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Introduction: Les infections respiratoires aigués (IRA) constituent un probléme de
santé publique. L’objet de notre étude était de rechercher les virus influenza dans les
cas d’IRA chez les enfants de moins de cinq ans.

Matériel et Méthodes: Il s’est agi d’une étude transversale, prospective, portant sur
les IRA dans quatre sites sentinelles de la grippe a Bobo-Dioulasso de janvier a
septembre 2014. Des prélévements nasopharyngés ont été effectués chez des enfants
de moins de cinq ans en consultation externe et présentant des symptomes d’IRA selon
la définition de I'OMS (tout patient avec histoire de fiévre ou fiévre > 38°C et toux
avec début de symptomes dans les 10 premiers jours). Les virus influenza ont été
détectés dans les échantillons par rRT-PCR a I’aide des amorces, sondes et protocoles
du CDC Atlanta. L’impact des facteurs météorologiques (température, humidité
relative, pression atmosphérique, pluviométrie, poussiére et vitesse du vent) sur les cas
d’IRA positifs aux virus influenza a été évalué par analyse multivariée.

Résultats: Un total de 61/355 (17,2%, 1Cos0;: 13,2-21,2) cas d’IRA ont été confirmés
positifs aux virus influenza dont 20 (33%) cas d’influenza B et 41 (67%) cas
d’influenza A. Aprés sous-typage des virus influenza B, 13 (65%) et 2 (10%) de cas
appartenaient respectivement aux sous-types Victoria et Yamagata contre 5 (25%) cas
non sous-typés; des virus influenza A, 11 (26,8 %) cas du sous-type (HIN1)pdm09 et
30 (73,2%) cas du sous-type H3N2 saisonnier ont été identifiés. 1.’analyse multivariée
a montré qu’une augmentation de 1a pression atmosphérique ou de la vitesse du vent
favorisait 1a survenue des IRA dues aux virus influenza (OR=1,0001; p=0,003 pour la
pression atmosphérique et OR=1,91; p=0,002 pour le vent) contrairement a la hausse
de la température moyenne ambiante qui n’a pas favorisé cette survenue des IRA
(OR=0,78 ; p=0,005).

Conclusion: Les sous-types A(HIN1) pdm09 et H3N2 saisonnier, B Yamagata et B
Victoria ont circulé a Bobo-Dioulasso de janvier a septembre 2014. L’augmentation de
la vitesse du vent et de la pression atmosphérique a favorisé la survenue des IRA dus
aux virus influenza.

Mots clés : virus influenza, rRT-PCR, facteurs climatiques, Bobo-Dioulasso

Auteur : Kyere P.A. Eric ; Tél : 00226 70051892 ; e-mail : anselmekyere@yahoo.fr
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Introduction: Acute respiratory infections (ARI) constitute a public health concern.
The aim of our study was to investigate influenza viruses in ARI cases among children
under five years.

Material and methods: We carried out a prospective and cross-sectional study to
detect influenza viruses in ARI cases in four influenza sentinel sites of Bobo-
Dioulasso from January to September 2014. Nasopharyngeal swabs were collected
among enrolled children according to the WHO definition of ARI (any patient with
story of fever or fever > 38 ° C and cough with onset of symptoms within the first 10
days). Influenza viruses were detected by rRT - PCR using CDC, Atlanta, primers,
probes and protocols. The impact of meteorological factors (temperature, relative
humidity, atmospheric pressure, rainfall, dust and wind speed) on ARI due to influenza
viruses was evaluated by multivariate analysis.

Results: Out of 355 nasopharyngeal specimens, 61/355 (17.2% Clgss,:13.2 -21.2) were
positive for influenza viruses: 20 /61(33%) cases of influenza B and 41/61 (67%) cases
of influenza A. After Subtyping: out of influenza B viruses, 13 (65%) and 2 (10%) of
cases were respectively subtypes Victoria and Yamagata against 5 (25%) non-
subtyped cases; and out of influenza A viruses, 11 (26.8%) cases of influenza
A(HIN1)pdm09 subtype and 30 (73.2%) cases of seasonal H3N2 subtype were
identified. Multivariate analysis showed that an increase of the atmospheric pressure or
the speed of the wind favored the occurrence of ARI due to influenza viruses (OR = 1,
0001; p = 0.003 for atmospheric pressure and OR = 1.91; p = 0.002 for the wind
speed), contrary, the increase of the average of temperature did not favor the
occurrence of ARI (OR = 0. 78; p = 0. 005).

Conclusion: Subtypes (HIN1)pdm09 , seasonal H3N2 , B Yamagata and B Victoria
have been circulating in Burkina Faso from January to September 2014. The increase
of the wind speed and the atmospheric pressure has favored the onset and the

circulation of influenza viruses, in opposite of the increase the average temperature.

Key words: influenza virus, rRT-PCR, climatic factors, Bobo-Dioulasso.
Author: KYERE P.A. Eric; Tel: 00226 70051892; e-mail: anselmekyere@yahoo.fr
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Sigles et abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique
AIS : Agent itinérant de santé
AN : Acide nucléique

Ac : Anticorps

Ag : Antigéne

ARN : Acide nbonucléique

BFA : Burkina-Faso

Buffer AVE :Elution viral buffer

Buffer AVL : Lysis viral buffer

Buffer AW : Wash buffer

C : Degré Celsius

CDC : Centers for Diseases control and prevention (centre de

contrdle et de prévention de la maladie)

CMA : Centre médical avec antenne chirurgicale
CNR : Centres nationaux de référence

CNRG : Centre National de Référence pour la Grippe
CPK : Créatine-Phospho-Kinase

CSPS : Centre de Santé et de Promotion Sociale
DLM : Direction de Lutte contre 1a Maladie
FFP2 : Filtering Face-piece Particles

Flu : Influenza

HA ou H : Hémagglutinine

HEF : hémagglutinine-estérase-facteur

IEC : Information Education Communication
IF : Immunofluorescence

IHA : Inhibition d’hémagglutination

INSSA : Institut Supérieur des Sciences de la Santé
IRA : Infection Respiratoire Aigué



IRSS - Institut de Recherche en Sciences de la Santé

m/s : métre par seconde

max. : maximale

Mini : minimale

Mm : millimétre

MTV : Milieux de Transport Viraux

NA : Neuraminidase

NEP : Nuclear Export Proteins (Protéines d’export nucléaire)

OMA : Otite Moyenne Aigué

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORL : Oto-rhino-laryngologie

PA : Protéine Acide

PB : Protéine Basique

PCR : Polymérase Chain Reaction

Pdm : Pandémique

PIV ou VPIH ou HPIV Parainfluenzavirus humain

it RT-PCR : real ime RT-PCR

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR

Sec : seconde

SG : Syndrome Grippal

TDR : Test de Diagnostic Rapide

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

VRS ou RSV : Virus respiratoire syncytial |

WHO : World Heath Organisation (organisation mondiale de la
santé)
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Introduction

Selon 1’Organisation mondiale de la Santé (OMS), une infection respiratoire aigué
(IRA) est toute infection a début brutal, affectant les oreilles, le nez, la gorge, le
larynx, la trachée, les bronches, les bronchioles ou les poumons. Elle varie du rhume
ordinaire aux infections de I’oreille, maux de gorge, bronchites, bronchiolites et
pneumonies [1].

Les IRA sont parmi les principales causes de morbidité et de mortalité des jeunes
enfants dans le monde [2]. Plus de 156 millions de nouveaux cas d’IRA sont rapportés
chaque année [3]. En 2012 selon I’OMS, elles ont été responsables de plus de 3
millions de décés dans le monde et un tiers de ces décés seraient survenus chez des
~ enfants de moins de cinq ans. En Afrique, elles représentent 16 % des causes de déces
chez les enfants de moins de 5 ans. Les IRA demeurent donc la premiére cause de
mortalité chez les enfants de moins de cinq ans devant le paludisme, le sida et la
rougeole réunis [2-4]. De nombreuses études se sont intéressées aux étiologies des
IRA. On estime que les virus influenza seraient responsables de 16 a 20 millions de
cas d’IRA dans le monde chaque année chez les moins de 20 ans [S]. Une étude
réalisée en 2009 par Ndjoum et al. au Cameroun a montré une nette prédominance des
virus influenza dans la survenue des IRA d’ongine virale [6]. Au Burkina Faso, les
IRA font partie des dix principaux motifs d’hospitalisation et de décés dans les
formations sanitaires au Burkina Faso (BFA) [7] . Selon ’OMS, elles ont été
responsables de plus de 20 000 déces au BFA en 2012 soit 15 % des décés survenus
chez les enfants de moins de cinq ans [8]. Des études montrant I’importance des IRA
au BFA en général, et plus particuliérement 8 Bobo-Dioulasso sont trés anciennes. En
effet, Tall ef al., en 1999 ont montré que les IRA représentaient 16,8% des motifs
d’hospitalisation en pédiatrie dans cette localité [9].

Au BFA une étude portant sur la surveillance des syndrome grippaux, réalisée par
Tarnagda et al., avait montré une prévalence de 6,6% pour les virus influenza, les
enfants de moins de 5 ans étant les plus affectés [10]. Par ailleurs le potentiel
génétique trés évolutif du virus grippal rend compte de 1’originalité de sa propagation :
les glissements antigéniques responsables d’épidémies annuelles et les cassures

antigéniques a lorigine de grandes pandémies. Ainsi au cours du 20°™ siécle,



plusieurs pandémies se sont succédées dont la plus grave fut celle de 1918 qui avait
infecté prés d’un tiers de la population mondiale d’alors et avait fait plus de 40
millions de morts [11]. Ce potentiel génétique rend nécessaire la conception annuelle
de nouveaux vaccins en fonctions des types et sous-types de virus influenza circulants
[12, 13]. Des études sur les IRA tirent ainsi leur importance de I’impact de ces
infections sur la population des enfants de moins de 5 ans dans nos pays mais
également du potentiel épidémique de certaines de ces étiologies notamment les virus
influenza. Certaines études ont aussi montré 1’impact des paramétres météorologiques
sur la circulation des virus influenza, principaux agents étiologiques des IRA [14, 15].

La surveillance du virus influenza s’avére donc nécessaire méme dans nos pays a
ressources limitées. Notre étude s’est ainsi intéressée a déterminer la place des virus
infuenza dans la survenue des IRA chez les enfants de moins de 5 ans a Bobo
Dioulasso et a évaluer I’impact des facteurs météorologiques telles que la température
ambiante, ’humidité de 1’air, la vitesse du vent, la pression atmosphérique, la
pluviométrie et la poussiére sur la circulation des virus influenza. Pour ce faire, nous
avons parcouru les travaux et études antérieurs concernant les généralités sur les IRA,
avant d’aborder notre propre étude qui s’est déroulée sur les sites sentinelles et dans le

laboratoire.
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I. Généralités

I.1. Généralités sur les IRA

L1.1. Epidémiologie des IRA

Les IRA ont toujours constitué un véritable probléme de santé publique. Déja en 2008,
le nombre de déces dus aux IRA était de plus de 1,5 millions chez les enfants de moins
de cinq ans [3]. En 2012, plus de 156 millions de nouveaux cas d’IRA ont été
enregistrés dans le monde dont trois millions de décés chez les jeunes. Les pays
africains et asiatiques en payent chaque année le plus lourd tribut: 70 % des décés dus
aux IRA au monde surviennent dans des pays africains et asiatiques en
développement. En Afrique, les IRA représentent 16 % des causes de déces chez les
enfants de moins de 5 ans, I’Afrique de I’Ouest étant la sous-région la plus touchée
[8]. Au BFA les IRA font partie des dix principaux motifs d’hospitalisation et de déces
dans les formations sanitaires. La prévalence des IRA y est en constante évolution
passant de 11,2 % en 1993 a 13,5% en 1999 et a 15% en 2012 [7]. Le taux de mortalité
y est également passé de 14% en 2000 a 15 % en 2012 [7, 8].

L1.2. Diagnostic clinique et de laboratoire des IRA

Le diagnostic des IRA est essentiellement clinique. Il s’agit habituellement d’un
patient présentant des signes d’atteinte respiratoire tels que la toux, une difficulté
respiratoire, un écoulement nasal. A ces signes, s’associe le plus souvent la fiévre
traduisant un syndrome de réponse inflammatoire systémique. La diarrhée et les
vomissements sont fréquemment rencontrés chez les nourrissons et les nouveaux nés.

Les examens para cliniques ont pour but essentiellement de rechercher des
complications, de déterminer le terrain, de rechercher les différents agents étiologiques
en cause. Les IRA peuvent €tre causées par des bactéries, des champignons et/ou des
virus. Les bactéries et certains champignons sont responsables dans la survenue des
IRA. Par ordre décroissant, les bactéries comme Streptococcus pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Legionella et Staphylococcus

aureus ont été incriminées dans les IRA [16]. Quand [I’étiologie des IRA est



bactérienne, a ’aide d’une antibiothérapie appropriée, le traitement a plus de chance
d’aboutir. Par contre dans les cas d’IRA ot les bactéries sont associées aux virus ou
quand I’étiologie est uniquement d’origine virale, les difficultés de traitement
croissent. Les vaccins pour prévenir les IRA a étiologie virale n’existent souvent pas et
quand ils existent, ils ne sont pas accessibles dans nos pays en développement.
Malheureusement, les virus sont responsables dans 80% des cas d’IRA. lls infectent le
tractus respiratoire d’emblée et comprennent le virus respiratoire syncytial, le
rhinovirus, I’adénovirus, les para influenza, le coronavirus. Griace au progrés des
techniques de biologie moléculaire, cette dernieére décennie, d’autres virus respiratoires
plus virulents tels que le métapneumovirus, les coronavirus NL63 (HcoV-NL63) et
HKUI1 le Bocavirus humain, les parechovirus, les polyomavirus WU et KI ont été
détectés dans les IRA [17].

Les virus influenza ne sont pas en reste dans 1’étiologie des IRA. Depuis I’avénement
du virus influenza A(HIN1)pdm09, le renforcement de la surveillance de I’infection
par les virus influenza a permis de constater I’important réle étiologique que jouent ces
virus dans la survenu des IRA et leur complication. En effet une étude de Pon-
Catalano et al. en 2003 a montré I’implication directe des virus influenza dans 12 %
des cas de pneumonies communautaires nécessitant une hospitalisation. De plus les
virus influenza favorisent les infections 3 pneumocoque, 4 mycoplasme ou a d’autres
agents pathogenes dans 39,4% des cas [18]. Si telle est I’'importance des virus
influenza dans la survenue des IRA, quelle est I’historique des virus influenza

responsables de ce fléau redouté qu’est la grippe ?

L2. Historique des virus influenza et de la grippe

Les premicres descriptions de la grippe datent d’Hippocrate. Plusieurs épidémies
marquérent I’histoire de la grippe. Mais les plus grandes pandémies sont survenues
durant le 20°™ siécle. En 1918 la grippe espagnole fit entre 20 a 50 millions de morts
dans le monde (Tableau I). La grippe dés lors devint une priorité pour les chercheurs.
Ainsi en 1931 fut isolé le 1% virus grippal porcin par Shope ef al. aux USA [19]. En
1933, Smith, Andrewes et Laidlow isolérent le 1% virus de la grippe humaine a

Londres [19].



En 1940, un virus grippal fut identifié et nommé B, pour le différencier du précédent
qui devient donc le type A. Le virus influenza C sera découvert en 1947, cette année
fut également marquée par la survenue d’une sévére pandémie dite «grippe italienne»
due a un virus qui a subi un important glissement antigénique et fut nommé Al. Dix
ans plus tard, une autre pandémie appel€e « grippe Asiatique » par un autre type de
virus dénommé A(H2N2) avait occasionné 2 a 3 millions de morts dans le monde. En
1968, une pandémie (grippe de Hong-Kong) due a un nouveau virus de type A(H3N2)
avait engendré un million de morts [19].

En 1997 a Hong Kong, les premiers cas d’infection humaine par des virus aviaires
A(H5N1) chez 18 personnes furent rapportés dont 6 décédérent.

Entre 2003 et 2008, plusieurs cas de grippe aviaire ont été notés dont 241 déces
humains dus au virus A(H5N1), puis en Chine on assista a la transmission a 1’homme
d’un autre virus aviaire, le virus influenza A(H7N9) [20]. En avril 2009 au Mexique et
aux Etats Unis d’Amérique, on a assist¢ a la survenue d’une nouvelle pandémie
appelée la grippe porcine due a un virus inédit résultant de réassortiments génétiques
complexes. Ce virus se propagea assez rapidement et plus de 214 pays furent touchés.
On dénombra 399232 cas avec plus de 18337 décés. L avénement de cette pandémie
motiva I’OMS a renforcer les surveillances de la grippe dans les centres de référence
de la grippe et leur création dans les pays n’en possédant pas. C’est dans ce contexte
qu’il a été créé au Burkina-Faso le centre national de référence de la grippe en 2009.

Tableau I: Caractéristiques des trois plus grandes pandémies de la grippe du
20éme siécle

Date  Désignation Zone Virus Taux de Mortalité Groupes
d’apparition létalité  estimée  d’age
estimé affectés
1918- Grippe Indéterminé HIN1 2-3%  20-40 Jeunes
1919  espagnole millions  adultes
1957- Grippe Chine H2N2 <0,2% 14 Enfants
1958 Asiatique  méridionale millions
1968- Grippe de Chine H3N2 <0,2% 14 Tous
1969 Hong Kong Méridionale millions




L.3. Virus influenza
1.3.1. Définition, Classification, Nomenclature

Le Myxovirus influenzae est un virus enveloppé a ARN segmenté, de polarité négative,
appartenant a la famille des orthomyxoviridae. Ce mot vient du grec Ortho : droit ;
myxa : mucus montrant ainsi une prédilection pour la muqueuse. Cette famille
comprend 6 genres: influenza virus A, influenza virus B, influenza virus C, isavirus,
thogotovirus et les quaranjavirus. Le genre isavirus infecte les poissons et le genre
thogotovirus infecte les parasites des poissons. Le genre quaranjavirus de découverte
récente infecte les oiseaux et les insectes [21]. Les trois autres genres d’influenza virus
A, B et C, sont responsables de la grippe humaine, mais seuls les genres A et B sont
responsables d’épidémie. Ils se distinguent sur la base de I’antigénicit¢ de leur
nucléoprotéine [19, 21}.

Le virus B infecte les hommes essenticllement mais de récentes études ont montré une
infection également des phoques. 1l comprend deux sous types: ’influenza B de la
lignée Victona et 'influenza B de la lignée Yamagata [22].

Les souches virales sont dénommées selon : Type/Hote d’origine si non humain/Lieu
d’origine/Numéro d’enregistrement/année d’isolement/HxNx.

Exemple: A/Brisbane/59/2007/ HIN1 [19].

L3.1. Morphologie et structure du virus influenza

Les virus influenza sont enveloppés, arrondis, de forme ovale, mesurant un diamétre
de 80-120 nm et sont rarement filamenteux. Le génome viral est constitué¢ de 8
segments monocaténaires pour les virus A et B, et 7 segments pour le virus C. Ce
génome viral codent pour 11 protéines virales qui sont I’ hémagglutinine (HA ou H),
la neuraminidase (NA ou N), NP, M1, M2, NS1, NEP, PA, PB1, PB1-F2, PB2 ; La
matrice recouvre la face interne de I’enveloppe virale qui est lipidique et provient de la
membrane cytoplasmique de la cellule hote. Elle est tapissée de spicules
glycoprotéiques qui représentent les HA et les NA ( Figure 1)



Figure 1: Schéma du virus de la grippe

(adapté de Source : Seth J. Sullivan, 2010) [23]
1.3.1.1. Les protéines

On distingue deux grands groupes de protéines les protéines de surfaces et les
protéines internes. [l existe principalement deux protéines de surfaces
'Hémagglutinine (HA) et la Neuraminidase (NA).

v' L’hémagglutinine

L’hémagglutinine est la glycoprotéine de surface qui est la plus représentée. 1l en
existe 18 types différents, classés de H1 a H18. Elle permet la fusion de 1’enveloppe
virale avec la membrane de la cellule héte infectée caractérisant le pouvoir infectant
du virus. Elle a également la propriété d’étre un déterminant antigénique puissant, la
plupart des anticorps antigrippaux étant dirigés contre elle [19, 24].

v" Les neuraminidases

Les neuraminidases constituent des spicules a la surface des virus grippaux A et B. On
dénombre 11 types de neuraminidases (N1 a N11). Ces glycoprotéines permettent aux
virus de se détacher d’une cellule qu’ils ne peuvent pas pénétrer, elles sont impliquées
dans le relargage des nouveaux virus hors de la cellule infectée [19, 24].

Les types de HA et de NA pouvant se combiner pour donner naissance aux sous-types
pathogenes pour les humains sont: H1, H2, H3, H5, H7, H9 et N1, N2 et N9 [25].



L.3.1.2. Le cycle viral

Les principales cibles des virus grippaux sont les cellules ciliées ou épithéliales de
’arbre respiratoire. Les virus se fixent de fagon spécifique a la surface des cellules
cibles grice a I’hémagglutinine qui reconnait I’acide sialique terminal des
sialoglycoprotéines de 1’enveloppe cellulaire hote. La pénétration du virus dans la
cellule s’effectue par endocytose. La capside et le génome viral sont alors dans une
vacuole d’endocytose qui fusionne avec des lysosomes. Une fusion entre la membrane
virale et celle de la vacuole libére ensuite dans le cytoplasme cellulaire le matérnel
génétique du virus. L’ARN viral de polarité¢ négative est ensuite transcrit en ARN
complémentaire de polarité positive, répliqué et épissé par la machinerie cellulaire an
niveau de son noyau. La traduction, I’assemblage et le transport des protéines virales
sont effectués dans le cytoplasme. Enfin, le nouveau virion bourgeonne a la surface
cellulaire avant d’étre libéré. Ce demier poursuit un nouveau cycle. La neuraminidase

permet a ce stade la libération des virus [26}.

L.3.1.3. Variabilité antigénique

11 existe deux types de variation antigénique:

v Le glissement ou «drift»: il est le résultat de mutations survenant lorsque le virus
réplique son génome. Ces mutations sont dues a la faible fidélité ainsi qu'a
l'absence d'activité correctrice de I'ARN polymérase-ARN dépendante. Elles sont
responsables des épidémies saisonnieres hivernales avec des souches sensiblement
similaires aux précédentes [27, 28].

v" La cassure ou «shift» : La nature segmentée du génome des virus grippaux est a
l'onigine de ce phénomeéne. Elle se produit a la suite d'une co-infection d'un méme
hote par différents virus. Les segments génomiques de ces virus sont redistribués
aléatorrement au sein des virus produits. Ceci peut engendrer I'émergence de
nouveaux sous-types totalement différents capables d'une part, de passer la barriére
de l'espéce, et d'autre part, d’étre responsables de pandémies de grippe, le virus ne
trouvant aucune immunité correspondante pour limiter son extension. Le porc, qui
est réceptif aux virus aviaires et aux virus humains, est réputé pour permettre de

telles recombinaisons entre virus provenant de ces deux espéces [27, 28].
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1.3.4. Epidémiologie de ’influenza

L.3.4.1.Espéces naturellement infectées - Réservoir du virus

Les espéces animales naturellement infectées par le virus de type A de la grippe sont
les oiscaux, et certains mammiféres. Les oiseaux constituent un vaste réservoir de
virus de type A, car il existe une grande diversit¢ de déterminants antigéniques parmi
les virus aviaires. Le porc a la particularit¢é de pouvoir étre infecté par les virus
grippaux porcins, aviaires et humains. De plus, il y a une possibilité de transmission
d’un virus grippal d’origine porcine a I’homme [19]. Le virus de type B infecte surtout

les hommes et certains animaux marins comme le phoque [22].

1.3.4.2.Transmission, contagion et transport

La transmission interhumaine de la grippe est aérosolisée, par voie respiratoire, a partir
des fines gouttelettes de Pfliigger émises lors des éternuements, de la toux ou méme de
simples mouvements respiratoires. La quantité de particules suffisante pour infecter un
sujet sain a été évaluée a une unité infectieuse pour culture cellulaire. Le sujet est
contagieux a partir d’un jour avant le début des symptomes jusqu’a 6 jours aprés [19].

L.3.4.3. Formes épidémiques

Il existe deux modes d’évolution de 1a maladie :

-les épidémies saisonniéres : la grippe sévit plus fréquemment de fagon saisonniére et
épidémique. Les sous types les plus souvent retrouvés sont le A(HIN1) saisonnier et
A(H3N2) saisonnier. Les épidémies de grippe surviennent souvent entre les mois de
novembre et d’avril dans 1’hémisphére nord, entre les mois d’avril et de septembre
dans ’hémisphére Sud.

-Les pandémies : c’est a 1’occasion de ’émergence de souches virales nouvelles et
hautement contagieuses que surviennent les pandémies grippales. Le terme pandémie
évoque une épidémie d’extension mondiale en un temps relativement court. Les
pandémies de 1918-1919, 1957, 1968 et 2009 sont celles qui ont marqué le 20°™ siécle
avec des mortalités et morbidités élevées [25].

11



1.3.4.4. Saisonnalité de la grippe

Le virus influenza se manifeste selon une distribution saisonniére trés marquée surtout
pour le sous type A. Il est par ailleurs reconnu que la distribution de la pathologie est
liée pour une grande part a la température. En Afrique subsaharienne et en Amérique
latine, des études ont relevé une association entre la prévalence de la grippe et les
fortes pluviométries [29}.

1.3.5. Pathogénie de ’influenza

L3.5.1. Physiopathologie

La pénétration du virus dans |’organisme se fait par voie nasopharyngée, suite a
I’inhalation de gouttelettes de sécrétions rhinopharyngées de malades en suspension
dans D’air. La réplication virale se fait dans le nasopharynx (maximum en 48 heures et
se poursuit pendant 6-8 jours).

La NA abaisse la viscosité du flux muqueux, détruit les récepteurs cellulaires (cellules
a mucus et cellules ciliées), favorise la propagation du virus dans les voies
respiratoires supérieures, et I’écoulement des sécrétions infectées vers les voies
respiratoires inférieures. L’élimination virale se fait dans les sécrétions
nasopharyngées 1 a 2 jours aprés le début des symptomes [19].

L3.5.2. Sémiologie de Pinfluenza

L.3.5.2.1. Type de description: grippe commune

- La période d’incubation est bréve de 1’ordre de 24 a 72 heures.

- Le début est trés brutal avec installation d’emblée du syndrome grippal : fiévre
¢levée (souvent >a 38 °C), frissons, malaise général, asthénie, douleurs diffuses.

- La phase d’état se caractérise par la persistance de I’altération de 1’état général, du
syndrome douloureux et 1’apparition d’un syndrome catarrhal des voies respiratoires
supérieures d’intensit¢ variable. Il peut exister une hyperhémie conjonctivale, une
rhinorrhée, un énanthéme pharyngé, une laryngite avec une toux séche et douloureuse.
- L’examen physique est sans particularités en dehors de quelques riles bronchiques.
Les examens paracliniques montrent une radiographie pulmonaire normale ou

subnormale avec de discretes opacités hilifuges hétérogénes. L’hémogramme pourrait
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montrer une leuconeutropénie, une polynuciéose méme en 1’absence de surinfection
bactérienne.

- L’évolution est rapidement résolutive avec disparition de la fiévre et de ’ensemble
des signes d’accompagnement en 2 a 4 jours; une petite réascension thermique
passagere réalise le classique « V » grippal. Des complications peuvent survenir
surtout chez les personnes a risque. Les facteurs de mauvais pronostic sont: les ages
extrémes (avant 12 mois et aprés 65 ans), 1a grossesse, les cardiopathies ou broncho-

pneumopathies chroniques [30].

1.3.5.2.2. Formes compliquées
Elles sont dues a des complications liées a 1a virulence de la souche, et sont par
conséquent principalement observées au cours des périodes pandémiques.

v Complications respiratoires

» La bronchite est la complication respiratoire la plus fréquente. La grippe peut
étre cause d’exacerbations de bronchopneumopathie chronique obstructive
(BPCO), de mucoviscidose ou de décompensation d’asthme.

» la pneumonie grippale peut engendrer un tableau d’insuffisance respiratoire
aigué associant un cedéme pulmonaire cardiogénique ou lésionnel et une
insuffisance cardiaque congestive. Elle survient vers les 2°™ et 3°™ jours.

» Les complications ORL (otite, sinusite et laryngite) touchent surtout les enfants.
L’otite moyenne aigué surviendrait chez 35% des enfants hospitalisés pour une
grippe de type A. Elles peuvent aboutir 3 une surdité [31].

v Complications neurologiques

» Les méningo-encéphalites sont trés rares. Elles surviennent surtout chez les
enfants de moins de 5 ans. Elles se manifestent par des troubles de conscience,
des convulsions et parfois une défaillance multi viscérale [32].

» Le syndrome de Gullain-Barré est une polyradiculonévrite aigué
démyéhinisante, survenant fréquemment dans les 15 jours suivant 1’infection
[32, 33].
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v Complications cardiaques et musculaires

» Les myocardites et les péricardites sont exceptionnelles. Elles peuvent se
traduire par une augmentation de la dyspnée, des troubles du rythme cardiaque
et une élévation des enzymes cardiaques[34].

» Les myosites sont 1’apanage des infections par le virus de type B et se
manifestent surtout chez les enfants par des douleurs musculaires et une
élévation des enzymes musculaires notamment des Créatine-Phospho-Kinase
(CPK). Les signes s’amendent en 3 a 4 jours [35].

L3.5. Diagnostic virologique de la grippe

L3.5.1. Diagnostic direct

v" Le diagnostic moléculaire :
Les méthodes de biologie moléculaire par real time reverse transcription polymerase
chain reaction (fRT-PCR) sont actuellement des outils de choix pour le diagnostic de
I’infection grippale en raison de leur rapidité (résultats obtenus aprés 4-6heures),
sensibilité et spécificité. La rRT-PCR consiste a une étape de transcription inverse de
I’ARN du virus influenza en ADN complémentaire (ADNc) suivie d’une étape
d’amplification durant laquelle la machine procéde a la détection et la quantification
d’un émetteur fluorescent proportionnel a la quantité d’amplicon produit durant la
réaction qui sera converti par la suite en une courbe. Son allure traduit la positivité ou
la négativité [36].
v" -Le diagnostic immunologique
e Tests rapides immunochromatographiques et inmunoenzymatiques
Facilement réalisables, ils permettent de détecter aprés un délai de 30 mn, la présence
des virus saisonniers de type A et B dans des échantillons nasopharyngés ou
oropharyngés.
e Méthodes d’immunofluorescence :
Elles présentent |’avantage d’apprécier la qualit¢ du prélévement effectué et
permettent d’obtenir un résultat rapidement (1 a 2 heures) [36].
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v' Diagnostic par isolement en culture cellulaire
Elle permet un suivi épidémiologique et une caractérisation antigénique des souches.
Elle autorise aussi I’étude de la sensibilité aux antiviraux permettant de surveiller

’apparition de souches résistantes au médicament [36].

L.3.5.2. Diagnostic sérologique
Il est utile a titre rétrospectif pour des études épidémiologiques de séroprévalence et le
contréle de I’efficacité vaccinale [36].

1.3.6. Traitement

1.3.6.1. Traitement curatif
Le but du traitement consiste a éviter les complications et a réduire la transmission.
Les molécules utilisées dans le traitement étiologique comprennent :

» Les inhibiteurs de la protéine M2 :

IIs inhibent la réplication de I’influenza en bloquant les canaux ioniques M2.
Toutefois ils ne sont actifs que sur le type A. On distingue la rimandatine et
I’amantadine. Seul I’amantadine est utilis¢ chez les enfants a la dose de S mg/kg, 1l a
des effets secondaires sur le systéme nerveux central et par ailleurs on assiste a
Pémergence de virus de plus en plus résistants a ces molécules [37, 38].

» Les inhibiteurs de la neuraminidase :

Ce sont des analogues de 1’acide sialique et ont pour role de bloquer la région active
de la NA. Ils sont actifs sur les types A et B. on distingue le zanamivir et I’oseltamivir.
L’oseltamivir est mieux toléré et est utilisé a partir de 1 an a la dose de 2 mg/kg en
deux prises par jour et est également utilisé en chimioprophylaxie [39].

Au titre du traitement symptomatique, le repos, une bonne hydratation, des
antipyrétiques et une prise en charge correcte d’une affection chronique sous-jacente
sont recommandés. Les autres moyens de traitement associent une antibiothérapie et

une réanimation.
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1.3.6.2. Traitement préventif

v' Mesures générales
Il s’agit de I’isolement des malades, le port de masque pour les patients, le personnel
soignant et les visiteurs, I’hygiéne de la toux, le nettoyage des objets souillés ainsi que
des surfaces de contact et la désinfection systématique des mains [40, 41].
v Vaccination

Elle est indiquée chez les sujets smvants: dgés de plus de 65 ans présentant une
affection respiratoire ou rénale chronique, un faible poids de naissance ou une
prématurité, une drépanocytose, un diabéte non équilibré; une immunodéficience et les
personnes en contact avec des sujets a risque. On distingue deux grands types de
vaccin : les trivalents et les quadrivalents. Chaque année de nouveaux vaccins basés
sur les HA dérivant des différents stéréotypes circulant sont indiqués. Ainsi pour cette
année, le centers of disease control and prevention (CDC) Atlanta préconise pour les
trivalents des HA dénivant de A/California/7/2009 (HIN1), de A/Texas/50/2012
(H3N2), B/Massachusett/2/2012 et pour le quadrivalent en plus de HA associe celui de
B/Brisbane/60/2008 (B/Victoria) [42]). Aprés avoir parcouru les connaissances
générales concernant les IRA dont la grippe et les virus influenza, nous avons
également effectué une revue de la littérature.

Les infections respiratoires aigués sont un probléme de santé publique. Elles sont
retrouvées partout dans le monde. La lutte nécessite une surveillance des différents
virus circulant afin de mettre au point des vaccins annuels. Ainsi partout dans le
monde sont mis en ceuvre un réseau de surveillance des influenza. Nous passerons

donc en revue les différents résultats de ces surveillances.
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I1. Revue de la littérature

Les infections respiratoires aigués (IRA) sont des pathologies fréquentes affectant un
nombre élevé de personnes avec un taux de mortalité trés élevé notamment dans les
pays en développement. Des études réalisées de par le monde ont montré une
responsabilité importante des virus influenza dans la survenue des IRA et des
syndromes grippaux; ainsi une étude réalisée a8 Rome en 2009 et recherchant les causes
virales des syndromes grippaux a montré que 25/103 (24%) des prélévements
nasopharyngés étaient positifs aux virus influenza, 15/103 (15%) d’entre eux
comportaient le rhinovirus et un cas positif au virus respiratoire syncytial (VRS) fut
détecté. Les symptomes majeurs étaient : la fiévre, la toux, le mal de gorge [43]. Au
Pakistan, de janvier 2008 a décembre 2011, une surveillance virologique réalisée dans
cing sites sentinelles, et basée sur I’analyse par rRT- PCR des prélévements de patients
présentant des IRA a rapporté que sur 6258 cas échantillonnés et analysés, 24%
avaient été détectés positifs aux virus influenza. Parmi les cas de virus influenza
détectés, 72% (1066 spécimens) étaient dus au virus influenza de type A et 28% (423
spécimens) comportaient le virus influenza de type B. Aprés sous-typage du virus
influenza A, 25 (2%) cas appartenaient au sous-type A(HIN1) saisonnier; 169 (16%)
cas se sont avérés étre positifs au sous-type A(H3N2) saisonnier contre 872 (82 %) cas
confirmés positifs au sous-type influenza A(HIN1)pdm09. L’influenza B et les
quelques cas du virus influenza A(HIN1) saisonnier ont été détectés tout le long de la
période d’hiver et du printemps par contre, la circulation du sous-type influenza
A(H3N2) saisonnier a été principalement observée d’aoiit a octobre, correspondant a la
saison d’été [44]. Une étude réalisée par Mizuta et al au Japon sur les IRA a rapporté
que sur 9624 prélévements nasopharyngés réalisés de 1996 a 2003 11,7 % (1124/9624)
étatent positifs au virus influenza A(H3N2) saisonnier et 4% (388/9624 ) au virus
influenza de sous type A(HIN1) et 7% (670/9624) au virus influenza de type B. parmi
les virus influenza de type B 63,3 % (424/670) étaient positifs au sous type Yamagata
et 36,7 %(246/670) au sous type victoria. L’ Afrique est le continent le plus touché par
cette affecion. Au Madagascar de juillet 2008 a juin 2009, une étude de Narasoa et al.
a trouvé des virus respiratoires dans 75,1% (235/313) de prélévements nasopharyngés
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chez des patients présentant une IRA. Parmi les cas positifs les virus influenza étaient
les plus rencontrés avec une prévalence de 27,3% pour les virus influenza A et de
3,9% pour les virus influenza B bien loin devant les VRS et le rhinovirus. Cette étude
prouva en outre que les enfants de moins de 5 ans étaient les plus touchés tant sur le
plan symptomatique que virologique. Les symptomes les plus fréquents étaient la
fievre, la toux et le mal de gorge [45]. Ces résultats étaient similaires a ceux obtenus
au Maroc par Barakat et al. en 2009 qui rapportaient une nette prédominance des virus
influenza dont plus de 96% cas étaient dus au sous-type influenza A(HIN1)pdm09
[46]. En Tunisie les virus influenza circulaient avec une prédominance de 70% pour le
sous-type influenza A(HIN1)pdm09, et 22% pour le virus influenza de type B. Le
sous-type A(H3N2) saisonnier représentait 5% contre 3% des virus influenza A non
sous typés [47]. En république centrafricaine, une étude de Nakouné et al. a montré
une nette prédominance des virus influenza dans la survenue des IRA avec une
prévalence de 8,8%; dont 7,3% du virus influenza B et 1,5% du virus influenza
A(HIN1)pdm09; 1a plus part des cas d’IRA survenant durant la saison pluvieuse [48].
Toutefois au Gabon une étude de Lekana et al. montra que les virus influenza étaient
les virus les moins fréquents avec une prévalence de 11,9% et que trois cas sur quatre
étaient survenus chez des enfants de moins de cinq ans d’age [49]. Une étude réalisée
au Kenya en 2013 a montré une fréquence accrue des IRA chez les enfants d’age
moyen de 16 mois. La prévalence des virus influenza était de 14,6% dont 78% pour le
type A, 21% pour le type B et 1% pour une co-infection. Un pic de I’infection par les
virus influenza a été€ observé durant les mois de juillet 23 novembre [50]. Au Rwanda
Nyatanyi et al. ont enregistré une prévalence de 29,2% pour les influenza. Parmi ces
cas positifs le sous-type A(HIN1)pdmO09 représentait 71,8 % des cas le A(H3N2)
saisonnier 7,7 %, I'influenza B 13,3%; un pic a été retrouvé d’octobre a novembre et
de février a mars correspondant a la saison pluvieuse [51]. En Zambie une étude se
déroulant de juin 2008 a décembre 2009 avait permis de collecter 1234 échantillons
dont 57 (4,6%) étaient positifs au virus influenza, parmi ces cas positifs 95% 1’étaient
au virus influenza de type A, 5% a ceux de type B. Parmi les influenza A 30% était du
sous-type A(HIN1)pdmQ9, 54% était du sous-type A(HIN1) saisonnier 11% du sous-
type |
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A(H3N2) et 7% était indéterminés. Les virus influenza étaient plus fréquents au niveau
de la tranche d’age de 1 a 4 ans. Un pic avait également été retrouvé durant les mois de
juin & aout pendant ces deux années de surveillance [52]. En Angola une étude réalisée
par Cardoso et al. de 2009 a 2012 a montré sur un total de 691 prélévements
nasopharyngés 39 cas positifs au virus influenza dont 18 au type B ,12 au sous-type
A(H3N2) et 9 au sous-type A(HIN1); les enfants de moins de cinq ans représentant
86% des cas. On y retrouve également un pic durant le mois de mai a septembre [53].
En Afrique subsaharienne au Ghana une étude de Kwofie et al. rapporta que les virus
étaient les principaux responsables d’IRA, en effets au moins un virus a été détecté
dans plus de 25% des écouvillons contres 9,4% pour les bactéries. Une étude de
Dosseh et al. au Sénégal rapporta une prévalence de 17,5% a 40% pour les virus
influenza durant les périodes de pics d’IRA, ces périodes correspondant a des périodes
de forte pluviométrie et de forte humidité.

Sur le plan clinique la fiévre, la toux et les rhinorrhées demeurent les signes essentiels
dans la survenue de la grippe. La fiévre demeure le maitre symptome présent dans 89
% des cas [54]. Une étude de Kadjo et a/ en céte d’ivoire a rapporté que le virus
influenza de sous-type A(HIN1)pdmQ9 était prédominant pendant les cinq premiére
années de surveillance (2003-2010) tandis que le sous-type A(H3N2) saisonnier n’a
prédominé que durant les 3 derniéres années. Les mémes résultats ont enregistré une
co-circulation des virus influenza A et B et un pic saisonnier durant les mois de mai,
juin et octobre de I’année; les virus influenza ont représenté 16 % des cas d’IRA dans
cette étude [55]. Au Niger une ¢tude de Jusot et al. montrait sur un total de 320 cas de
syndrome grippaux 76 cas positif a I’influenza soit 23,8% comprenant 46 cas pour le
A(HIN1)pdm09, 19 pour le saisonnier A(H3N2) et 11 pour ’influenza; et retrouvait
un lien entre facteur climatique et la survenue de la grippe, et également un pic durant
la saison froide; 39% des cas [14]. Au Burkina-Faso la surveillance de la grippe est
récente a QOuagadougou des études réalisées chez des enfants hospitalisés au
CHUCDG a montré une prévalence de 14,12 % pour le virus influenza lors des IRA
[56]. Tarnagda et al. avaient retrouvé une prévalence de 6,6% les enfants de moins de
5 ans représentant 41,37% des cas positifs [57]. Les virus influenza recherchés étant

essenticllement le type A et ses sous types saisonnier et pandémique, ainsi que
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I'influenza B. Nous n’avons pas retrouvé des études s’intéressant au différents sous
type du virus influenza de type B c'est-a-dire le virus influenza B de la lignée
Yamagata et celu1 de la lignée Victoria au Burkina-Faso ni dans la sous-région ouest-
africaine; ailleurs en Quganda, au Japon, des études ont montré la co-circulation des
deux sous types d’influenza B durant la méme saison ainsi qu’en Isra€l et en Europe
[58-60}.

Toutes les études rencontrées sont unanimes que les tranches d’ages les plus touchées
sont celles des enfants de moins de cinq ans, ceci s’expliquant par I’immunité faible
encore fragile des enfants pas de contact suffisant pour développer des anticorps le
portage plus élevé chez les enfants ce qui favorisent en méme temps la propagation des
virus et la survenue de complications.

Dés lors les enfants sont apparues comme le maillon essentiel sur lequel on devrait se
fixer pour pouvoir lutter efficacement contre la grippe. Ainsi plusieurs études sont
consacrées essentiellement a cette couche vulnérable, et des vaccinations de masse
sont proposées a cette couche durant les épidémies afin de réduire la propagation du
virus. Ainsi dans cette couche une autre sous couche est encore plus vuinérable celle
de faible poids de naissance, des prématurés, des malnutris. La malnutrition avait été
retrouvée dans plus de la moitié des cas d’IRA selon une étude de Narfiye et al. en
2003 [61].

IIs existent des facteurs non modifiables favorisant la survenue des IRA notamment les
facteurs météorologiques (Température ambiante, humidité relative, pression
atmosphérique, la pluviométrie la vitesse du vent, la poussiére). Pour confirmer ces
faits plusieurs études ont été menées, ainsi une étude de Soebiyanto et al. en 2008 a
démontré que la baisse de la température ambiante, I’élévation de I’humidité et de la
pression atmosphérique favoriseraient la survenue des IRA due au virus influenza [62,
63].

Les traitements existent toutefois dans la plus part des pays africains les vaccins et les
médicaments restent peu disponibles notamment au Burkina-Faso et dans les autres
pays subsahariens selon une étude de Duque et al. [64]. Des cas de résistance aux
antiviraux sont rencontrés dans plusieurs études. Ainsi une étude réalisée au Sénégal
par Dia et al avaient retrouvé 86 cas de résistance a I’oseltamivir [65].
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Les données existantes sur les généralités des IRA et sur le role des virus influenza
comme principaux agents étiologiques viraux des IRA sont assez abondantes a travers
des études dans toutes les régions du monde. Cependant pour le cas particulier du
Burkina Faso, seules quelques rares données a cet effet ont été trouvées. Ceci justifie
le choix de notre théme d’étude: « infections respiratoires aigués a virus influenza chez
les enfants de moins de cinq ans a Bobo-Dioulasso : aspects épidémiologiques,

virologiques et météorologiques ».
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I11. Question de recherche

HL1. Question de recherche

Quelle est la prévalence des virus influenza dans la survenue des IRA ?

I1L.2. But de I’étude

Améliorer la prise en charge des IRA en général et plus particulierement celles dues

aux virus influenza.
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IV. Objectifs

IV.1. Objectif général

Etudier la place des virus influenza dans les étiologies des IRA chez les enfants de
moins de cinq ans dans les sites sentinelles de la grippe 8 Bobo-Dioulasso.

IV.2. Objectifs spécifiques
1) Identifier tous les cas cliniques d’IRA en accord avec la définition OMS des IRA

chez les enfants de moins de cinq ans au sein des sites sentinelles de la ville de Bobo-
Dioulasso.

2) Détecter les virus influenza par rRT-PCR des écouvillons nasopharyngés issus des
patients enrdlés dans 1’étude.

3) Identifier les types et les sous-types des virus influenza détectés des cas d’IRA a
Bobo-Dioulasso.

4) Déterminer I’impact des facteurs climatiques (température, pluviométrie, humidité
relative, poussiére et vitesse du vent) sur les virus influenza circulants chez les enfants

de moins de cinq ans 3 Bobo-Dioulasso.
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V. Matériel et méthodes

V.1. Cadre et Champ de ’étude
Notre étude a été réalisée au sein de trois types de structures: les centres de santé

désignés comme sites sentinelles de la surveillance de la grippe, le centre national de
référence pour la grippe (CNRG) et la direction régionale de la météorologie de Bobo-
Dioulasso.

» Les sites sentinelles de la grippe qui sont au nombre de quatre a Bobo-
Dioulasso ont été retenus comme sites de 1’étude:

e L’Hopital de District de DO qui est un centre médical avec antenne chirurgicale
situé au secteur 22 de la ville. 11 couvre une population totale de prés de 490000
habitants et est le premier centre de référence pour 24 centres de santé et de
promotion sociale (CSPS) et 89 formations sanitaires privées. Les prestataires
de soins sont composés de: un médecin spécialisé en gynécologie et obstétrique,
5 médecins généralistes, 2 pharmaciens, 7 techniciens de laboratoire, 39
attachés de santé, 42 infirmiers, 15 sages-femmes et 8 accoucheuses.

o la clinique Leila est une clinique pédiatrique privée située au secteur 5 de Bobo-
Dioulasso. Elle regoit en moyenne une vingtame d’enfants par jour pour
consultation. Un médecin pédiatre, 2 techniciens de laboratoires, 2 infirmiéres

et 2 secrétatres y prestent service.

o le CSPS d’Accart-ville qui est une formation sanitaire dépendant du district
sanitaire de DO6. I a ét€ mis en place en 1963 et couvre une population de 69679
habitants. Les prestataires de soins sont au nombre de 29: 10 infirmiers, 3
sages-femmes, un maieuticien, 4 agents itinérants de santé et 11 accoucheuses

auxiliaires.

o Le CSPS de Colsama dépend également du District sanitaire de Do. Il est en
service depuis 2000 et couvre une population totale estimée a plus de 36 000
habitants en 2012. Il comprend un dispensaire et une maternité. Un personnel
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composé de 21 agents de santé : des infirmiers, des agents itinérants de santé,

des accoucheuses auxiliaires y assurent les activités quotidiennes.

Ces quatre sites (Figure 2) ont été retenus de fagon raisonnée selon les critéres

suivant: proximité, fréquentation, accessibilité et disponibilité des agents.

Le centre national de référence pour la grippe (CNRG) abnté au sein de
I’Institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS) de Bobo-Dioulasso a été
créé depuis 2009 par le ministére de la Santé. La surveillance sentinelle de la
grippe y a effectivement commencé en juin 2010. Ce centre abrite le laboratoire
national de référence (LNR) pour la grippe ou sont réalisées les analyses. En
plus d’autres locaux, le LNR comporte en son sein une salle d’extraction des
acides nucléiques de niveau de sécurité biologique P2 amélioré, une salle de
mix et une salle d’amplification de I’ADN, ce qui répond parfaitement aux
exigences de ’OMS en matiére de Bonne Pratique de Laboratoire (BPL). Le
personnel du CNRG est composé de son coordonnateur, Maitre de recherche,
d’une attachée de Recherche, d’un pharmacien biologiste, d’un médecin, de
deux techniciennes supéricures de laboratoire et de plusieurs thésards et
stagiaires.

La direction régionale de la météorologie de Bobo-Dioulasso sise au sein de
Vaéroport de Bobo-Dioulasso est chargée de la surveillance météorologique
dans la ville a travers les relevés quotidiens des différents paramétres. Ses
misstons sont la collecte, la compilation, le traitement, I’analyse et 1’archivage
des données météorologiques et climatologiques de la localité.
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Figure 2: Carte sanitaire de la région des hauts-bassins



V.2. Type et période de ’étude

1l s’est agi d’une étude transversale avec un recueil prospectif des données portant sur
les patients agés de 0 a4 S ans regus en consultation externe pour IRA dans ces
différents centres de santé cités si dessus. Cette étude a duré 9 mois, s’étendant de
Janvier a septembre 2014.

V.3. Population d’étude

v Critéres d’inclusion
Les patients qui correspondaient a la définition des cas d’IRA selon I’'OMS (tout
patient avec histoire de fiévre ou fievre > 38°C et toux avec début de symptomes dans
les 10 premiers jours). Le consentement éclairé des parents et des tuteurs a été

obligatoire.

v" Critéres de non inclusion
Les patients dont les parents ou les tuteurs qui ont refusé le prélévement nasopharyngé.
Tout autre pathologie rendant difficiles les prélévements nasopharyngés.

V.4. Echantillonnage

1l s’est agi d’une étude préliminaire sur la surveillance des virus influenza au niveau
des sites sentinelles. Ces sites ont été retenus de fagon raisonnée selon les critéres
suivant: proximité, fréquentation, accessibilité et disponibilité des agents. Le
recrutement des cas répondant aux critéres d’inclusion a été fait de fagon exhaustive
durant la période d’étude.
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V.5. Description des variables étudiées

-Variables épidémiologiques: age, sexe.

-Variables cliniques: fiévre, toux, mal de gorge, diarrhée, vomissement, difficulté
respiratoire, écoulement nasal.

-Variables biologiques: virus influenza A, virus influenza B, virus influenza
AHINDpdm09, virus influenza A(H3N2) saisonnier, virus influenza A(HINI)
saisonnier, virus influenza B Yamagata et virus influenza B Victoria.

-Variables météorologiques: Température, vitesse du vent, humidité¢ relative,

pluviométrie, pression atmosphérique et poussiére.

V.6. Définitions opérationnelles

- Cas suspect ou cas clinique: c’est tout patient avec histoire de fievre ou fievre >
38°C et toux avec début de symptomes dans les 10 premiers jours

- Cas prélevé : correspond a tout cas suspect qui a été effectivement prélevé sur le site
- Cas confirmé ou cas positif : c’est tout cas suspect prélevé s’étant avéré positif aux
virus influenza aprés les analyses de laboratoire par rRT-PCR.

- La température ambiante : correspond a la quantité de chaleur de 1’air ambiant
mesuré. Elle est exprimée ici en degrés Celsius.

- L’humidité relative ou état hygrométrique: rapport entre la quantité¢ de vapeur
d'eau contenue dans un volume d'air donné a une température donnée et la quantité de
vapeur d'eau contenue par ce méme volume d'air a saturation. Elle est mesurée dans
notre étude a I’aide d’un hygrométre et exprimée en pourcentage.

- La pluviométrie: c’est la mesure quantitative de la pluie. L'outil utilisé pour sa
mesure est le pluviométre (pluviographe). L’unité de mesure utilisée est le millimétre.

- La vitesse du vent: est la composante horizontale du déplacement de 1'air en un
point donné et 2 un instant donné que nous avons mesurée en meétres par seconde.

- La pression atmosphérique: elle correspond au poids de 1a colonne d’air située au-
dessus d’un niveau donné. Elle a ét¢ mesurée a I’aide d’un barométre et I’unité de
mesure est le millibar.

-la poussiére est une mesure qualitative, subjective déterminée par la visibilité de

certains repéres.
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V.7. Collecte des données

Nous avons utilisé comme outils de collecte des données les fiches de notification des
patients pour D’enregistrement des IRA et une fiche de collecte des données
météorologiques obtenues auprés de la direction régionale de la météorologie de
Bobo-Dioulasso. La fiche de notification des IRA comprend quatre parties : une
premiére partie concernant I’identification du patient (nom, prénom(s), age et sexe),
une seconde partie réservée aux aspects cliniques (fiévre, toux, maux de gorge,
vomissement, diarrhée , détresse respiratoire, ...) une troisiéme partie se rapportant au
traitement administré avant et aprés 1a consultation et une quatriéme et derniére partie
relative aux résultats d’analyse de laboratoire (cf. Annexe let 2).

V.7.1. Collecte et acheminement des échantillons

Les prélévements nasopharyngés ont été effectués chez tous les patients correspondant
a la définition de cas d’IRA tous les jours de consultation et conservés dans le milieu
de transport viral (MTV). Ces prélévements ont été conservés dans des réfrigérateurs a
+4 °C. Le transport des échantillons ont été assurés quotidiennement au laboratoire a
bord d’une motocyclette, au maximum, trois heures aprés le prélévement en respectant
le systéme de triple emballage. Une fois au laboratoire du CNRG, chaque spécimen est
étiqueté et quatre aliquots en sont réalisés. Les trois aliquots sont ensuite conservés au
congélateur a -80°C et le quatriéme est utilisé pour 1’analyse de la semaine qui est

réalisée vendredi et samedi.
V.7.2. Analyse des spécimens

Les spécimens sont analysés au sein du laboratoire du CNRG. La détection des cas de
grippe est effectuée par RT-PCR en temps réel (rRT-PCR) en utilisant les amorces, les
sondes et le protocole du CDC Atlanta.
La rRT-PCR a ét€ pratiquée dans trois salles différentes et séparées:
» La salle d’extraction ou a été réalisée 1’extraction de I’ARN viral; c’est une
salle sécurisée équipée et adaptée.



> La salle de préparation des mix, bien séparée de la salle d’extraction afin
d’éviter toute contamination par des acides nucléiques. L’acces a cette salle sera
strictement réglementé (port de blouse spéciale, nombre de personnes limité).

» La salle d’amplification ou salle PCR proprement dite. Elle est équipée de deux
machines de rRT-PCR pour I’étape finale d’amplification.

V.7.3. Extraction de I’ARN viral

Elle est réalisée par la méthode manuelle sous une hotte a flux laminaire de sécurité
biologique de niveau P2 dans la salle dédiée a cet effet (cf. Annexe 3). Les quatre
principales étapes de cette extraction sont:

- 1a lyse : elle permet une lyse des cellules et une dénaturation des RNAses en vue de
libérer de I’ARN viral intact.

- La fixation : elle permet de fixer I’ARN préalablement libéré sur une membrane.

- le lavage qui permet d’obtenir un ARN purifié exempt de toute contamination.
- Enfin, I’étape d’¢élution pour drainer I’ARN retenu que 1’on conserve a -20°C.

V.7.4. Préparation du mix

L’objectif est de préparer les différents réactifs avec lesquels les spécimens sont testés.
C’est un mélange comprenant : un couple amorce/sonde de I'influenza A, de
I'influenza B; La solution de master mix est préparée dans la salle de préparation des
mix. Le calcul pour chaque réactif du mix est différent selon qu’on utilise le kit
Invitrogen ou le kit Ambion. Il est aussi fonction du nombre de spécimens que 1’on
dott tester. Apres, 20 pl du mix sera distribué dans chaque puits; et 5 ul de controle
négatif sera ajouté dans les puits réservés a cet effet selon le schéma de plaque. La
plaque est transférée dans la salle d’extraction ou 5 pl de I’ARN de chaque spécimen a
analyser et 5 pl des différents contrdles positifs sont ajoutés dans les cupules toujours
selon le schéma de plaque. La plaque sera transférée au niveau de la salle
d’amplification (Annexe 4).



V.7.5. La transcription inverse, ’amplification et ’interprétation des résultats.

L’amplification et la détection des virus influenza a été faite a I’aide de I’'une des deux
machines PCR en temps réel : Applied Biosystems 7300 ® et Applied Biosystems
7500 fast ® toutes couplées a un micro-ordinateur. Ce sont des systemes utilisant un
logiciel de pilotage qui permet de simplifier 1’analyse des données tout en facilitant la
visualisation des résultats. Elle a été exécutée en 3 étapes principales a des
températures différentes :

» la transcription inverse (50°C pendant 30 min),

» l’activation de I’inhibiteur de la Taq (95°C pendant 2 min),

» enfin I’amplification a raison de 45 cycles (95°C pour 15 sec/55°C pour 30

sec).

Les résultats ont été interprétés a la fin de la PCR pour détecter la présence des
différents virus. Les résultats étaient présentés sous forme de courbe d’amplification.
Cette courbe est tracée avec en ordonnée I’intensité de la fluorescence et en abscisse le
nombre de cycles.
L’interprétation des résultats a ¢été faite en observant I’allure de la courbe
d’amplification obtenue pour chaque échantillon, en le comparant avec celui des
controles positif et négatif utilisés. Une courbe réguliére sous forme de courbe de
Gauss a été considérée comme un résultat positif. L’absence de courbe ou la présence
de toute autre courbe irréguliére pour un échantillon donné a été interprété comme
négatif (Annexe 6 et7).
V.7.6. contréle de qualité interne et externe des analyses de laboratoire
Toutes les analyses de laboratoire ont été effectuées en respectant les exigences de
bonne pratique de laboratoire (BPL). Un contréle de qualité externe est réalisé chaque
année par le « Centre for Health Protection (CHP), Department of Health (DH), The
Government of the Hong Kong Special Administrative Region (HKSAR Government
) ».Un certificat est attribué¢ au CNRG pour le controle de 2014, attestant du respect
des normes et standards exigés (Cf. certificat en annexe 8).
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Figure 3: Algorithme de typage et de sous typage des virus influenza
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V.8. Analyses des données

On a procédé a une double saisie des données obtenues a partir des fiches de collecte
sur un logiciel Microsoft Excel Office 2013. Les données saisies ont été par la suite
compilées, analysées et interprétées a ’aide du logiciel STATA 13. Les patients ont
été catégorisés en différentes classes d’age en mois ([0-5] , [6-11], [12-23], [24-35]
,[36-47] ,[48-60] ). Les odds ratios, les intervalles de confiance a 95% ont été calculés.
La valeur de p < 0,05 était considérée statistiquement significative.
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V1. Considérations éthiques

Le Centre National de Référence pour la Grippe (CNRG) est reconnu par 1’arrété
ministériel n° 2009-100/MS/CAB du 18 mai 2009 autorisant ainsi une surveillance
sentinelle de la grippe au niveau national. Un protocole national de surveillance de la
grippe a été élaboré et validé par la Direction de lutte de la maladie (DLM). Le CNRG
dispose également de I’approbation du comité d’éthique de I’IRSS pour mener cette
étude (Annexe 9). (Cette approbation est renouvelable)
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VII. Résultats

VII.1. Caractéristiques de la population d’étude

Au total 355 patients de moins de cinq ans répondaient aux critéres de définition de
cas clinique d’IRA et, avaient été inclus dans notre étude. Le CSPS d’Accart-ville et le
CSPS de Colsama avaient enr6lé 106/355 (29,9%) et 105/355 (29,6%) cas cliniques
respectivement. La clinique pédiatrique Leila et I’hopital du District de D6 avaient
enregistré respectivement 78/355 (22%) et 66/355 (18 ,5%) de cas cliniques d’IRA

(Figure 4).

W CSPS d'accart-ville m CSPS de Colsama m clinique pediatique Leila ® hopital de district

22%

29%

Figure 4: Répartition des cas clinique d’IRA en fonction des différents sites

L’age moyen des enfants enr6lés dans 1’étude était de 18 +1 mois avec des extrémes
de 1 mois a 60 mois, 56,5% d’entre eux étaient de sexe masculin. La répartition par
groupes d’4ge avait montré que les groupes les plus représentés étaient les enfants agés
de 6 a 11 mois et de 12 a 23 mois correspondant respectivement a 24,5 %, et 23,4 %

des cas cliniques (Figure 5).
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Figure 5: Répartition des différents cas clinique d’IRA en fonction de ’dge des
patients

Le délai moyen d’apparition des symptomes avant la consultation était de 3 jours avec

des extrémes allant du méme jour au 14°™ jour (Tableau II).
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Figure 5: Répartition des différents cas clinique d’IRA en fonction de I’dge des
patients

Le délai moyen d’apparition des symptomes avant la consultation était de 3 jours avec

des extrémes allant du méme jour au 14°™ jour (Tableau II).
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Tableau II: Nombre de cas cliniques selon le délai de consultation

Délai de Fréquence Pourcentage Pourcentage
consultation cumulé
0 4 1,14 1.14
1 79 22.44 23.58
2 107 30.40 53.98
3 62 17.61 71.59
4 41 11.65 83.24
5 19 5.40 88.64
6 11 3.13 91.76
7 11 3.13 94 .89
8 6 1.70 96.59
9 2 0.57 97.16
10 6 1.70 98.86
10 1 0.28 99.15
12 1 0.28 99.43
13 1 0.28 99.72
14 1 0.28 100.00
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VIL.2. Répartition des cas suspects d'IRA et de cas positifs aux virus
influenza en fonction du délai de consultation

Le délai moyen de consultation était de 3 jours, la plupart des patients soit 83,4%
ayant consulté dans un délai de moins de quatre jours. L’analyse par rRT-PCR avait
rapporté que 73,7 % des cas positifs avaient été enregistrés chez les patients ayant
consulté dans un délai de moins de 3 jours (Figure 6). Nous n’avions pas retrouvé de
différence statistiquement significative entre les patients prélevés dans un délai de

consultation de trois jours et ceux prélevés au-dela (p= 0,67).
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Figure 6: Répartition des cas suspects et des cas positifs en fonction du délai de
consultation

VIL3. Caractéristiques cliniques des cas suspects d'IRA et de cas positifs aux
virus influenza

A P’inclusion, sept symptomes avaient été recherchés chez les patients. C’étaient la
fievre, la toux, le mal de gorge, la diarrhée, les vomissements, un écoulement nasal et
une dyspnée. La fiévre et la toux étaient plus présentes que les autres symptomes, et

avaient affecté respectivement 96% et 74,4 % des patients (Figure 7).
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Chez les patients dont 1’analyse par rRT-PCR était positive aux virus influenza soit 61
patients, les signes les plus fréquents étaient la toux: 95,1 %; la fiévre: 85,2% (Figure
5). La présence de la fiévre avait été le seul signe statistiquement significatif avec
p=0,03.
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Figure 7: Répartition des différents signes cliniques chez les cas cliniques d’IRA

et chez les cas confirmés positifs aux virus influenza.

VIil.4. Traitement des IRA

Au cours de notre étude nous n’avions pas interféré dans le traitement des différents
soignants. Nous avions juste reporté les différents traitements institués. Apres analyse
des données enregistrées sur les fiches de collecte des patients inclus dans notre étude,
32/355 (9,0%) avaient, au préalable, bénéficié d’un traitement a base d’antibiotiques
avant la consultation. Les antibiotiques les plus utilisés étaient I’amoxicilline (68,75%)
et ’association triméthoprime et sulfaméthoxazole ou cotrimoxazole (21,87%). Aprés
la consultation 339/355 (95,5 %) d’entre eux avaient été mis sous antibiotique,

essentiellement a I’aide de I’amoxicilline (48,5 %) et du cotrimoxazole (24,2 %).
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VILS. Distribution des types et sous types des virus influenza détectés dans la

population d’étude.

VILS. 1. Répartition des différents types et sous types viraux

Aprés les analyses de laboratoire, 61/355 patients avaient été confirmés positifs a la
recherche des virus influenza soit une prévalence de 17,2% (ICos: [13,2 -21,2]).

En considérant tous les cas cliniques d’IRA de notre étude, le virus influenza de type
A avait été détecté chez 41/355 (11,5 %) avec ICgse, [8,2-14,8] des enfants contre
20/355 (5,6 %) avec ICoss [2,5-7,9] cas d’IRA due au virus influenza de type B. Parmi
tous les cas avérés positifs aux virus influenza par rRT-PCR, presque 2/3 d’entre eux
étaient dus au virus influenza A contre 1/3 pour I’'influenza B (Figure 8). Aprés sous-
typage des virus influenza A, 11/41 (26,8%) des cas appartenaient au virus influenza A
de sous-type A(HIN1)pdm09 contre 30/41 (73,2 % ) pour le sous-type A(H3N2)
saisonnier. Dans notre échantillon aucun cas de A(HIN1) saisonnier n’avait été
détecté. En considérant 1’ensemble des cas positifs, le sous-type influenza
A(HIN1)pdmO9 représentait 18% (11/61). Par analogie, le sous-type A(H3N2)
saisonnier avait été détecté chez 49% (30/61) des cas positifs. Parmi les cas positifs au
virus influenza B, nous avions enregistré 65% (13/20) et 10% (2/20) de cas
appartenant respectivement aux sous-types Victoria et Yamagata. Nous avions
également enregistré 25% (5/20) des cas de virus influenza B dont le sous-type n’avait
pu étre déterminé. En considérant I’ensemble des cas positifs, ces résultats
correspondaient a 22% (13/61) de cas pour le sous type Victoria et 3% (2/61) de cas
pour le sous typage Yamagata et 8% (5/61) pour les sous-types indéterminés (figure
9).
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Figure 8: Distribution des types de virus influenza chez les cas positifs
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Figure 9: Distribution des sous types d’influenza chez les cas positifs
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VILS5.2. Répartition des différents types et sous type de virus par sites

Le virus influenza A était retrouvé sur tous les sites. Son sous-type A(H3N2) avait été
surtout enregistré au niveau du site de Colsama, tandis que le sous-type A(HIN1) y
était absent, mais avait été surtout détecté au niveau de I’hopital de district de D6.

Les virus influenza B avait été rencontrés au niveau de tous les sites excepté le site de
Colsama. Son sous-type Yamagata avait été rencontré au niveau de la clinique Leila et
d’ Accart-ville et le sous type Victoria était plus fréquent au niveau du site de ’hopital
de district de DO (Tableau 3 et 4).

VIL5.3. Répartition des différents types et sous-types par tranches d’ige affectés

par les virus influenza

Parmt les cas confirmés d’influenza, les sujets de 12-a 23 mois et de 36 a 47 mois
étaient les plus touchés et représentaient respectivement 29,5 % (18/61) et 19,7%
(12/61) des cas positifs. Le groupe des sujets de moins de 6 mois représentait 14,7%
(9/61); les plus de 48 mois, 13,1 % (8/61) et enfin ceux compris entre 6 et 11 ans
correspondait a 4,9 % (3/61). Toutefois c’est parmi les sujets de 36 a 47 mois que le
rapport de positivité était le plus élevé atteignant 35,3 % (Figure 10).

Cette étude nous avait révélé I’existence d’un lien entre 1’dge et la survenue de
I'influenza en général, de ses deux types étudiés et plus spécifiquement de ses sous
type A(HIN1) et A(H2N3). Toutefois nous n’avions pas retrouvé de lien pour ses
sous-types B Yamagata et B Victoria (Tableau 111 et IV).



100

83

70
70 -

52

50 - W suspect

a0 - 2 ¥ positif

29
30 -

20 -
10 -

[0-5] [6-11] [12-23] [24-35] [36-47] [48-60]

Figure 10: Répartition des cas cliniques d’IRA et des cas positifs aux virus

influenza en fonction des tranches d’age.

VIL.5.4. Répartition des différents types et sous type selon le sexe
Le virus influenza était présent chez 52,4 % des patients de sexe masculin et 47,5 %
des patients de sexe féminin. Toutefois nous n’avions pas trouvé de lien entre la

survenue de I'infection et le sexe du patient (p=0,11) (Tableau III et IV).
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Tableau 111: Répartition des différents types de virus selon le site, le sexe et I’age

Caractéristique cas suspect Influenza Virus A virus B
n(%) n(%) n(%) n(%)
Sexe Féminin 154(43,4) 32(20,8) 24(15,5) 8(5,2)
Masculin 201(56,6) 29(14,4) 17(8,5) 12(6)
p 0,11 0,03 0,7
Age
[0-5] 70(19,7) 9(12,9) 2(2,8) 7(10)
[6-11]} 87(24,5) 3(3,5) 3(3,4) 0(0)
[12-23] 83(23,4) 18(21,7) 13(15,6) 5(6)
[24-35] 52(14,6) 11(21,1) 9(16,6) 2(3,8)
[36-47] 34(9,6) 12(35,3) 8(23,6) 4(11,8)
[48-60) 29(8,2) 8(27.6) 6(20,7) 2(6,9)
P 0.0001939 0.0008 0,015
Sites AV 106(29,9) 13(12,3) 6(5,7) 7(6,6)
CL 78(22) 9(11,5) 5(6,4) 4(5,1)
CMA 66(18,6) 18(27,3) 11(16,7) 7(10,6)
Colsama 105(29,5) 21(20) 19(18,1) 2(1,9)
Total 355(100) 61(17,2) 41(11,5) 20(5,6)
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Tableau 1V: Répartition des différents sous-types de virus selon le site, le sexe et
I’dge

caractéristique A(HIN1) A(H3N2) Yamagata Victoria B indéterminé
n{%) n(%) n(%) n(%) n(%6}
Sexe féminin 8(5,2) 16(10,4)  0(0) 6(3.9) 2(1,3)
masculin 3(1,5) 14(6,8)  2(1) 7(3,5) 3(1,5)
p 0,06 0,25 0,214 1 0,6
Age
[0-5] 0(0) 22,7) 229 AT 1(1L,4)
[6-11] 2(2.3) 1(1,1) 0(0) 0(0) 0(0)
[12-23] 7(8.4) 6(7,2) 0(0) 5(6) 0(0)
[24-35] 1(1.2) 8(15,4) 0(0) 1(1,9) 1(1,9)
[36-47]) 1(2.9) 7(20,6)  0(0) 2(5,9) 2(5,9)
[48-60] 0(0) 6(20,7)  0(0) 1(3,5) 1(3,5)
p 0,06 0,00007 0,25 0,12 0,04
sites AV 0(0) 6(5,7) 1(0,9) 5(4,7) 1(0,9)
CL 3(3,8) 2(2,6) 1(1,3) 1(1,3) 2(2,56)
CMA 57,6)  6(9,1)  0(0) 7(10,6)  0(0)
Colsama 3(2,9) 16(15,2) 0(0) 0(0) 2(1,9)
total 11(3,1) 30(8,5) 2(0,6) 13(3,7) 5(1,4)
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VIL6. Tendance de la saisonnalité des cas suspects d’IRA et des cas confirmés

positifs aux virus influenza.

VIL6.1. Distribution des cas suspects et des cas positifs aux virus influenza par

mois.

Des cas d’IRA avaient été enregistrés tous les mois durant notre étude, avec un pic

durant le mois de février et le mois d’aott.

Au niveau des cas confirmés positifs aux virus influenza, nous n’avions enregistré
aucun cas d’influenza durant les mois de juin et septembre. Le virus influenza A avait
circulé durant tous les autres mois de la période de notre étude, tandis que le virus
influenza B n’avait circulé que durant les mois de janvier et février. Des pics de cas

positif aux virus influenza s’étaient dégagés durant les mois de janvier, février et juillet

(Figure 11).
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Figure 11: Répartition mensuelle des cas cliniques d’IRA et des cas confirmés

positifs aux virus influenza
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VIL6.2. Distribution des différents sous type de virus par mois

Durant les neuf mois de surveillance, le sous-type A(H3N2) saisonnier était présent 5
mois sur 9 avec deux pics moyens, observés durant les mois de février et aoit et un pic
plus élevé durant le mois de juillet. Ce sous-type était absent d’avril a juin et durant
tout le mois de septembre. le sous-type influenza A(HIN1)pdm09 était également
présent durant 5 mois sur 9, et a présenté deux pics moyens en janvier et en février. Le
sous-type Yamagata du virus influenza B n’avait circulé que pendant le mois de
février tandis que le sous-type Victoria avait été détecté en janvier et en février avec
un pic en février, quelques sous-types indéterminés du virus influenza B avaient
également été détectés pendant les deux premiers mois de I’année, janvier et février
(Figure 12).
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Figure 12: Répartition mensuelle des différents sous-types de virus influenza

détectés des cas d’IRA de notre étude
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VIL7. Impact des facteurs climatiques sur la circulation des virus influenza

détectés des cas d’IRA de notre étude

VIL.7.1. Analyse bivariée

VIL7.1.1. Prévalence des influenza en fonction de la Température moyenne

La température moyenne ambiante durant toute la période d’étude était de 27,8 °C
avec des extrémes de 18,4°C a 32,1°C. Le nombre de cas d’IRA enregistré quand la
température ambiante T°<28°C était de 48,4% (169/349) de cas contre 51,6 %
(18/349) de cas détectés aux périodes plus chaudes (T°>28°C). Le nombre de cas
confirmés positifs aux virus influenza était de 41% (25/61) de cas pour la période a
température (T°<28°C) contre 59% (36/61) de cas pour la période plus chaude,
(T°>28°C; p=0,06) (Figurel3).
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Figure 13: Répartition des cas confirmés en fonction de la température ambiante
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VII.7.1.2. Prévalence des influenzas en fonction des Précipitations

Les précipitations moyennes mensuelles étaient de 28,8 mm avec des extrémes allant
de 0 mm a 968 mm Les mois a précipitations moyennes mensuelles > a 25 mm avaient
enregistré beaucoup moins de cas suspects et de cas positifs d’influenza, 13,7%
(48/349) et 11,5% (7/61) respectivement. Pour les mois & précipitations < 25mm, les
cas suspects et les cas confirmés avaient été¢ de 86,3% (301/349) et 88,5 % (54/61)
respectivement (p=0,57) (Figure 14).
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Figure 14: Répartition hebdomadaire des cas d’IRA positifs aux virus influenza
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VIL.7.1.3. Prévalence des virus influenza en fonction de la Vitesse du vent

La vitesse moyenne du vent était de 3,8 m/s avec des extrémes allaient de 1,1m/s a 5,4
m/s. Pendant les périodes a vitesse du vent faible < 3 m/s nous avions dénombré 25%
(15/61) des cas positifs et durant les périodes a vent fort >3 m/s nous avions dénombré
75% (46/61) des cas positifs (p=0,07), (Figurel5).
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Figure 15: Répartition hebdomadaire des virus en fonction de la vitesse du vent.
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VIL1.7.1.4. Prévalence des virus influenza en fonction de la Poussiére

Durant notre étude 42,36 % (122/349) des cas suspects avaient consulté en présence de
poussiere. La prévalence des cas confirmés a 1’influenza avait été de 60,7 %(37/61) en
présence de poussiére. Il y a un impact statistiquement significatif de la poussiere sur
la circulation des virus influenza dans notre étude (P=0,009). La poussic¢re était
présente tous les jours du mois de février qui avait enregistré le plus fort taux de
positivité aux virus influenza.

VIL.7.1.5. Prévalence des virus influenza en fonction de la Pression

atmosphérique

Durant toute la période de notre étude, la pression atmosphérique (PA) moyenne
mensuelle étai de 1004 mB avec des extrémes de 850 mB et de 1407 mB. A une PA>
1013 mB, nous avions enregistré 78,2% (273/349) des cas suspects puis 67,2% (41/71)
des cas positifs. A une PA<959mB: 24,6% (86/349) de cas suspects et 32,8 % (20 /61)
de cas positifs avaient été enregistrés (P=0,07) (Figure16).
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Figure 16: Répartition hebdomadaire des cas confirmés en fonction de la pression

atmosphérique.
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VIL7.1.6. Prévalence des influenza en fonction de I’Humidité minimale

Durant toute la durée de 1’étude, I’humidité relative minimale moyenne était de 40,5%

avec des extrémes allant de 6% a 84%. L’humidité maximale était en moyenne de

74,8% (extrémes allant de 18% a 100%).

Les périodes extrémes correspondant a une humidité relative basse (<50%) avaient

enregistré de forts taux de cas suspects 62,2% (217/349) et de cas positifs 68,8%

(42/61). Pour les périodes ou ’humidité relative > 50, 37,8% (132/349) de cas suspects
d’IRA et 31,2% (19/61) de cas positifs aux virus influenza avaient été enregistrés

(Figure 17). Toutefois cette différence n’¢taient pas significative (p=0,2).
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VIL7.2. Impact des facteurs météorologiques mesurés sur la circulation des virus
influenza par analyse multivariée.

Les résultats obtenus avaient permis de mieux apprécier I'impact des différents
facteurs climatiques et environnementaux tout en prenant en compte les éventuels
effets de synergie, d’antagonisme ou de confusion (Tableau V).

Tableau V: Influence des différents facteurs climatiques sur la prévalence des
virus influenza.

Facteurs météorologiques valeur moyenne Odds Ratio IC a3 95% P
Température moyenne (°C) 27,8 0,78 0,66-0,93 0,005
Pression atmosphérique (mB) 1004 1,0001 1,00005-1,0002 0,003
Vitesse moyenne du vent (m/s) 3,8 1,91 1,27-2,87 0,002
Humidité relative maximale(%) 74,8 0,99 0,95-1,02 0,68
Humidité relative minimale(%) 40,5 0,99 0,94-1,05 0,91
Précipitations (mm) 28.8 0,99 0,99-1,00 0,58
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DISCUSSION




VIII. Discussion

VIIL.1. Limites et contraintes de |’étude

La surveillance de la grippe est récente au Burkina Faso. C’est la premiére fois qu’une
surveillance de la grippe est conduite au Burkina Faso. C’est ainsi que les IRA ne font
pas partie du paquet des maladies surveillées systématiquement par le Ministére de la
santé. Seuls les cas cliniques sont parfois enregistrés. Aucun systéme de diagnostic de
confirmation n’était disponible jusqu’en 2010 dans notre pays. Nous avons noté des
difficultés a plusieurs niveaux. 1l s’agissait notamment d’une insuffisance de
ressources humaines, des difficultés d’ordre organisationnel et maténiel. Toutes ces
difficultés sont en partie imputables a la jeunesse de la surveillance de la grippe dans
notre pays. Le personnel de santé qui a été formé en 2010 pour ’identification des cas
cliniques d’IRA et pour effectuer les prélévements est en perpétuel redéploiement de
sorte que parfois le travail est réalisé sur le terrain par des agents de santé non encore
spécifiquement formés sur les IRA. Une insuffisance de réfrigérateurs aux niveaux de
certains sites pour conserver temporairement les prélévements avant leur
acheminement au CNRG est constaté. La courte durée de notre étude ne permet pas de
dégager des tendances assez claires surtout quant a la saisonnalité des IRA. L’étude de
la saisonnalité de la grippe requiert des périodes de suivi beaucoup plus longues d’au

moins cinq a dix ans.

VIIL2. Caractéristiques de la population d’étude

Notre population d’étude concerne des enfants de moins de cinq ans, tranche d’age
généralement vulnérable aux IRA pour des raisons physiologiques. Nous avons
constaté que les enfants dgés de 12 a 23 mois ont été les plus affectés par les virus
influenza représentant 29,5% cas positifs. Une des explications probables a cela, est
qu’a cet age, les anticorps maternels antigrippe disparaissent progressivement de leur
systeme immunitaire sans que leur organisme n’ait été au préalable en contact avec
certains virus influenza afin de développer leurs propres anticorps. Il est évident

qu’aux premiers contacts avec les virus influenza, ces enfants seront plus affectés. En
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effet, Kwofie et al. au Ghana ont rapporté que les enfants agés de 6 a 22 mois étatent

les plus touchés par les virus influenza [57].

VIIL3. Caractéristiques cliniques de la population d’étude

Durant notre étude sept signes cliniques ont été recherchés chez tous les patients
inclus. Ce sont la fievre, la toux, le mal de gorge, les vomissements, la diarrhée, les
rhinorrhées, les détresses respiratoires. Ces signes correspondent a 1a description des
IRA selon la définition de I’OMS. Dans notre étude, La toux et la fiévre ont été
présentes dans 96% et 74,4% des cas respectivement. Shafik et al. ont enregistré que la
fiévre était associée dans 73% des cas d’IRA contre 98% pour 1a toux en 2012 en
Egypte. Les fréquences de la fiévre, 73% et de la toux, 62% rapportées dans les cas
d’IRA chez les enfants de moins de cinq ans au Burkina Faso sont plus basses que les
notres [56, 66]. La dyspnée a été observée chez 25,6% de nos patients alors que le mal
de gorge qui est un signe d’appel moins fréquent n’a été constaté que dans 6% des cas.
Ailleurs en Israél, Stein et al. ont rapporté le mal de gorge chez 10,9% des enfants
souffrant d’IRA de son étude. Pour ce signe en particulier, il faut noter que sa
détection est difficile surtout chez les enfants de moins de 3 ans qui ne peuvent pas
s’exprimer. Parmi ces différents signes seule la présence de la fiévre oriente vraiment
vers une infection par les virus influenza. Elle a été présente chez 82,3% des cas
confirmés positifs aux virus influenza dans notre étude (p=0,03).

Le délai de consultation était en moyenne de 3 jours a I’inclusion pour ’ensemble de
nos patients. Ce résultat est similaire a celui de Barakat et al. au Maroc en 2009 qui a
annoncé un délai moyen de 4 jours pour 83,2% des enfants vus en consultation [67].
Des résultats similaires sont également rapportés par Kadjo et al. en 2012 en Cote
d’Ivoire [S5]. Nous n’avons pas constaté une différence statistiquement significative
de la prévalence des influenza entre les patients prélevés dans un délai minimum de 72
heures et ceux prélevés plus tard (p= 0,67) contrairement aux résultats de 1lboudo en
2012 au BFA [68]. Cela pourrait entre autre s’expliquer par la population d’étude, la
notre s’intéressant uniquement aux enfants de moins de cinq ans tandis que celle de

Hboudo a concerné et les enfants et les adultes. Alors que le virus persiste plus
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longtemps au niveau des secrétions nasopharyngée chez les enfants (3 semaines) que

chez les adultes (3 a 5 jours) [69].

VIIL4. Traitement administré

Durant notre étude nous avons constaté que 9,01% de nos patients avaient déja
bénéficié d’antibiotique avant de venir en consultation. Les antibiotiques les plus
utilisés étant I’amoxicilline (68,75%) et le cotrimoxazole (21,87%). Ces chiffres nous
montrent & quel point ’auto médication est importante dans nos contrées. Apres la
consultation 95,5% de nos patients ont été traités a base d’antibiotique, essentiellement
a I’amoxicilline (48,5 %) et au cotrimoxazole (24,2 %). Ces chiffres élevés peuvent
s’expliquer par ’algorithme de traitement utilisé dans les CSPS (établi par le Ministére
de la Santé et qui a pour but de simplifier les diagnostics et le traitement par le
personnel paramédical), le manque de test de diagnostique pour confirmer la présence
des virus influenza. Une étude réalisée au Sénégal en 2010 par Niang et al., rapportait
des chiffres plus bas: 29,3 % des patients avaient bénéficié de traitement a base
d’amoxicilline ou de cotrimoxazole [70]. Le recours moins fréquent aux antibiotiques
au Sénégal pourrait s’expliquer par une surveillance des virus influenza plus structurée
et qui est effectuée sur ’ensemble du territoire pendant plusieurs décennies. La
prescription inadéquate d’antibiotique aurait pour effet le développement des

résistances et aurait un coiit qui pourrait étre évité.

VIILS. Caractéristiques virologiques

VIILS.1. Prévalences des virus influenza, de leurs types et sous-types

v' Prévalence des virus influenza

Notre étude a enregistré une prévalence de 17,2% pour les virus influenza. Des
résultats similaires sont rapportés au Soudan 16,5% par Khalil et a/. en 2013; et au
Mozambique 15% par O’Callaghan-Gordo en 2011 [71, 72). Toutefois au niveau de la
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sous-région, notamment au Sénégal, la prévalence des virus influenza, 30,5% est
presque deux fois plus élevée que celle de notre étude [70]. Les résultats du Sénégal
pouvant s’expliquer par la période de 1’étude qui correspondait a celle de la pandémie
de 2009. Des résultats plus faibles sont rapportés par Shafik et al. en 2012 en Egypte,
4,4 % et par Khor et al. en 2012 en Malaisie, 11% [62, 66].

v' Proportion des différents types de virus influenza

Aprés le typage des virus influenza, une prédominance du type A a été observée, 67,2
% contre 32,8 % pour le type B. Plus loin de nous, Mizuka et al., ont rapporté 69,3%
de cas de virus influenza de type A contre 30,7 % pour le virus influenza de type B en
2004 [58]. Non loin de nos frontiéres, au Niger, Jusot et al., ont obtenu 85,5% de cas
d’IRA dus aux virus influenza de type A contre 14,5 % pour le virus influenza de type
B [14].

v Proportions des différents sous-types de virus influenza

Le sous typage des virus influenza de type A a révélé une prédominance du sous-type
A(H3N2) saisonnier soit 73,2% contre 26,8% pour le sous-type influenza
A(HIN1)pdm09. Pourtant Tarnagda et al. avaient rapporté 55,2% d’influenza
A(HIN1)pdm09 contre 44, 8% du sous type A(H3N2) saisonnier en 2010-2012 [10].
Ces résultats nous indiquent que plus on s’éloigne de la période pandémique de 2009
de I’'influenza, les tendances de la fréquence des sous types s’inversent en faveur du
sous type A(H3N2) saisonnier.

Quant au sous-typage du virus influenza B, nos résultats ont obtenu 65 % du sous-type
Victoria contre 10% du sous-type Yamagata et 25 % d’indéterminés. Dans la sous -
région QOuest-africaine, nous n’avons pas trouvé d’étude sur le sous-typage du virus
influenza B. C’est seulement en Ouganda que Byarugaba et a/. ont pratiqué de 2009 a
2010 un sous-typage dont les résultats ont montré que 96% des virus influenza B
appartenaient au sous type Victoria contre 4% pour le sous-type Yamagata [60].



VIIL.S.2. Saisonnalité

Nous avons enregistré un pic des cas d’IRA durant le mois de février et un second pic
durant le mois de juillet. Tandis que pour les cas positifs aux virus influenza nous
avons observé des pics durant les mois de janvier et de février qui correspondent a la
saison séche avec des phénoménes d’harmattan ensuite un second pic un peu moins
important durant les mois de juillet et aoiit. Nos résultats sont stmilaires a ceux de
O’Callaghan-Gordo et al. en 2011 au Mozambique qui retrouvaient un pic de janvier a
février. Mais ils sont différents de ceux de Akoua et al. en 2007 en Cote d’Ivoire qui
ont enregistré un pic de cas positifs aux virus influenza durant les mois de Mars et juin
[65, 73].

VIIL6. Influenza et facteur climatique

v La température
Durant la période de 1’étude, la température moyenne était de 27,3°C. Les résultats de
notre étude ont montré qu’avec une augmentation de la température moyenne le risque
de contracter des infections a virus influenza diminue (OR=0,78 ; p=0,005). Ce
résultat peut s’expliquer selon Polosov par le fait que la baisse de la température
permet de stabiliser la membrane externe du virus qui lui offre une protection au cours
de la transmission aérienne, par contre 1’augmentation de la température ambiante

avait un effet inverse sur le virus [74].

v' La précipitation
La précipitation moyenne journali¢re était de 28,8 mm a Bobo-Dioulasso pendant la
période de notre étude. Nous avons observé que la pluviométrie n’a pas eu d’impact
sur la circulation des virus influenza (OR= 1; P=0,58). La courte durée de notre étude
ne nous a pas permis d’apprécier tous les contours liés a I’'impact de la pluviométrie
sur la circulation des virus influenza. Par ailleurs I’étude de llboudo en 2012, qui

s’est étalée sur deux ans (de 2010 a 2012) a montré une réduction de la transmission
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des virus influenza en période de forte précipitation. Toutefois plusieurs études
notamment de Jusot et al. au Niger en 2011, de Nyatany et al. au Rwanda en 2012, de
O’Callaghan-Gordo et al. en 2011 au Mozambique ont montré une corrélation entre la
pluviométric moyenne et le nombre de cas positifs a I’'influenza [14, 51, 72].

v" La vitesse du vent
La vitesse moyenne du vent dans notre étude a été de 3,1m/s avec un minimum de 1,1
et un maximum de 5,4 m/s. Nos résultat ont montré une différence statistiquement
significative de I’incidence des cas positifs entre les périodes de vents forts (>3m/s) et
celles de vent plus légers (<3m/s) au niveau des cas positifs (p=0,0096). La prévalence
des virus influenza augmente avec la vitesse du vent. Ainsi I’analyse multivariée de
nos résultat a montré que I’augmentation d’une unité de la vitesse du vent a augmenté
de presque deux fois la survenue des IRA dues aux virus influenza (OR=1,91;
P=0,02). Ceci pouvant s’expliquer selon Chnistensen par le fait que le vent est un bon
vecteur de disséminations des virus [75]. Ces résultats sont différents de ceux de Jusot
et al. en 2011 au Niger qui rapportaient 1’absence de lien entre la vitesse du vent et la

prévalence des virus influenza [14].

v" La pression atmosphérique

La pression atmosphérique moyenne de la période de 1’étude était de 1005 mB avec un
minimum de 858 mB et un maximum de 1066 mB. L’analyse multivariée réalisé a
permis de déduire que 1’augmentation de la pression atmosphérique a légérement
favorisé 1a survenue des IRA dues aux virus influenza (OR=1,0001, p=0,005). Ceci
peut s’expliquer par le fait que lorsque la pression atmosphérique augmente la
saturation en oxygéne diminue, affaiblissant ainsi I’organisme [76]. Ce qui est
favorable a la survenue d’infections. Ces résultats sont donc semblables a ceux de
Diallo en 2014 au BFA qui a rapporté que I|’augmentation de la pression
atmosphérique était un facteur favorable a la survenue de ’influenza [77].



v La Poussiére
La prévalence des cas d’IRA dues aux virus influenza a été¢ de 60,7 % (37/61) en
présence de poussiére (P=0,009). La poussiére est donc un facteur intervenant dans la
survenue des IRA dues aux virus influenza. Selon Nel la poussiére favoriserait
I’inflammation des voies respiratoires, et de ce fait la survenue d’infection respiratoire

aigué [78].

v L’humidité relative de Pair
L’humidité relative minimale et ’humidité maximale n’ont pas eu d’impact sur la
circulation des virus influenza pendant Ia période de notre étude. Cependant une étude
de Ouédraogo et al. en 2014 au BFA rapporte que la prévalence des influenza
augmenterait durant les périodes a2 humidité relative basse[79]. Ce qui est confirmé par
une étude expérimentale de Noti et al. qui rapportérent que le virus influenza
préserverait son pouvoir infectieux a faible humidité tandis que a forte humidité

I’inactivité du virus surviendrait plus rapidement [80].
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Conclusion

Les virus influenza jouent un role important dans les étiologies des IRA. La prévalence
des virus influenza détectés chez les enfants de moins de 5 ans dans la ville de Bobo-
Dioulasso est de 17,2 %. Les sous types A(H3N2) saisonnier, A(HIN1)pdm09 du
virus influenza A et les sous type Yamagata et Victoria du virus influenza B ont
circulé chez les enfants de moins de 5 ans pendant la période de notre étude. Leur
propagation a été favorisée par certains facteurs que sont I’augmentation de 1a pression
atmosphérique, la vitesse du vent et la présence de la poussiére. Notre étude nous a
donc permis de réaliser que les virus influenza sont bien présents au BF. La
surveillance épidémiologique et virologique des IRA en général, devrait donc étre
poursuivie, voire renforcée sur toute I’étendue du territoire. Cela nous permettra non
seulement de concevoir des vaccins adaptés aux souches circulant dans notre pays

mais aussi de faire a une éventuelle épidémae.
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Suggestions

» Au ministre de la Santé.

e Promouvoir et renforcer la surveillance grippale au niveau des différents sites
sentinelles.

e Renforcer le plateau technique du laboratoire du CNRG afin d’isoler les virus
influenza in situ.

e Mettre a disposition des TDR du virus influenza dans tous les centres de santé.

e Développer I’industrie nécessaire pour la production de vaccins a notre niveau.

e QOctroyer des bourses d’étude et de recherche dans le domaine de la virologie.

» Aux partenaires bilatéraux et multilatéraux.

e Consolider les liens de partenariat et assurer un engagement durable des
soutiens financiers et techniques dans la surveillance épidémiologique des
syndromes grippaux a travers un financement conséquent de la recherche.

» Aux praticiens
e Connaitre et maitriser la symptomatologie grippale afin de mieux participer
activement a la surveillance.

e Proscrire la prescription abusive d’antibiotique.

»> A la population générale.
o Utiliser davantage les services de santé en consultant.

o Respecter des mesures de prévention (habillement chaud durant les périodes
froides, port de masque en présence de la poussiére).
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ANNEXES
Annexe |1

SURVEILLANCE DE LA GRIPPE ET DES IRA
FICHE DE NOTIFICATION DES INFECTIONS RESPIRATOIRES AIGUES {IRA)

Nom ¢e la structige sanitare

Données sociodémographiques
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Annexe 2

Fiche de collecte des données météo igues
Date :
Heure ;
Facteurs météorologique valeur
Précipitation {[mm)
Température |° C) minimale
maximale
= _| moyenne —|
Humidité {%) minimale
maxmale

Pression atmosphérigque {(millibar)

La vitesse du vent (m/s)

P =




Annexe 3: PROTOCOLES D’EXTRACTION D’ARN MANUELLE ET

AUTOMATIQUE
» PROTOCOLE D’EXTRACTION MANUELLE D’ARN
< LYSE
1-Distribuer 560 pul de la solution de lyse (Buffer AVL+carrier RNA) dans les tubes de
1,5ml,
2-Ajouter 140 p 1 de I’échantillon et mélanger au vortex pendant 15 secondes,
3-Incuber a la température ambiante pendant 10 mn et centrifuger briévement.
4% FIXATION
1-Ajouter 560 pul d’éthanol 96°c, mélanger au vortex pendant 15 secondes,
2-Centrifuger brieévement, transférer 630 pl du mélange dans la colonne,
3-Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 mn ou 6 000 g pendant 1 mn,
4-Jeter le tube collecteur, mettre la colonne dans un nouveau tube,
s LAVAGE
1-Ajouter 500 pl de tampon AW1
2-Centrifuger a 8 000 rpm pendant 1 mn
3-Transférer chaque colonne dans un nouveau tube
4-Ajouter 500 p! du tampon AW2
5-Centrifuger a 2 0000 g ou 14 000 rpm pendant 3 mn
6-Jeter le tube collecteur et utiliser un autre tube pour une centrifugation a vide a 14
000 rpm pendant 1 mn
7-Eliminer le filtrat et le tube collecteur, transférer chaque colonne dans un nouveau
tube 1,5 ml.
< ELUTION
1-Ajouter 60l de la solution d’élution (tampon AVE)
2-Incuber a la température ambiante pendant 1 mn
3-Centrifuger a 6 000 g pendant 1 mn, jeter la colonne et garder le tube contenant

I’ARN, a conserver a -20°C.
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» PROTOCOLE D’EXTRACTION AVEC QlAcube®
1-Brancher ’appareil,
2-Etiqueter trois bouteilles de 30 | pour I’éthanol le buffer AW1 et le buffer AW2,
3-Transférer les solutions dans les bouteilles correspondantes,
4-Ouvrir ’appareil,
5-Mettre les bouteilles dans I’appareil dans un portoir réservé a cet effet aux positions
suivantes : Position 2 :I’éthanol ; position 3 : buffer AW1 ; position 4 : buffer AW2,
6-Distribuer 560ul de la solution de lyse (Buffer AVL+ carrier RNA) dans les tubes
1,5 ml déja numérotés,
7-Ajouter 140 ul de 1’échantillon et mélanger au vortex pendant 15 secondes,
8-Incuber a la température ambiante pendant 10 minutes et centrifuger briévement,
9-Etiqueter d’autres tubes adapter a L’appareil et y transférer les échantillons, aprés les
10 minutes d’incubation,
10-Remplir le portoir de cones avec des cones de 1000 pl,
11-Transférer la solution d’élution (tampon AVE) dans un tube adapté et le mettre
dans I’appareil en position B,
12-Reporter les numéros des échantillons sur des tubes 1,5 et sur des colonnes et les
mettre dans des rotors adaptateurs aux positions suivantes :
Position 1 : mettre 1a colonne et insérer le couvercle dans la fente,
Position 2 : mettre le tube 1,5 et insérer le couvercle dans la fente
13-Mettre ces rotors adaptateurs préparé dans la centrifugeuse de I’appareil (se référer
au manuel pour I’emplacement des échantillons et des rotors adaptateurs),
14-Mettre le nombre de shaker rack correspondant au nombre d’échantillons (se
référer au manuel pour ’emplacement des échantillons et des rotors adaptateurs),
15-Mettre les échantillons dans 1’appareil au niveau de 1’adaptateur numéroté de 1 a 12
la position des échantillons doit aller avec la position des rotors adaptateurs dans la
centrifugeuse (se référer au manuel pour I’emplacement des échantillons et des rotors
adaptateurs),
16-Enlever les couvercles des bouteilles d’éthanol, d’AW1, AW2 et du tube du
tampon AVE,



17-Fermer I’appareil,

18-Appuyer le bouton bleu pour le mettre en marche,

19-Attendre qu’il n’y ait plus de bruit, choisir « Virus » sur I’écran qui s’affiche,
20- Utiliser la fléche d’en bas pour choisir « Qiamp Virus RNA »,

21- Appuyer sur select on a « body fluid »,

22- Appuyer sur select on a « Manuel Lysis »,

23- Appuyer sur Select et sur Edit pour confirmer le volume du tampon AVE,
24-Appuyer sur Select et sur save lorsque s’affiche 100 ul comme volume d’AVE,
25-Appuyer sur Select et sur « Back » pour vérifier tous les paramétres,
26-Appuyer sur Start et sur « Next » pour chaque paramétre,

27-Chonstr la touche Start pour démarrer I’extraction,

28-Appuyer sur OK lorsque sur I’écran s’affiche « Protocole 13 Complete »,
29-Appuyer sur « Next » et ouvrir |’appareil,

30-Enlever le rotor adaptateur dans la centrifugeuse, retirer la colonne et refermer le
tube contenant I’ARN, 3 1-jeter le rotor adaptateur avec la colonne

32-Refermer les bouteilles de réactifs (Ethanol, AW1, AW2) et le tube ’AVE
33-Enlever les tubes qui contenaient les échantillons,

34-Vider la poubelle contenant les cones,

35-Nettoyer la centrifugeuse la surface et la poubelle de I’appareil avec de I’eau de
javel 10% puis de I’alcool 70%,

36-Refermer le QlAcube et appuyer sur le bouton de démarrage pour 1’ arréter.
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Annexe 4: Protocole de préparation du master mix

1-Mettre tous les réactifs dans un cool rack durant toute la préparation du mix,

2- Sortir les primers et sondes du réfrigérateur (4°c), prendre soin de les mélanger an
vortex et centrifuger briévement avant usage,

3-Placer le master mix et I’enzyme dans le cold rack,

4-Décongeler le 2X mix et le mélanger par inversion,

5-Centrifuger bri¢vement le 2X mix et I’enzyme et les placer dans le cold rack
6-Etiqueter un tube de 1.5 ml pour chaque primer et sonde a analyser

7-Déterminer le nombre de réactions N

8-Prévoir un volume pour le contréle négatif, positif et ’erreur de pipetage

9-Si le nombre d’échantillons (n) incluant les controles est de 1 a 14 alors N=n+1

10-Si le nombre d’échantillons (n) incluant les controles est supérieure a 15 alors
N=n+2

Le calcul pour chaque réactif du mix selon qu’on utilise le kit Invitrogen ou kit

Ambion est le suivant :

-KIT INVITROGEN

Reéactifs Volume (pl)
Nuclease free water NxS5.5

2X reaction Mix Nx 125
Forward Primer Nx05
Reverse Primer Nx05
Probe Nx0.5
Enzyme Mix Nx05
Total N x 20

Volume de la matrice (template): Sul
Volume final de la réaction:25ul



- KIT AMBION

Réactifs Volume (pul)
Nuclease free water Nx5.0

2X Reaction Mix Nx12.5
Forward Primer Nx0.5
Reverse Primer Nx0.5
Probe Nx0.5
Enzyme Mix Nx 1.0
Total Nx20

Volume de la matrice (template): Sul
Volume final de la réaction:25pl

11-Mélanger le mix aprés I’ajout de ’enzyme au vortex, centrifuger briévement et

distribuer 20ul dans chaque puit selon le schéma de plaque

12-Ajouter 5 ul d’eau pour les controles négatifs et, bien fermer les cupules a des

barrettes de couvercles plastiques.

13-Prendre soin de couvrir les autres puits avant le transfert de la plaque dans la salle

d’extraction

14-Ajouter 5 ul d’ARN (template) des échantillons dans les cupules selon le schéma

de plaque

15-Bien fermer les puits et transférer la plaque dans un cool rack dans la salle

d’amplification.
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Exemple de schéma de plaque

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A INF ANC CL36 [ CL37 cL3s8 [ CMA37 [ DO40 [ DO41 [ AVIl [ AVI2 [AVI3 | INFAPC
B INF B NC CL36 | CL37 CL38 | CMA37 [ DO40 [ DO41 [AVIlI [ AVI2 [ AVI3 [ INFBPC
C RNP NC CL36 [ CL37 CL38 [ CMA37 [DO40 [ DO4l | AVII [ AvVi2 [ AV13 | RNPPC
D

E

F

G

H

Exemple de schéma de plaque pour la détermination des sérotypes




ANNEXE S :

» PROTOCOLE DE LA PCR AVEC APPLIED BIOSYSTEMS 7500 FAST
1-Double cliquer sur I’icone du 7500 Fast
2-Cliquer sur « create New Document »
3- Choisir le mode « standard 7500 pour run mode »
4-S’assurer qu’au niveau de « Comments » c’est toujours SDS v1.4
5-Mettre le nom de la plaque au niveau de plate Name (ex: FLu rRT-PCR 07-07-14
kyere)
6-Cliquer sur « next »
7-Sélectionner les détecteurs qu’on veut utiliser et cliquer sur « add »
9-Choisir la référence « passive none »
10-Cliquer sur « «next »
11-Sélectionner les puits correspondant selon le schéma de plaque et aller a « Use »
pour cocher le détecteur
12-Cliquer sur « finish »
13- Ecrire le numéro de chaque échantillon dans les puits correspondants ainsi que les
contréles positifs et négatifs
14-Cliquer sur Instrument et écrire correctement tous les paramétres (température,
temps) du protocole d’amplification
15-Chiquer sur « File » et sur « Save as »
16- Enregistrer la plaque dans FLu rRT-PCR
17-Cliquer sur « Start »
18-Le temps de la réaction s’affiche sur I’écran
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» PROTOCOLE POUR L’ANALYSE, L’ INTERPRETATION ET
L’EXPORTATION DES RESULTATS
-Analyse et interprétation des résultats
1-Cliquer sur results, sélectionner le schéma de plaque
2-Cliquer sur amplification Plot et analyser
3-Cliquer avec le bouton droit de la souris sur graph setting pour aller en mode linéaire
4-Cliquer sur ok et ajuster le « trheshold »
5-Vérifier les « CT », « les components » et les courbes d’amplification avant de
donner les résultats.
-Exportation des résultats
a-Exportation des CT
1-Double cliquer sur ABI 7500, File, open,
2-Sélectionner Flu rRT-PCR et cliquer sur open
3-Aller a « result », sélectionner les résultats des échantillons qu’on veut exporter,
4-Chiquer sur amplification plot et sur report,
5-Cliquer sur « File », « export » et sur « «results, »
6-Ecrire le nom du fichier que I’on veut exporter, et cliquer sur Save,
7-Pour regarder ce qu’on a exporté on fait « file view, export results »
8-Sélectionner les résultats qu’on veut regarder et Cliquer sur « open »
b-Exportation des courbes
1-Double cliquer sur ABI 7500, « cancel, file, open, »
2-Ouvrir le fichier que I’on veut exporter,
3-Cliquer sur « results » et « amplification plot »,
4-Cliquer avec le bouton droit pour aller en mode linéaire,
5-Chiquer avec le bouton droit de la souris et sur « export to PowerPoint »,
6-Cliquer sur ok ou aller a « tool, graph export to PowerPoint » et cliquer sur ok,
7-Changer le titre en fonction de ce qu’on veut exporter,
8-Cliquer sur « file, save as »,

9-Nommer et cliquer sur « Save ».
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Annexe 6: courbe d’un échantillon positif
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Annexe 7: courbe d’un échantillon négatif
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Annexes 8: certificat de controle de qualité

I AR XX REARXRXARARARARAARAARARARARR X R R 4
LK 2R 2R 2K 2R 2K 2R 2K R L 2 2 R 2R 2R R R 2R 2 B AR

@ Centre for Health Protection
P osarmentotean -
The Govemment of the Hang Kong Special Administrative Ragion

CERTIFICATE OF COMPLETION

This cectificate 15 awarded to

Centre national de référence de la grippe/ I'lnstitut de recherche en
sciences de la santé- DRO, Burkina Faso

® ¢ & & O ¢ o

In cecognition of the completion of
EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT PROGRAMME FOR THE DETECTION OF
INFLUENZA VIRUSES BY RT-PCR
of the World Health Otganization Global [nfluenza Surveillance and Response System
Panel 13
2014

® ¢ & & O o o

@ ® & ¢ ¢ o
0.0 0‘0‘0 ® & ¢ o
2
4

Supparted )
Warld Hualrh Og;::rﬂ

\ 4

Ongauized §;
Cenrre far Health Frotecrron (CHP), Desarrment of Heaith |DH),
The Goveramear of rhe Hong Kong Soecial Adminisrrarive Regton (HESAR Goreramenr)

G\j theﬂ!.‘t 4

00000"‘8’"0“6’?“?’ XXX X
¢ o9 L2 2R 2K 2 2 A A A A AR

® o & & & O
® © & & & & o

® & & o o o
® & & o



Annexe 9

RN RN~

MINISTERE DE LA SANTE | BURKINA FASO
Controlummdl]  Urite - Progrés - Jusice

SECRETARIAT GENERAL
—— MURAZ

Comité D’Ethique

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

Avis d’examen d’un Prgjet 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 meins de cing ans au
Burkina Faso ». '

3. Investigateur Principal
Prof. Zékiba TARNAGDA

4. Avis du Comité d’Ethique
Avis favorable du Comité 3 exécution du projet de recherche

5. Durée de validité :
1an a partir de Ja 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)

Dr. Abdoulaye OUEDRAOGO

Comith TETigue Imstiubonnel du Centre WAURAT . BP 390 Bobo-Diouiasso, Buiina Fasa Tl [226: 2057 3102 Fau (226) 20 07 04 57




ICONOGRAPHIE




Iconographie

1. Matériel de transport

Iconographie 1: Triple emballage (utilisé pour le transport des échantillons des sites au laboratoire

2. de traitement des echanti

Icon hie 2 : vortex (& i se (3

Iconographie 3 : hottes a flux laminaire (milieux de travail permettant d’éviter les contaminations
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Iconographie 4 : Appareil PCR en temps réel APPLIED BIOSYSTEMS 7500 FAST®

4. Matériel de collecte de la météorologie

Icon hie 5: H aphe et thermo he(a che luvi he( & droite

Hygrographe mesure 1’humidité ; le thermographe mesure la temperature et le pluvigraphe la precipitation
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Icon hie 6 : barométre h ion automatiqu droi

Le barométre mesure la pression atmosphérique, la station automatique enregistre plusieurs phénomeénes
notamment la vitesse du vent.
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SERMENT D’HIPPOCRATE

\




Serment d’Hippocrate

« En présence des Maitres de cette Ecole et de mes chers condisciples, je promets et je
jure d’étre fidéle aux lois de I’honneur et de la probité dans I’exercice de la médecine.
Je donnerai, gratuit, mes soins a 1’indigent et n’exigerai jamais de salaire au-dessus de
mon travail.

Admis a I’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe ; ma langue
taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les mceurs
ni a favoriser les crimes.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a leurs enfants
I’instruction que j’ai regue de leurs péres.

Que les Hommes m’accordent leur estime si je suis resté fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j’y manque ».

101



