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|dentification de cas de borréliose d tiques par gPCR d partir de tests rapides
de diagnostic du paludisme lors du Grand Magal de Touba au Sénégal

|dentification of tick-borne borreliosis cases by gPCR from rapid malaria
diagnostic tests during the Grand Magal of Touba in Senegal
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RESUME Introduction. Les tests de diagnostic rapide (TDR) antigéniques ont été développés pour faciliter
le diagnostic du paludisme dans les zones dendémie palustre. Le matériel sanguin collecté pour ces tests peut
étre utilisé pour le diagnostic d’autres infections.

Méthode. Une extraction dacides nucléiques suivie d'une identification par PCR du virus de la dengue (DENV),
Borrelia spp, Bartonella spp et Coxiella burnetti a été effectuée sur des TDR collectés dans différents structures
sanitaires de Touba lors du Grand Magal de Touba (GMT), un rassemblement de masse connu pour ses risques
infectieux.

Résultats. 2381 TDR ont été collectés dans huit structures sanitaires du département de Mbacké en 2022 et
2023 pendant le GMT. Treize cas (0,5 %) de borréliose de type fievre récurrente transmise par les tiques ont été
identifiés par qPCR dont deux cas de co-infection paludisme-borréliose. Aucun des échantillons n'a été positif
pour le virus de la DENV, Bartonella spp et C. burnetti.

Conclusion. Nos résultats confirment que les antigenes de TDR peuvent étre exploités pour le diagnostic de
fievres non palustres comme la borréliose présente chez certains participants fébriles du GMT. Les TDR du
paludisme, utilisés sur le terrain, constituent une source facilement accessible d'échantillons cliniques pour
étudier Iépidémiologie des causes de fievre d'origine inconnue dans le contexte du GMT.

Mots clés: Fiévre, Borréliose, Paludisme, Arboviroses, Tiques, TDR, Rassemblement de masse, Mbacké,
Touba Keur Niang, Darou Tanzil, Ndindy, Serigne Saliou, Daroul Manane, Bagdad, Touba, Sénégal, Afrique
subsaharienne

ABSTRACT 1ntroduction. Antigen rapid diagnostic tests (RDTs) have been developed to facilitate malaria
diagnosis in endemic areas. The blood samples collected for these tests can also be used to diagnose other
infections.

Methods. We performed nucleic acid extraction followed by PCR identification of dengue virus (DENV),
Borrelia spp., Bartonella spp., and Coxiella burnetti on RDTs collected from different health facilities in Touba
during the Grand Magal of Touba (GMT), a mass gathering known for its infectious disease risks.

Results. A total of 2,381 RDTs were collected from eight healthcare facilities in the Mbacké department in
2022 and 2023 during the GMT. Thirteen cases (0.5%) of tick-borne relapsing fever borreliosis were identified
by quantitative PCR (qQPCR), including two cases of malaria-borreliosis co-infection. None of the samples
tested positive for DENYV, Bartonella spp., or C. burnetti.

Conclusion. Our results confirm that RDT antigens can diagnose non-malaria fevers, such as borreliosis, in
some GMT participants with fever. Malaria RDTs used in the field are an easily accessible source of clinical
samples for studying the epidemiology of fevers of unknown origin in GMT contexts.

Key Words: Fever, Borreliosis, Malaria, Arboviruses, Ticks, RDT, Mass gathering, Mbacké, Touba Keur
Niang, Darou Tanzil, Ndindy, Serigne Saliou, Daroul Manane, Bagdad, Touba, Senegal, Sub-Saharan Africa
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Introduction

Le Grand Magal de Touba (GMT) est un évé-
nement religieux organisé par la communauté
mouride, une confrérie musulmane du Sénégal,
qui a lieu le 18 Safar de chaque année selon le
calendrier musulman. L'événement commémore
le départ en exil au Gabon de Cheikh Ahmadou
Bamba Mbacké, fondateur de la confrérie, en
1895. Il attire entre 4 et 5 millions de pélerins, ce
qui en fait le plus grand rassemblement de masse
en Afrique de I'Ouest. Cet événement présente
un risque majeur de transmission de maladies
infectieuses, dont la propagation peut étre favo-
risée par la densité de population des participants
dans les sites les plus fréquentés et 'origine géo-
graphique tres large des pelerins [10]. Une étude
menée pendant le GMT en 2016 a montré que,
parmi 20 850 patients, les maux de téte étaient les
symptomes les plus fréquents (28,2 %), suivis par
les symptomes gastro-intestinaux (22 %), la fievre
(17,2 %), les symptomes respiratoires (17,1 %) et le
paludisme, qui touchait 2,4 % des patients [11]. De
méme, une étude menée de 2018 a 2021 au centre
de santé de Mbacké pendant le GMT a montré
que sur un total de 141 patients, 45 (31,9 %) ont été
testés positifs pour au moins un pathogene san-
guin, dont 21,3 % pour Plasmodium falciparum,
5,7 % pour Borrelia spp. et 5% pour le virus de
la dengue [5]. Parmi 204 patients fébriles testés
pour le paludisme avec des tests de diagnostic
rapide du paludisme (TDR), 41 (20,1 %) se sont
révélés positifs. Ces TDR ont été réutilisés pour
rechercher des pathogenes non palustres dont
la borréliose par séquengage. Les résultats ont
montré un total de 18 cas (8,8 %) de borréliose
dont 8,3 % chez les patients non paludéens et
0,5% chez les patients atteints du paludisme [7].
Cette étude vise a identifier, par PCR, certains
pathogenes possiblement responsables des cas
de fievre non palustre a I'aide du matériel antigé-
nique extrait des cassettes de TDR lors des GMT
de 2022 et 2023.

Méthodes

Des TDR de marque ParaHIT" (Akray Healthcare,
Inde) et le Bioline™ Malaria Ag P.f/Pan (Abbott,
USA) détectant uniquement P. falciparum ont été
collectés dans les structures sanitaires du dépar-
tement de Mbacké suivantes: Centres de santé
de Touba Keur Niang, Darou Tanzil, Mbacké,
Ndindy, Serigne Saliou, Daroul Manane et Postes
de santé de Bagdad et Touba HLM. Apres la

Introduction

The Grand Magal of Touba (GMT) is an an-
nual religious event organized by the Mouride
brotherhood, a Muslim community in Senegal.
It takes place on the 18" day of Safar, according
to the Islamic calendar. It commemorates Cheikh
Ahmadou Bamba Mbacké’s exile to Gabon in
1895. The GMT attracts between four and five
million pilgrims, making it the largest mass gath-
ering in West Africa. The event poses a significant
risk of infectious disease transmission due to the
high density of participants at the most crowd-
ed sites and the pilgrims’ diverse geographical
origins [10]. A 2016 study conducted during the
GMT showed that, of 20,850 patients, the most
common symptoms were headaches (28.2%),
followed by gastrointestinal symptoms (22%),
fever (17.2%), respiratory symptoms (17.1%), and
malaria (2.4%) [11]. Similarly, a study conducted
from 2018 to 2021 at the Mbacké Health Center
during the GMT showed that, of 141 patients,
45 (31.9%) tested positive for at least one blood
pathogen: 21.3% for Plasmodium falciparum, 5.7%
for Borrelia spp., and 5% for the dengue virus [5].
Of the 204 patients with fever tested for malaria
with rapid diagnostic tests (RDTs), 41 (20.1%)
tested positive. These RDTs were reused to screen
for non-malarial pathogens, including borreliosis,
through sequencing. The results revealed 18 cases
(8.8%) of borreliosis, with 8.3% in non-malaria
patients and 0.5% in malaria patients [7].

The goal of this study is to use PCR to identify
certain pathogens that may be responsible for
cases of non-malaria fever. This will be done using
antigenic material extracted from RDT cassettes
during the 2022 and 2023 MTAs.

Methods

We collected ParaHIT (Akray Healthcare, India)
and Bioline™ Malaria Ag P.f/Pan (Abbott, USA)
RDTs, which detect only P. falciparum, from
the following health facilities in the Mbacké
department: Touba Keur Niang, Darou Tanzil,
Mbacké, Ndindy, Serigne Saliou, and Daroul
Manane, as well as the Bagdad and Touba HLM
health posts. After collecting the samples from
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collecte des échantillons, qui s’est déroulée du
13 au 17 septembre 2022 et du 2 au 6 septembre
2023, nous avons procédé a l'ouverture des TDR,
soulevé la bandelette, gratté la membrane de nitro-
cellulose qui adhére complétement au support et
'avons transféré dans un tube Eppendorf de 1,5
ml. CADN et de PARN ont été extraits a ’'aide de
I'instrument KingFisher™ Flex. Tous les essais de
PCR quantitative en temps réel ont été réalisés
alaide d’'un thermocycleur C1000 Touch™ (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) pour détecter P. falci-
parum, P.malariae, P.vivax, P.ovale, le virus de
la dengue (DENV), C. burnetti, Borrelia spp. et
Bartonella spp. (Tableau I). Les amplifications
par PCR en temps réel ont également été réalisées
a l'aide de la trousse LightCycler® 480 Probes
Master kit (Roche Diagnostics, France) confor-
mément aux recommandations du fabricant. Des
controles négatifs (mélange PCR) et positifs (ADN
de souches bactériennes ou parasitaires ou ARN
de souches virales) ont été inclus dans chaque
série. Un seuil de cycle (CT) de < 35 a été utilisé
pour les résultats positifs apres amplification.

Résultats

Au total, 2381 TDR du paludisme ont été collectés,
dont 1014 en 2022 et 1367 en 2023. La lecture
visuelle des tests antigéniques avait détecté 213
positifs pour P. falciparum (9 %) dont 177 (17,5 %)
en 2022 et 36 (2,7 %) en 2023. En qPCR, 194
échantillons (8,1 %) étaient positifs pour P. falci-
parum (Tableau II), dont 138 (13,6 %) en 2022 et
56 (4,1 %) en 2023. Aucun des échantillons n’a été
testé positif pour d’autres especes de Plasmodium.
Nous avons identifié, par QPCR, 13 cas de borré-
liose de type fievre récurrente transmise par les
tiques (TBRF) dont 1 cas en 2022 et 12 en 2023.
Parmi ces 13 échantillons positifs pour Borrelia,
11 concernaient des TDR négatifs en lecture et
négatifs en qPCR pour P. falciparum, 1 concer-
nait un TDR négatif en lecture mais positif en
qPCR pour P. falciparum, et 1 concernait un TDR
positif en lecture et confirmé positif en qPCR
pour P.falciparum. La prévalence globale de la
borréliose dans les TDR négatifs était de 0,5 %.
Tous les échantillons étaient négatifs pour DENV,
C. burnetti et Bartonella spp.

September 13 to 17, 2022, and from September
2 to 6, 2023, we opened the RDTs, lifted the test
strip, and scraped the nitrocellulose membrane,
which was completely adhered to the support.
Then, we transferred it to a 1.5 ml Eppendorf
tube. DNA and RNA were extracted using the
KingFisher™ Flex instrument. We performed all
quantitative real-time PCR assays using a C1000
Touch™ thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) to detect P.falciparum, P.malariae, P.vi-
vax, P. ovale, dengue virus (DENV), C. burnetti,
Borrelia spp., and Bartonella spp. (Table I). Real-
time PCR amplifications were performed using
the LightCycler® 480 Probes Master Kit (Roche
Diagnostics, France), following the manufacturer’s
instructions. Negative controls (PCR mix) and
positive controls (DNA from bacterial or parasitic
strains, or RNA from viral strains) were included
in each series. A cycle threshold (CT) of <35 was
used for positive results after amplification.

Results

A total of 2,381 malaria rapid diagnostic tests
(RDTs) were collected, including 1,014 in 2022
and 1,367 in 2023. Visual reading of the antigen
tests revealed 213 positive results for P. falci-
parum (9%), including 177 (17.5%) in 2022 and
36 (2.7%) in 2023. qPCR detected P. falciparum
in 194 samples (8.1%), including 138 (13.6%) in
2022 and 56 (4.1%) in 2023 (Table II). None of
the samples tested positive for other Plasmodium
species. Thirteen cases of tick-borne recurrent
fever (TBRF) borreliosis were identified by qPCR,
including one case in 2022 and twelve in 2023. Of
the 13 samples that tested positive for Borrelia, 11
were RDT-negative and qPCR-negative for P. fal-
ciparum; one was RDT-negative but qPCR-posi-
tive for P. falciparum; and one was RDT-positive
and qPCR-positive for P. falciparum. The overall
prevalence of borreliosis in RDT-negative samples
was 0.5%. All samples tested negative for DENV,
C. burnetti, and Bartonella spp.
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Tableau |: Amorces et sondes utilisées pour I'amplification par qPCR des acides nucléiques provenant des tests

TDR pour le paludisme

Table I: Primers and probes used for qPCR amplification of nucleic acids from TDR tests for malaria

Gene cible / Target gene

Nom de 'amorce /
Primer name

Séquence / Sequence

IS 1111 / Coxiella burnetii

CB_IS1111_0706F

CAAGAAACGTATCGCTGTGGC

CB_IS1111_0706R

CACAGAGCCACCGTATGAATC

CB_IS1111_0706P

6FAM- CCGAGTTCGAAACAATGAGGGCTG

Plasmodium falciparum

Bart-ITS2_F GGGGCCGTAGCTCAGCTG

ITS2 / Bartonella spp. Bart-ITS2_R TGAATATATCTTCTCTTCACAATTTC
Bart-ITS2_P FAM-CGATCCCGTCCGGCTCCACCA-TAMRA
Borl6S-F AGCCTTTAAAGCTTCGCTTGTAG

16S ribosomal RNA / Borrelia spp.. | Bor16S-R GCCTCCCGTAGGAGTCTGG
Borl6S-P FAM-CCGGCCTGAGAGGGTGAACGG-TAMRA
Plasmo_18S_2_MBF | AGGCAACAACAGGTCTGTGA

Plasmo_18S_2_MBR

GCAATAATCTATCCCCATCACG

Plasmo_18S_2_MBP

6FAM- GAACTAGGCTGCACGCGTGCTACA-TAMRA

Plasmodium malariae

Plasmo-mal_F

TAGCATATATTAAAATTGTTGCAG

Plasmo-mal_R

GTTATTCCATGCTGTAGTATTCA

Pmal P

6FAM- TGCATGGGAATTTTGTTACTTTGAGT - TAMRA

Plasmodium ovale

Plasmo-ova_F

TAGCATATATTAAAATTGTTGCAG

Plasmo-ova_R

GTTATTCCATGCTGTAGTATTCA

Pova_P

6FAM- TGCATTCCTTATGCAAAATGTGTTC - TAMRA

Plasmodium vivax

Plasmo-viva_F

TAGCATATATTAAAATTGTTGCAG

Plasmo-viva_R

GTTATTCCATGCTGTAGTATTCA

Pviva_P 6VIC- CGACTTTGTGCGCATTTTGC - TAMRA
Denv_F GGA CTA GAG GTT AGA GGA GAC CCC
Virus de la dengue Denv_R GAG ACA GCA GGA TCT CTG GTC
Denv_P 6FAM-AGC ATA TTG ACG CTG GGA-MGB-BHQ1
Discussion Discussion

Le paludisme causé par P.falciparum, P.malariae
et P. ovale est une maladie endémique au Sénégal
et toute la population est exposée a cette derniére
[9]. Les TDR ont été développés pour la premiére
fois dans les années 1990, facilitant le diagnostic
du paludisme dans les zones d’endémie subsaha-
riennes [6]. s présentent de nombreux avantages,
tels que la rapidité d obtention des résultats (5-20
minutes maximum), leur facilité d’interprétation
et leur faible cotit. En outre, les TDR du paludisme
ont permis de prendre en charge rapidement les
patients fébriles, en fournissant un diagnostic
définitif du paludisme, de sorte que le traitement
antipaludique peut étre administré rapidement.
La TBRF, due a des infections a Borrelia trans-
mises par des tiques du genre Ornithodoros, est
une cause majeure de maladie dans plusieurs
régions d’Afrique [2]. La répartition géographique
de la TBREF est liée a des climats plutdt secs [12].

Malaria caused by Plasmodium falciparum, P.ma-
lariae, and P. ovale is endemic in Senegal, and the
entire population is at risk of infection [9]. Rapid
diagnostic tests (RDTs) were first developed in the
1990s to facilitate malaria diagnosis in endemic
areas of sub-Saharan Africa [6]. They have many
advantages, including rapid results (within 5-20
minutes), ease of interpretation, and low cost.
Additionally, malaria RDTs enable the rapid
management of febrile patients by providing a
definitive malaria diagnosis so antimalarial treat-
ment can be administered quickly. TBRF, which
is caused by Borrelia infections transmitted by
ticks of the genus Ornithodoros, is a major cause
of disease in several regions of Africa [2]. The
geographical distribution of TBRF is linked to rel-
atively dry climates [12]. A study conducted at the
Mbacké Health Center in 2022 and 2023 showed
a TBRF prevalence of 0% and 8.6%, respectively,
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Tableau II: Prévalence de différents pathogénes identifiés par gPCR & partir du matériel génétique extrait des TDR
dans diverses structures sanitaires du département de Mbacké, au Sénégal

Table II: Prevalence of different pathogens identified by gPCR from genetic material extracted from RDTs in various
health facilities in the department of Mbacké, Senegal

Ndindy
Variables étudiées / Keur Darou Daroul , Serigne (Centre’ Touba
Variables studied Niang Tanzil | Manane Mbacké Sali%)u ;l;{i:lrllttﬁ Bagdad HLM Total
center)
2022
Plasmodium falciparum | 95 (29,7%) | 12 (54 %) | 5(3,8%) | 7 (5,7%) | 14 (26,6 %) 0 5(7 %) 0 138 (13,6 %)
Plasmodium ovale 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Plasmodium vivax 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Plasmodium malariae 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Borrelia spp. 0 0 0 1(0,8%) 0 0 0 0 1(0,1%)
Bartonnella spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coxellia Burnetti 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Virus de la dengue 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2023
Plasmodium falciparum 64%) |22(3,5%) | 6(75%) | 3(3,2%) | 17(6,4%) | 1(0,7%) 0 1(14%) | 56 (4,1%)
Plasmodium ovale 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Plasmodium vivax 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Plasmodium malariae 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Borrelia spp. 0 3(0,5%) | 3(3,8%) 0 4(1,5%) 2 (1,3 %) 0 0 12 (0,9 %)
Bartonnella spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coxellia Burnetti 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Virus de la dengue 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Une étude menée au centre de santé de Mbacké
en 2022 et 2023 a montré une prévalence de 0%
et 8,6 % respectivement pour la TBRF a Borrelia
lorsquelle est détectée par qPCR dans le sang
veineux total de patients fébriles (données non
publiées). Labsence d’infection a Borrelia obser-
vée en 2023 dans les TDR collectés au centre de
santé de Mbacké pourrait s'expliquer par le fait
que la quantité de sang capillaire utilisée pour
les TDR (environ 10 pl) est beaucoup plus faible
que celle utilisée pour la qPCR (200 pl de sang
veineux) pendant laquelle il y a une amplification
qui permet de détecter des infections plus faibles.
Ces résultats confirment que la TBRF peut étre
présente chez les patients fébriles au cours du
GMT, ce qui justifie qu'elle soit recherchée chez
les patients fébriles non paludéens, de préférence
sur sang total.

Une épidémie de dengue a été diagnostiquée a
Fatick le 15 septembre 2018 suivie de la détection
d’un foyer a Touba ou s’est tenu le GMT le 28
octobre 2018 [1]. Parmi 832 échantillons inclus
dans une étude menée chez des patients fébriles
dans différentes structures sanitaires de Touba en

when detected by gPCR in total venous blood from
febrile patients (unpublished data). The absence
of Borrelia infection observed in RDTs collected
at the Mbacké health center in 2023 could be
explained by the fact that the amount of capil-
lary blood used for RDTs (approximately 10 pL)
is much lower than that used for qPCR (200 pL
of venous blood). During qPCR, amplification
allows for the detection of weaker infections.
These results confirm that TBRF may be present
in febrile patients during the LMT and justify
testing for it in non-malarial patients, preferably
using whole blood.

On September 15, 2018, a dengue epidemic was
diagnosed in Fatick, followed by the detection
of an outbreak in Touba on October 28, 2018,
where the GMT was held [1]. Of the 832 samples
collected from febrile patients at various health
facilities in Touba in 2018 and tested by qPCR,
22.71% (189/832) were positive for the dengue
virus [3]. Studies conducted during the 2018 and
2022 GMTs showed seven cases (26.9%) and two
cases (5.8%) of dengue detected by gPCR in venous
blood among patients consulting for fever at the
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2018, 22,71 % (189/832) ont été positifs au virus
de la dengue par qPCR [3]. Des études menées
pendant les GMT de 2018 et 2022 avaient montré
respectivement 7 cas (26,9 %) et 2 cas (5,8 %) de
dengue, détectée par qPCR dans le sang veineux,
chez les patients consultant pour une fievre au
centre de santé de Mbacké [4,5]. Dans notre étude,
aucun cas de dengue n’a été découvert, ce qui
pourrait sexpliquer par la faible quantité de sang
capillaire utilisé pour les TDR ou par 'absence
du virus au moment du GMT.

Notre étude présente certaines limites. Tous
les pathogénes pouvant causer des fievres non
palustres n'ont pas été recherchés. Les données
cliniques, démographiques et l'origine géogra-
phique des patients n'ont pas été documentées
du fait du protocole de I’étude. En outre, le long
délai entre la réalisation des TDR et le diagnostic
par PCR pourrait étre raccourci a l'aide d’une
logistique appropriée.

Les TDR du paludisme utilisés sur le terrain
constituent néanmoins une source facilement
accessible d’échantillons cliniques pour réaliser
le diagnostic étiologique des fievres et, éventuelle-
ment, étudier I’épidémiologie des causes de fievre
d’origine inconnue dans le contexte du GMT.

Ethique

Le protocole a été approuvé par le Comité national
d’éthique pour la recherche en santé au Sénégal
(SEN17/62) et réalisé conformément aux bonnes

pratiques cliniques recommandées par la décla-
ration d’Helsinki et ses amendements.

Financement

Cette étude est soutenue par I'Institut hospita-
lo-universitaire (IHU) Méditerranée Infection,
I’Agence nationale de la recherche francaise dans
le cadre du programme des Investissements d’ave-
nir, référence ANR-10-IAHU-03.

Mbacké health center [4,5]. Our study found no
cases of dengue, which could be explained by the
small amount of capillary blood used for rapid
diagnostic tests (RDTs) or the absence of the virus
at the time of the GMT.

Our study has certain limitations. Not all patho-
gens that can cause non-malaria fever were in-
vestigated. Clinical and demographic data, as
well as the geographical origin of the patients,
were not documented due to the study protocol.
Additionally, the long delay between RDTs and
PCR diagnosis could be reduced with better
logistics.

Nevertheless, malaria RDTs used in the field are
an easily accessible source of clinical samples for
etiological diagnoses of fevers and for studying
the epidemiology of fevers of unknown origin in
GMT contexts.
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