCoV-OC43 et -229E ont été identifiés dans les années 1960 (Hamre et al.
1967 ; Mclntosh et al. 1967). Les deux HCoV-NL63 et -HKU1, sont dits « nouveaux » car ils

ont été identifiés plus récemment, au début des années 2000 (van der Hoek et al. 2004 ; Woo
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et al. 2005). Ces HCoV sont genéralement associés a des infections respiratoires peu séveres.
IIs sont a distinguer des deux HCoV émergents, le SARS-CoV (Severe acute respiratory
syndrome coronavirus) et le MERS-CoV (Middle-East respiratory syndrome coronavirus), qui
sont les seuls a étre associés a un syndrome de détresse respiratoire aigiie ou SDRA (Peiris et
al. 2004 ; Zaki et al. 2012).

Les HCoV appartiennent a I’ordre des Nidovirales, a la famille des Coronaviridae et a la sous-
famille des Coronavirinae. Les HCoV infectent de nombreuses espéces mammifeéres et aviaires.
Selon la taxonomie actuelle, les Coronavirinae sont subdivisés en quatre genres hommés
Alpha-, Beta-, Gamma- et Deltacoronavirus. Les HCoV-229E et -NL63 appartiennent au genre
Alphacoronavirus. Les quatre autres coronavirus humains appartiennent au genre
Betacoronavirus qui est lui-méme subdivisé en quatre clades nommés A, B, C et D (Kin et
Vabret, 2016). Les HCoV-HKU1 et —OC43 sont inclus dans le clade A, le SARS-CoV et le
MERS-CoV appartiennent aux clades B et C respectivement.
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Figure 7: Arbre phylogénétique des Coronavirinae incluant 51 génomes complets, construit par la
méthode du Neighbor-joining (MEGA®6) (Kin et VVabret, 2016)
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Caractéristiques virologigues
Les HCoV sont des virus enveloppés pléomorphes dont la taille varie de 80 a 200 nm.

L’observation en microscopie ¢électronique permet de distinguer des protéines de surface S ou
Spike d’environ 20 nm & la surface du virion. Celles-ci sont ancrées dans la membrane virale et
confeére au coronavirus son aspect de couronne. C’est cet aspect particulier qui est a 1’origine
du nom de ce virus, le terme « corona » signifiant « couronne » en latin. En plus de la protéine
S, la particule virale est constituée par trois autres protéines structurales : la protéine de la
nucléocapside N, la protéine de membrane ou matrice M et la protéine d’enveloppe E. De plus,
une cinquiéme protéine structurale, 1’hémagglutinine estérase HE est retrouvée chez les
Betacoronavirus de clade A (Siddell et al. 1982). Les HCoV sont caractérisés par un génome
ARN positif simple brin, non segmenté et polyadénylé d’une taille d’environ 30 kb. Ce sont les
plus grands génomes de virus ARN répertories a ce jour (Kin et VVabret, 2016). Les deux-tiers
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du génome, soit environ 18 a 20 kb, sont constitués par deux cadres de lecture ouverts nommés
ORF1la et ORF1b (Siddell et al. 1982). L’ORF1ab, correspondant a la fusion des ORFla et
ORF1b, permet la traduction d’une polyprotéine nommée pplab grace a un nceud de phase
efficace a 25 % (Brierley et al. 1987). Cette polyprotéine est ensuite clivée par des protéases
virales en 16 protéines non structurales nommeées nspl a nspl16. Elles sont impliquées dans le
complexe de réplication et de transcription des HCoV. Le tiers du génome des coronavirus est
constitué par au moins quatre cadres de lecture ouverts codant les proteines structurales S, E,
M et N. Les Betacoronavirus de clade A (dont HCoV-OC43 et —~HKU1) contiennent un
cinquieme géne codant une protéine structurale, I’hémagglutinine estérase (HE). De plus, les
différents génomes de HCoV se distinguent entre eux par la présence ou non d’ORF putatifs

supplémentaires codant des protéines accessoires (Sidell, 1995).

| ‘.'
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Figure 8: Représentation schématique d’un coronavirus (Kin et VVabret, 2016)

Epidémiologie

Les HCoV ont une circulation hivernale. IIs sont a 1’origine d’infections respiratoires modérées
dans la population générale. Cependant, les infections peuvent étre plus séveéres dans les
populations susceptibles. Notamment, les HCoV sont impliqués dans 2 a 7 % des
hospitalisations consécutives a une infection respiratoire, en particulier chez les enfants et les
personnes agees ou immunodéprimées. De ce fait, ils appartiennent au panel de virus

respiratoires rechercheés lors des diagnostics de routine des infections respiratoires par des outils
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de biologie moléculaire. Ces HCoV dits circulants sont a distinguer des deux coronavirus
émergents, le SARS-CoV et le MERS-CoV qui sont associés a des pathologies respiratoires
plus séveres. lls se distinguent des autres HCoV par leur potentiel épidémique plus éleve, leur
impact sanitaire plus important et leur mode de circulation atypique. A I’instar des
paramyxovirus et des virus Influenza, les coronavirus doivent étre surveillés pour leur risque

d’émergence dans la population humaine a partir d’un réservoir animal.

Les durées d’incubation des infections a coronavirus humains sont courtes : de [’ordre de trois
jours pour les CoV classiques, et de deux a dix jours pour le SARS-CoV. Les durées d’excrétion
virale dans les voies respiratoires sont moins bien connues, I’ARN des HCoV classiques est

détectable pendant environ 14 jours dans les voies respiratoires.

La transmission des HCoV se fait principalement de fagon directe par les gouttelettes de

sécrétions oropharyngées dispersées par la toux d’une personne infectée et symptomatique.

Manifestations clinigues

Les HCoV classiques (HCoV-OC43, HCoV- 229E) et nouveaux (HCoV-HKU1, HCoV-NL63)

sont généralement associés a des infections peu séveres des voies respiratoires hautes. Les

infections a HCoV sont caractérisées par des symptdmes non spécifiques et variables selon les
patients. Dans la population générale, 1’infection a HCoV est le plus souvent associée a une
rhinite ou une rhinopharyngite plus ou moins symptomatique (Walsh et al. 2013). Lorsque
I’infection est symptomatique, les signes cliniques les plus souvent décrits sont la fiévre, la
toux, des myalgies et une congestion nasale. Les pathologies induites par les différents HCoV
sont similaires et le tableau clinique seul ne permet pas de les distinguer entre eux ou vis-a-vis
d’autres virus respiratoires. Chez les personnes agées, les jeunes enfants et les patients
immunodéprimés, des infections du tractus respiratoire plus sévéres voire fatales peuvent étre
observées (Jean et al. 2013 ; Gerna et al. 2007). Lors d’une infection a HCoV, une pathologie
entérique moderée (gastro-enterite, diarrhee) est parfois observée en plus de la pathologie
respiratoire. A ce jour, il n’est pas encore clairement défini si 1’atteinte entérique est une
conséquence indirecte de I’infection ou si les HCoV ont un tropisme entérique avéré (Cabeca
et al. 2013). Les HCoV ont a plusieurs reprises été incriminés dans des atteintes neurologiques.
Plusieurs études déja anciennes tendent notamment a les associer a la sclérose en plaque (SEP)
(Tanaka et al. 1976 ; Salmi et al. 1982). Ces données suggerent un potentiel neuroinvasif de
ces HCoV, mais leur implication dans le développement de pathologies neurologiques est
débattue.
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Le SARS-CoV est caractérisé par une période d’incubation de 2 a 14 jours. Les premiers
symptomes observés sont une forte fievre, supérieure a 38 °C, ainsi qu’un syndrome respiratoire
modéreé. Des toux, des maux de téte ou de gorge et un état de fatigue général ont également été
rapportés chez certains patients. En quelques jours, les symptdmes évoluent, provoquant un
syndrome de détresse respiratoire aigué pouvant nécessiter une aide respiratoire chez les
patients les plus susceptibles (Kin et Vabret, 2016). Lors de ’infection par le SARS-CoV, les
leucocytes neutrophiles et les macrophages s’infiltrent dans les poumons et initient une réponse
inflammatoire. Le niveau de cytokines pro-inflammatoires augmente, tandis qu’une
lymphopénie est observée. Ces phénomeénes sont a 1’origine des altérations qui se produisent
dans les poumons, notamment, d’un dommage alvéolaire diffus (DAD). Parallélement, une
formation de membranes hyalines et d’oedémes est observée. Ces altérations morphologiques
ont pour conséquence une hypoxie. Dans un second temps, le DAD est associé a une
hyperplasie des pneumocytes de type Il et a une métaplasie squameuse, ces deux
caractéristiques étant révélatrices d’un processus de cicatrisation des poumons. L.’aggravation
de ces altérations histologiques peut entrainer une pneumonie sévére et le décés du patient. A

la radiographie, une condensation uni- ou bilatérale des poumons est observée.

Le MERS-CoV est a I’origine d’une pathologie respiratoire sévere. Les premiers symptomes
observés sont un état pseudo-grippal accompagné de fievre et d’une toux non productive.
L’aggravation des symptomes entraine un syndrome de détresse respiratoire aigiie et une
hypoxie, nécessitant souvent une assistance respiratoire. Les patients agés, immunodéprimés
ou présentant une comorbidité (diabete de type 2, hypertension artérielle, insuffisance rénale
chronique, obésité, etc.) sont plus susceptibles de développer une pathologie respiratoire sévere
et de succomber a I’infection par le MERS-CoV. Le déces fait suite a une insuffisance
respiratoire pouvant étre associée a une défaillance multi-organe. Des cas de défaillances
rénales associées a la défaillance respiratoire ont été décrits (Ng et al. 2015).

Diagnostic biologigue

Le diagnostic des infections @ HCoV est réalisé par des techniques de RT-PCR sur des
prélevements respiratoires. Les premieres techniques de detection des HCoV par RT-PCR
remonte aux années 1990. Elles étaient cependant peu utilisées du fait de leur colt élevé. De
plus, les HCoV n’étaient pas recherchés en routine car leur impact était considéré comme
négligeable (Kin et VVabret, 2016). Du fait de son caractére conservé au sein d’une méme espéce
de HCoV, le géne N était alors la cible privilégiée pour la détection des HCoV (Hiscox et al.

2001). Cependant, d’autres RT-PCR plus récentes ciblant le géne M pour les mémes raisons
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ont été développées (Vijgen et al. 2005, Vabret et al. 2001). Ces techniques moléculaires se
sont averées plus rapides, plus sensibles et plus spécifiques. Egalement, les RT-PCR en temps-
réel et les PCR multiplex, permettant la détection simultanée des quatre HCoV-OC43, -NL63,
-HKUL1 et -229E, sont de plus en plus repandues (Gaunt et al. 2010).

Quant aux techniques de sérologies, elles sont largement utilisées en épidémiologie pour étudier

I’impact et la diffusion de ces virus.

4.1.6. Rhinovirus (HRV)

Les HRV sont responsables d’environ 50% des cas de rhume. Ils sont responsables également
d’IRA des voies respiratoires hautes mais peuvent causer des atteintes des voies basses chez les
personnes immunodéprimées ou avec des maladies cardio-pulmonaires chroniques (Greenberg,
2011).

Caractéristigues virologigues

Les HRV appartiennent a I’ordre des Picornavirales, a la famille de Picornaviridae et au genre
Enterovirus. Ce sont des virus @ ARN d’environ 7200 nucléotides, simple brin, de polarité
positive et avec une capside a symétrie icosaédrique. Ce sont des virus nus, donc tres résistants
dans le milieu extérieur. La capside est constituée de 4 protéines : VP1, VP2, VP3 et VP4. Les
protéines VP1, VP2 et VVP3 sont responsables de la diversité antigénique et de la réponse
immunitaire de I’hote. Le VP4 est situé a I’intérieur de la capside et ancre I’ARN viral a la
capside. A ce jour, 3 especes de HRV nommées HRV-A, HRV-B et HRV-C ont été
caractérisées par le séquencage du génome viral. Les sérotypes, au nombre de 167 se
différencient par la nature des acides aminés au niveau des 4 protéines de capsides (Greenberg,
2016).

Epidémiologie

Les HRV sont des virus ubiquitaires circulant presque toute I’année. La plupart des patients
infectés sont asymptomatiques ou présentent des symptdmes bénins mais ces virus sont
également fréquemment détectés chez les personnes atteintes d’otite, de bronchiolite, de
pneumonie (To et al. 2017). Les patients avec une infection severe & HRV sont le plus souvent
immunodéprimés ou sont atteints d’une maladie chronique. Aussi, les patients atteints d'asthme
sont susceptibles de faire des infections séveres a HRV (Greenberg, 2016). Plusieurs études ont

révélé que les épisodes de respiration sifflante ou les infections des voies respiratoires basses
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étaient plus fréquentes chez les patients infectés par le HRV-C que le HRV-A ou HRV-B
(Piralla et al. 2009 ; Lau et al. 2009). Cependant, d’autres études n’ont relevé aucun lien entre

le type d’espéce et la sévérité clinique (Xiao et al. 2015 ; Chen et al. 2015).

Dans les régions tempérées, le pic des infections a HRV est atteint en début d’automne et au
printemps. Cette saisonnalité est similaire a celle des régions subtropicales (Greenberg, 2016).

La plupart des infections a HRV sont acquises dans la communauté. Cependant, plusieurs
épidémies nosocomiales ou institutionnelles ont été signalées et ont touché les patients et le
personnel (Mubareka et al. 2013 ; Reese et al. 2016). Etant non enveloppé, les HRV sont
résistants a I’alcool et aux autres désinfectants. 1ls peuvent étre détectés sur des surfaces

environnementales pendant une longue période (Winther et al. 2007).

Manifestations cliniques

Les HRV sont les principaux agents du rhume. Les symptdémes cliniques généralement
rencontrés peuvent étre causés par de nombreux virus respiratoires et des bactéries atypiques.
Ce sont : la rhinorrhée, la congestion nasale, les maux de gorge et la toux (To et al. 2017). En
dehors du rhume, les HRV sont impliqués dans la survenue des otites moyennes et des
rhinosunisites (Cho et al. 2013). L'atteinte des voies respiratoires basses est de plus en plus
reconnue. Les HRV sont de plus en plus détectés chez les patients atteints de bronchiolite et de
pneumonie (Jain et al. 2015). lls peuvent également prédisposer a une pneumonie bactérienne
secondaire (Greenberg, 2016). Les HRV ont également été associés a une aggravation des
maladies pulmonaires chroniques comme [’asthme, la bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO), la bronchectasie, la bronchiolite oblitérante (George et al. 2014). Des
complications extra pulmonaires au cours des infections sévéres a HRV ont également été
décrites. Ce sont les cedémes pulmonaires, I’acidose diabétique et le coma hyperosmolaire (T0O

et al. 2016).

Diagnostic biologigue

La culture virale est utile pour la détection du HRV mais est peu utilisée a cause de sa faible
sensibilite. Avec le développement de techniques de biologie moléculaire, la capacité a détecter
les virus respiratoires a considérablement augmenté. Ainsi, la détection des HRV dans les
échantillons respiratoires a été améliorée par la RT-PCR. Plusieurs études ont révélé une
sensibilité accrue de la RT-PCR par rapport a la culture virale (To et al. 2017). Les tests

sérologiques sont disponibles mais ne sont utiles que pour les études épidémiologiques.
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Prévention et traitement

Aucun antiviral n’a été approuvé a ce jour pour le traitement des infections a HRV. Le
traitement est purement symptomatique. De plus, a cause des nombreux sérotypes et des
anticorps neutralisant spécifiques du sérotype, le développement d’un vaccin est jugé
inopportun (To et al. 2017). Cependant, des études récentes sur un modele de souris ont montré
une réaction croisee d'anticorps neutralisant dirigés contre le VP1, donnant ainsi une base pour
le développement efficace de vaccins (Glanville et al. 2013). Des études futures devront

confirmer ces observations préliminaires.

4.1.7. Adénovirus (AdV)

Les AdV ont été décrits pour la premiere fois en 1953 par deux groupes de chercheurs qui
travaillaient sur 1’étiologie des infections respiratoires aigiies (Knipe et Howley, 2013). Les
deux virus isolés ont été alors nommés adénovirus en rapport avec le tissu adénoide dans lequel

ils ont été retrouvés (Enders et al. 1956).

Caractéristiques virologigues

L’AdV est un virus a ADN double brin appartenant a la famille des Adenovirideae et au genre
Mastadenovirus. C’est un virus ubiquitaire, non enveloppé dont la taille varie de 70 a 100 nm
et avec un génome d’environ 36 kDa (Lu et al. 2006). A ce jour, 51 sérotypes ont été décrits
sur la base des caractéres antigéniques et plus de 70 génotypes ont été décrits et classés en 7
especes : HAdV-A a HAdV-G sur la base de leur capacité a agglutiner les érythrocytes (Knipe
et Howley, 2013; Jina Lee et al. 2010). Les especes A, B, C, D, E et F circulent globalement et

ont été impliquées dans des épidémies chez I'hnomme (Lynch et Kajon, 2016).
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Figure 9 : Structure d’un virion d’Adénovirus (Rux et Burnett, 2004)

Epidémiologie

Les AdV sont responsables d’IRA fébriles, de conjonctivites, de gastroentérites ou maladies
diarrhéiques (Filho et al. 2007 ; Ishiko et al. 2009 ; Lynch et Kajon, 2016). Ils causent
également des infections séveres chez les personnes immunodéprimées (Kojaoghlanian et al.
2003). Les épidémies surviennent le plus souvent en hiver mais les infections se produisent tout
au long de I'année sans une saisonnalité bien définie (Ison et al. 2006). L'infection peut résulter
de l'exposition aux personnes infectées (inhalation de gouttelettes aérosolées, inoculation
conjonctivale, propagation oro-fécale), d'acquisition provenant de sources exogenes (oreillers,
draps, casiers, pistolets), ou de réactivation (Lynch et al. 2011). La période d’incubation varie
de 2 a 14 jours. De plus, les AdV peuvent rester sous forme latente pendant plusieurs années
dans le tissu lymphoide (Kojaoghlanian et al. 2003), dans le parenchyme rénal (Bil-Lula et al.
2010) ou dans d’autres tissus. La réactivation survient généralement chez les personnes
séverement immunodéprimées (Kojaoghlanian et al. 2003). Le portage asymptomatique des
AdV peut persister pendant des semaines ou des mois (Lee et al. 2010). Les épidémies peuvent
se propager rapidement parmi les populations fermées telles les hopitaux, les centres de
formation professionnelle, les écoles, etc. (Lynch et Kajon, 2016). Dans ces milieux, les

mesures de contrble sont essentielles pour limiter la circulation du virus.
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Manifestations cliniques

+ Infections du tractus respiratoire

Les AdV sont responsables d’environ 5-10% d’IRA chez les enfants et de 1-7% chez les adultes
(Lee et al. 2010). Les symptomes typiques d’une IRA aux AdV comprennent la fievre, la toux,
la pharyngite et les maux de gorge (Chang et al. 2008). Une pneumonie peut survenir chez les
enfants et les nouveaux nés dans 20% des cas mais cette manifestation est rare chez les adultes
immunocompétents (Sanchez et al. 1997). Chez les personnes immunodéprimées, une
pneumonie severe peut survenir dans environ 10-30% de cas avec un taux de mortalité excédant
les 50% (Kim et al. 2007). Les AdV ont la capacité d’établir une infection latente ou persistante
dans les voies respiratoires provoquant ainsi une inflammation chronique. Cette inflammation
favoriserait la survenue d’infections bactériennes (Wurzel et al. 2014). Les sérotypes 1-5, 7,
14 et 21 ont été associés a une bronchectasie chez les enfants et & des BPCO chez les adultes
(Lynch et Kajon, 2016). Ces différentes données suggerent que les AdV ne constituent pas de
simples pathogenes commensaux des voies respiratoires, mais peuvent jouer un réle dans la

pathogenése des maladies chroniques.

+ Infections oculaires

Les infections oculaires dues aux AdV comprennent: la kératoconjonctivite, la fiévre
pharyngo-conjonctivale et la conjonctivite non spécifique (Hamada et al. 2008). Les sérotypes
8, 19 et 37 sont les plus fréquemment associés aux épidémies de conjonctivite mais non
exclusivement. D’autres sérotypes tels les AdV-3, 4, 7, 11 et 14 peuvent également provoquer

une conjonctivite (Tabbara et al. 2010).

+ Gastroentérites

Les AdV peuvent causer des infections gastro-intestinales principalement chez les jeunes
enfants bien que le premier site d’infection soit le tractus respiratoire (Chang et al. 2008).
Certains sérotypes notamment les AdV 40 et 41 ont une affinité pour le tractus gastro-intestinal
avec des symptdémes prédominants de gastroentérites (Madisch et al. 2006). Les rares
complications comprennent la colite hémorragique, les hépatites, la cholécystite, la pancréatite

et les infections disséminées (Lynch et Kajon, 2016)

4+ Infection du tractus urinaire

Les AdV peuvent causer une infection des voies urinaires en particulier chez les personnes

ayant subies une transplantation d’organe (Yokose et al. 2009). Les manifestations
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comprennent le plus souvent: la dysurie, I’hématurie, la cystite hémorragique et un
dysfonctionnement rénal (Lachiewicz et al. 2014). Les sérotypes 3, 7, 11, 21, 34 et 35 ont été
associes a la cystite hémorragique. L urétrite a AdV a également été décrite (Lachiewicz et al.
2014).

4+ Rares infections

De rares manifestations dues aux AdV ont été décrites et comprennent : I’encéphalite aigiie, la
méningite, la cardiomyopathie, le syndrome mononucléosidique et la dysplasie pulmonaire
(Lynch et Kajon, 2016).

Populations a risque

En raison du manque de maturité du systéme immunitaire, les enfants de moins 5 constituent
un groupe vulnérable pour les infections a AdV (Chang et al. 2008). Aussi, les adultes vivant
dans des milieux fermés tels que les recrus militaires représentent également un groupe a risque
(Sanchez et al. 2001). Les infections les plus séveres surviennent le plus souvent chez les
personnes ayant un trouble du systéme immunitaire. On peut citer les PVVIH, les receveurs de

reffe d’organes, les personnes bénéficiant d’un traitement immunosuppresseurs.
b

Diagnostic biologigue

Les AdV virus peuvent étre détectés dans des spécimens cliniques provenant des sites infectés
par les techniques suivantes : I’immunofluorescence, la PCR et la culture virale (Lee et al.
2010). La culture virale constitue la technique de référence. Cependant elle est longue (environ
28 jours) et peu sensible surtout pour la détection des AdV dans le sang. Quant a la PCR, elle
est tres sensible et peut détecter les AdV dans presque tous les spécimens cliniques (Lee et al.
2010). La détermination des sérotypes via la neutralisation est trés laborieuse. La PCR ciblant
les régions hypervariables du géne hexon permet I’identification des sérotypes et des especes
(Sarantis et al. 2004). Les tests sérologiques peuvent étre utiles pour les investigations

épidémiologiques.

Prévention et traitement

Il existe un vaccin oral développé en 1971 pour I’armée américaine qui protege contre les
sérotypes 4 et 7. Ce vaccin développe également une protection croisee contre les sérotypes 3
et 14 (Russell et al. 2006). A ce jour, aucun antiviral n’a été approuvé pour le traitement des
infections a AdV. Parmi les antiviraux disponibles, seule la cidofovir (CDV), un analogue

nucléotidique qui inhibe I’ADN polymérase a présenté une meilleure activité in vitro contre
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I’AdV (Naesens et al. 2005) et constitue donc le traitement de choix des infections a AdV. La
CDV est administrée par voie intraveineuse, et est généralement bien tolérée mais des effets

indésirables tels la néphrotoxicité et I’uvéite peuvent survenir (Ison et al. 2006).

4.1.8. Bocavirus humain (HBoV)

Le HBoV a été decouvert en 2005 par Tobias Allander et ses collaborateurs dans les sécrétions
respiratoires de sujets présentant une atteinte respiratoire aigu€ grace a I’utilisation de

techniques moléculaires (Allander et al. 2005).

Caractéristiques Virologiques

Le HBoV est un virus a ADN non enveloppé, a capside icosaédrique, et d’environ 25 nm de
diametre. Il appartient a la famille des Parvoviridae, a la Sous-famille Parvovirinae et au genre
Bocaparvovirus. 1l posséde un ADN monocaténaire d’environ 5,3 kb avec trois cadres de
lecture chevauchantes qui encodent pour deux protéines non structurales (NS1 et NP1) et deux
protéines de capsides (VP1 et VP2). Quatre génotypes nommé de 1 a 4 (HBoV 1-4) ont été

décrits a ce jour (Cotmore et al. 2014).

Epidémiologie

Le HBoV est un virus cosmopolite comme en témoigne sa détection dans de nombreux pays
depuis sa découverte (Foulongne et Secondy, 2009). Plusieurs travaux ont démontré que le
HBoV est un agent fréqguemment détecté dans les prélévements respiratoires avec une
prévalence allant de 5 a 10 % chez de jeunes enfants avec une infection respiratoire (Catalano-
Pons et al. 2009). C’est un virus fréquemment détecté en coinfection et cela dans des
proportions souvent importantes (environ 50%) (Jartti et al. 2012). Le HBoV peut étre détecté
tout au long de I’année avec toutefois un pic de décembre a février. Les investigations
sérologiques ont révélé la présence d’anticorps chez environ 40% des enfants &gés de 18 a 23
mois et chez presque 100% des enfants de plus de 2 ans (Endo et al. 2007). La présence de
HBoV est presque inexistante chez les enfants de moins 5 mois suggerant une protection par
les anticorps maternels (Catalano-Pons et al. 2009). Des etudes également ont rapporte la
présence de HBoV dans les selles d’enfants présentant une gastroentérite sans que son role dans
la survenue des pathologies digestives ne soit clairement établis (Lee et al. 2007 ; Lau et al.
2007).
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Manifestations cliniques

Il est cliniguement impossible de distinguer les infections a HBoV des infections dues aux
autres virus respiratoires. Les tableaux cliniques associés a I’infection par le HBoV sont
d’intensité variable, allant de I’atteinte respiratoire mineure a la bronchiolite séveére ou la
pneumopathie. Les signes cliniques les plus fréquemment observés sont : une toux quasi
constante, la fievre, une rhinorrhée. La dyspnée, les sifflements et la détresse respiratoire sont
également des signes fréquemment observés (Catalano-Pons et al. 2009). Des signes digestifs
tels que la diarrhée et les vomissements sont aussi trés souvent decrits chez les enfants infectés
par le HBoV (Arnold et al. 2006). Enfin, le réle du HBoV dans 1’exacerbation des crises
d’asthme a également été évoqué dans plusieurs études (Allander et al. 2007 ; Gendrel et al.
2007).

Diagnostic biologigue

Le diagnostic d’une infection a HBoV repose sur la détection de I’ADN viral dans les
prélévements par les techniques de diagnostic moléculaire. La plupart des laboratoires utilisent
la PCR conventionnelle ou la PCR a temps réel ciblant les génes NP1, NS1 ou VVP1/2 (Catalano-
Pons et al. 2009). Cependant une des limites de la PCR, est sa positivé chez les patients ne

présentant plus de symptomes rendant ainsi I’interprétation tres délicate.

Prévention et traitement

Il n’existe aucun traitement spécifique approuve a ce jour contre les infections a HBoV (Jartti
et al. 2012). Seul un traitement symptomatique est administré dans les cas séveres et ce
traitement est similaire dans le cas de la prise en charge des autres infections des voies
respiratoires. De plus, il n’existe aucun vaccin rendant ainsi la prévention et le contréle des

infections a BoV trées difficile.

4.2. Bactéries atypiques

4.2.1. Mycoplasma pneumoniae

Cing espéces de mycoplasmes sont pathogénes pour I'homme. Trois d'entre elles appartiennent
au genre Mycoplasma (M. pneumoniae, M. hominis, M. genitafium), deux au genre Ureaplasma

(U. urealyticum et U. parvum).

43



Les mycoplasmes ont été isolés pour la premiere fois en 1898 grace aux travaux de Nocard et
Roux. En 1944, Eaton, isole 1’agent d’Eaton qui deviendra par la suite M. pneumoniae (Eaton
et al. 1944). Longtemps considéré comme étant un virus, ce n’est qu’en 1968, que son caractére

bactérien fut prouve par sa culture sur un milieu artificiel acellulaire (Atkinson et al. 2008).

Caractéristique bactériologiques

M. pneumoniae appartient a la classe des Mollicutes (de mollis cutis : peau molle), a I’ordre des
Mycoplasmatales, a la famille des Mycoplasmataceae et au genre Mycoplasma. Sa
caractéristique principale est 1’absence de paroi d’ou un aspect polymorphe (coccoides ou
filamenteux). Il n’est pas colorable par le Gram et présente une insensibilité totale aux
bétalactamines. C’est une petite bactérie sphérique d’environ 150 — 200 nm de diamétre. Sa
membrane cytoplasmique présente une structure trilaméllaire contenant des glycolipides, des
glycoprotéines et des stérols qui assurent sa fluidité. Son cytoplasme contient un génome réduit
(environ 816 kb) et un ribosome non perceptible au microscope optique. M. pneumoniae
possede un organe de cytoadhérence appelé protéine P1 situé au niveau de la position terminale,
le Tip (Atkinson et al. 2008).

Bactérie fragile, M. pneumoniae est cultivable en milieu acellulaire. Elle exige des milieux
complexes enrichis en sérum, souvent rendus sélectifs par la présence de la pénicilline a laquelle
elle est insensible. L’isolement se fait entre 35°C et 37°C sous 5°C de COx. Elle est trés sensible
aux variations du pH et tire son énergie de la fermentation du glucose. M. pneumoniae donne
en culture de trés petites colonies, visibles a la loupe binoculaire, ayant un aspect en ceuf sur le
plat. L'identification se fait sur la base de ses propriétés métaboliques que sont : la fermentation
du glucose, I’hydrolyse de I'arginine ou de I'urée, I’hémadsorption sur les hématies de cobayes
(Bébéar, 2008).

Epidémiologie

M. pneumoniae colonise les voies respiratoires hautes et basses et a un pouvoir pathogene
certain. Il est fréquemment rencontré chez les enfants a 1’age scolaire, entre 5 ans et 15 ans, et
est incriminé dans preés d’un tiers des pneumonies acquises (Bébéar, 2008). C’est une bactérie
qui se transmet de maniere aéroportée de personne a personne par de grosses gouttelettes de
salive. La période d’incubation est plutét longue (environ 3 semaines). M. pneumoniae
provoque des infections respiratoires, le plus souvent bénignes, se manifestant a 1’état
endémique avec de petites poussées épidémiques tous les 4 a 7 ans. Leur fréquence réelle est

mal connue (Bébéar, 2008). Il est également important de noter que le portage asymptomatique
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de cette bactérie dans les voies respiratoires hautes existe. En effet, une étude hollandaise a
montré sur la base de prélévements pharyngeés et nasaux analysés par PCR, qu’il n’y avait pas
de différence significative de la prévalence de M. pneumoniae entre un groupe d’enfants
asymptomatiques et un deuxieme groupe d’enfants atteints d’une infection respiratoire. Ce

portage peut étre prolongé jusqu’a 4 mois.

Manifestations clinigues

La plupart des infections a M. pneumoniae sont asymptomatiques. Lorsqu’elles sont
symptomatiques, les signes cliniques peuvent étre tant pulmonaires qu’extra-pulmonaires
(Atkinson et al. 2008). On retrouve tout d’abord des signes généraux tels que des pics fébriles

peu élevés, une sensation de mal-étre général, des myalgies ou des céphalées.

Une atteinte de la sphére oto-rhino-laryngologie (ORL) est fréquemment observée avec la
présence d’une pharyngite, d’une rhinorrhée et d’otalgies. Une myringite bulleuse peut

également étre présente.

Les symptdmes pulmonaires regroupent la toux, généralement peu ou non productive et
prolongée, les douleurs thoraciques, les sifflements ou la dyspnée. A 1’auscultation pulmonaire,

des réles crépitants ou bronchiques ainsi que des sibilances peuvent étre entendus.

Un eventuel lien entre les infections a M. pneumoniae et 1’augmentation de 1’incidence
d’asthme chez les patients infectés par ce germe est suggéré dans la littérature, sans toutefois
qu’il soit affirmé (Atkinson et al. 2008).

Les symptomes extra-pulmonaires se manifestent suite a la dissémination du germe ou par des
réactions immunitaires. Sur le plan cutané, peuvent apparaitre des 1ésions telles qu’un érythéme
maculo-papulaire ou des lésions vésiculaires et urticariennes. Dans de plus rares situations, un
syndrome de Stevens-Johnson peut compliquer I’infection. Les infections a M. pneumoniae
peuvent également causer, dans 0,1 % des cas, des affections du systéme nerveux central, telles
que des encéphalites, des méningites aseptiques, des neuropathies périphériques, des myélites

transverses, des cerébellites ou encore un syndrome de Guillain-Barré (Atkinson et al. 2008).

Enfin, d’autres affections et symptdmes peuvent étre observés tels qu’une pancréatite, des
diarrhées, des arthralgies, des troubles du rythme cardiague ou des signes de

glomérulonéphrites, mais ceci est beaucoup plus rare.

Diagnostic biologigue
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Le diagnostic de M. pneumoniae peut étre fait aussi bien par la culture, la sérologie et la PCR.
Le diagnostic est réservé aux formes séveres ou aux enquétes épidémiologiques (Bébear, 2008).
M. pneumoniae peut étre mis en évidence dans des prélevements de gorge, des aspirations
nasopharyngées chez I'enfant, des lavages bronchoalvéolaires (formes séveres). Les

expectorations ne sont pas adaptées.

La culture, longue (6 a 21 jours) et difficile, est rarement pratiquée. Les milieux utilisées sont
complexes, renfermant 20% de sérum, de I’extrait de levure et sont rendus sélectifs par addition
d’une bétalactamine et éventuellement d’autres inhibiteurs. L’incubation a lieu a 37°C, de

préférence sous CO. (Bébéar, 2008).

La PCR présente une haute spécificité et sensibilité pour le M. pneumoniae. Elle permet
d’obtenir des résultats trés rapides. Cependant, elle ne permet pas de différencier un portage

asymptomatique d’une infection a M. pneumoniae.

La sérologie a la recherche d’une infection a M. pneumoniae peut revenir positive aprés 7 a 9
jours d’infection pour les IgM et dés deux semaines pour les IgG. Le diagnostic sera confirmé
sur un deuxiéme échantillon, recueilli un mois aprés le premier, permettant d’objectiver une
quadruple augmentation du taux d’immunoglobulines. Un prélévement unique ne peut donc pas

confirmer, a lui seul, le diagnostic d’une infection a M. pneumoniae.

Mycoplasma pneumoniae et antibiotiqgues

Les mycoplasmes ont des caractéristiques naturelles expliquant leur résistance intrinséque a
certaines familles d’antibiotiques comme les bétalactamines et les glycopeptides. Les
antibiotiques potentiellement actifs sont les tétracyclines, les fluoroquinolones, les macrolides
et apparentés (Bébéar et al. 2007). Les macrolides et apparentés sont les antibiotiques de choix
pour le traitement des infections respiratoires a M. pneumoniae touchant principalement
I’enfant (Waites et Talkington, 2004). La sensibilité aux antibiotiques de M. pneumoniae est
exceptionnellement recherchée. En France, de trés rares cas de résistance acquise aux
macrolides ont été décrits. Cependant, une surveillance reste nécessaire a cause des récentes
publications faisant état d’une augmentation de la fréquence des souches de M. pneumoniae

résistantes aux macrolides (Bébéar et al. 2007).
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4.2.2. Chlamydia pneumoniae

C. pneumoniae est un autre type de bactérie dite atypique qui infecte les voies respiratoires de
I’enfant, quoique moins fréquemment que M. pneumoniae, avec la méme transmission
strictement interhumaine par gouttelettes de salive aéroportées. Elle a été découverte en 1986
par Grayston (Grayston et al. 1986). Il existe plusieurs types de Chlamydia. La souche la plus

fréquemment impliquée dans les pneumonies chez 1’enfant est C. pneumoniae.

Caractéristiqgues bactériologiques

Les Chlamydia sont des Eubactéries a parasitisme intracellulaire obligatoire. Elles
appartiennent a 1’ordre des Chlamydiales, a la famille des Chlamydiaceae et au genre
Chlamydia (Barbeyrac et Bébéar, 1997). C. pneumoniae existe sous deux formes : le corps
élémentaire (CE) et le corps réticulé (CR). Le CE est une petite sphére de 200 a 400 nm de
diametre. Il est limité par une paroi rigide et épaisse dont la caractéristique remarquable est
I’absence de peptidoglycane. La paroi du CE est constituée de deux membranes : la membrane
interne qui joue le réle de membrane cytoplasmique et la membrane externe, constituée de
protéines riches en cystéine (Raulston, 1995 ; Barbeyrac et al. 2006). Ces protéines assurent la
rigidité de la paroi ainsi que la résistance du CE au transit extracellulaire. Le CR est de plus
grande taille que le CE avec environ 1000 nm de diamétre et sa membrane est plus fluide que
celle du CE.

Epidémiologie

Avec une transmission interhumaine via les sécrétions respiratoires, les infections a C.
pneumoniae sont de répartition mondiale (Barbeyrac et al. 2006). Des études
séroépidémiologiques ont montré des variations en fonction de 1’age. La prévalence est basse
chez les enfants de moins de 5 ans avec un pic de séroconversion entre 5 et 14 ans. L’incidence
exacte de I’infection a C. pneumoniae est difficile a préciser. Elles représenteraient 5 a 10%

des infections en milieu hospitalier.

Manifestations clinigues

Les infections respiratoires a C. pneumoniae sont trés souvent asymptomatiques. Lorsqu’elles
sont symptomatiques, elles apparaissent en fin d’hiver ou au début du printemps et la période
d’incubation est longue (environ 21 jours). Les infections a C. pneumoniae peuvent étre hautes
ou basses, telles qu’une sinusite, une pharyngite, une otite, une bronchite ou enfin une

pneumonie atypique. Les épisodes sont de courte durée, atteignant typiquement les enfants en
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age scolaire (5 a 15 ans), mais aussi les adultes et les personnes agées. L’immunité n’est

généralement pas persistante.

Cliniquement, les pneumonies dues a C. pneumoniae sont difficiles a distinguer des autres
pneumonies atypiques ou virales. Les manifestations cliniques se développent insidieusement.
Elles sont caractérisées par une fievre peu élevée les premiers jours, diminuant apres la premiere
semaine. Les patients présentent fréquemment des malaises, des myalgies, des céphalées et une
angine, ou plus typiquement une laryngite ou une sinusite. La toux, peu ou non productive, peut
durer entre 2 a 6 semaines. A I’auscultation pulmonaire, il faut rechercher des rales crépitants
et des ronchis, ainsi que des sibilances. Ces infections & C. pneumoniae peuvent parfois étre

séveres, voire fatales.

Les infections a C. pneumoniae sont responsables d’a peu prés 20 % des épisodes de syndrome
thoracique aigu chez les enfants atteints de drépanocytose. Ces infections a C. pneumoniae sont

associees a une hypoxie sévere.

Il est a noter qu’une association entre les infections pulmonaires a Chlamydia et

I’hyperréactivité bronchique des voies aériennes a été mise en évidence.

Tout comme le M. pneumoniae, le C. pneumoniae semble étre responsable de manifestations
extra pulmonaires telles que la méningoencéphalite, le syndrome de Guillain-Barré, 1’arthrite,
la péricardite et la myocardite. Cependant, son rdle n’a pas été confirmé par les études cas-

témoins.

Diagnostic biologigue

Le diagnostic fiable de I’infection a C. pneumoniae reste difficile en raison du manque de tests
diagnostiques standardiseés disponibles dans le commerce. Actuellement les méthodes
disponibles sont la culture, souvent non concluante, la sérologie et la PCR, les deux dernieres

étant le plus souvent utilisées.

Le serodiagnostic des infections a C. pneumoniae par I’immunofluorescence (IF) est considéré
par le Center for Disease Control (CDC) et I’Infectious Diseases Society of America (IDSA)
comme le " gold standard ". Les critéres de I’infection incluent soit un titre d’IgM seul > 1:16,

soit une quadruple augmentation du titre d’IgG.

La PCR permet la détection rapide et sensible de C. pneumoniae. Cependant son application est

difficile a interpréter.
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Traitement des infections & C. pneumoniae

Un pourcentage ¢élevé d‘enfants infectés présentera une résolution spontanée des symptomes.
C. pneumoniae est sensible aux macrolides, aux tétracyclines et a la plupart des
fluoroquinolones (hormis la ciprofloxacine). L’efficacité de 1’antibiothérapie dans le traitement
des infections respiratoires basses a C. pneumoniae est difficile a démontrer puisqu’il est
compliqué d’obtenir la preuve de I’infection car il existe des cas de portage asymptomatique et
de résolution spontanée. A ce jour, I’information concernant les résistances des C. pneumoniae

a I’antibiothérapie reste limitée.

4.3. Autres pathogenes

Streptococcus pneumoniae : S. pneumoniae se présente sous forme de diplocoques a Gram
positif, lancéolés, accolés par leur cété pointu, formant un chiffre 8. Dans les produits
pathologiques, les pneumocoques pathogénes sont entourés d'une capsule bien visible. Elle
appartient a la famille des Streptococcaceae et au genre Streptococcus. Elle est une bactérie
aérobie-anaérobie facultative et ne posséde pas de catalase. S. pneumoniae provoque des
maladies telles que la septicémie, la méningite et la pneumonie. Elle est l'une des plus
nombreuses bactéries observées dans les pneumonies acquises dans la communauté, ce qui
représente jusqu'a 25% de ces infections. C'est également I'un des deux premiers isolats trouvés
dans les infections de l'oreille et I'otite moyenne. Le pneumocoque est également présent
comme commensal des voies respiratoires chez 5 a 10 % des individus normaux, généralement

en petit nombre.

Staphylococcus aureus : S. aureus se présente sous forme de coque en amas (grappe de raisins).
C’est une bactérie a Gram positif et catalase (+). Elle appartient a la famille des
Staphylococcaceae et au genre Staphylococcus et est frequemment rencontrée dans le nez, la
gorge et la peau. Elle fait partie de la flore humaine normale, environ 30% de la population est
colonisée de facon persistante. S. aureus est une des principales causes d'infections
nosocomiales. C'est la cause la plus fréquente d'infections de plaies chirurgicales qui peuvent
conduire & une bactériémie. Dans la communauté, S. aureus demeure une cause importante
d'infections cutanées et tissulaires mous, d'infections respiratoires et d'endocardites

infectieuses.

Klebsiella pneumoniae: C’est un bacille immobile, a Gram negatif, et encapsule. K.

pneumonaie appartient a la famille des Enterobacteriaceae et au genre Klebsiella. Elle est

49



responsable des pathologies les plus courantes des voies respiratoires ou urinaires. K.

pneumoniae a également été incriminée dans les infections nosocomiales.

Moraxella catarrhalis : C’est un diplocoque non mobile, aérobie, a Gram négatif et a oxydase
(+). C’est une cause importante d'otite moyenne chez les enfants et d’infections des voies
respiratoires chez les personnes agéees. Chez les personnes immunodéprimees, la bactérie peut
causer une variété d'infections graves telles la pneumonie, I'endocardite, la septicémie et la

méningite.

Haemophilus influenza b : C’est une bactérie a Gram négatif, immobile, en forme de tige. Elle
est responsable de bactériémie, de pneumonie et de méningite bactérienne aigué. De plus, elle

peut étre a I’origine de cellulite, d'osteomyélite, d'épiglottite et d'arthrite infectieuse.

Pneumocystis jiroveci : Champignon du genre Pneumocystis, c’est I'un des nombreux
organismes connus pour causer des infections opportunistes mortelles chez des patients
immunodéprimés dans le monde entier. Les symptdmes comprennent la fievre, la toux,
I'essoufflement et la perte de poids. Dans un petit nombre de cas, le Pneumocystis peut envahir

d'autres organes viscéraux, tels que le foie, la rate et le rein.

Bordetella pertussis : C’est un coccobacillus Gram négatif, aérobie stricte, du genre Bordetella.
C’est I'agent causal de la coqueluche. L'infection se produit principalement chez les enfants de
moins de 1 an lorsgu'ils ne sont pas immunisés. Les symptdomes sont semblables a ceux du
rhume: écoulement nasal, éternuement, toux leégere et fievre modérée. Il est a noter I’existence

d’un vaccin.

Parechovirus (HPeV) : Les HPeV sont des virus a RNA de polarité positive. Ils appartiennent
a la famille des Picornaviridae et au genre Parechovirus. On distingue deux especes : HPeV-
A et HPeV-B. lls sont fréequents chez les jeunes enfants et sont associés a des maladies des voies
respiratoires supérieures et inférieures. 1ls sont aussi incriminés dans les gastroenterites légeres

et, moins fréquemment, les méningites et les septicémies néonatales.

Enterovirus D68 (EV-D68) : L'EV-D68 est un membre de I'espéce Enterovirus D (EV-D) qui
appartient au genre Enterovirus et a la famille des Picornaviridae. Il a été isolé pour la premiére
fois chez les enfants hospitalisés atteints d'infections des voies respiratoires basses en
Californie, Etats-Unis, en 1962. Depuis lors, sa détection a été rarement signalée jusqu'au début

des années 2000 ou plusieurs études ont commence a rapporter des cas de EV-D68, par exemple
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chez les enfants hospitalisés avec des infections respiratoires aigués graves aux Philippines en
2008-20009.

5. Diagnostic biologique

5.1. Les types de prélevement

La collecte d’un échantillon adéquat est fondamentale pour la détection correcte des pathogénes
respiratoires (Leruez-Ville, 2007). L’échantillon doit étre collecté le plus tot possible en présence
des signes cliniques évocateurs. 1l doit étre stocké dans des conditions adéquates (a +4°C) ou
acheminé directement au laboratoire dans des glaciéres isothermes. La période de collecte, le
temps mis pour acheminer 1I’échantillon au laboratoire et les conditions de conservation sont
cruciaux pour la détection des pathogenes (Heikkinen et al. 2001). Cela est d’autant vrai pour

I’isolement du virus et aussi pour la détection des virus a ARN par la méthode moléculaire.
En fonction du site de prélévement, on distingue :

- les prélevements des voies respiratoires hautes : 1’écouvillonnage nasal, 1’écouvillonnage

nasopharyngé, I’aspiration nasopharyngée, le lavage nasal.

- les prélevements des voies respiratoires basses : le lavage bronchoalvéolaire, 1’aspiration
trachéale, et I’expectoration. Le risque de contamination par la salive est trés élevé dans le cas

de la collecte d’une expectoration.

Les prélevements une fois obtenus, doivent étre immeédiatement placé dans un milieu de

transport viral (VTM) s’ils sont destinés a la recherche des virus respiratoires et des bactéries.

5.2. Les méthodes diagnostiques

L’isolement viral sur culture cellulaire

C’est la technique de diagnostic la plus longue et la plus colteuse. Elle consiste a inoculer les
prélévements respiratoires sur une nappe cellulaire et a guetter I’apparition d’un ECP lié a la
multiplication virale (Leruez-Ville, 2007). Cet effet survient plusieurs jours voire plusieurs
semaines apres I’inoculation et retarde d’autant le diagnostic. Chaque virus ayant un tropisme
cellulaire propre, il n’y a pas de systeme de culture universel et le laboratoire doit entretenir
plusieurs lignées pour obtenir la multiplication d’un grand nombre de virus. Par exemple, les

virus grippaux se multiplient sur cellules MDCK (rein de chien), les VRS et les adénovirus se
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multiplient sur des fibroblastes embryonnaires de poumon d’origine humaine, les Vvirus
parainfluenza sur les cellules en lignée Hep-2. Par ailleurs, pour obtenir une bonne sensibilité
avec la culture cellulaire, le prélevement respiratoire doit étre acheminé rapidement au
laboratoire ou prélevé dans un milieu de transport pour eviter que les virus ne soient inactivés.
Malgré sa complexité, la culture cellulaire est longtemps restée la méthode de diagnostic de
référence des infections respiratoires virales et les performances des autres outils diagnostiques

ont été évaluées par comparaison avec cette technique.

La détection directe des Antigénes

Les techniques de diagnostic des infections respiratoires reposent sur la mise en évidence des
protéines virales directement dans les prélévements. L’avantage majeur de ces techniques par
rapport a la culture cellulaire est qu’elles peuvent étre pratiquées sur un prélévement dans lequel
les virus sont inactivés, il y a donc moins de contrainte dans les délais d’acheminement au

laboratoire (Kuroiwa et al. 2004).
Deux types de techniques sont tres utilisés :

* ’immunofluorescence directe qui consiste a détecter la présence d’antigenes viraux dans les
prélévements a I’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques liés a la fluorescéine (Leruez-Ville,
2007). Dans cette technique, les cellules respiratoires récupérées apres centrifugation du
prélevement sont déposées dans les différentes cupules d’une lame, puis les anticorps
monoclonaux spécifiques des virus respiratoires recherchés sont déposés sur ces cupules. Des
inclusions vertes sont retrouvées dans les cellules infectées lors de la lecture des lames au
microscope a fluorescence. Cette technique doit étre réalisée par un technicien expérimenté, car
la lecture des lames est souvent délicate, implique I’utilisation d’un microscope a fluorescence
et reste réservée aux laboratoires spécialisés. La sensibilitt de la technique

d’immunofluorescence directe est généralement un peu inférieure a celle de la culture cellulaire.

* 'immunochromatographie sur membrane Consiste a détecter la présence d’antigenes
viraux a 1’aide d’anticorps spécifiques (anti-VRS ou antigrippaux) adsorbés sur la membrane
(Slinger et al. 2004). L’industriel prépare des bandelettes sur lesquelles est préabsorbé un
anticorps monoclonal spécifique du virus recherché, cet anticorps est marqué par une enzyme.
Le prélévement respiratoire est mélangé par le manipulateur a quelques gouttes d’un tampon

de lyse fourni dans la trousse diagnostic, ce tampon permet de détruire les cellules respiratoires
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et de libérer les antigenes viraux. Le mélange est déposé sur la bandelette ainsi que le substrat
de I’enzyme. Lorsque le virus est présent dans le prélévement, un complexe antigéne— anticorps
se forme et une bande colorée liée a la réaction enzyme—substrat apparait sur la bandelette. Ces
tests rapides permettent d’obtenir un résultat en 10 a 30 minutes et peuvent étre pratiqués par
un expérimentateur non spécialisé au laboratoire de biologie médicale ou directement au cabinet
médical (« doctor—test »).
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Figure 10: Exemple d’un test rapide d’immunochromatographie (M. Leruez-Ville, 2007)

La biologie moléculaire

Plusieurs méthodes d’amplification des acides nucléiques ont été développées ces derniéres
annees et sont largement utilisées pour la détection des pathogénes respiratoires. Ce sont : la
PCR conventionnelle, la PCR en temps réel, la PCR multiplex. Ces méthodes permettent une
détection rapide des pathogénes et possédent de bonnes performances analytiques (bonne
sensibilite et une bonne spécificité). Aussi, durant cette derniene décennie, de nouvelles
méthodes d’amplificication sont largement utilisées pour le diagnsotic. Ces méthodes sont
rapides et simples a réaliser. Ce sont la nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) et
la (Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP).

La PCR conventionnelle

53



La PCR consiste a copier un segment du génome a I’aide d’amorces spécifiques. Les amorces
s’hybrident avec la séquence nucléotidique homologue et I’enzyme la Tagq polymérase qui est
présente dans le milieu réactionnel recopie le fragment d’ADN, des étapes d’hybridation et
d’amplification sont répétées de 30 a 40 fois ce qui permet d’obtenir de trés nombreuses copies
du segment nucléotidique cible. Dans une seconde étape, la présence des produits de PCR est
visualisée le plus souvent sur un gel de polyacrylamide ou d’agarose. Ces techniques de PCR
sont trés sensibles mais il existe un risque de faux positifs par contamination des échantillons,
notamment au niveau de la deuxiéme étape de révélation (Weinberg et al. 2004). En effet, a
cette étape, lors de I’ouverture des tubes qui contiennent une trés grande quantité de produits
de PCR (jusqu’a plusieurs millions), des microaérosols de produits de PCR se produisent et la

piéce peut étre contaminée.

La PCR en temps réel

Récemment, une nouvelle technologie : la PCR en temps réel a révolutionné le diagnostic
virologique. La technique de PCR temps réel consiste a réaliser une PCR en une seule étape en
utilisant dans le milieu réactionnel a la fois des amorces permettant I’amplification mais aussi
une sonde permettant la détection des produits de PCR au fur et a mesure de leur apparition. La
sonde est marquée par un fluorochrome et une émission de fluorescence a lieu lorsque la sonde
s’hybride avec I’ADN cible présent dans 1’échantillon. L’émission de fluorescence est détectée
a chaque cycle de PCR par la machine de PCR en temps réel ; la quantité de fluorescence émise
est proportionnelle a la quantité de cible présente dans 1’échantillon. Cette technologie a un
triple avantage par rapport a la technique de PCR conventionnelle : elle évite les contaminations
puisque le tube contenant les produits de PCR n’a pas besoin d’étre ouvert, elle est quantitative

et elle est tres facilement automatisable.

La PCR multiplex

On peut par ailleurs réaliser des PCR dites multiplexes c’est-a-dire que dans un méme tube
plusieurs génomes viraux sont détectés grace a la présence d’un mélange d’amorces et de

sondes spécifiques de plusieurs virus.

La sensibilite des techniques de PCR est bien supérieure a celle de la culture cellulaire, en effet
la PCR permet d’identifier plus du double d’infections respiratoires virales par rapport a la
culture. Cependant, en raison de cette grande sensibilité des techniques de PCR, certains ont
discuté la valeur d’une PCR positive, notamment en posant la question d’un possible portage

de virus dans le tractus respiratoire ne reflétant pas une infection active.
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La technigue des puces a ADN

Cette technique repose sur 1’utilisation de « puces » ou « chips » qui sont des cartes contenant
une membrane sur laquelle sont déposées des sondes a ADN spécifiques des micro-organismes
recherchés (Leruez-Ville, 2007). On peut déposer sur une puce de trés nombreuses sondes
marquées (jusqu’a plusieurs milliers). Une lyse et une extraction des acides nucléiques sont
réalisées a partir de 1’échantillon biologique a analyser. Les acides nucléiques extraits sont
ensuite déposés sur la puce, une hybridation a lieu entre le génome viral et I’ADN de la sonde
spécifique prédéposée sur la membrane de la chip. La présence de 1’hybridation est révélée
apres lecture informatisée de la puce. Cette technologie est tres prometteuse, elle permettrait en
effet de rechercher en une seule analyse la présence de I’ensemble des micro-organismes
connus pour étre responsables de pathologie respiratoire en utilisant une puce comprenant des
sondes spécifiques de chacun de ces micro-organismes. Actuellement, la réalisation de puces
est trés onéreuse et leur utilisation en diagnostic médical n’est pas validée mais cette

technologie semble promise a un bel avenir.
NASBA

La technique NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) est une technique isotherme
d'amplification d’ARN inspirée du processus transcriptionnel observé chez les virus et les
cellules (Chan et Fox, 1999). Un ARN cible est recopié en son ADN complémentaire a l'aide
d'une transcriptase inverse. Une RNase H permet I'élimination de I'ARN, puis I'ADNc est
transcrit en ARN a l'aide d'une ARN polymérase. Ce processus aboutit en quelques cycles a
une amplification d'environ 100 fois la quantité d'ARN présente dans I'échantillon. Cette
méthode peut étre rendue quantitative par lI'introduction de contrdles internes dans I'échantillon.
Le fait qu'elle soit isotherme la rend plus économique que la PCR classique (Deiman et al.

2002). Elle est actuellement appliquée au diagnostic de certains virus comme le VIH ou le VHC.
LAMP

La technique d’amplification isothermale LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification)
permet de réaliser une amplification de I’ADN a une température constante de 65°C (Notomi
et al. 2000). On peut amplifier I’ADN sans équipement de biologie moléculaire, sans extraction

et certains protocoles permettent le diagnostic au champ avec un simple bain-marie. Publiée en
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2000 par Notomi, la technique a été jusqu’alors essentiellement appliquée pour la détection ou
le typage de pathogénes en médecine, en médecine veétérinaire, en alimentation et en
phytopathologie. L accroissement du rythme des protocoles publiés, la mise sur le marché de
kits commerciaux et d’équipements spécifiques laissent entrevoir un développement rapide de

cette technique pour de nombreux utilisateurs ainsi qu’une diversification de ses applications.
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET MEDTHODES

Chapitre 1 : Méthodologie de la revue systématique de la littérature

Avant la mise en ceuvre de la surveillance, une revue systématique de la littérature portant sur
des données publiées ou non entre 2000 et 2015 a été menée afin d’avoir une vue d’ensemble
sur les étiologies des IRA chez les enfants de moins de cing ans en Afrique sub-saharienne.

Pour mener a bien cette revue, différentes étapes ont été adopteées.

Stratégie de recherche et critéres d’inclusion

Les recherches ont été conduites dans les bases de données que sont Pubmed, Web of Sciences
et Google scholar en utilisant une combinaison de mots-clés: « etiology », « acute respiratory
infections », « upper respiratory infections », « lower respiratory infections », « pneumonia »,
« influenza-like illness » et « children and africa ». La recherche a concerné les études publiées
en Anglais ou en Francais, publiées entre le 1*" janvier 2000 et le 30 septembre 2015, et portant
sur les enfants de moins de cinq ans atteints d’IRA en Afrique Sub-Saharienne. Les données
des études relatives a la population générale ou aux enfants de moins de 5 ans souffrant
d’infections respiratoires chroniques ont été exclues de cette revue de la littérature. La recherche
bibliographique a aussi porté sur les données non publiées et non en ligne au Burkina Faso
(théses d’exercice en médecine et en pharmacie, theéses uniques en biologie, rapports, revue
sciences et techniques du CNRST). Elle a été conduite dans un premier temps par un auteur qui
a identifié les articles potentiels en se basant sur les criteres d’inclusion. Dans un second temps,
deux auteurs ont parcouru les articles proposés afin de décider de leur inclusion finale dans
I’étude. En cas de divergence entre les deux auteurs, il a été fait appel a un troisiéme auteur

pour trouver un consensus.

Extraction des données

Les données ont été extraites a I’aide d’un tableau Excel et portaient sur : les noms des auteurs,
[’année de publication de Darticle, le pays et le cadre d’étude, la période de 1’étude, la
conception de [’étude, 1a population cible, 1a taille de I’échantillon, la définition des cas, les
specimens préleves et analysés, les fechniques d’analyses biologiques, les pathogénes
recherchés et détectes. L’extraction a été faite par un auteur et vérifiée par un second. Un appel

a un troisieme auteur était effectué en cas de divergence.
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Synthése des données

Etant donné la diversité des types d’études inclus dans cette revue (étude descriptive, étude
analytique), nous avons jugé plus appropri¢ de faire une synthése des données plutdt qu’une
méta-analyse. Les données ainsi extraites ont été synthétisées afin d’avoir les informations

utiles.
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Chapitre 2 : Surveillance des infections respiratoires : design, analyses
biologiques, analyses statistiques.

A T’issue de la revue systématique de la littérature, une surveillance sentinelle a ét¢ mise en
ceuvre afin d’étudier I’épidémiologie et la diversité génétique des virus et bactéries impliqués

dans les infections respiratoires aigles chez les enfants de moins de cing ans au Burkina Faso.

I. Design de la surveillance
1. Cadre d’étude

L’étude a été menée au Burkina Faso. C’est un pays enclavé, situé au cceur de 1I’Afrique
occidentale avec une superficie de 272 967,47 Km?2. 1l partage ses frontiéres avec six pays que
sont le Mali au Nord et a I’Ouest, le Niger a I’Est, le Bénin, le Togo, le Ghana et la Céte d’Ivoire
au Sud. Le Burkina Faso est un pays tropical avec un climat de type soudanien au sud et sahélien
au nord. On y distingue une saison pluvieuse de courte durée, de 3 a 4 mois (juin a septembre)
et une saison séche de 8 a 9 mois (octobre a mai). Le Burkina Faso est subdivisé en 13 régions.
Sa population est estimée a 19 034 397 habitants en 2016 (INSD, 2010). Elle est en majorité
jeune avec plus de la moitié ayant moins de 17 ans. Les femmes représentent 51,7% de la
population. Selon le Recensement général de la population et de 1’habitation (RGPH 2006),
environ 77,3% de la population vivent en milieu rural. L’agriculture étant la principale activité
(INSD, 2010). Le taux brut de natalité (TBN) est de 41,2%o et le taux global de fécondité
générale est de 206%o0 (INSD, 2010). L’Indice Synthétique de Fécondité est de 5,4 enfants par
femme selon I’Enquéte Démographie et Santé (MS, 2015). Le taux d’accroissement naturel est
de 3,1% (RGPH, 2006). L’espérance de vie a la naissance est de 56,7 ans en moyenne. Les
femmes vivent plus longtemps (57,5 ans) que les hommes (55,8 ans). Le taux de mortalité
générale est de 11,8%o. Le taux de mortalité infantile (mortalité des enfants de moins d’un an)

est passé de 81%o en 2003 a 65%o en 2010 (INSD, 2010).

Le Burkina Faso est un pays a faible revenu avec un PIB par habitant de 622,0 USD en 2012.
Pres de 40% de la population vivaient en dessous du seuil de pauvreté en 2014. Le pays était
classé 183/188 selon le programme de développement des Nations Unies avec un indice de
développement humain a 0,402 en 2015. Cet état de pauvreté se caractérise par un acces limité

aux services de santé de base et un taux élevé de malnutrition. Le systéme de santé est organisé
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en 13 régions sanitaires opérationnalisées par 70 districts sanitaires. Le ratio médecin-patient
en 2016 était de 1: 15 836 (MS, 2016). Les maladies prioritaires comprennent le paludisme, les
infections respiratoires aigués, la malnutrition, les maladies diarrhéiques, le VIH/SIDA, les IST,
la tuberculose, la lépre et les maladies tropicales négligées. En outre, le pays est le lieu de

survenue de plusieurs épidémies (méningite, rougeole, dengue).

C’est dans ce cadre, qu’une surveillance sentinelle des syndromes grippaux (SG) et des
infections respiratoires aiglies séveres (IRAS) a été établie dans des formations sanitaires des
villes de Ouagadougou et de Bobo-Dioulasso entre janvier 2014 et décembre 2015. A sa
premiére année de mise en ceuvre, la surveillance portait uniquement sur les SG et concernait
les centres de santé suivants : le Centre de Santé et de Promotion Sociale (CSPS) d’Accart-
Ville, le CSPS de Colsama, la Clinique Léila et I’Hopital de District de Do. Toutes ces
formations sanitaires sont localisées & Bobo-Dioulasso. En Janvier 2015, la surveillance fut
étendue au Centre Hospitalier Universitaire Sanou Souro (CHUSS) de Bobo-Dioulasso et a
I’hopital du District de Bogodogo situé & Ouagadougou. Elle a porté sur les IRAS et les SG.
Tous ces centres de santé ont été choisis sur la base des criteres suivants : 1’accessibilité
géographique, la fréquentation du centre de santé, la présence de personnel qualifié et la
disponibilité de réfrigérateur pour la conservation des échantillons biologiques.

. Niger
Mali g

Bénin
Ghana Togo

Cote d’lvoire

Figure 11: Carte du Burkina Faso avec les sites d’études.
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2. Population d’étude — Définition de cas.

Etaient concernés par la surveillance, les enfants de moins de 5 ans regus au cours de la période
d’étude en consultation curative pour un SG ou hospitalisés pour une IRAS. Pour mener a bien
cette étude, la définition de cas de I’OMS d’un SG et d’une IRAS a été adoptée.

Cas de SG : «un patient avec une fiévre (> 38°C) ou une histoire de fievre, une toux et/ou un

mal de gorge, avec un début des symptdmes au cours des 10 jours précédents ».

Cas d’IRAS : «un patient hospitalisé avec une fiévre > 38°C ou un antécédent de fiévre, une
toux et/ou une difficulté respiratoire, et un des signes de danger suivants : incapacité de boire
ou de téter, vomissement, convulsion, léthargie ou inconscience, tirage intercostal ou stridor

chez I’enfant calme avec un début des symptdmes au cours des 10 jours précedents ».

3. Inclusion et collecte des données sociodémographiques et cliniques

Au niveau de chaque site sentinelle, ont été inclus dans notre étude uniquement les enfants agés
de moins de cing ans répondant a la définition de cas, et chez qui nous avons obtenus :
- le consentement éclairé de participation d’un des parents ou du représentant 1égal de
I’enfant,
- un échantillon biologique adéquat (un écouvillonnage nasopharyngé ou une aspiration

nasopharyngée).

L’identification et ’inclusion des cas étaient assurées par des médecins et des infirmiers
préalablement formés a I’identification des cas, aux prélévements et ayant pris connaissance du
protocole de recherche. Tous les enfants souffrant de SG ou d’IRAS se présentant dans 1’une

des formations sanitaires au cours de la période d’étude étaient éligibles.

Chez chaque patient, les données sociodemographiques et cliniques ont été recueillies a I’aide
d’un questionnaire structuré (Annexe 1). Les données collectées comprenaient des informations
sur : le sexe, lI'age, les antécédents médicaux, la date d'apparition des symptémes, la date de

preléevement, les signes cliniques, le traitement et I’issue du malade.

4. Collecte et traitement des échantillons biologiques
Un écouvillonnage nasopharyngé a 1’aide d’un écouvillon velouteux a tige flexible et une
aspiration nasopharyngée a I’aide d’un cathéter stérile a succion flexible monté sur un appareil

a succion intermittente ont été réalisés respectivement chez chaque enfant atteint de SG et
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d’IRAS. Les prélevements obtenus étaient immédiatement placés dans un milieu de transport
viral (MTV) de 3 ml (VTM, Copan, ltalie), agités doucement par un mouvement circulaire,
étiquetés et conservés a + 4°C avant d’étre acheminés au Laboratoire National de Référence
pour les Grippes (LNR-G). Pour les cas de SG, les eéchantillons étaient collectés du lundi au
jeudi et acheminés deux fois par semaine (mardi et jeudi). Par contre, pour les cas d’IRAS, la

collecte n’a pas été restreinte et 1’acheminement des échantillons avait lieu tous les deux jours.

Les échantillons étaient acheminés au Laboratoire tout en maintenant la chaine de froid a I’aide

d’une glaciére isotherme et des pains de glace.

Au laboratoire, les échantillons étaient aliquotés sous une hotte a flux laminaire (niveau de
sécurité 2) dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml et conservés a — 80°C en attendant les analyses.

Pour chaque échantillon, 3 aliquots ont été réalisés.
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Figure 12. Technique de Prélévement Figure 13. Milieu de prélevement
nasopharyngé

Figure 11 : Technique d’aspiration nasopharyngée (http://www.sosinf.jpg)
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1. Analyses biologiques

1. Extraction des acides nucléiques

Les acides nucléiques viraux (ARN et ADN viral) ont été extraits dans 140 pL d’échantillon a
I’aide du Kit QIAamp Viral RNA Mini (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) suivant les instructions du
fabricant (Annexe 2). Un éluat de 60 uL. d’ARN/ADN a été recueilli dans un tube stérile et
utilise directement pour la recherche des virus influenza. Cette étape a été réalisée au
Laboratoire de Virologie du LNR-G a I’IRSS, Bobo-Dioulasso.

2. Détection des virus influenza

Les virus influenza A et B ont été recherchés par la RT-PCR en temps réel a ’aide du Kit CDC
Human Influenza Virus Real Time RT-PCR Diagnostic Panel (CDC, Atlanta, Etats-Unis). La
PCR a été réalisée sur un mélange réactionnel dont le volume final était de 25uL. Les différents
composants ainsi que leur concentration étaient : 5uL. d’ARN extrait, 12,5uL de Invitrogen
SuperScript™ One-Step RT-PCR buffer 5x, 0,5uL de Invitrogen One-step RT-PCR Enzyme,
0,5uL de chaque amorce (concentration 10mM), et 5,5uL d’eau moléculaire. L’amplification a
été réalisée selon le programme ci-dessous (Tableau I1). La machine ABI 7500 Fast de Applied
Biosystem (Etats-Unis) a été utilisée pour I’amplification et la durée moyenne de cette étape
était de 1h 40 min. Sur les échantillons positifs aux virus influenza A et B, une nouvelle RT-
PCR en temps réel était effectuée dans le but d’identifier les sous-types du virus Influenza A et
le lignage génotypique du virus influenza B. Pour le virus influenza A, les sous types recherchés
étaient: A/HIN1 saisonnier, A/HIN1 pandémique/2009 (pdm09), A/H3N2 saisonnier,
A/H5N1 et A/H7NO. Pour le virus influenza B, la RT-PCR différenciait les lignées B/Yamagata
et B/Victoria. Le volume final du mélange réactionnel sur lequel la PCR a été effectuée était de
25 pL. La composition du mélange était la suivante : SuL d’ARN extrait, 12,5uL de Invitrogen
SuperScript™ One-Step RT-PCR buffer 5x, 0,5uL de Invitrogen One-step RT-PCR Enzyme,
0,5uL de chaque amorce (concentration 10mM) et 5,5uL d’eau moléculaire. Tous les résultats
obtenus ont été analysés et interprétés en fonction de 1’allure de la courbe et du cycle threshold
(Ct). Pour toutes les réactions, des contréles positifs et négatifs appropriés ont été utilisés afin

d’assurer la validité des résultats.
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Tableau I1: Protocole d’amplification des virus influenza A et B

Etape de la réaction Température Durée
Transcription inverse 50°C 30 min
Inactivation de la Transcriptase inverse 95°C 02 min

/Activation de la Tag polymérase

PCR amplification (45 cycles)

Dénaturation 95°C 15s
Hybridation des amorces 55°C 30s
Elongation finale 72°C 10 min

3. Détection des autres virus respiratoires et des bactéries atypiques

La présence des autres virus respiratoires et les bactéries atypiques a été recherchée sur les
aspirations nasopharyngées provenant des cas d’IRAS et des échantillons provenant des cas de
SG sélectionnés aléatoirement. Pour raison budgétaire, une partie des échantillons a été
sélectionnée pour la recherche des autres pathogénes respiratoires. Une deuxiéme extraction
des acides nucléiques a été faite au Laboratoire de Virologie de I’IRSS a partir d’un autre aliquot
des échantillons originaux. Les extraits ont été conserves au congélateur — 80°C avant d’étre
acheminés a I’Infectious Diseases Research Unit du Luxembourg Institute of Heath (LIH) ou

la recherche des virus respiratoires et des bactéries atypiques a été réalisée.

Détection des virus respiratoires

Au total 14 virus ont été détectés par la RT-PCR conventionnelle multiplex. Cette méthode,
préalablement décrite par Buecher et al. (2010) permet de détecter plusieurs virus dans un seul
mélange réactionnel. Cing (05) PCR multiplex ont été utilisées et ont permis la détection des
virus suivants : Multiplex 1: RSV, HMPV ; Multiplex 2: PIV1, PIV2, PIV3, PIV4; Multiplex
3: HRV, Influenza C ; Multiplex 4: HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-E229 ;
Multiplex 5 : AdV, BoV.

Pour les multiplex 1 a 4, la réaction se faisait en une seule étape (One-step) combinant la phase
de Reverse Transcriptase et d’amplification a 1’aide du kit One-step RT-PCR de Qiagen. Pour
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ces 4 PCRs, le volume final du mélange reactionnel était de 30 pL et comprenait : 3uL d’ARN
extrait, 6 uL de Qiagen One-Step RT-PCR buffer 5x, 1,2 uL de 10 mM deoxynucleoside
triphosphate (dNTP), 1 pL de Qiagen One-step RT-PCR Enzyme mix, 1,44 uL de chaque
amorce (concentration 10mM, Eurogentec, Belgique), 3,6 pL de Qiagen One-Step RT-PCR kit
Q solution, 0,3 pL de RNAse out (Life Technologies) et de 1’eau moléculaire pour compléter

le volume du mélange reactionnel a 30 pl.

En ce qui concerne la Multiplex 5, 1’étape de RT était inexistante car utilisée pour la détection
des virus a ADN (AdV, BoV). Le volume final du mélange réactionnel était de 25 pL et se
composait comme suit : 2,5 uL d’ADN extrait, 2,5 uL de PCR Buffer 10x, 0,5 puL de dNTP
(Life Technologies), 1,25 puL de MgCl (concentration 50 mM, Life Technologies), 1 pL de
chaque amorce (concentration 10 mM), 0,5 pL de Tag DNA polymerase (concentration
0,1U/uL, Life Technologies).

Par rapport a toutes les PCR multiplex, I’amplification a été réalisée sur des thermocycler
Eppendorf. Pour chaque réaction, des controles positifs et négatifs ont été utilisés. La
composition de chaque mélange réactionnel, les protocoles d’amplifications ainsi que les

amorces utilisées sont décrites en annexe (Annexe 3).

Les produits d’amplification de chaque PCR multiplex ont été analysés apreés une
électrophorese sur gel d’agarose (1,5%) suivie de la lecture du gel sous une lumiére ultraviolette

(UV) aprés coloration au Syber safe® (Life Technologies).

Détection des bactéries atypiques

Les échantillons ont également été utilisés pour la recherche des bactéries atypiques que sont
Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae. Ces bactéries ont été détectées par des
techniques de PCR en temps réel précédemment décrites par Tondella et al. 2002 et Winchell
et al. 2008. Le volume final du mélange sur lequel la PCR a été réalisée était de 25 pL. Pour
M. pneumoniae, le mélange était composé de : 6,0 uL d’eau moléculaire, 12,5 pL de Tagman
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,70 yuL de chaque amorce, 0,10 uL de la
sonde et 5 uL d’ADN extrait. Pour C. pneumoniae, on avait : 6,9 pL d’eau moléculaire, 12,5
ML de Tagman Universal PCR Master Mix, 0,25 pL de chaque amorce, 0,125 pL de sonde et
aussi 5 uL d’ADN extrait. L’amplification a été réalisée sur des thermocycleurs en temps réel
CFX 96 Touch™, Biorad. La composition de chaque mélange réactionnel ainsi que les

protocoles d’amplification sont décrits en annexe (Annexe 4).
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4. Caractérisation moléculaire des virus influenza A, VRS et HRV

Afin de déterminer le type de génotype qui circule au Burkina Faso, trois virus ont été
séquencés. Il s’agit du virus influenza A, du VRS et du HRV. Ces virus ont été choisis sur la

base de leur prévalence élevee chez les enfants atteints de SG ou d’IRAS.

La caractérisation moléculaire du virus influenza A a consisté au séquencage complet du géne
de I’hémagglutinine (HA) suivi de I’analyse phylogénétique. Elle a porté sur les échantillons
avec une charge virale jugée suffisante pour 1’obtention de séquences de qualité, soit les
échantillons positifs ayant un Ct < 30. Une transcription inverse (RT) utilisant une amorce
specifique du virus influenza A a dans un premier temps été réalisée pour la synthése de ’ADN
complémentaire (ADNc) du géne complet HA des virus influenza A/HIN1 pdmO09 et A/H3N2
saisonnier (Hoffmann et al. 2001). L’ADNc obtenu a été dilué¢ au 1/5éme puis amplifié en
utilisant une PCR conventionnelle nichée. La composition des mélanges réactionnels, les
protocoles d’amplifications ainsi que les amorces utilisées au cours de la RT et de la PCR nichée
sont décrites en annexe (Annexe 5). Le protocole de purification des amplicons est également

décrit en annexe (Annexe 6).

La caractérisation moléculaire du VRS a consisté a I’amplification et au séquencgage du gene
G. L’amplification du géne G a été effectuée en utilisant une PCR nichée précédemment décrite
par Agoti et al. 2012. La composition des mélanges réactionnels, les protocoles d’amplification

ainsi que les amorces utilisées sont décrites en annexe (Annexe 7).

Pour la caractérisation moléculaire du HRV, les produits de la PCR de détection amplifiant le
géne VP4/VP2/5’NC ont directement été purifiés sur colonne (JetQuick PCR purification spin

kit) avant d’étre séquencés.

Tous les amplicons ont été visualisés sur gel d’agarose (1,5%) sous une lumiére ultraviolette
(UV) apres coloration au Syber safe® (Life Technologies) (Figure 15). Les amplicons
spécifiques ont été purifiés a I’aide du kit de purification sur colonne JetQuick PCR purification
spin kit (Genomed, Loehne, Germany). Les amplicons pour lesquels d’autres fragments d’ADN
non spécifiques étaient présents ont été déposés sur gels, les bandes spécifiques extraites et
purifiées avec le kit QIAquick gel extraction (Qiagen). Le séquencage des extraits purifiés a été
réalisé sur le Sequenceur ABI PRISM 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystem) a I’aide
du kit Big Dye Terminator version 3.1 (Life Technologies) (Figure 16). Les mémes amorces
ont été utilisées pour I’amplification et pour la réaction de séquencage (Protocole de séquengage

en annexe).
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Les séquences des souches influenza A obtenues ont été soumises a GISAID sous les
identifiants suivants : EP11020018-EP11020021, EPI11020030, EP11020039, EP11020048-
EP11020063, EP11020088-EP11020108. Les séquences des souches influenza H1 et H3 ont été
alignees avec des séquences de référence définies par le Centre collaborateur OMS de référence
et de recherche sur la grippe, & Londres, ainsi que des souches représentatives des clades
d'intérét. Toutes les séquences ont été extraites de la base de données GISAID

(http://www.gisaid.org). Celles du VRS et du HRV ont été alignées avec d’autres séquences

extraites de GenBank représentant les génotypes de ces virus respectifs. Les analyses
phylogénétiques ont été réalisées avec le logiciel MEGAG en utilisant le meilleur modeéle de

substitution pour chaque alignement.

|| Extraction sur gel

Extraction sur colonne

Figure 15: Exemple d’une Photo d’un gel d’électrophorése d’amplicons destinés a étre séquencés et
sélection de la méthode de purification.
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Figure 126: Séquenceur ABI PRISM 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystem)

I11. Analyses statistiques

4+ Virus influenza

Les analyses statistiques (test de Chi-carré, test de Mann-Whitney et le z test pour de faibles
proportions) ont été effectuées a l'aide de SigmaPlot version 12.0 (San Jose, CA, USA). Les

valeurs de p < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.

L'activité grippale a été mesurée comme la proportion de cas positifs par mois. Les périodes
d'activité accrue ont été définies comme des périodes d'au moins deux mois avec une activité
grippale dépassant la proportion médiane annuelle des cas positifs, séparés par au moins un
mois avec une activité grippale inférieure a la proportion médiane annuelle (approche CDC10).
Les données de surveillance de la grippe du Burkina Faso ont été extraites de la base de données
FluNet (http://www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/flunet/en/) en nombre hebdomadaire et
agrégées par mois (années 2011-2013, 2016). Etant donné que certains des résultats obtenus a
partir de 2014 générés par cette étude ont été soumis a FluNet alors que les données FluNet de
2015 sont a peine existantes, les tendances pour 2014 et 2015 ont éte évaluées en fonction des
données générées dans cette étude. Pour 2014-2015, les pics saisonniers de la transmission de
la grippe ont été définis comme la semaine avec le plus grand nombre de cas grippaux positifs

pendant la période d'activité accrue.
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4+ Autres virus respiratoires et bactéries atypiques

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel STATA SE version 14.0
(Texas, USA). Les proportions ont été comparées a l'aide des tests exacts du Chi-carré et de
Fisher pour les variables catégorielles. La régression logistique a été utilisée pour déterminer
les associations entre les virus et les caractéristiques sociodémographiques et cliniques des

sujets. La signification statistique a été définie comme p <0,05.

V. Considérations éthiques

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du Centre Muraz (N/Réf. 17-2013/CE-CM
du 20/06/2013) avant sa mise en ceuvre (Annexe 8). Elle a été exécutée dans le strict respect
des bonnes pratiques de recherche clinique et biologique en accord avec la déclaration
d’Helsinki. Les échantillons collectés étaient bien étiquetés (numéro d’identification, date et
site de prélevement) et I’identité des patients était gardée en toute confidentialité. L’accés aux
données était réservé uniquement aux investigateurs de 1’étude. Les patients n’ont été inclus
dans I’étude qu’aprés avoir obtenu le consentement éclairé de participation soit d’un des
parents, soit du représentant 1égal de I’enfant. Les résultats des tests ont été remis aux
responsables des services cliniques dés que disponibles. Une fiche d’information était
disponible pour tous les participants. Au cas ou un patient devait se déplacer pour un
complément d’information dans le cadre des besoins de 1’étude (exemple : convocation par les

investigateurs de 1’étude), ses frais de transport étaient intégralement remboursés.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS

Chapitre 1 : Revue systématique de la littérature sur les étiologies des
infections respiratoires en Afrique Sub-saharienne

Ces résultats ont fait I’objet d’un article, “Systematic Review of Articles on Etiologies of
Acute Respiratory Infections in Children Aged Less Than Five Years in Sub-Saharan
Africa, 2000-2015” publi¢ dans le journal EC Microbiology 3.6 (2016) :556-576.

Ci-dessous, sont présentés les résultats de la revue systématique de la littérature sur les
étiologies des infections respiratoires en Afrique Sub-saharienne avant la mise en ceuvre de la
surveillance. Cet exercice nous a permis d’identifier les lacunes de connaissance dans le

domaine et de justifier la nécessité de la mise en ceuvre de cette étude.

Revue de la littérature

Au total, 1781 articles, ont été identifiés dans les différentes bases de données. Apres
vérification des titres et résumés, 1706 articles n’ont pas été retenus. L’évaluation compléte de
I’article a donc concerné les 75 articles restants ainsi que 3 articles supplémentaires identifiés
dans les listes de références des 75 articles précédents. A I’issue de cette étape, 49 autres articles
ont été exclus car ne respectant pas les criteres d’inclusion, laissant ainsi 29 articles pour la

revue finale.
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Articles identifiés
dans les bases de
données (n=1690)

Acrticles supplémentaires
identifiés via d’autres
sources (n=17)

Articles identifiés dans les
bases de données apres une
2% recherche (n=74)

v
1781 articles identifiés

1706 articles exclus lors de la
vérification des titres et résumés

A 4

75 potentiels articles retenus pour la
vérification de 1’article complet

3 articles supplémentaires
identifiés dans la liste de
référence des 75 articles

78 articles intégraux inclus pour
I’évaluation finale

y

49 articles rejetés car ne
respectant pas les
critéres d’inclusion

\ 4

29 articles inclus dans la revue finale

Figure 137 : Schémas de la procédure d’inclusion des articles
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Caractéristiques des articles

Au total, 29 articles ont été inclus dans cette revue. La taille d’échantillon des études variait de
23 a 8 723 patients. Les études ont été réalisées dans 13 pays d’Afrique Sub-Saharienne : 8 en
Afrique du Sud, 5 au Kenya, 3 au Mozambique, 2 en Gambie, Ghana et Ouganda, et 1 au
Burkina Faso, Botswana, Cameroun, Gabon, Nigéria, Sénégal et Tanzanie (Figure 12). On
dénombrait 24 (82,7%) études transversales et 5 (17,3%) études cas-témoins. Les prélevements
respiratoires étaient les plus utilisés pour la détection des agents pathogénes et comprenaient
soit un écouvillonnage nasal, soit un écouvillonnage oropharyngé, soit un écouvillonnage
nasopharyngé, soit une aspiration nasopharyngée, soit une aspiration trachéale ou un lavage
broncho-alvéolaire. La PCR était la technique la plus utilisée pour la détection des virus
respiratoires. Quant aux bactéries, elles étaient principalement détectées par la culture. Les

caractéristiques des articles inclus dans la revue sont resumées dans le Tableau I11.
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Tableau I11: Caractéristiques des articles inclus dans la revue

Design Age Taille Cas clinique Echantillons Méthodes Pathogeénes détectés
d’échantillon analysés diagnostiques

Afrigue Centrale

AdV (17, 5%); EV (14, 7%); RSV (13, 5%);

Franceville — Oyem — Etude 0-4 810 SG Ecouvillonnage  RT-PCR multiplex AHIN1 pdm09 (6,8%); PIV3 (7,2%);
Koulamoutou , Gabon, transversale  ans nasal en temps réel Inf. B (5, 1%); HCoV-OC43 (4, 1%); PIV1 (3,6%);
2010-2011 PIV4 (3, 2%); PIV2 (2, 8%); HMPV (1, 8%);
(Sonia EL and al.) HCoV-NL63 (1, 5%); HCoV-HKUL1 (1, 2%);

HCoV-229E (0, 7%); HPeV (0, 6%);

Yaounde — Douala- Etude 0-4 250 SG Ecouvillonnage  RT-PCR multiplex  HRV (25,6%); Influenza A (18,4%); PIV (12,0%);
Foumban- Bfoussam- transversale  ans nasal et/ou RSV (10,4%).
Bandjoum- Garoua, nasopharyngé

Cameroon; 2009
(Njouom R and al.)

Afrique de I’Est

Kilimanjoaro CMC, Etude 2-60 72 Pneumonie Expectorat PCR — Culture S. pneumoniae (63,9%); P. jiroveci (2,8%);
Tanzania; urban; 2003 transversale ~ mois sévere M. tuberculosis 1/72 (1,4%)
(Uriyo J and al.)

Nairobi, Kenya; urban; Etude <23 60 Pneumonie Expectorat IF — Culture P. jirovecii 13%; K. pneumoniae 43%; S. aureus

2002 - 2003 transversale  mois sévere 13%; E. coli 18%; P. aeruginosa 3%; H. influenzae

(Bii CC and al.) 3%; S. pneumoniae 5%. C. albicans 45%; C.
tropicalis 7%; C. glabrata 5%.

Mulago Hospital, Etude 2-60 121 Pneumonie Expectorat IF P. carinii (16,5%)

Kampala, Uganda; urban;  transversale  mois séveére

2001 (Sabrina BK and al.)

Kenyatta National Etude 7-30 50 Pneumonie Aspiration Enzyme C. pneumonia (51%)
Hospital, Nairobi, Kenya;  transversale  jours nasopharyngée Immunoassay
urban; 2000 (EIA)
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(Were FN and al.)

Mbagathi District Hospital, Etude <59 Pneumonie Aspiration RT - PCR, Culture M. pneumoniae 33,7%; S. pneumoniae 26%;
Nairobi, Kenya; urban; transversale  mois nasopharyngée K. pneumoniae (1%); S. aureus 3%; E. coli 2%;
2002 (Bii CC and al.) PIV 5%; Salmonella 1%; AdV 4%; RSV 22%);
Candida spp 13%.
Mulago Hospital, Etude 2-59 157 Pneumonie Sang - Culture S. aureus 42,9%; S. pneumoniae 33,3%);
Kampala, Uganda; urban; transversale  mois sévere Expectorat H. influenzae 9,5%; Klebsiella spp 9,5%);
2005 — 2006 S. enteridis 4,8%.
(Nantanda R and al.)
Lwak Hospital, Nyanza, Etude cas- <59 2973 SARI Sang — RT-PCR en temps Influenza A 6,6%; Influenza B 1,2%; RSV 22%;
Kenya; rural; 2007 — 2010  témoin mois Ecouvillonnage reel - Culture AdV 16%; PIV1 1,0%; PIV2 3,2%; PIV3 6,1%;
(Daniel RF and al.) nasopharyngé et HMPV 5,1%; RV/EV 50%; Parechovirus 1,5%;
oropharyngé M. pneumoniae 1,5%; S. pneumoniae 0,7%;
H. influenzae 0,1%; Non typhi salmonella 1,9%.

Kilifi District, Kenya; Etude cas- 1-59 810 Pneumonie Sang — RT-PCR multiplex RSV 26,5%; AdV 4,8%; RV 22,9%; PIV1 1,1%;
rural; 2010 témoins mois sévere Expectorat - en temps réel, PIV2 0,6%; PIV3 5,8%; PIV4 1,4%; Influneza A
(Hammitt LL and al.) —Pneumonie  Ecouvillonnage Culture, ELISA 0,9%; Influenza B 0,3%; Influenza C 0,4%; HCoV-

trés sévere nasopharyngé et 229E 2,1%; HCoV-0C43 2,7%; HCoV-NL63

oropharyngé 0,5%; HMPV 3,1%;
M. pneumoniae 0,4%;

Afrigue Australe
Cape Town, South Africa;  Etude <2ans 1288 IRAS Aspiration EIA, Culture virale RSV IAE 16,4%; Viral culture: RSV 11,7%; AdV
urban; 1995 — 1996 transversale nasopharyngée 3,7%; PIV3 2,5%; Influenza B 0,6%
(Hussey GD and al.)
Soweto, South Africa; Etude <359 142 IRAS Aspiration IF PIV1 22,6%; PIV 3 75,8%
urban; 1997 — 1999 transversale  mois nasopharyngée

(Madhi S and al)
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Pretoria, South Africa;
urban; 1994 — 1995
(Delport SD and al.)

CWM Children’s Hospital,
Cape Town, South Africa;
urban; 2003 — 2004

(Heidi S.)

CWM Children’s Hospital,
Cape Town, South Africa;
urban; 1998

(Zar HJ and al.)

Manhica District Hospital,
Mozambique; 1999 — 2000
(Cristina O’CG and al.,
2011)

Manhiga District Hospital,
Mozambique; 2006 — 2007
(Cristina O’CG and al.,
2011)

Pretoria, South Africa;
urban; 2006 — 2007
(Marietjie V and al.)

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude cas-
témoin

<59
mois

13
jours -
5ans

2-23

mois

<12
mois

< 59
mois

< 59
mois

23

1055

151

333

807

610

Pneumonie
sévere

Sang —
Aspiration
trachéale et
nasopharyngée

IRAS Aspiration
trachéale —
Lavage
bronchoalvéolai
re
Pneumonie Sang -
Expectorat —
Bronchoalvéolai
re — Aspiration
nasopharyngée
— Lavage
gastrique

ARI Aspiration
nasopharyngée

Pneumonie Sang —
Aspiration

nasopharyngée

ARI Aspiration
nasopharyngée

Culture, IF RSV 20,4%; K. pneumoniae 21,73%

Culture virale — IF CMV 15, 0%; AdV 6,2%; RSV 4%; PIV3 3,0%;

-RT-PCR Influenza A 0,76%; PIVV1 0,57%; PIV2 0,38%;
Influenza B 0,09%; HCoV-NL 63 0,85%.
Culture, IF P. carinii 9,9%; S. aureus 15,0%; K. pneumoniae

10,9%; H. influenzae 8,8%; P. aeruginosa 8,2%;
M. tuberculosis 7,4%; M. catarrhalis 2,7%;
S. pneumoniae 1,4%; CMV 14,3%

RV 26%:; Influenza A 12,31%; Influenza B 3,0%;
AdV 14%; HMPV 7%:; PIV1 0,6%; PIV2 1,2%;
PIV3 2,7%; PIV4 0,3%; EV 3%.

RT-PCR multiplex

HRV 41%; AdV 21%; RSV 11%; HMPV 8%;
Influenza A 4,4%; Influenza B 3,8%; PIV1 0,6%;
PIV2 2,10%; PIV3 1,5%; PIV4 2,3%; EV 4%.

S. pneumoniae 29%; S. aureus 11%; H. influenza b
29%.

RT-PCR multiplex,
Culture

RSV 30,1%; PIV1 1,0%; PIV2 1,2%; PIV3 7,8%:;
Influenza A 3,4%; Influenza B 1,6%; AdV 5,7%;
CMV 0,3%; HMPV 4,8%:

RT-PCR multiplex
en temps réel, RT-
PCR nichée, IF
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HCoV-NL63 2,1%; HCoV-0C43 1,8%);
HCoV-229E 0,3%; HCoV-HKUL1 0,2%; RV 33,0%;
WU 6, 8%; KI 1,0%.

South Africa; urban, semi-  Etude Sang —

urban and rural; 2009 — transversale < 59 IRAS Aspiration HRYV 37%; RSV 26%; AdV 26%; EV 10%;
2010 mois 8723 nasopharyngée RT-PCR Influenza 7%; HMPV 6%; PIV1 2%; PIV2 1,3%;
(Cherly C and al.) PIV3 6%,

S. pneumoniae 4%
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Afrique de I’Ouest

Ouagadougou, Burkina
Faso; 2010 — 2011
(Ouédraogo S and al.)

Agogo, Ghana; rural;
2007 — 2009 (Norbert G
and al.)

Gambia; rural and urban;
2007 — 2009
(Stephen RC and al.)

Komfo Anokye Hospital,
Ghana; 2008
(Kwofie T and al.)

Dielmo-Ndiop, Senegal;
2007
(Mbayame NN and al.)

MRC Hospital, Faraja,
Gambia; 2005
(Martin WW and al.)

University College
Hospital, Ibadan, Nigeria;
(Johnson AW and al.)

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude
transversale

Etude cas-
témoin

Etude
transversale

0-3
ans

2-60
mois

2-59
mois

< 59
mois

<59
mois

< 59
mois

< 59
mois

209

948

55

128

82

649

419

IRAS

Pneumonie

Pneumonie

sévere

IRAS

ARI

IRAS

Pneumonie

Aspiration
nasopharyngée

Sang

Liquide pleural

Ecouvillonnage
nasal — Sang

Ecouvillonnage
nasopharyngé

Aspiration
nasopharyngée

Sang

IF, Culture, RT-
PCR multiplex

Culture

RT-PCR, Culture

RT-PCR en temps
réel, Culture

Multiplex RT-PCR,
Viral culture

RT-PCR,
Immunofluoresce,
viral culture

IF, Culture

AdV 1%; Influenza A 3,8%; PIV2; 0,5%; RSV
9,1%; HMPV 0,5%; EV 12,4%; HRV 35,4%. S.
aureus 42, 4%; K. pneumonia 30, 3%; S.
pneumoniae 27,7%.

S. typhi 2,3%; S. pneumoniae 4,6%;
S. aureus 2,9%; Klebsiella spp 1,2%;

S. pneumoniae 91%; H. influenzae 23%; S.
aureus 6%; K. ssp 4%; BoV 4%; RSV 4%; AdV
4%; EV B 2%; HCoVHKUL1 2%; Influenza C 2%;
CMV 2%.

RSV 14.1%; AdV 10%; PIV 7, 8%; Influenza B 0,
8%. S. aureus 7, 8%; K. species 1, 5%.

Influenza A 29,1%; Influenza B 12,7%;
Influenca C 3,7%; RSV 23,6%; PIV 3,5%;
HCoV 229E 3,7%; HCoV NL63 7,2%; RV 14,6%;
BoV 1, 8%.

C. pneumoniae 9.24%, RSV 8.47%, PIV 6.47%,
Influenza A 8%, Influenza B 3.7%, AdV 9.9%

S. aureus 37,3%; Klebsiella species 15,3%;
S. pneumoniae 5,1%; RSV 30,4%; PIV3 19,5%;
Influenza A 17,3%.
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Pathogénes détectés

Vingt-trois (23) et 19 études ont rapporté respectivement des données sur la prévalence des virus et
des bactéries/parasites. Ces prévalences varient d’une étude a une autre et sont résumées dans le

tableau ci-dessous (Tableau 1V).
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Tableau IV: Prévalences virale, bactérienne et parasitaire rapportées dans les études incluses dans la revue
systématique de la littérature.

Pathogénes Intervalle de prévalence (%) Nombre d’étude
Virus
VRS (4,0-35,0) 20
PIV1 (0,6 — 22,6) 20
PIV2 (04-3,2)
PIV3 (1,5-75,8)
PIV4 (0,3-3,2)
Virus Influenza (A et B) (0,8-29,1) 19
AdV (1,0-26,0) 16
HRV (9,5 41,0 13
HMPV (0,5-11,0) 11
EV (2,2-14,7) 8
HCoV (0,3-3,7) 7
HBoV (1,8-11,2) 3
CMV (14,3 - 15,0) 2
Bactérie/Parasites
S. pneumoniae (0,7 -91,0) 13
S. aureus (0,9-42,9) 11
Klebsiella spp (1,0 -42,9) 10
H. influenzae (0,1 -29,0) 7
P. jiroveci (9,9 - 16,5) 5
Salmonella spp (0,8-9,2) 5
C. pneumoniae (9,4-51,0) 2
Candida spp (13,0 - 45,0) 2
P. aeruginosa (3,0-8,2) 2
M. tuberculosis 1,4-74) 2
E.coli (2-18) 2
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Chapitre 2 : Virus influenza chez les enfants de moins de 5 ans au Burkina
Faso : Epidémiologie et caractéristiques génétiques

Les résultats de ce chapitre ont fait I’objet d’un article, Article 2 “Epidemiology and molecular
characterization of influenza viruses in Burkina Faso, Sub-Saharan Africa” publié dans la revue
Influenza and Other Respiratory Viruses. 2018 Jan 19. doi: 10.1111/irv.12539.

Le Burkina Faso a établi une surveillance sentinelle des SG a travers son laboratoire nationale de
référence pour les grippes (LNR-G) en 2010. La mise en place de cette surveillance fait suite a la
grippe pandémique (A/HIN1 pdm09) de 2009. Les résultats préliminaires de cette surveillance
rapportés par Tarnagda et al. 2014, montraient une prévalence de 6,6% pour les virus influenza A et
B dans la population générale. A notre connaissance, seule une étude au Burkina Faso s’est intéressée
a I’épidémiologie des virus influenza chez les enfants de moins de 5 ans (Ouédraogo et al. 2014) qui
constituent un groupe vulnérable. En outre, aucune étude n’a rapporté des données sur les
caractéristiques génétiques des virus influenza circulant au Burkina. Aussi, leur saisonnalité n’est pas
clairement établie dans nos pays d’ou la difficult¢ de mettre en place des mesures préventives

efficaces.

Pour combler ce manque d’informations, une surveillance sentinelle des SG et des IRAS chez les
enfants de moins de 5 ans a été conduite dans six (06) formations sanitaires du Burkina Faso de
Janvier 2014 a Décembre 2015.

Caractéristiqgues sociodémographiques

Au total 924 enfants dont 743 (80,4%) atteints de SG et 181 d’IRAS (19,6%) ont été enrdlés au cours
de cette surveillance. Parmi eux, 518 (56,1%) étaient de sexe masculin et plus de la moitié (50,1%)
avait un age < 1 ans. L’age moyen des patients était de 17,8 mois. La répartition des patients par
tranche d’age se présentait comme suit : 0-6 mois : 236 (25,5%) patients ; 7-24 mois : 488 (52,8%) ;
24-60 mois : 200 (21,6%).

Presque tous les patients (8/924, 92,5%) ont recu un traitement antibiotique. Les antibiotiques
principalement administrés étaient les B-lactames et les sulfamides. Tous les cas d’IRAS positifs aux
virus influenza ont recu une antibiothérapie. Les caractéristiques sociodémographiques de la

population d’étude sont résumées dans le Tableau V.
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Tableau Il: Caractéristiques démographiques des patients de 1’étude, 2014 — 2015.

Variable Patients SG Patients Total
IRAS

n=743 n=181 N =924
Sexe
Masculin 406 112 518
Féminin 337 69 406
Tranche d’age (en mois)
0-6 171 65 236
7-24 400 88 488
25-60 172 28 200
Formation sanitaire (FS)
Accart-ville? 221 - 221
Colsama? 267 - 267
Do? 65 - 65
Leila? 78 - 78
CHUSS? - 151 151
Bogodogo® 112 30 142
Antibiothérapie 706 158 864

3 ES située a Bobo-Dioulasso
b FS située a Ouagadougou
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Prévalence virale et facteurs associés

Les virus influenza A et B ont été detectés chez 13,1% (124/924) des patients avec une prédominance
du virus influenza A (81/124 ; 65,3%). Le sous-typage de ce virus a montreé la circulation de 2 sous-
types durant la période de surveillance. Ce sont : A/H3N2 saisonnier (56/81 ; 69,1%) et le A/HIN1
pdm09 (25/81 ; 30,9%). Quant au virus influenza B, le lignage a mis en évidence le B/Victoria
(15/43 ; 34,9%) et le B/Yamagata (14/43 ; 32,6%). Aucun cas de coinfection entre les virus influenza
A et B n’a été détecté (Tableau VI).

Les virus influenza A et B étaient majoritairement détectés chez les enfants avec un SG (112/743 ;
15,1%) que chez ceux souffrant d’IRAS (12/181 ; 6,6%). Chez les enfants souffrant de SG, le taux
de detection des virus influenza augmentait avec 1’age (Figure 17). En effet, les enfants de 0-6
mois (7/171 ; 4,1%) étaient significativement moins infectés que ceux de 7-24 mois (55/400, 13,8%,
p=0,001) et ceux de 25-60 mois (50/172 ; 29,1%, p<0.001). Cette association n’a pu étre faite chez

les enfants souffrant d’IRAS a cause du faible nombre de positifs.
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Tableau I111: Types and sous-types de virus influenza détectés dans la population d’étude, 2014-2015.

Influenza (sous)type SG SG IRAS Total (%)

2014 2015 2015

Influenza A 56 18 7 81 (65.3)
A/H1IN1pdm09 13 10 2 25(30.9)
A/H3N2 43 8 5 56 (69.1)

Influenza B 27 11 5 43 (34.7)
B/Victoria 15 0 0 15 (34.9)
B/Yamagata 2 8 4 14 (32.6)
B/non typé 10 3 1 14 (32.6)

Total 83 29 12 124

Figure 15: Prévalence des types et sous-types des virus influenza par tranche d’age chez les enfants atteints
de SG.
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Caractéristiques génétiques

L’étude des caractéristiques génétiques des virus influenza a porté sur les sous-types du virus
influenza A: A/H3N2, A/HIN1 pdm09. L’analyse phylogénique a concerné 14 séquences de
A/HIN1 pdm09 et 29 séquences de A/H3N2. Les séquences obtenues ont été alignées et comparées
avec les séquences de référence définies par le WHO Collaborative Center for Reference on Influenza
de Londre ainsi que les séquences des souches vaccinales.

Les sous-types détectés chez les patients atteints d’IRAS correspondaient a ceux trouves chez les

patients atteints de SG pendant la méme période.

A/HIN1 pdmQ9 : L’analyse des séquences du gene HA (1701 bp) du virus A/HIN1 pdm09 a montré
que les souches du Burkina Faso sont classées en deux clades : clade 6B et clade 6C. (Figure 20).
Les virus influenza A/HIN1 pdmQ9 qui ont circulé en 2014 au Burkina Faso, appartenaient
majoritairement au clade 6C (A/Burkina-Faso/CL35/2014, A/Burkina-Faso/CMADO20/2014,
A/Burkina Faso/D01431/2014, A/Burkina Faso/CL17/2014, A/Burkina Faso/CL50/2014). Un
appartenait au clade 6B (A/Burkina Faso/D01464/2014). En 2015, tous les virus A/HIN1 pdm09
identifiés étaient classés parmi le clade 6B (A/Burkina Faso/CMA3003/2015, A/Burkina
Faso/CHU55/2015, A/Burkina Faso/AV189/2015, A/Burkina Faso/CHUG60/2015, A/Burkina
Faso/D01581/2015, A/Burkina Faso/CMA3010/2015, A/Burkina Faso/AV185/2015, A/Burkina
Faso/AV181/2015). Aucun des virus identifiés durant ces deux années de surveillance n’appartenait
aux sous-clades 6B.1 et 6B.2. De plus, toutes les souches du virus A/HLN1 pdm09 identifiées étaient
similaires a la souche vaccinale A/California/07/2009 incluse dans la composition du vaccin

antigrippal.
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Figure 16: Analyses phylogénétiques des séquences du gene HA des souches A /HIN1 pdm09 (1701
pb) de 2014-2015 du Burkina Faso avec la méthode du maximum de vraisemblance et le modéle de
substitution des nucléotides HKY + G.

A/H3NZ2 : L’analyse phylogénétique des séquences du géne HA (1674 pb) du virus A/H3N2 a
montré que les souches ayant circulé au Burkina Faso en 2014 et 2015 appartennaient & deux
clades : 3C.2 et 3C.3 (Figure 21). Sur les 24 souches virales appartenant au clade 3C.3, 13
souches étaient classées parmi le sous-clade 3C.3a. Les 5 autres souches appartenaient au clade
3C.2 et au sous-clade 3C.2a (Figure 21). Les souches virales A/H3N2 étaient similaires aux

souches vaccinales incluses dans la composition du vaccin antigrippal.
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Figure 17: Analyses phylogénétiques des séquences du géne de I'némagglutinine des
souches A/H3N2 (1674 pb) de 2014-2015 du Burkina Faso avec la méthode du
maximum de vraisemblance et le modéle de substitution des nucléotides HKY + G.
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Circulation des virus influenza entre Janvier 2014 et Décembre 2015

Le nombre d'échantillons collectés par semaine variait tout au long de la période d'étude. Malgré
cela, quelques périodes de circulation des virus influenza ont été observées (Figure 22). La
premiére période de transmission a été observée entre la fin de janvier et le début d'avril 2014
(S3 a S15, pic en S8) avec une co-circulation de A/HIN1 pdmO09 clade 6C, de A/H3N2 clade
3C.3 et du virus B. Une deuxieme période de transmission presque exclusivement due au A
/H3N2 clade 3C.3a s'est produite entre la fin du mois de mai et la mi-septembre 2014 (S22 a
S36, pic S27). Une souche pdm09 A/H1N1 de clade 6B a été détectée en juin.

En 2015, la premiére période de transmission a été observée entre la mi-avril et la mi-juin (S16
a S23, pic a la S18) et était due au clade 6B de A/HIN1 pdmO09. Les types de clades 3C.2a de
A/H3N2 et influenza B ont co-circulé entre ao(t et mi-octobre (S31 a S43, pic S41). Une seule
souche A/HLIN1 pdm09 de clade 6B a été signalée en ao(t.

Les souches influenza B/Victoria (n = 15) ont été détectées exclusivement dans la premiére
période de 2014 avec 2 souches B/Yamagata. En 2015, les souches B/Yamagata (n = 12) ont
été détectées sporadiquement tout au long de l'année (Tableau VI1). Aucune différence

temporelle entre Bobo-Dioulasso et Ouagadougou n'a été observée en 2015.
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Figure 18: Distribution mensuelle des virus influenza A et B en 2014 et 2015.
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Période de transmission accrue des virus influenza entre 2011 et 2016

Afin de déterminer, les périodes de transmission accrues des virus influenza entre 2011 et 2016,
les données de surveillance de la grippe du Burkina Faso ont été extraites de la base de donnees
FluNet pour les années 2011-2013 et 2016 (Tableau V11). Une période était considérée comme
période de transmission accrue lorsque la proportion de cas positifs était supérieure a la médiane
annuelle pendant au moins deux mois consécutifs. Ainsi, la période de transmission accrue des
virus influenza a été identifiée entre septembre-octobre 2011, février-mars 2012, septembre
2012-mars 2013, octobre 2013-mars 2014, juin-aodt 2014, avril-juin 2015, ao(t-octobre 2015
et juin-octobre 2016. Sur une échelle de semaines, deux pics clairs peuvent étre identifiés pour
deux des trois saisons prolongées (> 3 mois) avec différents virus dominants : novembre 2012
avec les virus A /H3N2 et influenza B, et février 2013 avec A/HIN1 pdm09 novembre 2013
avec A /H3N2 et février 2014 avec les trois sous-types de grippe). En considérant la période de
surveillance de maniere agrégee (2011-2016), la transmission des virus influenza a été la plus

élevée entre janvier-mars et septembre-octobre (Tableau VII).

En conclusion, avec une prévalence de 13,1%, les virus influenza constituent 1'un des
principaux agents causals des IRA infantiles au Burkina Faso. Les infections aux virus influenza
sont marquées par un caractere saisonnier sous forme épidémique durant les périodes de
janvier-mars et septembre-octobre. De plus, les souches virales identifiées sont en adéquation

avec la composition vaccinale pour I’hémisphere sud.
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Tableau IVI: Périodes de transmissions accrues des virus influenza au Burkina Faso, 2011-2016.

Mois Nbre de cas positif/Nbre d’échantillon collecté par mois (proportion de cas positif par mois *100)
20118 20128 20132 2014 2015 20168 2011-2016
Jan - 1/69 (1.4) 14/46 (30.4) 10/28 (35.7) 1/20 (5.0) 0/27 (0.0) 26/190 (13.7)
Feb - 2/43 (4.7) 31/57 (54.4) 33/92 (35.9) 0/26 (0.0) 0/58 (0.0) 66/276 (23.9)
Mar - 2/31 (6.5) 9/40 (22.5) 10/52 (19.2) 1/28 (3.6) 1/37 (2.7) 23/188 (12.2)
Apr - 2/47 (4.3) 0/29 (0.0) 1/24 (4.2) 9/91 (9.9) 1/44 (2.3) 13/235 (5.5)
May - 0/29 (0.0) 3/61 (4.9) 1/47 (2.1) 5/69 (7.2) 0/77 (0.0) 9/283 (3.2)
Jun - 1/32 (3.1) 0/53 (0.0) 4/10 (40.0) 2135 (5.7) 3/55 (5.5) 10/185 (5.4)
Jul 0/31 (0.0) 0/37 (0.0) 3/51 (5.9) 18/41 (43.9) 1/41 (2.4) 6/31 (19.4) 28/232 (12.1)
Aug 4/49 (8.2) 1/44 (2.3) 3/77 (3.9) 4140 (10.0) 5/41 (12.2) 10/48 (20.8) 27/299 (9.0)
Sep 11/75 (14.7) ® 3/24 (12.5) 3/55 (5.5) 1/21 (4.8) 5/32 (15.6) 16/66 (24.2) 39/273 (14.3)
Oct 14172 (19.4) 11/24 (45.8) 13/65 (20.0) 1/18 (5.6) 12/50 (24.0) 15/55 (27.3) 66/284 (23.2)
Nov 1/46 (2.2) 13/29 (44.8) 12/59 (20.3) 0/26 (0.0) 0/29 (0.0) 0/31 (0.0) 26/220 (11.8)
Dec - 8/29 (27.6) 12/56 (21.4) 0/35 (0.0) 0/28 (0.0) 0/46 (0.0) 20/194 (10.3)
Total 30/273 (11.0)  44/438 (10.0)  103/649 (15.9)  83/434 (19.1) 41/490 (8.4) 52/575(9.0)  353/2859 (12.3)
Proportion de la médiane
8.2 45 12.9 7.8 5.4 25 11.9

annuelle

aDonnées de FluNet

b Périodes de transmission accrue des virus influenza (activité > proportion de la médiane annuelle for > 2 mois) indiquées en gras.
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Chapitre 3: Autres virus respiratoires : Epidemiologie et caractérisation
moléculaire

Ces résultats ont fait 1’objet d’un article, Article 3 «Epidemiology and genetic diversity of
respiratory viruses in children with Acute Respiratory Infections in Burkina Faso» a

soumettre pour publication.

Afin de déterminer le fardeau des virus respiratoires dans la survenue des IRA au Burkina Faso,
nous avons analysé des prélévements respiratoires obtenus chez des enfants de moins de cing
ans atteints de SG ou d’IRAS avec des PCR multiplex. Les résultats obtenus sont décrits ci-

dessous.

Caractéristigues sociodémographiques et cliniques des patients

Au total, 584 enfants avec un diagnostic clinique de SG (n =402 ; 68,8%) et d’IRAS (n =182 ;
31,2%) ont été inclus dans cette étude. Parmi eux, 333 (57,0%) étaient de sexe masculin avec
un sexe ratio de 1,3. L'age moyen des patients était de 16,9 mois (1 — 60 mois). La majorité des
enfants (424/584 ; 72,6%) avaient un age < a 2 ans. La toux (539/584 ; 92,4%), la difficulté
respiratoire (236/584 ; 40,5%) et 1’écoulement nasal (155/584 ; 26,5%) étaient les principaux
symptdmes respiratoires retrouvés chez les enfants. Un traitement antibiotique a été administré
chez 532 enfants (91,1%) et 24 (39.3%) des patients atteints d’IRAS ont regu de
I'oxygénothérapie. Les caractéristiques sociodémographiques et cliniques des patients de

I’étude sont résumées dans le Tableau VIII.
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Tableau VI: Caractéristiques sociodémographiques et cliniques de la population d’étude

Caractéristiques SG IRAS Total
Nombrede  Nombrede Nombrede Nombre Nombrede Nombre de
patients patients patients de patients N  patients
n =402 positifs* n=182 patients =584 positifs*
(%) n' =233 (%) positifs* (%) N> =373

(%) n' =140
(%)

Sexe

Masculin 218 (54,2) 127 (54,5) 115(63,2) 88(62,8) 333(57,00 215(57,6)

Féminin 184 (45,8) 106 (45,5) 67 (36,8) 52 (37,2) 251 (43,00 158 (42,4)

Tranche d’age (mois)

<6 70 (17,4) 44 (62,9) 64 (35,2) 50 (83,3) 134(22,9) 94 (70,1)

6-11 108 (26,9) 78 (72,2) 30 (16,5) 22 (73,3) 138(23,6) 100 (72,5)

12 -23 99 (24,6) 58 (58,6) 53 (29,1) 42 (79,3) 152 (26,0) 100 (65,8)

24 - 60 125 (31,1) 53 (42,4) 35 (19,2) 26 (74,3) 160 (27,4) 79 (49,4)

Signes cliniques

Fievre (T°>38°C) 340 (84,6) 192 (82,4) 118(64,8) 99(70,7) 458 (78,4) 291 (78,0)

Toux 382 (95,3) 223 (95,7) 157(86,3) 121(86,4) 539(92,4) 344 (92,2)

Mal de gorge 15 (3,7) 9 (3,9 2(1,1) 21,9 17 (2,9) 11 (2,9)

Ecoulement nasal 107 (26,6) 68 (29,2) 48 (26,4) 41(29,3) 155(26,5) 109 (29,2)

Difficulté respiratoire 82 (20,5) 56 (24,0) 154 (84,6) 119(85,0) 236 (40,5) 175 (46,9)

Tirage intercostal 5(1,3) 3(1,3) 52 (28,6) 40 (28,6) 57 (9,8) 43 (11,5)

Diarrhée 33(8,2) 20 (8,6) 28 (15,4) 20(14,3) 61 (10,5) 40 (10,7)

Vomissement 35(8,7) 20 (8,6) 54 (2,.7) 39 (27,90 89(15,2) 59 (15,8)

Antibiothérapie 375 (93,3) 217 (93,1) 157(86,3) 118(84,3) 532(91,1) 335(89,8)

Oxygénothérapie 0 (0,00) 0 (00,0) 24 (39,3) 16 (11,4) 24 (4,1) 16 (4,3)

* Nombre de patients pour lequel au moins un virus a été détecté
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Prévalence virale

Tous les spécimens ont été analysés pour la détection de 14 virus respiratoires. Un total de 373
(373/584 ; 76,2%) spécimens étaient positifs pour un virus au moins. Le HRV (174/584 ;
29,8%), le VRS (76/584 ; 13,0%), ’AdV (57/584 ; 9,8%) et le BoV (48/584 ; 8,2%) étaient les
virus fréeguemment détectés (Figure 23). Les PIV1-4 ont été détectés dans 46 (46/584 ; 7,8%)
échantillons, le HMPV dans 36 (36/584 ; 6,2%), les HCoV dans 18 (18/584 ; 3,1%) et le virus
influenza C dans 17 (17/584 ; 2,9%). Sur les 46 échantillons testés positifs aux PIV, 16 (16/46 ;
34,8%) étaient le PIV1, 1 (1/46 ; 2,2%) le PIV2, 27 (27/46 ; 58,7%) le PIVV3 et 2 (2/46 ; 4,3%)
le PIVV4. Parmi les 18 échantillons positifs aux HCoV, NL63 a été trouvé dans 8 (8/18 ; 44,4%)
échantillons, E229 dans 5 (5/18 ; 27,7%), OC43 dans 4 (4/18 ; 22,2%) et HKU1 dans 1 (1/18 ;
5,5%). Sur les 584 échantillons inclus dans cette analyse, 72 (72/584 ; 12,3%) étaient positifs

aux virus influenza A et B (Figure 23).

Influenza A-B
(12,3%) VRS (13,0%)

0,
BoV (8,29%) HMPV (6,2%)

PIV1-4 (7,8%)

AdV (9,8%)

HCoV (3,1%)
Influenza C (2,9%)

HRV (29,8%)

Figure 19: Prévalence des virus respiratoires détectés
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L’analyse des données a révélé que les virus étaient plus détectés chez les enfants atteints
d’IRAS (OR = 2,4, p <0,001) comparé a ceux atteints de SG. Le VRS (OR = 6,7, p <0,001),
I’AdV (OR = 5,8, p <0,001) et le BoV (OR = 4,2, p <0,001) étaient les virus fréquemment
détectés chez les enfants souffrant d’IRAS. Le VRS était également significativement plus
fréquemment détecté chez les enfants de moins de 6 mois (p < 0,001). Par contre, le HMPV
(OR = 10,2, p = 0,012) était plus associé aux cas de SG. L'analyse des données a également
montré que les cas de coinfection étaient plus détectées chez les enfants atteints d’IRAS. La
distribution des virus respiratoires en fonction de I’age et du cas clinique est décrite dans le
Tableau IX.

L'infection par le HRV a été négativement associée a la fievre (OR = 0,5, p < 0,001). Le VRS
(OR =3.8,p<0.001), ’AdV (OR = 2,2, p = 0,006) et le BoV (OR = 2,7, p = 0,002) étaient
positivement associés a la difficulté a respiratoire. Quant au virus influenza C il était
positivement associé a I’écoulement nasal (OR = 2,7, p = 0,044). La distribution des virus

respiratoires en fonction des caractéristiques cliniques est décrite dans le Tableau X.
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Tableau IX: Distribution des virus détectés en fonction de 1’age et du cas clinique

Virus Cas clinique Tranche d’age
(%) (%)
SG IRAS p value <6 6-11 12 -23 24 - 60 p value
n =402 n =182 n=134 n=138 n =152 n =160

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

VRS 23 53 (29,1) 0,001 34 (25,4) 17 (12,4) 18 (11,8) 7 0,001
(5,7) (4,4)

HMPV 32 4 0,012 10 11 8 7 0,519
(8,0 (2,2 (7,5) (8,0 (5,3) (44)

PIV 34 12 0,439 5 17 12 12 0,073
(8,5) (6,6) (3,7) (12,3) (7,9 (7.5)

HCoV 15 3 0,177 0 7 6 5 0,091
(3,7) (1,6) (0,0) (5,1) (3,9 (3.1)

Influenza C 11 6 0,709 1 3 7 6 0,219
2,7) (3,3 0,7) (2,2 (4,6) (3.8)

HRV 117 57 0,588 48 38 45 43(26.9) 0,345
(29,1) (31,3) (35,8) (27,5) (29,6)

AdV 18 39 0,001 14 13 20 (13,2) 10 0,229
(4,5) (21,4) (10,4) (9,4) (6,3)

BoV 18 30 0,001 11 9 16 12 0,635
(4,5) (16,5) (8,2) (6,5) (10,5) (7,5)

Virus (+) 233 140 0,001 94 100 100 79 0,001
(58,0) (76,9) (70,1) (72,5) (65,8) (49,4)

Coinfection 34 49 0,001 24 13 27 19 0,094
(8,5) (26,9) (17,9) (9,9) (17,8) (11,9

100



Tableau VI: Distribution des virus détectés en fonction des caractéristiques cliniques

Toux Ecoulement nasal Difficulté respiratoire

n =344 OR p value n =109 OR p value n=175 OR p value
(%) (95% CI) (%) (95% CI) (%) (95% CiI)

VRS 72 1.54 0.422 23 1.23 0.431 52 3.80 0.001
(20.9) (0.53 — 4.43) (21.1) (0.72-2.10) (29.7) (2.26-6.37)

HMPV 35 2.98 0.287 11 1.32 0.458 17 1.34 0.396
(10.2) (0.39- 22.33) (10.1) (0.63-2.75) (9.7) (0.68-2.63)

PIV 43 1.02 0.978 13 1.25 0.783 18 1.01 0.977
(12.5) (0.23 — 4.46) (11.9) (0.53-2.92) (10.3) (0.46-2.21)

HCoV 17 0.56 0.598 4 0.98 0.673 4 0.48 0.379
(4.9) (0.06 — 4.70) (3.7) (0.10-9.51) (2.3) (0.09-2.42)

Influenza C 17 1 0.232 8 2.71 0.044 7 1.03 0.953
(4.9) (7.3) (1.02-7.16) (4.0) (0.38-2.74)

HRV 162 1.14 0.698 46 1.08 0.692 74 1.12 0.511
(47.1) (0.57 — 2.28) (42.2) (0.72-1.62) (42.3) (0.78-1.61)

AdV 48 0.38 0.016 16 1.16 0.618 33 2.18 0.006
(14.0) (0.17-0.83) (14.7) (0.63-2.15) (18.9) (1.25-3.80)

BoV 37 0.22 0.001 12 0.98 0.955 30 2.66 0.002
(10.8) (0.10 - 0.47) (11.0) (0.49-1.94) (17.1) (1.44-4.89)

101



Coinfection

Des cas de coinfection avec deux virus ou plus ont été détectés dans 106 (106/445 ; 23,8%)
échantillons de patients affectés par une infection virale. Parmi eux, une coinfection avec 2
virus a éeté observée dans 89 (89/106 ; 84,0%) cas, une coinfection avec 3 virus dans 16
(16/106 ; 15,1%) cas et une coinfection avec 4 virus dans 1 (1/106 ; 0,9%) cas (Tableau XI).
Les virus fréquemment impliqués dans les cas de coinfection étaient le HRV (49/106 ; 46,2%),
le BoV (38/106 ; 35,8%%), I’AdV (34/106 ; 32,1%), et le VRS (24/106; 22,6%). Les
coinfections les plus répandues étaient de type: HRV-AdV (10/106 ; 9,4%), HRV-BoV (9/106 ;
8,5%), HRV-VRS (8/106 ; 7,5%) et BoV-VRS (8/106 ; 7,5%). La prévalence des coinfections
était plus élevée chez les enfants atteints d’IRAS (p < 0,001).
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Tableau VIII: Coinfection virale chez les patients atteints de SG ou d’IRAS

Multiple infections Nombre
N =106
(%)
Double infection 89 (84.0%)
HRV + AdV 10
HRV + BoV
RSV + BoV
RSV + hRV
RSV + AdV
HRV + ICV

Influenza A + HRV
AdV + BoV

HRV + PIV3
HMPV + BoV
HMPV + hRV
ICV + BoV

AdV + PIV3
Influenza A + BoV
Influenza + AdV
Influenza B + BoV
HMPV + AdV
RSV + PIV1

PIV1 + hMPV
PIV1 + E229

PIV1 + hRV

PIV1 + ICV

PIV2 + BoV

PIV3 + OC43
PIV3 + NL63
PIV3 + ICV

P, R, R, R, R, R, R, R, R, NN NN ND NN w w0 00 ©

PIV3 + BoV
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OC43 + BoV

Influenza B + AdV
Influenza B + PIV3
Influenza B + Influenza C
Influenza A + Influenza C
Influenza A + HMPV
Influenza A + PIV3
Influenza A + PIV1
Influenza B + HMPV

R e e = = T = T = T N SENR

Influenza B + E229
Triple infection 16 (15,1%)
RSV +AdV + BoV

HMPV + AdV + BoV

HMPV + HRV + AdV

PIV3 + ICV + HRV

PIV1 + HRV + BoV

NL63 + HRV + AdV

PIV3 + HRV + AdV

PIV1 + AdV + BoV

NL63 + ICV + HRV

RSV + hRV + BoV

PIV1+ICV + AdV

HMPV + PIV1 + AdV

Influenza A + ICV + BoV
Influenza A + PIV1 + Influenza C

Influenza B + HMPV + BoV

R e = = = T = T N e e e S e S S N =

Influenza A + HMPV + BoV
Quadruple infection 1 (0,9%)
RSV + NL63 + AdV + BoV 1
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Distribution saisonniére

Le HRYV était le seul virus détecté chaque mois durant la période d'étude (Figure 24). Le VRS
a été principalement détecté en 2015 avec un pic en saison de pluie (juin a septembre) (OR =
2,24 ;p=0,01). Le HMPV a été détecte principalement en 2014 avec un pic en saison de pluie
(juillet —septembre) également. Les PIV ont été détectés principalement pendant la saison séche
(mars — mai) (OR =5,22, p = 0,001). Le virus influenza C (OR = 4,05 ; p = 0,035), et ’'AdV
(OR=2,34; p=0,001) ont montré une prévalence plus élevée pendant la saison séche et chaude
(mars-mai). L'incidence de HBoV était plus élevée pendant la saison séche et chaude (OR =
2,67, p=0,023) et la saison pluvieuse (OR = 3,54, p = 0,003) (Figure 25).
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Figure 20 : Distribution mensuelle des virus respiratoires détectés au cours de la période d'étude
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Nombre de virus détectés par saison
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Figure 21: Détection des virus respiratoires en fonction des saisons
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Caractéristiques génétiqgues du VRS

La caractérisation moléculaire du VRS a consisté en I’amplification et au séquengage du gene
G. L’analyse phylogénique a concerné 47 séquences partielles de VRS-A et 02 séquences de
VRS-B. La majorité des souches du VRS-A (44/47 ; 93,6%) ayant circulé au Burkina Faso
durant la période d’étude appartenaient au génotype ON1. Quant aux autres souches restantes
(3/47 ; 6,4%), elles appartenaient au génotype NAL (Figure 26). Les deux souches du VRS-B
appartenaient aux genotypes BA9 et SAB4 comme le montre 1’arbre phylogénétique (Figure
27).
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Figure 22: Analyse phylogénétique des séquences partielles du géne G du RSV-A. Les souches
sequencées dans cette étude sont montrées avec un cercle complet.



Figure 23: Analyse phylogenétique des sequences partielles du géne G du RSV-B. Les
souches séquencées dans cette étude sont montrées avec un cercle complet.



Caractérisation moléculaire du HRV

La caractérisation moléculaire du HRV a consisté en 1’amplification et au séquengage du géne
VP4/VP2/5’NC suivi de I’analyse phylogénétique de 207 pb de la région VP4. Sur les 95
séquences qui ont été incluses dans I’analyse phylogénétique, 55 (55/95 ; 57,9%) appartenaient
au HRV-A (Figure 28), 11 (11/95 ; 11,6%) au HRV-B et 29 (29/95 ; 30,5%) au HRV-C (Figure
29). L’analyse phylogénétique par groupe a relevé une grande diversité des souches de HRV
ayant circulé au Burkina Faso entre 2014 et 2015. Ainsi, les 55 souches du groupe A (HRV-A)
appartenaient aux serotypes suivants : A49, A2, A56, A81, A22, A43, A10, A59, A4l, A39,
A24, A21, A9, A25, A44, A3, Al, A89 et A66 (Figure 28). Pour les souches HRV-B, les
sérotypes B93, B06, B79, B04 et B26 étaient ceux ayant circulé au Burkina Faso pendant la
période de I’étude (Figure 29). Quant aux HVR-C, ils appartenaient aux sérotypes C1, C26,
C12, C42, C43, C46, C2, et C49 (Figure 29).
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Figure 24: Analyse phylogénétique de 207 pb de VP4 du groupe A de rhinovirus humains circulant
au Burkina Faso en 2014 et 2015.



Figure 25: Analyse phylogénétique de 207 pb de VP4 des groupes B et C de rhinovirus humains circulant
au Burkina Faso en 2014 et 2015.
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Chapitre 4 : Epidémiologie des bactéries atypiques impliquées dans les
infections respiratoires aigues

Les résultats de ce chapitre ont fait I’objet d’un article, Article 4 «Low prevalence of
Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in children hospitalized for Acute

Respiratory Infection in Burkina Faso» & soumettre pour publication.

Au Burkina Faso, bien que les IRA constituent un probléme de santé publique il n’existe
pratiquement pas d’informations sur 1’épidémiologie de ces bactéries atypiques chez les
enfants. Afin de combler ce manque de données, M. pneumoniae et C. pneumoniae ont été
recherchées par la PCR en temps réel dans les prélévements respiratoires des enfants atteints de
SG ou d’IRAS au Burkina Faso.

Caractéristiques de la population d’étude

Les caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude sont celles décrites dans le
chapitre 2 des « Autres virus respiratoires ». Sur les 584 échantillons analysés, M. pneumoniae
et C. pneumoniae ont été détectées chacune chez 3 patients (3/584 ; 0,5%) atteints d’IRAS et
hospitalisés au CHUSS de Bobo-Dioulasso. Quatre (04) des six (06) patients chez qui une de
ces bactéries atypiques a été détectée, avaient moins de 2 ans (4/6 ; 66,7%). Tous les patients
atteints ont regu une antibiothérapie a base de P-lactamines et d’aminosides. Les
caractéristiques des patients infectés par M. pneumoniae ou C. pneumoniae sont décrites dans

le tableau ci-dessous (Tableau XI1).
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Tableau VIIII: Caractéristiques des enfants infectés par M. pneumoniae ou C. pneumoniae

Mycoplasma pneumonaiae Chlamydia pneumoniae
Numéro BFA16-H- BFAl6-H- BFA16-H- BFA16-H- BFA16-H- BFA16-
d’échantillon 10809 10812 10819 10855 10917 H-10918
Sexe F M F F M F
Age (mois) 41 18 9 48 12 14
Cas clinique IRAS IRAS IRAS IRAS IRAS IRAS
Antibiothérapie  Genta.+ Ceftri. Ceftri. Genta.+ Ampi. Genta.+
Ceftri. Ceftri. Ceftri.
Symptdémes Toux, Toux, Toux Toux Toux, Toux
Ecoulement Difficulté Difficulté
nasal respiratoire, respiratoire
Léthargie
Oxygénothérapie Non Non Non Non Non Non
Coinfection Non NL63- Influenza IVC-AdV BoV VRS
AdV-HRV B

Genta. : Gentamycine; Ampi. :

Ampicilline; Ceftri.: Ceftriaxone
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Les résultats de cette étude montrent pour la premiére fois la circulation de M. pneumoniae et
de C. pneumoniae chez les enfants atteints d’IRA au Burkina Faso. Malgré leur faible
prévalence, nos résultats soulignent la nécessité de la prise en compte de ces pathogénes dans
la recherche étiologique des IRA. En outre, dautres investigations a grande échelle sont
nécessaires pour déterminer I'épidémiologie de ces bactéries atypiques dans la survenue des

IRA au Burkina Faso.
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QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION GENERALE

1. Revue systématique de la littérature sur les étiolgies des IRA chez les enfants de moins
de cing ans en Afrique Sub-Saharienne

La premiére partie de nos travaux a consisté a faire un état des lieux sur les étiologies des IRA
chez les enfants de moins de cing ans en Afrique sub-saharienne a travers une revue
systématique de la littérature portant sur des données publiées ou non entre 2000 et 2015. Cette
étude, premiére du genre en Afrique Sub-Saharienne, a démontré que le VRS, les HPIV, les
virus influenza A et B,’AdV, le HRV, S. pneumoniae, S. aureus, K. pneumoniae et H. influenza
et Candida spp étaient les pathogenes respiratoires freqguemment détectés. Elle a également mis
en exergue le manque de données dans plusieurs pays d’Afrique Sub-Saharienne. En effet, sur
les 43 pays que compte I’ Afrique Sub-Saharienne, seulement 13 pays ont abrité les 29 études
incluses dans cette revue et environ la moitié de ces études a été réalisée dans seulement 2 pays
: 8 en Afrique du Sud et 5 au Kenya. En outre, notre revue de littérature n'a identifié qu'une
seule étude au Nigéria et aucune en République Démocratique du Congo (RDC), sachant que
ces deux pays font partie des 5 pays qui enregistrent le plus fort taux de mortalité infantile due

a la pneumonie dans le monde (Nair et al. 2013).

Pendant cette derniére décennie, plusieurs pays africains ont introduit les vaccins contre H.
influenzae b et S. pneumoniae dans leur programme national de vaccination (Zar et al. 2013 ;
Zar et al. 2015). La majorité des études incluses dans cette revue ont été réalisées avant 2010
suggérant ainsi la mise en ceuvre de nouvelles études afin de déterminer 1’évolution

épidémiologique des pathogenes respiratoires.

Malgré les résultats intéressants rapportés dans cette étude, quelques limites ont été constatées.
Tout d’abord, seuls les articles publiés en anglais et en frangais ont été inclus dans cette revue
excluant ainsi ceux publiés en portugais et en espagnol. Soulignons que le portugais est la
langue officielle de cinq pays d’Afrique Sub-Saharienne (Angola, Cap-Vert, Guinée-Bissau,
Mozambique et Sao Tomé et Principe) et que I'espagnol est la langue officielle de la Guinée
équatoriale. Deuxiémement, a part la littérature grise du Burkina Faso, celle des autres pays n’a
pas été incluse dans la revue. Enfin, la qualité¢ des études incluses dans la revue n’a pas été

estimée.

Néamoins, ces résultats ont démontré le manque de données dans plusieurs pays d'Afrique
subsaharienne témoignant de la nécessité de mettre en ceuvre des études de qualité afin de

déterminer le role des virus et bactéries dans les IRA chez I’enfant et aussi de définir I’évolution
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de I'épidémiologie des pathogénes respiratoires apres lI'introduction de deux vaccins conjugués

que sont le vaccin contre H. influenza b et le vaccin contre le pnuemocoque.

2. Virus influenza chez les enfants de moins de cing (05) ans au Burkina Faso

La deuxieme partie de nos travaux de recherche a porté sur 1’épidémiologic et les
caractéristiques génétiques des virus influenza chez les enfants <5 ans atteints de SG et d’IRAS
au Burkina Faso. Les enfants entre 5 et 14 ans constituent généralement le groupe le plus
largement affecté pour les épidémies annuelles de grippe. En moyenne, un enfant sur cing
souffre d’une grippe chaque année. De plus, les jeunes enfants ont un plus grand risque de
développer des complications lors d’une infection par un virus influenza A ou B (WHO, 2012 ;
Chaves et al. 2014). Les résultats obtenus montrent que les virus influenza A et B ont été
détectés dans 15,1% des cas de SG et 6,6% de cas d’IRAS soulignant ainsi I’importance de ces
virus dans les infections respiratoires chez les enfants au Burkina Faso. Des résultats similaires
ont été rapportés dans des études conduites en Afrique chez des enfants appartenant a la méme
tranche d’age. Ainsi, la prévalence des virus influenza A et B chez les enfants atteints de SG se
situait entre 8% et 20% (Bonney et al. 2012 ; Lekana-Douki et al. 2014 ; Maman et al. 2014 ;
Mainassara et al. 2015 ; Wabwire-Mangen et al. 2016) et était d’environ 7% chez ceux atteints
d’IRAS (McMorrow et al. 2015). Les analyses statistiques ont révélé une augmentation de la
prévalence des virus influenza avec 1’age. Cette situation, rapportée dans d’autres études
(Maman et al. 2014 ; Mainassara et al. 2015 ; Wabwire-Mangen et al. 2016) pourrait
s’expliquer par plusieurs raisons. D’abord, la faible prévalence des virus influenza chez les
enfants de moins de 6 mois suggérerait une protection par les anticorps maternels. Les femmes
enceintes constituent un groupe cible pour la vaccination antigrippale, cela afin d’éviter les
complications au cours de la grossesse et aussi d’assurer la protection des nourrissons (Chaves
etal. 2014) qui sont inéligibles pour la vaccination antigrippale (Katz et al. 2012 ; WHO, 2012).
Ensuite, la socialisation croissante des enfants avec 1’dge augmenterait le risque de contact avec
les virus influenza. Enfin, principalement chez les jeunes enfants, la définition de cas de SG
n’est pas précise et inclut les enfants atteints d’infections respiratoires causées par d’autres virus

tels le VRS et le HRV (Razanajatovo et al. 2011 ; Lim et al. 2016).

L’étude des caractéristiques génétiques des virus influenza est primordiale pour la détection de
souches émergentes et aussi pour la production de vaccin (Broberg et al. 2016). Dans notre
étude, nous avons analysé les séquences du géne HA des virus A/HIN1 pdmQ9 et A/H3N2 en
les comparant aux séquences de référence ainsi qu’aux souches vaccinales définies par I’OMS.

Les résultats ont montré que les virus A/HIN1 pdm09 ayant circulé entre janvier 2014 et
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décembre 2015 appartiennent aux clades 6B et 6C. Ces clades étaient antigéniquement
similaires a la souche virale incluse dans le vaccin trivalent (A/California/7/2009 (H1IN1)
pdm09-like virus) recommandée pour I’hémisphére sud pour les années 2014 et 2015. Pour ce
qui est des virus A/H3NZ2, les souches ayant été détectées durant la surveillance appartenaient
aux clades 3C.2 et 3C.3 et aux sous-clades 3C.3a et 3C.2a. Les souches virales A/H3N2 étaient
antigéniquement similaires a A/Switzerland/9715293/2013 qui est la souche sélectionnée pour
le vaccin 2015 dans I'hémisphére Sud. Aussi, I'analyse phylogénétique des virus A/H3N2 a
montré que les souches de 2014-2015 étaient génétiquement divergents de la souche vaccinale
A/ Texas/ 50/2012.

Au Burkina Faso comme dans d’autres régions tropicales, la saisonnalité des virus influenza A
et B n’est pas trés bien définie (Tarnagda et al. 2014 ; Ouédraogo et al. 2014 ; Hirve et al.
2016). La détermination de la saisonnalité de ces virus est d’autant plus importante qu’elle
permettrait d’identifier la période propice a I’administration du vaccin antigrippal. Les résultats
des deux années de surveillance ont montré une variation de la circulation des virus influenza
d’une année a I’autre, janvier-avril et mai-septembre en 2014, avril-juin et aolt-octobre en
2015. Ces périodes de circulation des virus influenza en 2014-2015 étaient dues a des sous-
types et clades des virus différents, comme révélé par les analyses phylogénétiques des souches
A/HIN1 pdm09 et A/H3N2, suggérant la survenue de nouveaux évenements au moins deux
fois par an et parfois dans des intervalles de temps trés courts. Aussi, malgré la non-
homogénéité des prélevements au cours de cette surveillance, nous pouvons dire que les virus
influenza ne semblent pas circuler toute 1’année au Burkina Faso. Cette situation est similaire &
celle du Niger (Données FluNet, Mainassara et al. 2015) mais différente de celle de la Cote
d’Ivoire, du Ghana et du Togo ou une circulation des virus influenza a été observée toute I’année
(Bonney et al. 2012 ; Kadjo et al. 2013 ; Maman et al. 2014, Hirve et al. 2016). Cette différence
pourrait étre due entre autre a la différence de climat entre le Burkina Faso et ces pays. A
I’avenir, un effort dans 1’échantillonnage et la caractérisation moléculaire des souches au niveau
individuel aideront a une meilleure compréhension de la circulation spatiotemporelle des virus
influenza, de la propagation des virus entre les pays et la persistance de ’infection en Afrique

de I’Ouest (Nelson et al. 2014).

En combinant les données du FluNet de 2011-2013, 2016 avec celles de nos deux années de
surveillance (2014-2015), les périodes de transmission accrue des virus influenza (épidémies
de grippe) semblent se produire principalement entre septembre et octobre (période

correspondant a la fin de la saison des pluies et le début de I'narmattan) et de janvier a mars
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(période correspondant a la fin de I'harmattan). L harmattan correspond a la saison seche et
froide avec un vent sec et chaud le jour et plus froid la nuit. Par conséquent, la période propice
a I’administration du vaccin serait comme pour I'hémisphére Nord le plus tot possible en
septembre-octobre, et couvrirait la longue période de transmission (septembre a mars) comme
cela a déja été suggeré par Hirve S et al. 2016. La vaccination en avril aurait peu d'avantages
en raison de la faible transmission des virus influenza entre avril et juin et aussi a cause de la
protection décroissante au cours du temps (Belongia et al. 2015). Par contre, jusqu'a ce que les
variations annuelles de la circulation des virus influenza soient mieux comprises, la vaccination
des femmes enceintes devrait étre recommandée a n'importe quel moment de I'année avec la
formulation de vaccin la plus récente (Richard et al. 2010). 1l est a noté que le vaccin contre la
grippe n’est pas inclus dans le programme élargi de vaccination (PEV) au Burkina Faso. Ces
résultats seront utiles & la mise en place de stratégie vaccinale au Burkina. Aussi, I’'OMS
recommande de plus en plus une vaccination annuelle des groupes a risque que sont les jeunes

enfants, les femmes enceintes, les personnes ageées, etc.

La majorité des patients atteints de SG ont été traités avec des antibiotiques, bien que les virus
soient généralement la principale cause des SG (Razanajatovo et al. 2011). Cette situation qui
ne concernerait pas uniquement les pays a ressources limitées (Low, 2008) souligne la nécessité
de réviser les pratiques cliniques afin d’identifier les cas de coinfection bactérienne (Elfving et
al. 2016 ; Prasso et al. 2017). L'éducation et la sensibilisation du personnel de santé ainsi que
les parents des patients aux risques liés a la résistance aux antibiotiques seront également
nécessaires pour controler efficacement une utilisation abusive (Tillekeratne et al. 2015 ;
McDonagh et al. 2016).

3. Autres virus respiratoires : épidémiologie et diversité génétique
La troisieme partie de nos travaux a porté sur 1’épidémiologie des virus respiratoires autres que
les virus influenza impliqués dans les SG et les IRAS chez les enfants < 5 ans au Burkina Faso.

Aussi, il a été question de déterminer les caractéristiques genétiques du VRS et du HRV.

Au total, 14 virus ont été recherchés par la PCR multiplex. Cette technique qui permet la
détection simultanée de plusieurs pathogenes est considéerée comme étant une methode sensible
et spécifique pour le diagnostic biologique des infections respiratoires (Deng et al. 2013). A
notre connaissance, cette étude rapportant des données sur 1’étiologie virale des SG et des IRAS

chez les enfants < 5 ans ainsi que leurs caractéristiques génétiques est la premiére du genre au
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Burkina Faso. Sur les 584 échantillons testés, au moins un virus a été détecté dans 373 (63,9%)
specimens. Ce taux était de 58,0% chez les enfants atteints de SG et de 76,9% chez ceux atteints
d’IRAS. Ces résultats sont similaires & ceux de plusieurs études qui ont rapporté des taux de
détection virale allant de 35,3% a 69,2% parmi les cas de SG (Njouom et al. 2012 ; Pretorius et
al. 2016 ; Lim et al. 2016 ; Wang et al. 2016) et de 70,0% a 93% parmi les cas d’IRAS
(Suryadevara et al. 2011 ; Ouédraogo et al. 2014 ; Lagaré et al. 2015 ; Pretorius et al. 2016).
Des taux de détection virale plus faibles ont été rapportés par Kwofie et al. 2012 au Ghana
(25,7%) et Khor et al. 2012 en Malaisie (26,4%) chez des patients atteints d’IRAS. La
population d’étude, les méthodes diagnostiques, le climat, la période/saison et la durée de

I’étude, sont autant de facteurs pouvant expliquer cette différence de taux de détection virale.

Le HRV (29,8%) et le VRS (13,1%) étaient les virus fréqguemment détectés au cours de notre
étude. Ces résultats corroborent ceux de plusieurs autres études conduites en Afrique et ailleurs
qui identifiaient également ces virus comme étant les principaux agents étiologiques des SG et
des IRAS chez les enfants. Ainsi, les résultats rapportés dans ces études se présentaient comme
suit : Ouédraogo et al. 2014 au Burkina Faso [HRV (59,1%), VRS (16,1%)], Njouom et al.
2012 au Cameroun [HRV (64,6%), VRS (83,9%)] ; Richter et al. 2016 en Chypre [HRV
(27,4%), VRS (30,4%)] ; Bhuyan et al. 2017 a Dhaka, Bangladesh [HRV (31,5%), VRS
(31,0%)] et Janahi et al. 2017 au Qatar [HRV (25,5%), VRS (51,2%)]. L’AdV (9,8%), le BoV
(8,2%), les PIV (7,8%) , le HMPV (6,2%), les HCoV (3,1%) et le virus influenza C (2,9%)
étaient les autres virus détectés, soulignant ainsi le réle important qu’ils jouent dans la survenue
des IRA chez les enfants au Burkina Faso. Ces résultats sont en accord avec plusieurs autres
qui ont rapporté des prévalences similaires (Ursic¢ et al. 2012 ; Ritcher et al. 2016 ; Wang et al.
2016 ; Wansaula et al. 2016).

Dans notre étude, le VRS tout comme I’AdV et le BoV étaient plus détectés chez les enfants
atteints d’IRAS. De plus la prévalence du VRS (25,4%) était plus élevee chez les enfants < 6
mois. Le méme constat a été fait dans plusieurs études s’intéressant au fardeau du VRS dans
I’hospitalisation des enfants atteints d’IRAS (Weber et al. 2002 ; Homaira et al. 2012 ; Homaira
et al. 2016). Ces résultats soulignent la nécessité et I’urgence du développement d’un vaccin
contre le VRS. A ce jour, il n’existe aucun antiviral et aucun vaccin. Seul le Palivizumab qui a
une efficacité prouvée sur la réduction du taux d’hospitalisation est recommandé chez les
enfants a haut risque dans les pays développés (Wang et al. 2008). Cependant, a notre
connaissance, cette molécule n’est pas disponible au Burkina Faso. Méme disponible, son co(t

élevé le rendrait inaccessible a la majorité de la population (660 000 FCFA le flacon de 100
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mg). Il serait alors judicieux de continuer a investiguer la saisonalité du VRS au Burkina a
travers une surveillance sentinelle pour pouvoir donner des phases d’alerte aux hopitaux et aux

cliniciens.

La coinfection avec deux ou plusieurs virus a été détectée dans 22,2% des cas. Des proportions
semblables ont été rapportées dans d’autres études (Jennings et al. 2004 ; Khor et al. 2012 ;
Ursic et al. 2012 ; Kenmoe et al. 2016). Le BoV, I’AdV, le PIV, le VIC et le VRS étaient les
virus fréquemment détectés en coinfection dans cette étude. Pareils résultats ont également été
retrouvés par d’autres études (Paranhos-Baccala et al. 2008 ; Stefanska et al. 2012 ; Ljubin-
Sternak et al. 2016). Tout comme les résultats des études de Wolf et al. 2006 et Frobert et al.
2011, la coinfection était fréquemment détectée chez les patients atteints d’IRAS dans notre
étude. Cependant, les coinfections virales ne semblent pas influencer la sévérité de 1’infection
(Aberle et al. 2005 ; Njouom et al. 2008 ; Huguenin et al. 2012). En effet, dans notre étude, les
virus étaient frequemment détectés chez les enfants atteints d’IRAS. 11 est donc normal & notre
avis que des cas de coinfections soient plus détectés chez ces patients. De plus, il est possible
que la coinfection soit liée a la persistance virale dans les mugueuses des voies respiratoires.
Par exemple, ’ADN du BoV peut étre détecté dans les voies respiratoires jusqu’a une année

apres 1’infection primaire (Martin et al. 2015).

L’information sur la saisonnalité des pathogeénes respiratoires est trés importante pour la mise
en place de mesures préventives, ainsi que pour un meilleur management clinique des patients.
Dans notre étude, malgré le manque d’uniformité dans I’inclusion des patients au cours des
deux années de surveillance, une saisonnalité a pu étre établie pour certains virus. L’AdV, les
PIV, le virus influenza C ont montré des prévalences plus élevées pendant la saison séche et
chaude (mars — mai). Quant au HRV, il a circulé tout au long de 1’année sans une saisonnalité
distincte. Cette similarité a également été rapportée par Ouédraogo et al. 2014 dans une étude
conduite a Ouagadougou au Burkina Faso et aussi par Bhuyan et al. 2017 a Dakha, Bengladesh.
Aussi, similairement aux données rapportées par Ouédraogo et al. 2014 au Burkina Faso,
Kenmoe et al. 2016 au Cameroun et Calvo et al. 2010 en Espagne, nos résultats ont montré que
le VRS était détecté principalement pendant la saison pluvieuse. Ce résultat est d’autant plus
important car elle permettra de déterminer la période propice a I’administration d’un futur

vaccin contre le VRS.

Dans cette étude, nous avons décrit pour la premiére fois la diversité génétique des deux

pathogénes fréquemment détectés chez les enfants atteints d’IRA, le VRS et le HRV. Les

génotypes ON1 et NAL ont éte identifiés pour le VRS/A et les génotypes BA9 et SAB4 pour le
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VRS/B. Quant aux HRV, I’analyse phylogénétique a mis en exergue la co-circulation des trois
groupes : HRV-A, HRV-B, HRV-C. En effet, la caractérisation moléculaire de ces pathogenes
est essentielle pour la détection de 1’émergence d’une nouvelle souche virale, pour la sélection
des souches a prendre en compte dans le développement d’un vaccin et aussi pour la mise en

place de stratégies d’intervention en santé publique (Esposito et al. 2015).

4. Aspects épidémiologiques des bactéries atypiques

La quatriéme étape de notre travail a consisté a examiner 1I’épidémiologie des bactéries
atypiques que sont M. pneumoniae et C. pneumoniae chez les enfants < 5 ans au Burkina Faso.
En effet, trés peu de données existent sur le réle joué par ces bactéries dans la survenue des
infections respiratoires, en particulier dans les pays a ressources limitées. Cette situation
pourrait s’expliquer par 1’inaccessibilité de ces pays aux outils de la biologie moléculaire qui
constituent la technique de référence pour la détection de M. pneumoniae et C. pneumonaie
(Beersma et al. 2005). Les résultats obtenus dans notre étude, premiére du genre au Burkina
Faso, ont montré une prévalence de 0,5% (3/584) pour chacune de ces bactéries. Malgré cette
faible prévalence, ces résultats révélent la nécessité de prendre en compte M. pneumoniae et C.
pneumoniae dans 1’étiologie des IRA. Cela est d’autant plus important dans un contexte ou
I’administration d’un antibiotique est systématique dans le management clinique des patients
atteints d’IRA. En effet, ces bactéries atypiques, a cause du manque de la paroi bactérienne sont
naturellement résistantes aux p-lactamines (Marchello et al. 2016). Dans notre étude, tous les
patients infectés par ’une de ces bactéries atypiques ont recu une antibiothérapie a base de p3-
lactamines (Ampicilline, Ceftriaxone) ou d’aminosides (Gentamycine). D’autrepart,
I’implication de ces bactéries dans la pathogénése et I’exacerbation de 1’asthme chez les enfants
et les adultes (Atkinson, 2013 ; Marchello et al. 2016) rend également important leur recherche

chez les patients atteints d’IRA.

Nos données corroborent avec celles de certaines études conduites en Afrique et en Thailande
qui ont rapporté des prévalences allant de 1,5% a 3,0% pour M. pneumoniae et de 0,0% a 3,0%
pour C. pneumoniae (Lassmann et al. 2008 ; Feikin et al. 2013 ; Wertheim et al. 2015). Ces
études ont été menées parmi les enfants de moins de 5 ans atteints de SG et d’IRAS. Par contre,
des prévalences plus élevées (M. pneumoniae: 7,1% a 25,2% ; C. pneumoinae : 10,5% a
31,4%) ont egalement été reportées par plusieurs autres études (Grassi et al. 2014 ;
Ravelomanana et al. 2017 ; del Valle-Mendoza et al. 2017). La différence de population d’étude

pourrait étre 1’une des raisons expliquant ces différences de prévalences. En effet, les études
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ayant reporté des prévalences plus élevées ont été conduites chez les enfants agés de 2 a 18 ans.
Selon les données de la littérature, M. pneumoniae est le plus souvent détecté chez les enfants
d’age scolaire (5 — 15 ans) atteints de pneumonie (Sauteur et al. 2016). Quant a C. pneumoniae,

elle est plus fréquente chez les adultes (Marchello et al. 2016).

Dans notre étude, une coinfection avec des virus a été détectée dans 83,3% (5/6) des cas. Cette
coinfection bactérienne ou virale est d’autant plus importante qu’elle contribuerait a accroitre

la sévérité de ’infection (Qing et al. 2015).

Tous les cas d’infection a M. pneumoniae ont été détectés en mars 2015 et ceux de C.
pneumoniae entre juin et septembre 2015. Eu égard au faible nombre de cas positifs, aucune

saisonnalité n’a pu étre déterminée dans notre étude pour ces deux bactéries.

Le faible nombre de cas positif a été une limite dans la détermination de la tranche d’age la plus
touchée, la saisonnalité de ces bactéries ainsi que 1’établissement de lien causalité entre la
sévérité de I’infection et la coinfection. Du reste, ces résultats nous confirment pour la premiere
fois, la circulation de ces bactéries atypiques au Burkina Faso parmi les enfants atteints
d’infections respiratoires, dégageant également la nécessité de la mise en place d’un systéme
national de surveillance des bactéries atypiques au Burkina Faso afin de déterminer une

épidémiologie claire.
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Conclusion Générale
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La présente étude a fournit des données importantes sur les étiologies des infections
respiratoires aigues chez les enfants au Burkina Faso, sur la saisonnalité et ainsi que sur les
caractéristiques génétiques des pathogénes respiratoires. Les résultats ont montré que les virus
influenza A et B, le HRV et le VRS constituaient les principaux agents étiologiques viraux des
IRA infantiles au Burkina Faso. Cette information devrait étre prise en compte par les cliniciens
lors du traitement des enfants atteints d’TRA. Aussi, cette information est tres utile pour les
autorités sanitaires pour la conception des protocoles de prise charge. Par ailleurs, les
investigations moléculaires ont montré que les souches du virus influenza A ayant circulé au
Burkina au cours de la période d’étude sont en adéquation avec la composition vaccinale
antigrippale pour les années 2014-2015. Celles des souches du VRS ont permis d’identifier
pour la premiére fois au Burkina les génotypes ON1, NA1l, BA9 et SAB4. Ces résultats
préliminaires soulignent I’importance de la mise en place d’une surveillance sentienelle afin de
suivre I’évolution des génotypes du VRS. Les informations alors générées seront trés utiles
pour la composition du futur vaccin. Les résultats de cette étude ont également permis de mettre
en exergue le caractere saisonnier de certains pathogenes. Ainsi, les infections aux virus
influenza étaient marquées par un caractére saisonnier sous forme épidémique durant les
périodes de janvier-mars et septembre-octobre suggérant ainsi que début septembre serait la
période propice a I’administration du vaccin. L’infection par le VRS était plus corrélée avec la
saison de pluie (juin a septembre) suggérant aussi que le mois de mai serait la période idéale a
I’administration du futur vaccin. Cependant d’autres études sur de longues durées sont
nécessaires pour confirmer ces saisonnalités. Bien que faiblement détectés (0,5%) chez les
enfants atteints de SG et d’IRAS, les résultats de cette étude nous confirment pour la premiére
fois, la circulation de M. pneumoniae et C. pneumoniae au Burkina Faso. Ils soulignent
également la nécessité de la prise en compte de ces bactéries dans la recherche étiologique des
IRA, et la mise en place d’un systéme national de surveillance des bactéries atypiques afin de
déterminer une épidémiologie claire. Cette étude rapporte une antibiothérapie chez environ
95,1% des patients de 1’étude bien que les virus soient généralement la principale cause des
IRA. Cette situation révéle la nécessité de réviser les pratiques cliniques pour une meilleure
prise en charge des patients. L'éducation et la sensibilisation du personnel de santé ainsi que les
parents des patients aux risques liés a la résistance aux antibiotiques seront également
nécessaires pour contrdler efficacement une utilisation abusive. Elle souligne également

I’'urgence de la vulgarisation des outils diagnostics pour une utilisation rationnelle des

127



antibiotiques. Par exemple, une utilisation des tests de diagnostic rapides du VRS et des virus
influenza A et B dans les CSPS permettrait d’indentifier les cas d’IRA virales ou bactériennes,

donc a une dimunition d’utilisation des antibiotiques.

La présente étude a fournit pour la premiére fois au Burkina Faso, des données
scientifiques pour une meilleure connaissance de 1’étiologie des IRA chez les enfants au
Burkina Faso. Cependant, elle révele la nécessité d’orienter les futures études sur la recherche
des voies et moyens pour une réduction de 1’'usage des antibiotiques dans la prise en charge des
cas d’IRA. De plus, la place et le role des pathogenes respiratoires non inclus dans cette étude
devraient étre déterminés a travers de futures études. Enfin, la recherche sur les bactéries
impliquées dans les IRA ainsi que leur sensibilité aux antibiotiques devront étre menées afin de

permettre une meilleure prise en charge des patients.
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ANNEXes

Annexe 1

Fiche de notification des infections respiratoires aigues séveres (IRAS)

Nom de la structure sanitaire :

Données sociodémographigues

Nom et prénom(s) du patient : ---------

Numéro d’identification : ---- ——

(Si <1an):Ageen mois : --------=--------

Lieu de Résidence : Secteur ; --------mmmmmmmmmm N° Tél. :

Profession du pere ou Tuteur :

Profession de la mére ou Tutrice :

Données cliniques

Date de début des symptdmes : --- ---/ === === [ === === ===-

Début : [ ] Progressif [ ]Brutal
Date d’hospitalisation (si hospitalisation il y’a) : --- --- / === -=-/ --- ---
Date de prélevements : --- --- [ === === [ -=- -=- ---

Antécédents médicaux : ] Faible poids a la naissance

[ ] Cardiopathie [ ] Diabete
[ ] Maladie dufoie ~ [__] Cancer

|:| Dénutrition

|:| Asthme

[ ] Mal. Rénale
[ ] Drépanocytose

[ ] Autres (préciser) :

Signes cliniques : [ ] Fievre (-------- °C)
[ ] Vomissements
] Léthargique ou inconscients
[ ] Incapable de boire ou de téter
[ ] saturation en oxygéne < 90 %
Prise d’antibiotiques avant la consultation : |:| Non

Diagnostic :

[ ]Toux

[ ] Dyspnée/Difficultés respiratoires

[ ]Maldegorge [ ]Diarrhée

|:| Convulsion

|:| Stridor

[ ] Tirage intercostal

[ Autres (préciser) :---------------
[ ] Oui (Préciser) :------------------

Traitement administré :
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Annexe 2

Protocole d’extraction des acides nucléiques a I’aide du kit QIAmp Viral RNA Kit de
QIAGEN

Point important

m Toutes les étapes de centrifugation doivent se mener a la température ambiante (15-25°C).

Choses a faire avant de commencer

m Equilibrer les échantillons a la température ambiante (15-25°C) pendant au moins 30 minutes.

m Equilibrer le tampon AVE pour ’¢lution a la température ambiante pendant au moins 30 minutes.
m Vérifier que les tampons AW1 et AW?2 ont été préparés selon les instructions du Kit.

m Add carrier RNA reconstituted in Buffer AVE to Buffer AVL according to instructions.

Procédure

+ Etape de lyse
1. Transférer 560 pl du tampon AVL- carrier RNA dans un tube eppendorf RNAse — DNAse free de

1.5ml;
2. Ajouter 140 ul d’échantillon au tampon AVL- carrier RNA dans le tube puis vortexer pendant 15 s.

R: Pour s’assurer de la bonne lyse, il est essentiel que 1’échantillon et le tampon AVL-carrier RNA

soient bien mixés pour donner une solution homogéne.
3. Incuber pendant 10 min a la température ambiante (15-25°C).
4. Centrifuger brievement le tube pour enlever les gouttes se trouvant a I’intérieur du capuchon.

4+ Etape de fixation

5. Ajouter 560 pl d’éthanol (96—-100%) dans le tube contenant le mélange 1’échantillon — tampon AVL-
carrier RNA puis vortexer pendant 15 s. Ensuite, centrifuger briévement le tube pour enlever les gouttes

se trouvant a I’intérieur du capuchon.

R: Afin d’assurer une meilleure fixation, il est essentiel que 1’échantillon soit bien mélangé avec

I’éthanol pour donner une solution homogene.

6. Transférer soigneusement 630 pl de la solution (échantillon — tampon AVL-carrier RNA — éthanol)
dans une mini colonne QIAamp surmontée sur un tube collecteur de 2 ml sans arroser ou mouiller le
bord. Fermer le capuchon et centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min. Placer la mini colonne
QlAamp dans un nouveau tube collecteur de 2 ml puis éliminer le tube contenant le filtrat. Fermer

chaque mini colonne afin d’éviter les contaminations croisées au cours de la centrifugation.
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R: Si la solution n’est pas complétement passée a travers la membrane, centrifuger de nouveau a une

grande vitesse jusqu’a ce que toute la solution passe a travers la membrane.
7. Ouvrir soigneusement la mini colonne QIAamp et repéter I’étape 6.

+ Etape de lavage

8. Ouvrir soigneusement la mini colonne QlAamp et ajouter 500 ul du tampon AWJ1. Fermer le
capuchon et centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min. Placer la mini colonne QlAamp dans un

nouveau tube collecteur et éliminer le tube contenant le filtrat.

9. Ouvrir soigneusement la mini colonne QlAamp et ajouter 500 pl du tampon AW2. Fermer le
capuchon et centrifuger a 20 000 x g (14 000 rpm) pendant 3 min. Placer la mini colonne QlAamp dans

un nouveau tube collecteur et éliminer le tube contenant le filtrat.
Note: Les résidus du tampon AW2 dans 1’éluat peuvent causer des problémes au moment de 1’analyse.

10. Recommandé: Placer la mini colonne QIAamp dans un nouveau tube collecteur et éliminer 1’ancien

tube contenant le filtrat. Centrifuger a haute vitesse pendant une minute.

+ Etape d’élution

11. Placer la mini colonne QlAamp dans un tube Eppendorf RNAse — DNAse free de 1.5 ml. Eliminer
I’ancien tube collecteur contenant le filtrat. Ouvrir soigneusement la mini colonne et ajouter 60 pl de
tampon AVE équilibré a la température ambiante. Fermer le capuchon et incuber a la température

ambiante pendant 1 min. Centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min.

R: Une seule élution avec 60 ul de tampon AVE est suffisante pour éluer au moins 90% de I’ ARN viral
de la mini colonne QIAamp. L’¢lution avec un volume inférieur a 30 pl entrainera une réduction de la

quantité de I’ARN viral extrait.
L’ARN viral est stable pendant une année si il est conservé a — 20°C ou — 70°C.

Précautions a prendre au cours de la manipulation

En raison de la sensibilité de la technologie d’amplification de 1’Acide nucléique, les précautions
suivantes sont nécessaires quand on manipule les mini colonnes QIAmp afin d’éviter les contaminations

croisées.

m Transférer soigneusement I’échantillon dans la mini colonne sans arroser le bord de la colonne.
m Changer d’embouts entre les différentes étapes. L’utilisation d’embouts filtrés est recommandée.
m Eviter de toucher la membrane de la mini colonne QIAamp avec 1’embout de la pipette.

m Aprés avoir vortexé les échantillons, centrifuger les brievement afin d’enlever les gouttes de solution

se trouvant a I’intérieur du capuchon.

154



m Porter des gants pendant toute la procédure. En cas de contact entre le gant et I’échantillon, changer

immédiatement de gants.

m Bien fermer la mini colonne QIAamp avant de la placer dans la centrifugeuse.
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Annexe 3

1) Composition des mélanges réactionnels

Multiplex

Virus

Kit utilisé

H20

Tampon
de
I'enzyme

Solution

Q

Amorces

dNTP

Rnase out

Mélange
d'enzyme

ARN

Final
volume

Multiplex
1

RSV

HMPV

Qiagen One-

Step RT-PCR kit

9,14 ul

6 ul

3,6 l

CaneP1 (10uM): 1,44 ul
CaneP2 (10uM): 1,44 pl

M1a (10uM): 1,44 pl
M2 (10uM): 1,44 pl

1,2 ul

0,3 ul

1l

3 ul

30 ul

Multiplex
2

PIV1

PIV2

PIV3

PIV4

Qiagen One-

Step RT-PCR kit

3,38 4l

3,6 ul

PiS1_F (10uM) : 1,44 p
PiS2_R (10pM) : 1,44 pl

PiP1_F (10pM): 1,44 p
PiP2_R (10uM): 1,44 pl

P3-1_F (10puM): 1,44 pl
P3-2_R (10pM): 1,44 pl

Pi4S_F (10pM): 1,44 pl
Pi4S_R (10uM): 1,44 pl

1,2 ul

0,3 ul

1l

30 ul

Multiplex
3

HCoV_0C43

HCoV_E229

HCoV_NL63

hCoV_HKU1

Qiagen One-

Step RT-PCR kit

338 4l

6 ul

3,6 ul

hCoV_0C43_MF1
(10uM): 1,44 pl
hCoV_OC43_MF3
(10uM): 1,44 ul

hCoV_E229MD1
(10uM): 1,44 pl
hCoV_E229_MD3
(10uM): 1,44 pl

hCoV_NL63_Sens
(10uM) : 1,44 ul
hCoV_NL63_antisense
(10uM) : 1,44 pl

hCoV_HKU1_Nsens-3
(10uM): 1,44 pl

1,2 ul

0,3 ul

1l

3 ul

30l
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hCoV_HKU1_antisense
(10uM): 1,44 ul
HRV SRHil (10puM) : 1,44 ul
SRHi2 (10puM) : 1,44 ul
Multiplex | ICV 6,26 pl 6ul |3,6ul CHAA (10pM) : 1,44 pl 1,2ul 0,3 pl 1l 3ul (30 pl
4 CHAD (10uM) : 1,44 ul
SARS-CoV Bin/outS (10uM) : 1,44 pl
Bin/outS2 (10uM) : 1,44 pl
Virus Kit utilisé H.0 Buffer x10 amorces dNTP| MgCl; Taq ADN vlc:)IIS?r:e
AdV ADHEX1F (10uM): 1 ul
. ADHEX2R (10uM) : 1 pl
M“'gp'ex Invitrogen 13,75 4l 25 4l 05u| 1,25u | 05ul |25ul| 254l
BoV 188F (10puM): 1 pl
542R (10puM): 1 pl
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2) Protocoles d’amplification des 5 PCR-Multiplex

Protocole d’amplification des PCR-Multiplex 1-4

Température Durée
Etape de la réaction
Transcription reverse 50°C 30 min
Inactivation de la RT/Activation de la Taq 94°C 15 min
PCR amplification (8 cycles)
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 58°C 30s
Elongation 72°C 1 min
PCR amplification (30 cycles)
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 50°C 30s
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale

72°C 10 min

4°C 10 min

Protocole d’amplification de la PCR-Multiplex 5

Etape de la réaction Température Durée
Activation de la Taq 94°C 5 min
PCR amplification (40 cycles)
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 58°C 30s
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale

72°C 10 min
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3) Liste des amorces utilisées pour la détection des virus respiratoires (Buecher et al.;

2010)
Amorces Séquence (5° - 3°) Geéne cible Taille
d’amplicon
RSV Nucléocapside 278 bp
Cane P1_F GGA ACA AGT TGT TGA GGT TTATGA
ATATGC
Cane P2_R CTGCTG TCAAGT CTAGTACACTGT AGT
HMPV Protéine de la 537 bp
Matrix
Mila_F GGA GTCCTACCT AGT AGAC
M2_R GCAGCTTCAACAGTAGCTG
PIV1 HA-NA 317 bp
PiS1 F CCG GTAATTTCT CAT ACCTATG
PiS2_R CTT TGG AGC GGA GTT GTT AAG
PIV2 HA-NA 507 bp
PiP2_F AAC AATCTGCTGCAGCATTT
PiP2- R ATG TCA GAC AAT GGG CAA AT
PIV3 HA-NA 189 bp
P3-1 F CTC GAG GTT GTC AGG ATATAG
P3-2_ R CTTTGGGAGTTG AACACAGTT
P1V4 Phosphoprotéine 451 bp
Pi4S F CTG AACGGT TGC ATT CAG GT
Pi4S R TTG CAT CAAGAATGAGTCCT
HRV VP4/VP2/5°’NC 549 bp
SRHil F GCA TCI GGY ARY TTC CAC CAC CAN CC
SRHi2_R GGG ACCAACTACTTT GGG TGT CCG TGT
ICV HA-estérase 485 bp
CHAA F ACACTT CCAACCCAATTT GG
CHAD_R CCT GACAGCAACTCCCTCAT
HCoV-E229 Géne M 574 bp
MD1_F TGG CCC CAT TAAAAATGT GT
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MD3_R
HCoV-0OC43
MF1_F
MF3 R
HCoV-NL63
NL63 sens_F

NL63
antisense_R

HCoV-HKU1

HKU-N-
sens3 _F

HKU1
antisense_R

AdV

ADHEX1_F
ADHEX2_R
BoV
188F
542R

CCT GAACAC CTG AAG CCAAT

GGCTTATGT GGC CCCTTACT
GGC AAATCT GCC CAAGAATA

GAT AAC CAG TGG AAG TCACCT AGT TC
ATT AGG AAT CAATTC AGC AAGCTG TG

ATC TGA GCG AAATTA CCA AAC

CGG AAA CCT AGT AGGGATAGCTT

CAA CAC CTAYGA STA CAT GAA
ACATCCTTB CKG AAGTTC CA

GAS CTC TGT AAG TAC TAT TAC
CTCTGT GTT GAC TGA ATA CAG

Géne M

Nucléocapside

Gene de la
Polymérase

Géne de la
protéine Hexon

334 bp

255 bp

443 bp

270 bp

354 bp

160



Annexe 4

1) Composition des mélanges réactionnels des PCRs en temps réel pour M. pneumoniae et C. pneumoniae

Tagman FAST

Final

Bactérie Kit utilisé H,O | Universal PCR Master amorces ADN
. volume
Mix

Mp181_F: 0,70 pl

M. 6.0 ul Mp181_R: 0,70 pl

pneumoniae o H Mp181_P: 0,70 pl

PCR ﬁgefemps Applied Biosystem 12,5 ul 5ul 25 ul

C VD4 _F: 0,25 pl
neumbniae 6,9 ul VD4 R: 0,25 ul

P VD4_P: 0, 125 pl

2) Protocole d’amplification de M. pneumoniae et C. pneumoniae

Etape de la réaction Température Durée
Activation de la Taq 95°C 10 min
PCR amplification (40 cycles)

Dénaturation 95°C 15s
Annealing 60°C 1 min
Elongation finale 10°C 10 min
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3) Liste des amorces utilisées pour la détection de M. pneumoniae et C. pneumoniae

(Tondella et al., 2002, Winchell et al., 2008)

Amorces Séquence (5° - 3°) Geéne cible Taille
d’amplicon

M. pneumoniae Toxine CARDS 73 bp
Mp181 F TTT-GGT-AGC-TGG-TTA-CGG-GAA-T
Mp181_R GGT-CGG-CAC-GAA-TTT-CAT-ATA-AG
Mpl81 P FAM-TGT-ACC-AGA-GCA-CCC-CAG-AAG-

GGC-T
C. pneumoniae Géne ompA 125 bp
VD4 _F TCC-GCA-TTG-CTC-AGC-C
VD4 R AAA-CAA-TTT-GCA-TGA-AGT-CTG-AGA-A
VD4 P FAM-TAA-ACT-TAA-CTG-CAT-GGA-ACC- HA-NA 317 bp

CTT-CTT-TAC-TAG-G-TAMRA
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Annexe 5

1) Composition du mélange réactionnel et protocole d’amplification de l1a RT

Mélange 1 Mélange 2
Unil2 5X first- . .
. s X dNTP 0.1 M | RNase OUT | Superscript | Final
Virus Kit utilisé primer H,O | ARN |Total| strand
(5uM) (10 mM) buffer DTT (40 U/ml) 11 (200U) |volume
SuperScript 111
RT Infllfnza specific Reverse | 0,4 pl 1ul |6,6pul Sul |13 pl 4ul 1l 1l 1l 7ul
Transcription

SuperScript 1 Influenza specific Reverse

Transcription

Protocole Mélange 1

Dénaturation : 72°C pendant 10 min puis rapidement

Inactivation de la réaction : 70°C pendant 15 min

sur la glace

Protocole Mélange 2

Incubation : 55°C pendant 80 min
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2) Composition du mélange réactionnel des PCR nichées

A/HIN1 pdm0Q9

Virus : Buffer Final
PCR A/HIN1 H20 10x MgCl. Amorces dNTP| Tag |ADNc volume
pdmQ09
H1-1 pHIN1_HA-27F : 0,5 ul
phlnl-ha-625r: 0,5 pl
H1-2 pHIN1_HA442F: 0,5 pl
pHIN1 HA-891R: 0,5 pl
ére 4 17.0ul | 2.5 ul 1 ul phlnl-ha-795f: 0,5 pl | | 251l |25 ul
1¢r¢ étape | H1-3 oul25p H P HANL LA 1313R- 0.5 1l 05ul [05p Sl |25p
H1-4 pHIN1-HA-1020F: 0,5 pl
pH1N1-ha-1591r: 0,5 pl
H1-5 pH1N1-HA1451f: 0,5 pl
pHIN1_HA-1735R: 0,5 pl
H1-1.1 pHIN1_HA-27F: 0,5 pl
pHIN1 HA-618R: 0,5 pl
H1-2.1 pHIN1_HA-544F: 0,5 pl
pHIN1 _HA-891R: 0,5 pl
2éme gtape | H1-3.1 17,025 1pl phini-ha-817f : 0,5 pl 0,5ul |05l 2,5ul |25 pl
pHIN1 HA-1265R : 0,5 pl
H1-4.1 pH1N1-HA-1020F: 0,5 pl
pH1N1-HA-1535r: 0,5 pl
H1-5.1 pHIN1-HA-1471f: 0,5 pl
pHIN1 HA-1735R: 0,5 pl
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A/H3N2

Virus : Buffer Final
PCR A/H3N2 H20 MgCl, Amorces dNTP| Taq |ADNc
10x volume
pdm09
h3-2f : 0,5 pl
H3-1 h3-660r : 0.5 il
H3-2 h3-269f: 0,5 pul
e h3-854r: 0,5 pl
1% étape 17,0l (2,5l 1l 0,5ul {05 ul 2,5ul |25 pul
H3-3 h3-763f: 0,5 pl
h3-1353r: 0,5 pl
H3-4 h3-1189f: 0,5 pl
h3-1727r: 0,5 ul
H3-1.1 h3-2f: 0,5 pl
h3-594r. 0,5 pl
H3-2.1 h3-357f; 0,5 |,l|
N ' 17,0l |25l 1pl h3-854r: 0,5 pl 0,5ul {0,5ul 2,5l |25 pl
2°M¢ étape h .
H3-3.1 3-763f: 0,5 pl
h3-1322r : 0,5 pl
H3-4.1 h3-1248f: 0,5 pl
h3-1727r: 0,5 ul
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3) Protocole d’amplification des PCR nichées

Etape de la réaction Température Durée
Activation de la Tag 95°C 5 min
PCR amplification (40 cycles)

Dénaturation 95°C 30s
Annealing 56°C 30s
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale 10°C 10 min

166



4) Liste des amorces utilisées pour les PCR nichées

Fragments Amorces Séquence (5° - 3°) Taille
d’amplicon

H1-1 598 bp
pHIN1_HA-27F GCAACAAAAATGAAGGCAAT
phlnl-ha-625r GGTCAGCASTAGTAGAYGGAT

H1-2 449 bp
pHIN1_HA-442F TGACTCGAACAAAGGTGTAA
pHIN1 HA-891R GGGTGTYTGRCAAGTTGTAT

H1-3 518 bp
phlnl-ha-795f GCAACTGGAAATCTAGTGGTA
pHIN1-HA-1313R CCAGGAAACCATCATCAA

H1-4 571 bp
pH1IN1-HA-1020F GAGGAATGTCCCGTCTATT
pH1N1-ha-1591r CCTTGTTGATTCCAGCTTT

H1-5 284 bp
pHIN1-HA-1451f GGCTGCTTTGAATTTTACCACAA
pHIN1 HA-1735R CTCATGCTTYTGAAATCCTAATG

H1-1.1 591 bp
pHIN1 _HA-27F GCAACAAAAATGAAGGCAAT
pHIN1 HA-618R CCCATAGTACGAGGACTT

H1-2.1 347 bp
pHIN1 _HA-544F GCTCAGCAAATCCTACATYAAT
pHIN1 HA-891R GGGTGTYTGRCAAGTTGTAT

H1-3.1 448 bp
phlnl-ha-817f CGAGATATGCATTCGCAAT
pHIN1 HA-1265R CCAGGTGGTTGAACTCTT

H1-4.1 515 bp
pHIN1-HA-1020F GAGGAATGTCCCGTCTATT
pHIN1-HA-1535r

H1-5.1 264 bp
pH1IN1-HA-1471f
pHIN1 HA-1735R CTCATGCTTYTGAAATCCTAATG

H3-1 658 bp
h3-2f GCAAAAGCAGGGGATAWTTYTATTAA
h3-660r GAAGATTTGGTCHTTGTCCGTA

H3-2 585 bp
h3-269f CTGCACRCTRATAGATGCTCTAT
h3-854r GGGTGCATCTGAYCTCATT

H3-3 590 bp
h3-763f GCAKAATAAGCATCTATTGGACRRT
h3-1353r GCGTTGTAWGACCAGAGRTCTAT

H3-4 538 bp
h3-1189f CTCAAGCAGCAATCGATCAA
h3-1727r GCAAATGTTGCAYYTAATGTT

H3-1.1 592 bp
h3-2f GCAAAAGCAGGGGATAWTTYTATTAA
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h3-594r CATTGTTYGGCATAGTYACGTT

H3-2.1 497 bp
h3-357f CCYACAGCAACTGTTACCCTTA
h3-854r GGGTGCATCTGAYCTCATT

H3-3.1 559 bp
h3-763f GCAKAATAAGCATCTATTGGACRRT
h3-1322r CTCAACRTATTTCTCWAGGTCCTGAAT

H3-4.1 479 bp
h3-1248f CTCAGAAGTMGAAGGGAGAA
h3-1727r GCAAATGTTGCAYYTAATGTT
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Annexe 6

Protocole de purification des amplicons a I’aide du Kit JetQuick PCR purification spin
(Genomed, Loehne, Germany)

Points importants

Avant de commencer, lors de l'utilisation d'un nouveau kit

- Reconstituer le tampon de liaison M1 avec de l'isopropanal,

- Reconstituer le tampon de lavage M2 avec de I'éthanol absolu (96-100%),

Protocole

1. Placer la colonne de JetQuick Spin dans un tube collecteur de 2 ml,

. Sur votre plaque PCR, ajouter 80 ul de tampon de fixation M1 a 20 p d'échantillons d'ADN,

. Bien mélanger en pipetant ou vortexant la plaque,

. Transférer soigneusement le volume total (100 ul) sur la colonne,

. Centrifuger & 12 000 g pendant 1 min,

. Eliminer le tube collecteur contenant le filtrat et réinsérer la colonne sur un nouveau tube collecteur,

. Ajouter 500 pl de tampon de lavage M2,

Lo N o o1 B~ w DN

. Centrifuger a 12 000 g pendant 1 min,

9. Eliminer le tube collecteur contenant le filtrat et réinsérer la colonne sur un nouveau tube collecteur,
10. Centrifuger a 12 000 g pendant 1 min

11. Placer la colonne dans un tube eppendorf marqué de 1,5 ml,

12. Ajouter 30 pl de tampon TE préchauffé a 70°CC

13. Centrifuger a 12 000 g pendant 2 min

14. Placer 1’éludt a — 20°C en attendant le séquencage.
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Annexe 7

1) Composition des mélanges réactionnels de la PCR nichée pour ’amplification du géne

Qiagen RT- RNase Qiagen 1 step Final
PCR Virus Kit utilisé H,O | PCR buffer | MgCl, | Amorces dNTP ouT RT-PCR ARN volume
5% enzyme
Qiagen One-
1 gtape | 5o 9N€ | SEPRTPER a4 7|5 05ul | rv-20TT: 00 E: o5u |0t LM 24l 25 i
2,5 ul
RSV g8 02(T Echanillon
: - gene h b 3f:0,4 ul < (1ag dilué
me 4 17,0l | 2,5 pl 1pl rsv_ab_. Al 0,5 ul : lueau |25 pl
27" etape | G hrsv_ab_4r: 0,4 ul Platinum) 5éme de |a
premiére
étape
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2) Liste des amorces utilisées dans la PCR nichée pour ’amplification du géne G (Agoti

et al., 2012)
Amorces Séquence (5° - 3°) Geéne cible Taille
d’amplicon

RSV A/B Géne G 73 bp
hrsv_ab_1f GGCAAATGCAAWCATGTCC

hrsv_ab_2r GTTATRACACTRGTATACCAACC

hrsv_ab_3f GCAATGATAATCTCAACYTC

hrsv_ab_4r CAACTCCATKGTTATTTGCC
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Annexe 8

MINISTERE DE LA SANTE | BURKINA FASO
AR Centre Fummmd¥ | ité — — Just
SECRETARIAT GENERAL """’j'R A z Unité — Progrés — Justice

Comité D’Ethique

N/Réf. A17-2013/CE-CM Bobo-Dioulasso, le 20 juin 2013

Avis d’examen d’un Projet de Recherche

1. Numéro d’enregistrement du projet de recherche :
17-2013/CE-CM

2. Intitulé du Projet de recherche :
« Etiologies des infections respiratoires aigues (IRA) chez les enfants de moins de cinq ans au
Burkina Faso ».

3. Investigateur Principal
Prof. Zékiba TARNAGDA

4, Avis du Comité d’Ethique
Avis favorable du Comité d I'exécution du projet de recherche

5. Durée de validité :
1 an a partir de la date d'approbation

6. Liste des membres présents :

Dr Abdoulaye OUEDRAOGO (Président)
Dr Germain TRAORE

Dr Diane VALEA

Dr Hervé KPODA

Dr Léa PARE

Mr Cyprien DABIRE

Mme Martine SOMDA

Mme Odile Hato ZAMPA

Dr Dezemon ZINGUE (Secrétaire)

VXN RLN =

Dr. Abdoulaye OUEDRAOGO

Comité d'Ethique Institutionnel du Centre MURAZ, BP 380 Bobo-Diculasso, Burkina Faso, Tél. : (226) 20.97.01.02 Fax : (226) 20 97 04 57
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