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ACT
ADN
Ag
ARN
ARNM
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ClH
Civ
CoV
COVAX

COVID-19
CQ
CSREF
CT

Ct (value)
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DNTPs
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Angiotensin Converting Enzyme 2 (Enzyme de Conversion de

I’ Angiotensine 2)
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Acide désoxyribonucléique

Antigéne

Acide Ribonucléique

Acide Ribonucléique messager

Biosafety Laboratory Level 3 (Laboratoire de biosecurité niveau 3)
Buffer Wash 5

cluster de différenciation 147

Acide désoxyribonucléique Complémentaire

Centre de Soins, d'Animation et de Conseils

Centre Infectiologie Charles Mérieux

Commune Il11

Commune IV

Coronavirus

COVID-19 Vaccines Global Access (Acces mondial aux vaccins
COVID-19)

Coronavirus Disease 2019 (Maladie a Coronavirus 2019)
Chloroquine

Centre de Santé de Référence

Tomodensitométrie

Cycle Threshold (Valeur seuil du cycle)

Commune VI

Cyanine 5 (fluorophores)

Désoxyribonucléotide Triphosphate

Enzyme-Linked immunosorbent assay (Methode immuno enzymatique)

Equipements de Protections Collectives
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HCoV
HCoV- HKU1
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1A

109G

IgM

IL

INSP
LBMA
LHSP
MERS CoV

n-CoV
NIAID

OIE
OOAS
P2
RaTG13
RDRP

RT
RT-PCR

SARS-CoV-2

SCB-2019
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Filtering Face Piece (Piéce faciale filtrante)

Human Coronavirus (Coronavirus Humains)

coronavirus humains-Hong Kong University 1

Hydroxychloroquine

Intelligence Artificielle

Immuno globuline G

Immuno globuline M

Interleukine

Institut National de Santé Publique

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée

Lymphohistiocytose hémophagocytaire secondaire

Middle East Respiratory Syndrome Related Coronavirus (Coronavirus
lié au syndrome respiratoire du Moyen-Orient)

Nouveau coronavirus

National Institute of Allergy and Infectious Diseases ( Institut national
des allergies et des maladies infectieuses)

Organisation Internationale des Epizooties (de la santé animale)
Organisation Ouest Africaine de la Santé

Laboratoire de niveau de risque biologique 2

Rhinolophus affinis, Tongguan, 2013

SARS-CoV-2 RNA-dependent RNA Polymerase (ARN polymérase
ARN-dépendant du SARS-CoV-2)

Reverse Transcriptase (ou Transcriptase inverse)

Real Time Polymerase Chain Reaction (Réaction de polymeérisation en
chaine en temps reel)

Severe Acute Respiratory Syndrom of Coronavirus 2 (Syndrome
respiratoire Aigu Sévere du Coronavirus 2)

Sub-unit COVID-19 Clover Biopharmaceuticals (sous-unité COVID-19

Clover Biopharmaceuticals)
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sHLH

SIDA

B

TDM
TDR
TMPRSS2
TNF
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USTTB
VIC
VIH
WHO
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Secondary hemophagocytic lymphohistiocytosis (Lymphohistiocytose
hémophagocytaire secondaire)

Syndrome d'Immuno Déficience Acquis

Tuberculose

Tomodensitometrie

Test de Diagnostic Rapide

Serine Protéase Transmembrane 2

Tumor Necrosis Factor (facteur de necrose tumorale)

University Clinical Research Center (Centre Universitaire de Recherche
Clinique)

Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
Valeur du Contrdle Interne

Virus de I’Immunodeficience Humaine

World Health Organisation (Organisation Mondiale de la santé)
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1. INTRODUCTION

Le monde fait face depuis decembre 2019 a une nouvelle menace sanitaire sous le nom de la
maladie a « coronavirus 2019 », en abrégée « COVID-19 ». Depuis son apparition pour la premiere
fois en Chine dans la province de Wuhan, le virus n’a cessé de se propager au point de passer du
stade d’épidéemie a celui de pandémie a la date du 11 mars 2020 (1). Le 7 janvier 2020, la
communauté scientifique de Chine a décrit le virus responsable de la maladie comme étant un
virus appartenant a la famille des coronavirus, baptisé temporairement « 2019-nCoV » puis
définitivement « SARS-CoV-2 » (2). Le continent africain a signalé son premier cas de COVID-
19 le 14 février 2020 en Egypte. Dés lors jusqu’au début du mois d’avril 2020, presque tous les
pays d'Afrique ont successivement signalé la présence de cas positifs de la COVID-19 sur leurs
territoires (3). D’apres les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a la date du
19 Septembre 2022, plus de 609 247 113 cas confirmes et 6 503 894 décés ont été enregistrés
dans plus de 220 pays a travers le monde. Elle est devenue en 2021, la premiére cause de déces
dues a un seul agent infectieux dépassant la tuberculose (4) et constitue aujourd’hui un probléme
majeur de santé publique au niveau mondial. Elle est trés contagieuse et dangereuse notamment
pour les personnes présentant un systéeme immunitaire défaillant, les personnes agées (plus de 60
ans) et toutes autres maladies chroniques comme le diabete et I’hypertension artérielle (5). Au
Mali, dans une étude de seroprévalence chez les travailleurs de santé, les participants avec
comorbidités comme 1’obésité, 1’asthme avaient une séropositivité plus €levée avec implication
probable d’autres facteurs de déces liés a la COVID-19 (6),(7). Les manifestations cliniques de la
maladie a COVID-19 sont non spécifiques et tres variables. Avant la vaccination, les symptomes
les plus courants (toux, rhume, fatigue, maux de gorge...) avaient tendance a apparaitre environ 2
a 14 jours apres le premier contact avec le virus (8). La plupart des personnes infectées développent
une forme légére ou modérée de la maladie et guérissent.

Depuis février 2020, le Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) a commencé les
premiers tests de COVID-19 et a enregistré les deux premiers cas de COVID-19 au Mali, le 25
mars 2020 (9). Pour bien lutter contre cette pandémie, les autorités sanitaires Maliennes ont
mobilisé plusieurs structures de santé y compris des laboratoires de recherche comme le Centre
d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM), le Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée
(LBMA), le Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) et le laboratoire de 1’Institut
National de Santé Publique (INSP).
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A la date du 19 Septembre 2022, le Mali a enregistré au total plus 32 508 cas positifs dont 740
déces (11). De nos jours, il existe différentes méthodes de diagnostic du SARS-CoV-2 (RT-PCR,
radiologiques, antigéniques, sérologiques, etc.) (12). La méthode RT-PCR étant une technique de
détection et d’amplification de I’ARN du virus, est beaucoup plus sensible et spécifique (13). Elle
permet de déclarer qu’un échantillon est positif au SARS-CoV-2, d’apprécier le niveau
d’infectiosité d’une personne malade grace a sa valeur Ct (Cycle Treshold ou nombre de cycle
pour avoir un signal détectable) et de suivre 1’évolution de la maladie sous traitement.

Au début de cette pandémie au Mali, les personnes confirmées étaient toutes traitées dans des
centres de prise en charge spécifique avec acces limité. Ainsi les patients confirmés étaient invités
a prendre gratuitement le traitement dans le centre le plus proche avec ou sans hospitalisation en
fonction des signes de gravité. Le traitement donné en fonction du poids et de 1’age était constitué
par la Chloroquine (250mg) pendant 10 jours ; 1’ Azithromycine (500 mg) pendant 5 jours et la
Vitamine C (1000 mg) pendant 10 jours.

La pandémie de SARS-CoV-2 non seulement peut attaquer tous pays et tous les groupes
d’ages, mais aussi les personnes atteintes peuvent faire un long temps d’absentéisme au travail du
fait de ses manifestions cliniques de durée plus ou moins longue malgré le traitement. Mais cette
période d’absentéisme ou encore la durée de vie (temps de négativation) du SARS-CoV-2 dans la
population n’a pas été suffisamment explorée au Mali. C’est ainsi que, vu les différentes
manifestations cliniques provoquées par le virus, nous nous proposons dans cette étude de

déterminer la durée de positivité du SRAS-CoV-2 chez les patients sous traitement a Bamako.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général
Etudier le temps moyen de clairance virale chez les patients infectés par le SARS-CoV-2 sous

traitement & Bamako.

2.2. Objectifs spécifiques

> Deéterminer les caractéristiques sociodémographiques des patients infectés par le SARS-CoV-
2 sous traitement ;

> Connaitre le temps moyen de clairance des patients infectés par le SARS-CoV-2 en fonction
du statut clinique, de I’age et le sexe ;

> Analyser le temps moyen de clairance des patients infectés par le SARS-CoV-2 en fonction de

leur Ct initial.
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3. GENERALITES
3.1. Historique

3.1.1. Historique de la maladie a coronavirus-2019

Les coronavirus sont une grande famille appartenant a la famille des Coronaviridae dans I'ordre
des Nidovirales. Le premier coronavirus a été identifié en 1965 et est devenu depuis une grande
famille (10). Le nom "corona" provient des pointes en forme de couronne sur la surface extérieure
de la famille de virus, visibles au microscope électronique (11). La famille des coronavirus se
compose de virus d'origine zoonotique qui infectent I'homme, d'autres mammiféres et les oiseaux,
et se caractérisent par un ARN monocaténaire comme matériel nucléique a l'intérieur d'une
nucléocapside.

Le génome entier du SARS-CoV-2 s'est révélé identique a 96 % a celui de la souche de coronavirus
analogue au SRAS de la chauve-souris, Bat CoV RatG13, ce qui appuie I'nypothese selon laquelle
le SARS-CoV-2 est trés probablement apparu chez les chauves-souris (12),(13). Les pangolins de
Malaisie ont été proposés comme héte intermédiaire entre les chauves-souris et I'nomme, montrant
a nouveau de grandes similitudes entre la souche intermédiaire et la souche humaine (14),(15)(16).
Les coronavirus sont classés en quatre genres (a, b, g et d), les coronavirus « a » et «b » étant
d'une importance clinique pour I'nomme (11). Le SARS-CoV-2 a été isolé pour la premiére fois
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire de patients atteints de COVID-19 a Wuhan, en Chine.
Apres séquencage du génome et analyse phylogénique, il a été déterminé que le SRAS-CoV-2 est
un membre du groupe des Beta-coronavirus (17).

Le syndrome respiratoire du au coronavirus existe depuis des années et on peut citer notamment :
- le syndrome respiratoire aigué sévere (SARS-CoV-1): le SARS-CoV-1, apparu pour la
premiere fois en Chine en novembre 2002, qui a provoqué une épidémie a partir de mai 2003 dans
29 pays, infectant plus de 8 000 personnes et 916 morts. La maladie s'est manifestée jusqu'en mai
2004 (18).

- le syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) : a été détecté pour la premiére
fois en 2012 en Arabie Saoudite. 11 a été responsable en 2012 et en 2015 d’une épidémie localisée,
respectivement au Moyen-Orient et en Corée du Sud. Son taux de létalité était de 38%. A la date
du 21 mars 2016, I'OMS annongait un nombre total mondial de 1 694 cas de MERS-CoV et 605
morts répartis dans 25 pays (19).
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- le syndrome respiratoire aigué sévere (SARS-CoV-2) : En décembre 2019, un nouveau
coronavirus a été détecté en Chine (20) . A I’origine, un groupe de patient a été admis avec fiévre,
toux, essoufflement et autres symptdmes ou ils ont été scannés a I'aide de la tomodensitométrie
(CT). Une analyse supplémentaire des acides nucléiques utilisant la réaction en chaine par
polymeérase en temps réel multiplex (RT-PCR) (21). Le 10 janvier 2020, des échantillons de liquide
de lavage bronchoalvéolaire des patients ont été analysés pour révéler un agent pathogéne avec
une sequence génétique similaire & la lignée des béta coronavirus B. Il a été decouvert que ce
nouveau pathogéne présentait une similitude environ 80%, 50% et 96% avec le génome du virus
du syndrome respiratoire aigué sévere (SARS-CoV), du virus du syndrome respiratoire du Moyen-

Orient (MERS-CoV) et de la chauve-souris coronavirus RaTG13, respectivement (22).

3.1.2. Epidémiologie

> Epidémiologie Globale (quelques dates importantes depuis sa découverte) :

- Depuis I’apparition de la maladie a coronavirus, I’OMS a signalé le premier cas en dehors de
la Chine le 13 janvier 2020 en Thailande.

- Le 31 janvier 2020, la directrice régionale de ’OMS pour I’ Afrique envoie une note a tous les
pays de la région soulignant I’importance de la préparation et de la détection rapide des cas
(3).

- Le 11 février 2020, ’OMS a nommé le virus SRAS-CoV-2 comme COVID-19 (23).

- Le 30 janvier 2020, sur la base de I’avis du comité d’urgence de Reéglement Sanitaire
International RSI, le directeur général de ’OMS déclare la flambée de nouveau coronavirus,
« une urgence de santé publique de portée internationale ».

- Le 14 février 2020, le continent Africain a enregistré son premier cas de COVID-19 en Egypte
(24).

- Le 11 mars 2020, la maladie a envahi au moins 114 pays et tuée plus de 40000 personnes et a
été déclarée officiellement comme une pandémie (22).

- L’Afrique du Sud est placée en téte en Afrique avec 3 695 175 cas positifs et 99 725 décés en
15 mars 2022(25).

- Le 25 mars 2020, le Mali a enregistré son premier cas de COVID-19 chez des patients venus
de I’étranger (32).
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Les autorités ont annoncé dans un communiqué de presse officiel qu'il s'agissait de deux Maliens
rentrés de France les 12 et 16 mars 2020. Aprés les premiers cas du District de Bamako, la maladie
s’est propagée pour atteindre neuf régions (Kayes, Koulikoro, Sikasso, Ségou, Mopti,
Tombouctou, Gao, Kidal et Ménaka) et 45/75 districts sanitaires.

- Le 1° avril 2020, les infections mondiales confirmées ont atteint 1 000 000 avec un bilan
mondial de 50 000 déces. Le SARS-CoV-2 est maintenant présent dans plus de 190 pays sur
cing continents(26).

- Prés de 3 ans apres, a la date du 19 Septembre 2022, plus de 609 247 113 cas confirmés et 6
503 894 déces ont été enregistrés dans plus de 220 pays a travers le monde(27). Les pays les
plus touchés en cette date, figurent les Etats-Unis d'Amérique avec 94 237 260 cas confirmés,
et 1 041 323 morts ; suivi de I’Inde avec 44 539 046 cas confirmés et 528 355 déces (27).

- Ala date du 19 septembre 2022, au Mali au méme moment, la situation cumulée des cas de
COVID-19 a été de plus 32 508 cas positifs avec 740 déces enregistrés. La ville de Bamako a
constitué le foyer principal de la pandémie avec 61,5% des cas confirmés du pays, elle est

respectivement suivie de Koulikoro avec 11,3% et Tombouctou avec 9% .
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Pandemie de Covid-19
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Figure 1 : Carte de 1’épidémie de COVID-19 dans le monde, 20 septembre 2022 (28)
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3.1.3. Classification taxonomique

Le SARS-CoV-2 est un virus ayant des origines zoonotiques. Il appartient a la famille des
Coronaviridae qui se divise en quatre genres : Alpha coronavirus, Beta coronavirus, Delta
coronavirus, Gamma coronavirus (29). On distingue six espéces principales, responsables des
infections humaines ; quatre sont responsables de pathologies bénignes chez les patients
immunocompétents (HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63 et HCoV- HKUL) ; deux autres
sont responsables d’épidémies graves et mortelles : le SARS-CoV et le MERS-CoV.

3.1.4. Structure et génome du SARS-CoV-2

Les coronavirus (CoV), possedent un génome ARN enveloppé non segmenté, simple brin, sens
positif (23). Leurs tailles varient entre 26 a 32 kilobases. 1ls possedent le plus grand génome connu
pour un virus a ARN.

Figure 2: Particule virale du SARS-CoV-2-CoV-2 vue au microscope électronique (23)

Les Coronavirus sont des virus de formes sphériques, enveloppés, ayant 60 a 220 nm de diamétre.
Leur structure comporterait une nucléocapside hélicoidale a I’intérieur d’une capside de structure
icosaédrique, tout ceci est entourée d’une enveloppe membranaire lipidique, qui a son tour est

protégé par une glycoprotéine de surface (30).
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Ils sont composés de :

- des protéines structurelles (S),

- I’enveloppe (E),

- la membrane (M) et

- la nucléocapside (N). La protéine de nucléocapside joue un réle important dans la

transcription et réplication de I’ARN génomique (31).

a4
-
7

Protéine
de membrane M

Figure 3: Structure de SARS-CoV-2
(32)

3.1.5. Physiopathologie de I’infection du SARS-CoV-2 et la réponse immunitaire

Le processus physiopathologique de la COVID-19 est complexe et n’est pas encore entierement
décrit. Lors d’une infection par le coronavirus, 1’apparition d’une inflammation est déclenchée par
le virus qui est la traduction physiologique de cytokines. Cette réponse inflammatoire se propage

dans tout 1’organisme de la circulation sanguine.

3.15.1. Mécanisme physiologique de I’infection par SARS-CoV-2
Le SARS-CoV-2 s’introduit dans I’organisme par voie aérienne. Il infecte majoritairement les
cellules des voies respiratoires supérieures de I'nomme : les pneumocytes (les cellules épithéliales

bronchiques).
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La glycoprotéine de surface ou protéine SPIKE du SARS-CoV-2 joue un rdle important dans
I’entrée du virus dans la cellule hote. Elle représente le point par lequel le virus se fixe au récepteur
ACE 2 des pneumocytes de type 2. Apres la fixation a ACE2, la spicule virale (S) est coupée en
deux parties par une protéase de la cellule héte. Parmi ces protéases, la molécule TMPRSS2 qui
est présente a la surface de la cellule permet la pénétration du virus dans la cellule (33). L’ACE2
est une protéine largement exprimée dans le cceur, les vaisseaux, les intestins, les poumons (en
particulier dans les pneumocytes de type 2 et les macrophages), les reins, les testicules et le
cerveau. Sa présence dans ces différents organes semble expliquer la variété des tableaux cliniques
et des complications liées au COVID-19 (32). Son r6le physiologique est de dégrader
I’angiotensine II, afin d’en limiter les effets négatifs (vasoconstriction, inflammation, thrombose).
Le virus une fois a I’intérieur, libere son matériel génétique et son génome est immédiatement
traduit par la machinerie cellulaire pour produire les protéines non-structurales et qui vont induire
de réarrangement de membrane. La réplication du génome est faite grace a I’ARN polymérase, le
génome sera traduit et formera des protéines « S », « M », « N » et « E ». Ensuite de nouveaux

virions formés s’échapperont de la cellule pour infecter de nouvelles cellules (34).
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Figure 4: Cycle de multiplication intra cellulaire du SARS-CoV-2

(34)

ACE?2 étant le principal récepteur cellulaire du SARS-CoV-2, il a été suggéré qu’une forte
expression d’ACE2 conduisait a une susceptibilité accrue a I’infection. Les patients diabétiques

ou atteints de cancer, qui expriment plus fortement ACE2, soient a risque de formes graves.(35)

3.1.5.2. Réponse immunitaire

Le corps contient des organes du systeme immunitaire qui est la meilleure défense et protége contre
les maladies (36). Il joue un réle clé dans le maintien de la santé et de la pathogeénicité. Il protege
également I’organisme contre les substances nocives, des germes et des modifications cellulaires
(néoplasme) (37). L acteur clé du systeme immunitaire est constitué par les globules blancs, qui
peuvent se déplacer dans tout le corps par I’intermédiaire des vaisseaux sanguins et lymphatiques.
Pour surveiller les microbes envahisseurs, I’organisme échange des cellules et des fluides entre les
vaisseaux sanguins et lymphatiques et active le systeme lymphatique.

La principale cause de mortalité des patients atteints de COVID-19 est I’insuffisance respiratoire

due au syndrome de détresse respiratoire aigué (38).
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La lymphohistiocytose hémophagocytaire (Trouble rare cause d'un dysfonctionnement
immunitaire chez les nourrissons et les jeunes enfants) secondaire (LHSP) se caractérise par un
orage de cytokine. Elle est fulminante et fatale et s’accompagne d’une défaillance de plusieurs
organes. Son mécanisme reste méconnu.

La sHLH (est un événement hyperinflammatoire potentiellement mortel déclenché par des
infections virales, y compris le SARS-CoV-2), ressemblant a un profil de cytokines, est associée
a la gravité de la maladie COVID-19, caractérisée par une augmentation de I’interleukine (IL)-2,
de I’IL-7, de la protéine 10 inductible par I’interféron, du facteur de stimulation des colonies de
granulocytes, de la protéine inflammatoire des macrophages 1, de la protéine chimiotactique des

monocytes 1 et du facteur de nécrose tumorale- (TNF-)(39).

3.15.3. Anatomie des voies respiratoires

Les voies respiratoires chez ’homme permettent les échanges d'air entre I'atmosphere et les
poumons. Elles sont constituées de deux voies :

- Les voies respiratoires supérieures sont extra thoraciques composées du nez, des fosses
nasales, de la bouche et du pharynx.

- Les voies respiratoires inférieures sont intra thoraciques qui amenent l'air des voies
respiratoires jusqu'aux alvéoles pulmonaires, c’est la partie la plus influencée dans I’infection de
SARS-CoV-2. lls sont composés d'une zone de conduction : larynx, trachée, bronches (souches et
lobaires), bronchioles et d'une zone d'échange (conduits et sacs alvéolaires, alvéoles pulmonaires).

A: Zone de conduction - Trachée

—

Bronches

Bronchiole

B: Zone d’échange
Conduit alvéolaire

Sac alvéolaire _

Figure 5: Représentation schématique des voies respiratoires inferieures ou intrathoraciques
(40)
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3.1.5.4.Reservoir de virus

Les animaux sauvages et les chauves-souris sont considérés comme les hotes réservoirs naturels
et jouent un réle crucial dans la transmission des coronavirus (41). En outre, les infections aux
coronavirus ont été signalées chez des bovins, des porcs, des chevaux, des chameaux, des rongeurs,
des chats, des chiens, des chauves-souris, des civettes de palme, des furets, des visons, des lapins,
des serpents et plusieurs autres espéces d'animaux sauvages et aviaires (42). Le coronavirus est
identique a 96% au niveau du génome entier a un coronavirus de chauve-souris, et qui sont
considéré actuellement comme 1’hote le plus possible du SARS-CoV-2 (43). Il peut y avoir

plusieurs hotes intermédiaires pour ce virus comme le vison ou encore le pangolin (44).

3.1.6. Mode de transmission

La maladie a coronavirus (COVID-19) posséde plusieurs modes de transmission: de 1’animal a
I’homme et/ou interhumaine est possible (30).

> De I’animal a ’homme

La transmission d'un animal & I’homme représente un risque relativement faible, mais la premiére
transmission des infections au coronavirus a été signalée chez les animaux sauvages. L’homme
peut se contaminer en manipulant des animaux infectés (45).

> De I’homme a I’homme (transmission interhumaine)

La transmission interhumaine est avérée, qui sont généralement transmis lors de contacts étroits
par I’inhalation des liquides biologiques (de gouttelettes infectieuses émises lors d’éternuements
ou de toux, et/ou des salive) des personnes infectées ou par intermédiaire d’environnements
contaminés. La contagiosité est trés variable selon 1’état du patient et la nature du contact. Elle
augmente avec la multiplication virale et la présence de symptéme. Les virus de COVID-19

peuvent survivre jusqu'a 3 heures dans l'air libre, et plusieurs jours sur des surfaces inertes (46).
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Figure 6: Transmission du SARS -CoV-2

(47)

Dans les milieux de soins, le risque de transmission peut étre observé lors d’un simple contact avec
un cas vivant ou mort sans équipement de protection pendant le transport/transfert, d’un examen,
de soins ou d’un prélévement, ou encore manque de désinfection des matériels et équipements

médicaux.

3.1.7. Période d’incubation

Cela correspond a I’intervalle entre la date d’un premier contact potentiel avec un patient suspecté
ou confirmé de COVID-19 et la date d’apparition des signes cliniques.
La période d’incubation varie de deux a quatorze jours (la médiane se situant a cinq jours) selon
I’OMS (36). La phase contagieuse s’éléve a 8 jours en moyenne et commence environ 2 jours
avant le début des symptdmes (36). Cette notion s’avere importante pour déterminer la durée

d’isolement afin de controler la propagation de I’infection.
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3.1.8. Symptomatologie

> Symptdomes

Les symptomes de la COVID-19 peuvent varier d’une personne a une autre, en fonction du groupe
d’age, également selon le variant de la COVID-19. Ces symptémes ne sont pas specifiques, elles
peuvent aller de I’absence de symptomes (asymptomatique) a une pneumonie grave et au décés
(48). Environ 14 % des patients manifestent des signes cliniques, les symptomes les plus courants
sont entre autre : la fiévre, la toux, la dyspnée, I’expectoration, les maux de téte et la myalgie ou
la fatigue (25) ; et les symptdmes atypiques qui sont : 1’hémoptysie, la diarrhée, 1’essoufflement
ou difficultés respiratoires, frissons ou tremblements répétés accompagnés de frissons, douleurs
musculaires, le mal de gorge, la perte de 1’odorat ou du goiit nouvellement apparue, nausées ou
vomissements (49). Les symptdbmes apparaissent généralement 2 a 14 jours environ apres
I’infection, le plus souvent dans un délai de 4 a 5 jours avec un large spectre de gravité clinique
variable : bénin (81 %), grave (14 %) et critique (5 %) (25). Présentement du fait des différents
schémas de vaccination, la majorité des patients infectés par le SARS-CoV-2 ne nécessitent pas
d’hospitalisation. Mais ils restent des individus potentiellement infectieux qui doivent étre
identifiés et confinés afin de réduire la transmission.

> Facteurs de risques (58)

Selon plusieurs études, les personnes les plus a risque des cas graves et de déces ont en général :
- un age supérieur a 65 ans ;

- une affection cardiovasculaire (hypertension artérielle compliquée, antécédent d’accident
vasculaire cérébral, antécédent de chirurgie cardiaque, insuffisance cardiaque, antécédents de
coronaropathie) ;

- les complications du diabete ;

- les pathologies rénales ;

- les pathologies neurologiques (maladies du motoneurone, myasthénie grave, sclérose en
plaques, maladie de Parkinson, paralysie cérébrale, quadriplégie ou hémiplégie, tumeur maligne
primitive cérebrale, maladie cérébelleuse progressive) ;

- une obésité avec indice de masse corporelle (IMC) >30 ;

- une immunodépression ;

- un syndrome drépanocytaire majeur ou antécédent de splénectomie ;
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o des affections pulmonaires chroniques susceptibles de décompenser lors d’une infection
virale, (notamment : broncho pneumopathie obstructive, insuffisance respiratoire, asthme sévere,
fibrose pulmonaire, syndrome d’apnées du sommeil ;

o un cancer ou hémopathie maligne (50).

3.2. Diagnostic de la COVID-19

Le diagnostic du COVID-19 se fait suivant plusieurs étapes comme indiqué ci-apres :

3.2.1. Méthodes de diagnostic

De nombreux tests ou méthodes sont disponibles pour faire le diagnostic de la COVID-19 : les
tests de biologie moléculaire, les tests immunologiques, les tests antigéniques, etc. A part la
radiographie/imagerie medicale, toutes ces méthodes necessitent un prélévement. A ce niveau, la
nature du prélévement peut étre nasopharyngée et/ou oropharyngée ou méme sanguine. Pour la
réalisation du prélévement, il est nécessaire de respecter le port des équipements individuels de
protection (Voir annexe).

> Prélévement nasopharyngé et oropharyngé

Le prélévement nasopharyngé et celui oropharyngé constituent aujourd’hui une référence pour

réaliser un test virologique (51)

Figure 7: Techniques de prélevement nasopharyngé (A) et prélévement oropharyngé (B) d’un
cas suspect de COVID-19
(52)
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> Prélevement sanguin
La prise du sang consiste a faire le test serologique pour rechercher la présence d'anticorps dirigés
contre le virus de SARS-CoV-2 (53).

Sood) )

Figure 8: Exemple du prélévement sanguin sur le tube sec pour la recherche des anticorps
spécifiques du SARS-CoV-2 -COV-2
(53)

3.2.2. Techniques de Biologie Moléculaire

3.2.2.1. Réaction en chaine de la polymérisation en temps réel (RT-PCR)

La RT-PCR est le test de référence pour le diagnostic du COVID-19. C’est la méthode la plus
sensible qui permet d’amplifier I’ARN du virus dans un échantillon donné (54). L'ARN est tout
d'abord rétro transcrit grace a une enzyme appelée la transcriptase inverse, qui permet la synthese
de I'ADN complémentaire (ADNc) a partir de ARN viral. Cette transcriptase inverse ou
rétrotranscriptase (en anglais reverse transcriptase ou encore RT) est utilisée par les rétrovirus et
les rétrotransposons qui transcrivent I'information génétique des virus de I'ARN en ADN.
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Figure 9: Principe de la Transcription inverse

(55).

La PCR elle-méme se déroule en trois grandes étapes :

» Dénaturation de PADN

A cette étape, la rupture des liaisons hydrogenes entre les bases nucléiques provoqueront la
séparation des deux brins d’ADN a une temperature trés élevée.

> Hybridation des amorces

Lors de I'hybridation, il y a une baisse de température et les amorces viennent se coller sur chaque
brin ADN complémentaire dans un sens (de 5' vers 3") et un antisens (de 3' vers 5" (56).

> Elongation

Polymerase se fixe sur I’extrémité 3’ des amorces et synthétise un brin d'/ADN complémentaire
néoformé.

L’amplification se fait grace a une enzyme, la Taq polymérase, capable de synthétiser de I’ADN a
partir des nucléotides présents dans la réaction en utilisant les produits de chaque étape de synthése.
Une sonde couplée a un fluorophore permet la détectée du virus. L’amplification obtenue est
exponentielle, et a partir d’'une molécule d’ADN, il est possible d’obtenir un milliard de copies de

cette méme molécule.
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Figure 10: Différentes étapes de la PCR
(56).

3.2.2.2. Xpert® Xpress SARS-CoV-2

Le dépistage du SARS-CoV-2 est important pour le suivi et le traitement épidémiologique d’un
patient (57). En effet, le test Xpert® Xpress SARS-CoV-2 permet une détection rapide du matériel
génétique du SRAS-CoV-2 dans un échantillon biologique (nasopharyngé ou oropharyngé).

> Principe du test Xpert® Xpress SARS-CoV-2

o PCR en temps réel (amplification et détection en méme temps) ;

o Pas d'interface mouillée entre I'outil et la cartouche pour éliminer les restes ;

o Contréle interne complet du systéeme des réactifs — pas de contréle positif ou négatif
externe ;

o Lyse ultrasonique intégrée de cellules pour la libération de I'ADN ;

o Analyse automatisée des données et interprétation de résultats.

> Procédure de détection et amplification du test Xpert® Xpress SARS-CoV-2

Le test Xpert® Xpress SARS-CoV-2 contient les réactifs utilisés pour la détection de I’ARN du
SARS-CoV-2. Un contréle du traitement de I'échantillon (CTE) et un contr6le de vérification des
sondes (CVS) sont également inclus dans la cartouche utilisée sur I’instrument GeneXpert. Le
CTE permet de controler le traitement adéquat de 1’échantillon et de surveiller la présence

d’inhibiteurs potentiels lors de la réaction RT-PCR.
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Le CTE garantit aussi que les conditions de la réaction RT-PCR (température et durée) sont
appropriées pour la réaction d’amplification et que les réactifs RT-PCR sont fonctionnels. Le CVS
veérifie la réhydratation des réactifs, le remplissage des tubes de PCR, la présence de tous les
réactifs dans la cartouche, ainsi que 1’intégrité de la sonde et la stabilité du colorant.

A I’aide de la pipette de transfert fournie, I’échantillon est transféré dans la chambre a échantillon
de la cartouche Xpert® Xpress SARS-CoV-2. La cartouche GeneXpert est chargée sur la
plateforme du systeme GeneXpert, qui effectue le traitement des échantillons et la RT-PCR en

temps réel pour la détection de I’ARN viral de fagon automatisée et sans intervention manuelle.

GeneXpert
Xpert Xprc-i-a
'# S

: :: g;w '-I.- #

s L t:.!t‘

#!;J‘

hevd,

Figure 11: Equipement du test de Xpert® Xpress SARS-CoV-2

> Interprétation

o Un résultat peut étre positif lorsqu’en plus de la présence du courbe de contréle positif, il y a
I’amplification au niveau du géne ciblé (géne E et N) du SARS-CoV-2 (voir figure 13) ;

o Un résultat peut étre negatif lorsqu’en plus de la présence du courbe de contrdle positif, si

tous les génes ciblés (gene E et N) sont linéaires (voir figure 12).
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Figure 12: Résultat d’un patient négatif

Figure 13 : Résultat d’un patient positif
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3.2.3. Tests sérologiques ou immunologiques

3.2.3.1. Tests de diagnostic rapide

Ces tests permettent une détection qualitative des 1gG et/ou des IgM dans le sérum, le sang total
ou le plasma humains en 10 & 15 minutes environ (58). Il consiste a fixer des anticorps anti-1gG et
IgM humaines sur la surface de la cassette et de coupler un antigéne du virus avec des particules
d'or colloidal. Si I'échantillon du patient contient des anticorps anti-SARS-CoV-2 alors ces
anticorps se fixeront a I'antigéne présent dans la zone de conjugaison de la cassette. Le complexe
ainsi formé migrera jusqu'au anti-1gG et/ou IgM humaines fixés sur la membrane. On verra alors

apparaitre une bande colorée (voir les différents résultats possibles plus bas) (59).

COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-1%9
TEST TEST TEST TEST

C =— C = C -~ C —

G G =~ G G =

M M M — M =
(A) (B) ©) (D)

Figure 14: Exemple des résultats du test rapide antigénique de COVID-19

(59).
C : bande du controle de Test
M : bande du contrdle d’IgM
G : bande du contrdle d’IgG
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Pour étre validé, ce test doit présenter une ligne positive pour le contréle (C)
Tableau I: Résultat et interprétation du test rapide sérologique du SARS-CoV-2
(60)

Résultats Interprétation

IgM+/ 1gG+ Infection récente au SARS-CoV-2

IgM+/ 1gG- Infection récente au SARS-CoV-2

IgM-/ 1IgG+ Infection antérieure au SARS-CoV?2

IgM-/ 1gG- Pas d'infection ou pas d’anticorps détectables

Pendant au début de I’infection

3.2.3.2. Les tests ELISA

C’est un test sérologique basé sur le principe de I’immuno-Enzymologie. 1l permet de rechercher
dans le sang la présence des anticorps dirigés contre le virus SARS-CoV-2 responsable de
I’épidémie de COVID-19. Ces tests permettent la détection (séparément ou simultanément) des
différents types d’immunoglobulines : les IgG, et les IgM. Lorsqu’elles sont détectées séparément,
les immunoglobulines peuvent communiquer des informations sur 1’historique de I’infection. En
effet, la détection d’IgM avec ou sans IgG indique une infection récente ou en cours, alors que la
détection des 1gG seules indique une infection passée. Les IgG apparaissant pendant 1’infection et
restant détectables apres (55).

» Principe du test ELISA pour les maladies infectieuses

La methode ELISA est une technique immuno-enzymatique qui permet de visualiser, a partir d’un
échantillon biologique, les réactions entre un antigéne (corps considéré comme étranger par
I’organisme Vvivant) et un anticorps a 1’aide d’une réaction colorée produite par un marqueur
enzymatique (généralement la phosphatase alcaline et la peroxydase préalablement fixé a

I’anticorps).
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La réaction colorée permet de confirmer 1’identification de la bactérie isolée ou la présence du
virus recherché et l'intensité de la couleur donne une indication de la quantité d'antigenes ou
d'anticorps dans I'échantillon donné (55).

3.2.4. Tests antigéniques

Les tests de diagnostic rapide (TDR) antigéniques (Ag) détectent les antigenes spécifiques
(nucléoprotéine) du SARS-CoV-2 s'ils sont présents en concentrations suffisantes dans les
échantillons, y compris les écouvillons nasopharyngées, les écouvillons oropharyngées, les
expectorations et toute autre sécrétion respiratoire obtenue d'un individu infecté (59). La plupart
des TDR Ag sont connus pour donner des resultats de test en quelques minutes allant de 15 a 30

minutes.

4 gouttes de i
solution '

a = i G D C
h e * * T TB TQD

- Positif Négatif Non valide

C (control) : signifier que le test est valable

T(test) : signifier que le test est positif

Figure 15 : Exemple des résultats du test rapide antigénique de SARS-CoV-2
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Tableau Il : Résultat et interprétation du test rapide antigénique

Résultats Interprétation

Positif La présence de deux lignes, une ligne de contrdle © et une ligne de test (T), dans
la fenétre de lecture des résultats indiquent un résultat positif.

Négatif La présence de la seule ligne de control©(C) dans la fenétre de lecture des
résultats indiquent un résultat négatif.

Non valide Si la ligne de control le (C) n'apparait pas dans la fenétre de lecture des résultats

apres le test, le résultat est considéré comme non valide

3.2.5. Technologies d’imagerie

La radiographie pulmonaire ou encore la tomodensitométrie (TDM) sont des outils importants
pour le diagnostic de la COVID-19 dans la pratique clinique. La majorité des cas de la COVID-19
présentent des caractéristiques similaires sur les images radiographiques du thorax, notamment la
distribution bilatérale d’ombres disparates et 1’opacité du verre moulu (36). L’intelligence
artificielle (IA) peut interpréter avec précision les images radiographiques du thorax des cas
suspects de COVID-19 en 20 secondes (61). Le taux de précision des résultats d’analyse atteint

97%, ce qui améliore considérablement 1’efficacité du diagnostic (61).

Figure 16: Imagerie pulmonaire d’un patient affecté par la COVID-19 (61)
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3.2.6. Classification des cas confirmés de la COVID-19 dans le Diagnostic

La classification des infections au syndrome respiratoire aigu sévere coronavirus 2 dépend du stade
de la maladie selon ’OMS (62).

" Cas de COVID-19 bénigne : C’est un cas simple, leur signe clinique est le rhume sans
douleur ni fiévre

" Cas de COVID-19 modéré : C’est un cas moyennement grave, et lorsqu’il présente des
symptdmes comme suite :

Fiévre, la toux, des frissons, des douleurs musculaires, écoulement nasal, des maux de téte, des
éternuements et des maux de gorge etc.

" Cas sévéere de COVID-19

C’est un cas trés grave ou un cas critique. Les caractéristiques des signes cliniques suivants :

- Polypnée (fréquence respiratoire > 30/min)

- Difficulté a respirer

- Signes d’altération de la conscience, confusion, somnolence

- Signes de déshydratation

- Présence de comorbidités (Insuffisance respiratoire, insuffisance cardiaque, Asthme,
Insuffisance rénale, infection a VIH, Hépatite virale B et C, diabete, obésité...)

. Asymptomatique :

Les cas asymptomatiques de COVID-19 sont des personnes infectées par le SARS-CoV-2 mais
qui ne présentent pas de symptomes de COVID-19. Cependant leur traitement est basé sur

I’élimination du virus de SRAS-CoV-2 afin d’éviter la propagation (63).

3.3.  Traitement, prévention et prise en charge

3.3.1. Traitement de la maladie a COVID-19

Le traitement de I’infection par le SARS-CoV-2 dépend du stade de la maladie selon I’OMS (62).
Il s’agit d’un traitement symptomatique (il vise & soulager les symptomes a laide
des medicaments) et un traitement de pneumonie (qui est basé sur la prise des antibiotiques en cas
de co-infection bactérienne) (64). Il n'existe pas de traitement spécifique pour le nouveau

coronavirus, mais on utilise certains antiviraux.
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Les antiviraux sont des médicaments utilisés pour la prévention et le traitement précoce de la
grippe en réduisant la capacité du virus a se multiplier comme zanamivir) qui ont démontré une
certaine efficacité dans des études récentes.

Cependant, il existe de nombreux traitements servant au contrdle de ses symptémes, de sorte que
I'assistance sanitaire améliore le pronostic. Le Mali, au regard de la pratique de plusieurs pays de
la sous-région et des recommandations de 1’Organisation Ouest Africaine de la santé (OOAS) a
adopteé 1’utilisation de Chloroquine et Azithromycine dans le protocole de traitement pour la
prise en charge des cas de COVID-19 dans les centres hospitaliers du pays (47).

» Chloroquine (CQ) et hydroxychloroquine (HCQ) :

Les spécialistes ont propose la chloroquine (CQ) et I'nydroxychloroguine (HCQ) dans le traitement
et la prévention de la maladie et actuellement ils sont identifiés comme des agents thérapeutiques
possibles pour la lutte contre le COVID-19. Ils sont moins risqués chez un patient en bonne sante,
que de patients agés avec des problémes de santé sous-jacents (65). Ils peuvent cependant
provoquer des effets secondaires tels que cardiovasculaires, une hypotension etc (66). La pandémie
actuelle, malheureusement a entrainé une grande proportion de patients agés hospitalisés qui ont
un probléme de santé sous-jacent ce qui donne lieu a des facteurs de confusion lors de I'utilisation
de CQ ou HCQ.

» Azithromycine :

L'azithromycine est un antibiotiqgue utilisé pour traiter des infections des voies
respiratoires (nez, gorge, bronches, poumons), de la bouche, des oreilles, les infections cutanées et
les infections des organes génitaux (67). Il est aussi utilisé dans le traitement des personnes
infectées par le coronavirus. Bien qu’il ait montré de bons résultats pour réduire la charge virale,
certaines études cliniques récentes n’ont pas prouvé cette efficacité (67). L'azithromycine peut
causer des effets secondaires d’intensité 1égére a modérée, et entrainer des désordres dans la

rythmicité cardiaque (49).
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Tableau I11: Protocole de prise en charge des patients adultes symptomatiques de COVID-19 au

Centre Hospitalier Universitaire du Point « G » (Mali)

Médicaments Dosage Quantité/jour Durée de prise
Phosphate de 200mg 2 comprimeés par 10 jours
chloroquine jour

Azithromycine 500mg 2 comprimeés le 5 jours

premier jour puis 1
comprimé par jour
Paracétamol 1000mg 1 comprimé deux  Jusqu’a la guérison

fois par jour

3.3.2. Prévention de la maladie &8 COVID-19

Les principes pour la prévention de la transmission de la COVID-19 se divisent en trois catégories :
- Les mesures de protection personnelle
- Les mesures de protection de I’environnement et

- Les mesures de distanciation physique (30).

> Mesures de protection personnelle
Pour prévenir la transmission de la COVID-19, les mesures d’hygiéne de base sont recommandées.
La technique la plus efficace consiste a utiliser un désinfectant, a se laver les mains avec de I’eau

et du savon pendant au moins 20 secondes, et a éviter toute interaction avec le visage (68).
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> Mesures de protection de I’environnement
Quant a I’environnement, il est important de nettoyer et de désinfecter fréquemment tous les objets
et toutes les surfaces qui risquent d’étre contaminés, comme les poignées de porte, la robinetterie,

les téléphones cellulaires et les claviers et souris d’ordinateurs (69).

> Mesures de distanciation physique

La distanciation physique consiste a limiter le nombre de contacts étroits auprés d’autres
personnes. Il est nécessaire d’éviter tous les déplacements non essentiels dans la communauté et
d’éviter de se rassembler, peu importe 1’occasion (69). Lors des déplacements essentiels, il est

important de maintenir une distance d’au moins un meétre par rapport aux autres.

3.4. Autre type de prévention : La vaccination

La pandemie de COVID-19 a gravement touché des vies humaines. La vaccination est I'un des
moyens les plus efficaces de se protéger contre la COVID-19 (70). Plusieurs déséquilibres entre
I’effort scientifique a travers le monde, pour développer des vaccins sdrs et efficaces. Le COVAX
est I'axe de travail vaccins du dispositif accélérateur (ACT). Son objectif est d’accélérer la mise au
point et la fabrication de vaccins contre la COVID-19 et d'en assurer un acces juste et équitable, a
I’échelle mondiale (71). En fin octobre 2020, selon la liste de ’OMS, prés de 200 candidats vaccins
contre le SRAS-CoV2 étaient en cours de développement, faisant appel a huit plateformes
technologiques différentes et leur exemple : vaccins vivants atténués (les vaccins contre la
rougeole) et vaccins inactivés (vaccine valneva), vaccins a base de sous-unités protéiques (SCB-
2019), vaccins a partir du matériel génétique viral (génétique), vaccins par vecteur viral réplicatif
ou non réplicatif (Johnson), vaccins a ARN (Covifenz®) et vaccin nanoparticules permettre a
I'ARN messager, d'entrer dans les cellules afin d'y étre lu et que notre corps puisse assurer la

production de protéines destinées a lutter contre le virus (72).
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre d’étude

Le Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) est une initiative de recherche
biomédicale entre les instituts nationaux de la santé aux Etats Unis —d’ Amérique (NIH-NIAID) et
I’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako, Mali (USTTB). Il est
doté d’un volet laboratoire et d’un volet clinique. La mission actuelle est d’améliorer la qualité des
soins de santé a 1’échelle nationale, régionale et mondiale en menant des activités de recherches
pointues et durables sur la tuberculose, le paludisme, le VIH/SIDA et les fiévres hémorragiques
(Ebola, Lassa, Dengue etc.), les maladies émergentes ou re-émergentes afin d’améliorer la santé
de la communauté malienne et internationale. Ce centre possede plusieurs unités de laboratoire :

- un laboratoire P-3 de Mycobactériologie et des Fievres hémorragiques,

- un laboratoire Core Immunologie,

- un laboratoire de biologie moléculaire et de génomique,

- un laboratoire Clinique,

- un laboratoire d’épidémiologie Moléculaire du VIH.

> Laboratoire d’immunologie (Core)

Ce laboratoire d’Immunologie est un laboratoire de dernicre génération qui soutient des études
complexes visant a mieux comprendre le systéme immunitaire de I’homme et la pathogénie de la
maladie. Ce laboratoire dispose d’équipements tels que les cytométres dont le principe est basé sur
le tri-cellulaire (caractérisation individuelle, quantitative et qualitative) des particules en

suspension dans un liquide, le Cell dyn ruby (pour les parametres hématologiques) etc.

> Laboratoire de Mycobactériologie et des fievres hémorragiques

C’est un laboratoire de Biosécurité de niveau de sécurité 3 permettant la manipulation de
pathogénes hautement dangereux. Il est certifié annuellement par des structures habilitées pour les
normes internationales de sécurité microbiologiques depuis 2006. C’est un des premiers
laboratoires de niveaux de sécurité 3 dans la sous-région francophone. Il a conduit le diagnostic
des suspects de la maladie a virus Ebola (MVE) du Mali et certains pays tels que la Guinée. Il a
joué un réle clé dans la riposte contre 1’épidémie ouest africaine (73) de la maladie a virus Ebola

et conduit actuellement le diagnostic des patients suspect de COVID-19 au Mali.
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> Laboratoire de biologie moléculaire et de genomique

Le laboratoire de génomique est un laboratoire de ’'UCRC a accés limité doté d'équipements de
biologie moléculaire de derniere génération. Des thermocycleurs pour la PCR classique et PCR en
temps réel pour la préparation des librairies avant le séquencage. Il procede des séquenceurs pour
le "Sanger et le NGS" afin de sequencer I'ADN complémentaire et du génome complet.

> Laboratoire d’épidémiologie moléculaire du VIH

11 s’occupe essentiellement du suivi de la charge virale des patients infectés par le VIH/SIDA sous
traitement antirétroviral (ARV). Il conduit aussi le génotypage des souches de VIH en vue de
déterminer s’ils sont résistants aux ARV.

UCRC travaille en collaboration avec tous les Centres de Santé de Référence (CS Réf) des six
communes du District de Bamako, I’ARCAD /SIDA-CESAC et le service de pneumo-phtisiologie
du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) du Point G pour le recrutement des patients dans les

différentes études.

4.1.1. Définitions opérationnelles

> COVID-19 : Coronavirus disease 2019 (en Anglais), Maladie a coronavirus 2019 (en
Francais) est une maladie infectieuse émergente de type Zoonose virale, causée par le virus
responsable du syndrome respiratoire aigué sévere (SARS-CoV-2).

> Cas contact : Sujet ayant été en contact direct ou indirect avec un cas suspect, probable ou
confirmé pendant la période allant de 2 & 14 jours.

> Cas suspect : Patient présentant un ou des signes d’infection respiratoire aigué ou des
signes généraux persistants et ayant été en contact avec un sujet contact d’un malade confirmé de
COVID-19 dans les 14 jours précédant les signes.

> Cas confirmé : Sujet chez qui la RT PCR- SARS-CoV-2 est positive quels que soient les
symptomes qu’il manifeste ou les tests antigéniques sont aussi suffisant pour confirmer.

> Temps de clairance : C’est le délai nécessaire pour qu’un patient dépisté positif au
COVID-19 obtienne son premier résultat négatif.

> Guérison : 1l s’agit d’un malade de COVID-19 ayant eu deux résultats négatifs successifs,
en intervalle de 24h, pendant les tests de controles.

> Ct (Cycle de seuil) : c’est le nombre de cycle de PCR auquel le géne ciblé franchit le seuil

de détection.
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4.1.2. Lieux d’étude

Les différents prélevements nous provenaient de huit sites principaux, a savoir :

- I’hépital du Mali ;

- I’hépital du Point G ;

- I’hopital de Kati ;

- I’hopital dermatologique de Bamako ;

- le Centre de Santé de Référence (CSREF) de Kati ;

- les Centres de Santé de Référence (CSREF) des communes I, IV et VI ;

4.1.3. Type, période d’étude

Nous avons mené une étude de cohorte prospective entre février et ao(t 2021 dans le laboratoire
de niveau de sécurité 3 de ’UCRC de I’Université des Sciences, des Techniques et des
Technologies de Bamako (USTTB).

4.1.4. Population d’étude
4.1.4.1.Taille de la population d’étude

Elle est constituée de tous les cas confirmés de SARS-CoV-2 a I’UCRC et qui ont eu deux résultats

négatifs successifs pendant leur test de contréle.

4.1.4.2 .Echantillonnage
Les prélevements oropharyngés et/ou nasopharyngeés ont été effectués par des cliniciens dans des
centres de dépistage et de prise en charge de COVID-19. Ces prélevements ont ensuite été
acheminés au laboratoire de I"UCRC dans les boites sécurisées a triple emballage. Des
informations telles que : le nom, age, sexe, établissement, symptéme, le lien épidémiologique ont

également été enregistrées dans une base de données.
4.1.5. Critéres d’ inclusion

Toutes les personnes dépistées positives au SARS-CoV-2 dans le laboratoire de ’UCRC et qui ont

suivi leur contrdle jusqu’a leurs guérisons et ayant acceptées de participer a 1’étude ont été inclues.
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4.1.6. Critéres de non- inclusion

Les criteres de non-inclusion etaient :

- les patients ayant refusés de participer a I’étude,

- les patients n’ayant pas pu faire le test de controle aprés avoir été dépistés positifs ;

- les patients n’ayant pas pu avoir deux résultats de PCR négatifs successifs.
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4.2. Méthodes au laboratoire

Cette partie a été subdivisée en cinq étapes :
» laréception des échantillons,
» I’inactivation des échantillons,
» D’extraction de I’ARN (matériel génétique),
» T’amplification du matériel génétique pour la RT-PCR,
» I’nterprétation des résultats.
4.2.1. Réception des échantillons
A P’arrivée de I’échantillon, le carton de triple emballage a d’abord été nettoyé avec une solution
de désinfection (Vesphene) alI’intérieur du laboratoire de niveau 3 de sécurité. La vérification des
tubes était obligatoire (chaque tube correspond a un numéro unique et date).
4.2.2. Inactivation des échantillons (avec le kit d’extraction Argene®)
A P’intérieur du laboratoire P3, le virus a été inactive en ajoutant 140 pL de 1’échantillon a 560puL
de AVL et puis vortexé et incubé pendant 10 min. Aprés I’incubation, 560 uL de I’éthanol ont été
ajoutés. La solution finale a été homogéneéisée puis envoyée dans le laboratoire de biologie

moléculaire P2 pour la suite du test.

Figure 17: Inactivation de I’¢chantillon dans le laboratoire P-3
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4.2.3. Procédure de I’extraction de ’ARN

Les échantillons inactivés ont été transférés dans une colonne constituée d’une membrane de silice
et d’un tube de collection. Aprés 1 min de centrifugation, la membrane de silice capte acide
nucléique c’est-a-dire (ARN, s’il est présent) et laisse passer le reste des débits cellulaires dans le
tube de collection. Elle est ensuite lavée en ajoutant 600 uL de AWL1 (solution de lavage) puis
centrifugée. Aprés un deuxieme lavage, I’échantillon sera ensuite centrifugé pour une troisiéme
fois a sec pendant 1 min afin d’enlever toutes les traces d’éthanol. L’ ARN est récupéré en ajoutant
60 pL de tampon d’élution, incuber pendant 1 mn & la température ambiante puis centrifuger

pendant 1mn.

4.2.4. Réaction de polymérisation en chaine en temps réel (RT-PCR)

4.24.1. Préparation du Master Mix

A ce niveau nous avons d’abord procédé a la dilution de la solution RT (transcriptase inverse) qui
consiste a ajouter 1 uL de la solution RT + 9 uL I’eau. Aprés, pour chaque échantillon, 15 pL de

la solution RO1 a été ajoutée a 0,5 pL de la solution RT préalablement diluée.

4.2.4.2. Préparation de la plague PCR
Un volume de 15 pL du mix préparé est reparti dans chaque puits de la plaque et 10 pL de
I’échantillon extrait a été ajouté. La plaque a ensuite été recouverte avec une fine plastique puis

insérée dans la machine ab7500 Fast Real Time pour entamer la RT-PCR

Figure 18: Insertion de la plaque dans la machine AB7500 Fast pour la détection du virus SRAS-
COV-2 dans le laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique
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Tableau IV: Programme de la machine AB7500 Fast real time

Procedure adoptee: RT-PCR (KIT ARGENE)

B réactionnel | N=1 N=
(8) (A) ) 35
RT (dilué au 1/10%=% | 0,15 ul
ARNMNC/PC S pl
Dve kit Alternative Dyve | Gene cible (C)
FAM N
Cv5 RARP
VIC Ic
Programme d*amplification
Description Temperature | Times Cvele
Stage 1 RT 50°C 05 min 1%
Stage 2 Activation 95 °C 15 min
Dienaturation 95 °C 10 sec
Stage 3 Hyvbridation 60 *C 40 sec 45 X
Svnthése / Elongation | 72 %C 25 sec (data collect)

4.2.43.

La RT-PCR est une technique qui permet de faire une PCR (réaction par polymérisation en chaine)
a partir d'un échantillon d'’ARN. Il a pour but d’amplifier une région d’ADN ou ARN. Ainsi, on

pose sur des régions d’intérét des amorces ou primer (morceaux d’ADN a simple brin) qui

Amplification et détection

délimitent les régions a amplifier.

Différentes étapes seront répétées en cycles plusieurs fois jusqu’a 1’obtention de la région d’ADN

amplifiée a double brin.
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Figure 19 : Machine de PCR en temps réel du laboratoire de Biologie Moléculaire et de

Génomique

4.2.4.4. Résultats et interprétation de la PCR semi quantitative

Les produits d’amplification (amplicons) sont détectables a 1’aide de la florescence émise par les
sondes au moment de I’amplification. L’intensité de cette florescence est proportionnelle au
nombre d’amplicons. L’ordinateur affiche le numéro d’ombre du cycle (1 et 40) a partir duquel le
signal détectable a été obtenu, on parle alors du seuil de détection Ct (cycle theshold). Plus ce seuil
est bas, plus la virémie est élevée car il a fallu moins de cycle d’amplification pour détecter un

signal.
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e Lesrésultats ont été interprétés comme suit : Résultats positifs : puisque le Ct est apparu aux
environs du 30°™ cycle (Ct= 30).
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Figure 20 : Exemple de résultat positif au laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique

FAN : amplification au niveau du courbe bleu signifie que le virus est présente
CY5 : amplification au niveau du courbe violet signifie que le virus est présente

VIC : amplification au niveau du courbe vert signifie que le test est validé

Thése de pharmacie 38 Mme Mariame SOW



e Résultats négatifs : puisque le Ct est en dessous du seuil de détection tout au long des 46

cycles.
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Figure 21 : Exemple de résultat négatif au laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique

FAN : la linéarité de courbe bleu signifie que le virus est absent
CY5 : la linéarité de courbe violet signifie que le virus est absent

VIC : amplification au niveau du courbe vert signifie que le test est validé
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e Résultat invalide : puisque le contréle positif, le contrdle négatif et les duplicates donnent

des résultats discordants.
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Figure 22 : Exemple de résultat invalide au laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique

La courbe verte, violet et bleu sont en discordances. On ne connait pas si le virus est présent ou

pas Il faut faire un autre prélévement ou de reprend le test.
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4.3. Plan de collecte des données

La collecte des données a été faite dans une base de données du laboratoire P3 de I’'UCRC avec
acces limité. Les données cliniques et sociodémographiques des patients ont été recueillies sur des

questionnaires individuels en papier et transférées sur ordinateur en fichier Excel.
4.4. Analyse des données

Les données recueillies ont été reportées sur fichier Excel (Microcoft excel). En suite les données
ont été analysees avec le logiciel Prisme version 9.3.1 GraphPad Software 2365 Northside Dr.
Suite 560, San Diego, CA 92108 USA. La durée de guérison a été calculée en comptant le nombre

de jours écoulés entre le jour de positivité et celui des deux jours de négativation.

Des analyses statistiques ont été ensuite réalisées par le logiciel « test-t de Student » pour
déterminer les caractéristiques socio-démographiques de notre population d’étude et le temps
moyen de clairance virale des patients.

Nous nous sommes bases sur la valeur de « p » value pour comparer les parameétres tel que le sexe,
I’age, statut clinique et la valeur du Ct initial. Il y a eu une différence significative lorsque la valeur

de « p » est inférieure ou égale a 0.050.

4.5. Considérations éthiques

Compte tenu du caractere épidémiologique de la flambée du coronavirus et prenant en compte que
I’OMS a declaré 1’état d’urgence sanitaire mondiale pour cette pandémie de la COVID-19, les
participants n’ont pas été soumis a la signature du consentement. Ils sont venus volontairement se
faire prélever et se faire tester pour la présence au nom du virus de SARS-CoV-2. Ainsi, la
soumission aux comités d'éthique institutionnels n’a pas été nécessaire, mais les bonnes pratiques
cliniques et de laboratoire ont éte strictement suivies et respectées. De notre c6té, la confidentialité
a étée conservée tout au long de 1’étude. Les patients et les médecins traitant ont bénéficié des

résultats des laboratoires pour guider leur traitement.
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4.6. Sécurité Biologique au Laboratoire

Toutes les experiences impliquant la manipulation d'agents pathogénes de la COVID-19 ont été
conduites dans le laboratoire de mycobactériologie et des fiévres hémorragiques (BSL-3) de
I'UCRC au Mali. Ce BSL-3 est certifié chaque année par le NIAID/NIH et dispose d’équipements
de sécurité adéquats et de tout le matériel nécessaire pour mener en toute sécurité les investigations
de laboratoire proposées. Tous les personnels du laboratoire portaient des équipements de
protection individuelle et ont été déja formés aux bonnes pratiques cliniques et de laboratoire et a
la manipulation du virus de la Covid-19. Les réactifs et les produits jetables utilisés pour les tests,
ont été soigneusement placés dans des sacs de biorisques autoclavés dans le BSL-3, puis incinérés
par le personnel qualifié de ’UCRC en respectant les mesures barriéres de COVID-19 durant le

déroulement de I’étude.
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5. RESULTATS

% Reésultats généraux

Nombre total
d’échantillon
N= 315 patients

Echantillons
exclus
N =115 patients

Total inclus
N= 200 patients

r
Total Total
Symptomatiques Asymptomatiques
I I |
Ct<25 Ct>25 Ct<25 Ct>25
13 23 64 100

Figure 23: Schéma descriptif de notre étude

Sur 315 patients confirmeés positifs de COVID-19 par la méthode RT-PCR au laboratoire UCRC,
nous avons retenu 200 patients qui répondaient a nos critéres d’inclusion. Nous avons divisé les
200 patients en deux groupes :

- le premier groupe concernait les patients symptomatiques (36 patients),

- le second groupe concernait les patients asymptomatiques avec 164 patients. Dans le
groupe des patients symptomatiques, 23 avaient des Ct initial (Ct > 25) et 13 avaient des Ct initial
(Ct<29).

Dans le groupe des patients asymptomatiques, 100 avaient des Ct initial (Ct > 25) et 64 avaient
des Ct initial (Ct < 25).
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5.1. Caracteristiques sociodémographiques des patients

Tableau V: Reépartition des patients en fonction des caractéristiques sociodémographiques

Caractéristiques Nombre Pourcentage
N =200 (%)

Sexe

Masculin 127

Feminin 73 36,5

Age moyen (ans) 39,52+16,58

0-30 ans 68 34
31-60 ans 104 @
61 ans- et plus 28 14
Symptomatiques 36 18

Asymptomatique 164

La tranche d’age de 31-60 était la plus représentée avec 52% et une moyenne d’age de 39,52
+16,58 ans. Le sex-ratio (H/F) était de 1,73. Les patients asymptomatiques étaient les plus

représentés avec 82%.
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5.2. Répartition des patients en fonction de la provenance
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Figure 24 : Répartition des patients en fonction de la provenance

Le centre de santé de référence de la commune 4 (C IV) était la plus représentée avec 70 patients
soit 35%.
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Tableau VI: Répartition des patients en fonction du temps de clairance

Jour de J7 J13 J19 J22 J25

négativation (1°"controle) (3éme (5eme (6eme (7éme
contrdle) contréle) contréle) controle)

Nombre des

patients par

controle =N 200 101 51 30 12

Nombre des

patients

neaativés 51(25,5) 28 (27,7) 21 (41,2) 18(60) 12 (100)

n(%o)

Le temps moyen global de clairance était de 13 + 4 jours. Sur 200 patients, 51 et 48 ont été déclarés
négatifs respectivement au 7 ™ jour (1°" contrdle) et 2°™ contrdle. Ce qui signifie que prés de la

moitié des patients 99 (49,55) n’ont pas dépassé 10 jours d’infectiosité.
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Résultats spécifiques

5.2.1. Détermination du temps moyen de clairance en fonction du sexe
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Figure 25: Répartition des patients en fonction du temps de clairance en fonction du sexe

I n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les deux sexes par rapport au temps
moyen de clairance (p = 092 ; (T= 13,24 + 0,46 pour le sexe masculin (N= 127) et 13,16 £+ 0,59

pour le sexe féminin (N= 73)).
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5.2.2. Détermination du temps moyen de clairance en fonction du statut clinique
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Figure 26 : Répartition des patients en fonction du temps de clairance virale et le statut clinique

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les patients symptomatiques et
asymptomatiques en fonction du temps de clairance (p = 0,71 (T=13 + 3 jour pour les

asymptomatiques (N=164)) et (T=13 < 4 jour pour les symptomatiques (N= 36)).
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5.2.3. Détermination du temps moyen de clairance en fonction de la tranche d'age
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Figure 27 : Répartition des patients en fonction du temps de clairance virale et la tranche d'age

Une clairance rapide avait €té observée pour la tranche d'age [31-60] (N= 104 et une moyenne de
1045 jours) avec un Pp significatif a 0,01.
En revanche, la différence n’était pas statistiquement significative pour les tranches d'age 0-30

(N= 68 avec une moyenne de 13 £5jours) et 61 et plus (N= 15 et une moyenne de 15£5 jours).

Thése de pharmacie 49 Mme Mariame SOW



5.2.4. Détermination du temps moyen de clairance en fonction du Ct initial
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Figure 28: Répartition des patients en fonction du temps de clairance virale et la valeur CT initiale
(Cto)

Il y avait une différence statistiguement significative en fonction du CT initiale. Ainsi les patients
qui avaient une valeur de Cto < 25 (N=77) avaient une moyenne de 15,8+4,8 jours de temps de
clairance plus longue que ceux ayant une valeur de Cto > 25 (N=123) qui était de 11+5 jours). (p<
0,001).
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

6.1. Caractéristiques sociodémographiques et cliniques des patients

Le sexe masculin était dominant a 63,5% (Tableau V) avec un ratio de 1,73. Cette valeur est
proche de celle obtenue par Nikpouraghdam M et al. en Iran en 2020 avec un ratio de 1,93(74); et
Ketfi A. etal. en Algérie en 2020 avec un ratio 1,8 (75) . En outre prés de la moitié des personnes
de notre étude étaient de la tranche d’age de 31-60 ans soit 51,7% (Tableau 1V) avec une moyenne
d’age de 39,52 £16,58. Cela pourrait s’expliquerait par le fait que dans la société malienne, la
plupart des hommes (généralement jeunes), sont plus actifs que les femmes et donc plus exposes
au virus. Henkens et al. ont trouvé une moyenne d’age de 69 +34,5 avec 64% d’hommes, cela
pourrait s’expliquer par le fait que dans leur étude le critére d’inclusion était uniquement des
personnes agées entre [58-77] (76). Cependant les hommes pourraient étre considérés comme une
source importante dans la transmission de la COVID-19.

A I’inclusion, 82% (164/200) (Tableau IV) des personnes n’avaient aucun signe de COVID-19.
Nous avons remarqué que les personnes venaient pour se faire dépister lorsqu’elles étaient en
contact avec des cas positifs. Cette valeur est similaire a celle obtenue par Wan et al. en 2020 dont
83,7 % des patients inclus dans leur étude avaient des antécédents de contact avec des cas positifs
a Wuhan (77). Cette prédominance des cas asymptomatiques s’expliquerait par le fait que la
majorité étaient des cas contacts qui sont également des personnes n’ayant pas encore développées
de signes.

6.2. Temps moyen de clairance en fonction du sexe

Dans notre étude nous n’avons pas trouvé des différences statistiquement significatives (p=0,92)
entre le sexe (masculin et féminin) en termes de temps de clairance (en moyenne de 13 jours)
(Figure 21). Notre hypothese était que les femmes ayant des hormones sexuelles protectrices et
que leur temps de clairance sera plus court que les hommes. En outre une étude menée par Wan et
al. en 2020 a également confirmé qu’ il n'y avait pas de différence statistiquement significative
(p=0,92) dans la proportion de patients masculins et féminins (77). Cela pourrait s’expliquer par

le fait que les hommes aussi bien que chez les femmes ont été traités de la méme maniére.
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6.3. Temps moyen de clairance en fonction du statut clinique

Dans notre étude nous n’avons pas trouvé des différences statistiquement significatives (p=0,71)
du temps moyen de clairance entre les patients symptomatiques et asymptomatiques
respectivement (une moyenne de 13+4 jours et 13 £ 3 jours) (Figure 22). Nous avons supposé que
le groupe asymptomatique, comme ne possédant pas de symptémes, leur temps de clairance sera
plus court par rapport au groupe symptomatique. Nos résultats sont différents de ceux de Uhm et
al. en 2020, qui ont démontré que le temps de clairance était plus court dans le groupe des patients
asymptomatiques que dans le groupe des patients symptomatiques (p =0,44) respectivement avec
une moyenne (14,5 jours et 18,0 jours)(78). Cela pourrait s’expliquer par le fait que dans leur étude
le groupe des patients symptomatiques était 4 fois supérieur a celui de notre étude. Aussi dans leur
étude, les symptdmes majeurs retrouvés étaient : la toux, les frissons, les douleurs musculaires,
I’écoulement nasal, les maux de téte, les éternuements et les maux de gorge ce qui aurait prolongé
leur temps de rémission tandis que chez nos patients ce n’était que des symptomes mineurs comme
le rhume, I’asthénie qui ne sont pas beaucoup plus sévéres pour faire durer la clairance virale du
SARS-CoV-2.

6.4. Temps moyen de clairance en fonction de la tranche d'age

Nous avons observeé que les patients de la tranche d’age de 31-60 ans (51,7%) avaient un temps de
clairance plus court soit une moyenne de 10+5 jours que ceux des tranches d’ages de 0-30 et 61
ans et plus (p =0,01) (Figure 23). Ainsi, nous soupconnons que I'age soit le principal facteur de
risque de la gravité de la maladie du COVID-19 au Mali. Il a été rapporte dans une étude menée
par Hirai et al. en 2021 au Japon. le temps de clairance était plus court chez les personnes de 30-
60 ans que chez les personnes de plus de 60 ans (p <0,001) (79). Ceci pourrait expliquer par le fait
que les tranches d’ages de 0-30 et 60 ans et plus, pour la plupart des enfants et des personnes agées
avec des systemes immunitaires qui paraissent plus faible que ceux des tranches d’ages adultes de
31-60.

6.5. Temps moyen de clairance en fonction du Ct initial

Dans notre étude, 54,5% des patients (Figure 24) avait une charge virale faible (Cto > 25) et ils ont
le temps moyen de clairance plus court (moyenne de 11 jours), contrairement a ceux des patients
qui ont des Cto (Cto < 25) avec 38,5% et une moyenne de 15,8+4,8 jours (p <0,001).
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Ces mémes remarques avaient éeté faites dans une étude menée par Aranha et al. en 2021 au Bresil
qui montraient que les patients qui avaient de Cto < 25 ont un temps de clairance plus long
(moyennel5 a 30 jours) que ceux des patients qui avaient de Cto> 25 (8 a 14 jours) (P<0,001),
(54). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les valeurs du Cto faibles sont dues a des
charges virales ¢levées. La diminution de la charge virale s’effectue lentement donc les patients
ayant des Cto initiales faibles lors du dépistage mettent beaucoup plus de temps a devenir négatifs

par rapport a ceux qui avaient des Cto initiales élevés.

6.6. Limites de I’étude

Notre étude a des limites en particulier a cause du caractére rétrospectif principalement,
I’incomplétude des données détaillées des patients qui n’a pas permis d’inclure tous les patients,
car leur suivi de diagnostic et thérapeutique n’était pas achevé chez nous.

L’absence des patients suivis mais qui ne sont pas sous traitement.

Une autre limite concerne 1’absence des données des tests Elisa dont les valeurs des 1gG/IgM
auraient pu étre comparées aux résultats du temps de clairance virale.

En plus, nous n’avions pas pu effectuer le séquencage pour déterminer les mutations ou les variants

qui auraient été associées a la clairance virale.
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7.

CONCLUSION .

Nous avons observé que le temps moyen de clairance virale était de 13 jours et que ce temps était

plus court chez les patients d’age adulte (30-61 ans) et ceux avec une charge virale initiale faible
(Cto > 25).

8.

RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

8.1. RECOMMANDATIONS

Au terme de cette étude de vue nos resultats nous formulons les recommandations suivantes :

» AU ministére de la Santé

Multiplier les sites de diagnostic et de suivi de la COVID-19 a travers le pays ;

Renforcer la sensibilisation pour le respect des mesures barrieres ;

Intensifier les campagnes de vaccination a travers le pays

Financer les activités de recherche scientifique pour renforcer les activités de surveillance

épidémiologique de la COVID-19 au Mali

» A la population Malienne

Respecter strictement les mesures barrieres edictées par les autorités sanitaires ;

Chercher toujours la bonne information a travers les outils authentiques (médias surs, sites
web, réseaux sociaux, numeros verts...) mis a disposition par les autorités ;

Se rendre dans un centre hospitalier lorsqu’un membre de la famille ou du service a été
testé positif ou lorsqu’on sent des symptomes similaires & la COVID-19 ;

Respecter un confinement strict lorsqu’on est détecté positif au COVID-19

8.2. PERSPECTIVES

Il sera important de faire une étude avec une large cohorte des patients afin d’évaluer I’importance

de la clairance en y associant éventuellement le statut vaccinal.
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10. ANNEXES

Annexe 1 :

% Equipements de protection individuelle (EPI) pour le préléevement

Ce sont des dispositifs portés par les manipulateurs de produits biologiques et destinés a les
protéger physiquement contre la transmission des agents pathogeénes. Ils visent donc a protéger le
corps, les mains, les visages, les yeux, les voies respiratoires et digestives des manipulateurs. Ces
dispositifs incluent les blouses et vétements apparentés, les gants, les sur-chaussures, les charlottes,
les lunettes, et les masques (43). Les Equipements de protection individuelle (EPI) ne préviennent
pas I’accident, ils évitent ou éliminent le contact avec les personnes ou en atténuent les

conséquences.

Figure 29: Equipements de protection individuelle pour le prélévement au laboratoire
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«» Portde PEPI

Leur port s’effectue en binbme et doivent étre en taille convenable. Les procédures de port et de
retrait des EPI se déroulent comme suit

> Enfiler la tenue chirurgicale au vestiaire ;

Enfiler des chaussures fermeées ;

Porter la premiére paire de gants ;

Enfiler la blouse imperméable par-dessus la tenue chirurgicale ;

Mettre le masque médical ;

YV V. V VYV V

Mettre une coiffe ou couvre-cheveux sur le cuir chevelu pour éviter de recevoir des
éclaboussures de liquide ;
> Mettre la deuxiéme paire de gants en recouvrant le bas des manches de la combinaison.

++ Retrait de PEPI

Le retrait des équipements de protection individuelle se

Pratiquer 1’hygiéne des mains gantées avec la solution de vespine ;
Enlever aseptiquement la premiére paire des gants ;

Pratiquer I’hygiéne des mains gantées avec la solution de vespine ;

YV V V V

Enlever soigneusement la coiffe ou couvre-cheveux en le basculant par derniére s’il est
attaché a la combinaison ;

Pratiquer 1’hygiene des mains gantées avec la solution de vespine ;

Enlever le masque en commencant par 1’arriére ;

Pratiquer I’hygiéne des mains gantées avec la solution de vespine ;

Enlever les bottes en caoutchouc, les retirer sans les toucher ;

Pratiquer 1’hygiene des mains gantées avec la solution de vespine ;

YV V. V V V V

Enlever la deuxiéme paire des gants.
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Annexe 2 :
Criteres de confinement
Cas contact
Toute personne, en 1’absence de mesures de protection efficaces ayant en contact avec des cas
confirmé doit respecter un isolement.
e Prescription de RT-PCR a réaliser immédiatement dans les 48 heurs
e Arrét de travail
e Isolement strict au domicile ou en centre d’hébergement
» RT-PCR négative : Levée de I’isolement
» RT-PCR positive. Ces patients peuvent étre isolés dans un établissement de soins ou un
équipement collectif désigné pour la COVID-19 ou encore a domicile (auto-isolement)
Durant son isolement, la personne contact doit :
e eviter les contacts
e respecter les gestes barriéres
e respecter la distanciation permanente
e le port du masque obligatoire,
e L’ hygiene renforcée
e prendre des médicaments pour éliminer le virus
e réaliser la surveillance de sa température et I’apparition de symptomes

% Prise en charge de la COVID-19 bénigne : traitement symptomatique.
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Annexe 3 :

R/
L X4

>

Inactivation

Matériels utilisés

Les matériels suivants ont été utilisés :

*,

>

L X4

des tubes eppendorf (1.5 ml)

un portoire de tubes eppendorf

une micropipette et embouts de 15 mi
une micropipette et embouts de 20 pl
une micropipette et embouts de 100 pl
une micropipette et embouts de 300 pl

une micropipette et embouts de 335 pl

un vortex (ou agitation vibrante pour mélange des solutions)

un incubateur (iheet) a 56 °c

Réactifs utilisés et leur role

Les réactifs suivants ont été utilisés :

un AVL : il permet d’inactiver (tuer) le virus et libéré I’arn

un contréle interne : il permet de confirmer la présence ou pas de adn

I’ethanol : elle permet de précipiter le matériel génétique

Extraction :

Matériels utilisés

Les matériels suivants ont été utilisés :

des tubes eppendorf ;

des colonnes ;

une micropipette et embouts 500 pl

une micropipette et embouts 60 ul

une centrifugeuses (eppendorf centrifuge) ;

des portoirs pour des tubes et colonnes
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» Réactifs utilisés et leur role
Les matériels suivants ont été utilisés :
- une membrames de silice : elle permet de capter I’ARN
- un AW1 et AW2 : elle est utilisée comme solution de lavage

I’ethanol : il est utilisé pour préparer AW1 et AW2

% Reéaction de polymérisation en chaine par rétrotranscription (RT-PCR) :

» Matériels utilisés
Les matériels suivants ont été utilisés :
- des hottes a flux laminaires
- unvortex (ou agitation vibrante pour mélange des solution)
- une micropipette et embout 10 pl
- une micropipette et embout 15 pl
- une plaque a loge pour la rt-pcr
- un fine couche de plastique

- une machine pour rt-pcr (real time polymérase chain réaction) : 7500 fast dx

» Reactifs utilisés et leur réle

Les matériels suivants ont été utilisés :
- unesolution RT : c’est un catalyseur qui permet la réaction de transcriptase inverse
- P’eau pure : elle permet la dilution

- ROL1: c’est un reéactif qui permet la détection, ’amplification a une région donnée
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RESUME

En décembre 2019, une épidémie de pneumonie due au houveau coronavirus 2019, le SARS-CoV-
2 a éclaté a Wuhan, en Chine et a finalement causé une pandémie mondiale. L’objectif de cette
étude était de déterminer la durée de positivité du SRAS-CoV-2 chez les patients COVID-19 sous
traitement au Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC).
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diagnostiqués et suivis par le laboratoire UCRC. La clairance a été définie comme toute personne
ayant deux résultats de RT-PCR négatifs successivement pendant 24 heures sur des échantillons
0ro ou nasopharyngés.

Nous avons observé que la période moyenne de persistance de I’ARN viral était de 13 jours dans
les échantillons respiratoires. Cette durée n’était pas associée a la gravité (symptomatique ou
asymptomatique) de maladie, mais plutot a la valeur de la charge virale initiale (Ct) et a 1’age des
patients.

Cette étude nous a permis de comprendre que I’ARN viral persiste pendant une période un peu
longue dans les échantillons respiratoires et que cette persistance n’est pas forcément associée a la
gravité (symptomatique ou asymptomatique) de la maladie, mais plut6t de la charge virale initiale
et la tranche d’age.
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ABSTRACT

Introduction

In December 2019, an outbreak of pneumonia due to the novel 2019 coronavirus, SARS-CoV-2
broke out in Wuhan, China and ultimately caused a global pandemic. The objective of this study
was to determine the duration of SARS-CoV-2 positivity in COVID-19 patients undergoing
treatment at the University Clinical Research Center (UCRC).

A cohort study was conducted on 200 patients between February and August 2021 in patients
diagnosed and followed by the UCRC laboratory. Clearance was defined as anyone with two
successive negative RT-PCR results for 24 hours on oro or nasopharyngeal samples.

We observed that the mean period of viral RNA persistence was 13 days in respiratory specimens.
This duration was not associated with the severity (symptomatic or asymptomatic) of disease, but
rather with the initial viral load (Ct) value and the age of the patients.

This study allowed us to understand that viral RNA persists for a somewhat longer period in
respiratory samples and that this persistence is not necessarily associated with the severity
(symptomatic or asymptomatic) of the disease, but rather with the initial viral load and the age
range.
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