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CICM : Centre d’Infectiologie Charles MERIEUX
CPN : Consultation Prénatale

CSCom: Centre de Santé Communautaire

EDTA : Acide Ethylene Diamine Tétra acétique

EVs : Entérovirus

GCP : Good Clinical Practices

HBoVs : Bocavirus humain

HCoVs : Coronavirus humain

HDM : Hopital Du Mali

HIB : Haemophilus influenza de type B

hMPV : Métapneumovirus humain

HPeV : Parechovirus Humain

ICTV: International Committe on Taxonomy of Viruses
IFVs : Influenza Virus

IPB : Institut de Biologie des Pathogénes

LBA : Lavage Broncho-alvéolaire

LMR : Laboratoire Rodolphe MERIEUX

M. pneu : Mycoplasma pneumoniae

MERS-cov: Middle East Respiratory Syndrome coronavirus
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RSV : Virus Respiratoire syncytial

S. aur : Staphylococus aureus

S. pneu : Streptococus pneumoniae

SARS : syndrome respiratoire aigu sévere

SDRA: Syndrome de Détresse Respiratoire aigue
TROD : Test Rapide d’Orientation Diagnostique

URENI : Unité de Rétablissement et de I’Education Nutritionnelle Intensive
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1. INTRODUCTION

Les maladies virales respiratoires constituent un enjeu majeur de santé publique du fait de leur
incidence sur le plan mondial, la facilité de dissémination dans la communauté avec une mortalité et
morbidité significative. Leur pronostic est potentiellement mauvais selon leur localisation au niveau
de I’arbre respiratoire. Leur issu sur un terrain fragilisé impose une prise en charge en milieu
hospitalier(1). Des efforts ont été consentis pour vaincre ces maladies dans le monde. Cependant,
ces progres sont atténués par 1’émergence ou la réapparition de certaines maladies infectieuses. Les
épidémies dues au syndrome respiratoire aigu sévere (SARS) en 2003 en Asie du Sud-Est (2) et la
maladie a virus Ebola (MVE), en particulier en Afrique de 1’Ouest en 2014 (3). Selon la statistique
de I’organisation mondiale de la santé en 2011 sur les 15 millions de décés dus aux maladies
infectieuses, 4,3 millions sont causés par des infections respiratoires (4). En raison de la multitude
des agents pathogénes concernés, qui agissent souvent en synergie (la co-infection des virus avec
les bactéries) ou dans des agencements divers, la lutte contre les infections aigues des voies
respiratoires présentent davantage de complexité que pour nombre d’autres maladies. A signaler
aussi qu’il y a des maladies respiratoires qui ne sont pas d’origine virale comme la coqueluche, et la
pneumonie (5).

Parmi les maladies infectieuses, celles qui affectent les voies respiratoires sont les plus
fréquentes et séveres dans les régions tropicales. Elles tuent plus d’enfants et de sujets 4gés dans les
pays en développement que dans d’autres parties du monde. Elles sont souvent mal diagnostiquées,
non traités avec précision et n’ont pas de vaccins. Avec plus de 4 millions de morts, les infections
des voies respiratoires inferieures sont responsables de 7,1% des déceés dans le monde et de 11,2%
des déces dans les pays a faible revenu. En 2015, 15% des déces chez les enfants de moins de cing
ans étaient dus a une infection respiratoire aigué (6). Cette mortalité est estimée a 200 0000/an en
priori dans les pays en développement avec un taux d’hospitalisation d’environ 30 a 40%.
Cependant, chez les enfants de moins de 5 ans on peut enregistrer 700 000 a 1 million de déces (7).
Ces derniéeres années, les virus influenza et précisément le virus pandémique H1N1 apparu en 2009
a été ’objet d’étude d’un point de vue structurale et épidémiologique. Les méthodes de diagnostic
viral ont considérablement évolué avec l’arrivée des techniques de biologie moléculaire, en
particulier des tests moléculaires dits «multiplex» assurant 1’identification simultanée d’important
nombre d’agents infectieux (1). Les coronavirus humains (HCoVs), les rhinovirushumains (HRVSs)
et les adénovirus (ADVs) sont couramment impliqués dans les infections des voies aériennes
supérieures associées a une bronchite. Les virus influenza A, B; para-influenza et le virus
respiratoire syncytial (VRS) sont plutot a I’origine d’une bronchite prédominante (8) .

Et plus récemment, le SARS-CoV-2, un nouveau coronavirus (CoV) humain ; a émergé en Chine

fin 2019 et est responsable de la pandémie mondiale de Covid-19 qui a causé plus de 540 000 déces
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en six mois. La compréhension de 1’origine de ce virus est une question importante et il est
nécessaire de déterminer les mécanismes de sa dissemination afin de pouvoir se prémunir de
nouvelles épidémies (9).

Cependant il existe des données tres limitées sur les infections des voies respiratoires virales
émergentes et ré-émergentes au Mali. Il existe relativement peu de rapports sur I’association entre
les virus et les maladies des voies respiratoires. La plupart des études ont investigué 1’association
entre les bactéries et ’infection des voies respiratoires. Une méta-analyse des études publiées en
2004 a suggéré que pres de 1% (998 pour 100.000) de tous les enfants de Bamako agés de moins de
1 an sont admis chaque année pour les infections respiratoires aigués (10). A notre connaissance,
aucune étude n’a évalué le spectre des virus associés a I’infection des voies respiratoires. Ainsi, le
but de notre travail était d’étudier la diversité des virus associés aux infections des voies

respiratoires et leurs profils épidémiologiques en utilisant les outils moléculaires.

2. Objectifs

2.1. Objectif général
Etudier la diversité des virus et des bactéries associés aux infections des voies respiratoires.
2.2. Objectifs spécifiques

1) ldentifier les virus et les bactéries associés aux infections respiratoires au Mali
2) Déterminer la fréquence des virus et des bactéries associés aux infections des voies

respiratoires au Mali.
3) Caractériser la dynamique de la diversité des virus isolés.
4) Déterminer la variation saisonniére des virus et des bactéries infectants les voies respiratoires

chez les enfants et les adultes au Mali.
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3. GENERALITE

3.1 Définition

Virus

Selon le médecin biologiste francais André Lwoff, les virus sont infectieux et potentiellement
pathogenes ; ce sont des entités nucléoprotéiques possédant un seul type d’acide nucléique (ARN ou
ADN) ; leur reproduction est intracellulaire a partir de leur matériel génétique. Ils sont incapables
de croitre et de se diviser; ils sont dépourvus de systeme de Lipman. De cette définition, se

dégagent donc cinq critéres permettant de différencier un virus d’un autre organisme vivant :

Un virus contient un seul type d’acide nucléique ;

Le virus se reproduit a partir de son seul acide nucléique ;

Le virus est incapable de croitre et de subir des divisions binaires ;

Le virus ne possede aucune information génétique concernant les enzymes du métabolisme

intermédiaire producteur d’énergie ;

La multiplication du virus nécessite 1’utilisation des structures de la cellule hote et plus
spécialement de ses ribosomes ;
Aujourd’hui la définition du virus est plus précise, nous parlons alors de virion qui est ’unité
structurale du virus composé d’une boite protéique appelée capside, d’une molécule d’acide
nucléique constituant son génome et, dans certains cas, d’une enveloppe(11).
Génome viral
Un virus comporte toujours un génome qui est de I’ADN ou de I’ARN. C’est d’ailleurs le premier
élément pris en considération dans la classification des virus. La connaissance de la nature du
génome, ADN ou ARN, intervient aussi pour comprendre les mécanismes de variabilité génétique
et le mode d’action de la chimiothérapie antivirale. Ce génome est monocaténaire ou bicentenaire.
La diversité des génomes viraux est le principal caractére qui définit la diversité des virus d’ou les
différentes classes cités ci-dessous

- ARN monocaténaire : majorité des virus a ARN, peut-étre a polarité positive (+) (méme

polarité que ARNm) ou a polarité négative (-),

- ARN bi caténaire : exceptionnel : Rétrovirus- Rotavirus.

- ARN segmenté : virus de la grippe.

- ADN bicaténaire : majorité des virus a Adn.

- ADN monocaténaire : exceptionnel : Parovirus (12)
Les voies respiratoires
L’appareil respiratoire est constitué : des voies aériferes supérieures ; les voies aériféres inférieures

(’arbre bronchique) ; les poumons ; la plevre et les muscles inspiratoires (diaphragme et les autres



muscles de la cage thoracique). Ces organes sont situés dans le thorax et sont reliés par la trachee
avec les voies aériennes supérieures (nez-bouche, larynx et une partie de la trachée). lls forment

avec ces derniéres 1’appareil respiratoire(13).
3.2. Historique

La premiere mention du mot virus, du latin poison, est attribuée au poéte antique Virgile. Il désignait
ainsi « un liquide sanieux et purulent » (« distillat ab inguine virus » - Les Géorgiques, IL.I1I, V.281). Le
sens de ce mot a par la suite progressivement évolué au gré des avancées scientifiques. Le concept de
virus dans son acception moderne émergea a la fin du dix-neuviéme siecle. Les scientifiques Adolph
Mayer, Dmitrii Iwanowski et Martinus Beijerink recherchaient alors 1’agent responsable de la maladie de
la mosaique du tabac. Leurs travaux contribuérent, de maniére inégale mais complémentaire, a la mise en
évidence d’un nouvel agent infectieux, ultra filtrable et transmissible a des plants de tabac sains. L’agent
invisible au microscope, fut dénommé « Contagium vivum fluidum » par Beijerink. Le virus de la
mosaique du tabac ou TMV venait en réalité d’étre identifié et cette découverte en 1892 ou 1898, suivant

qu’elle soit attribuée a Iwanowki ou plus volontiers a Beijerink, marqua la naissance de la virologie (14).
3.3. Description du virus et caractéristiques biologiques communes des virus

Du point de vu structurale, les virus possédent deux ou trois éléments. A I’intérieur de I’héte, c’est
une structure acellulaire, incapable d’effectuer seule le moindre métabolisme. Sur le plan médical,
les virus une fois a I’intérieur de 1’hote, se proliferent comme les bactéries, les mycétes et les
protozoaires en devenant tres actifs. Du point de vue clinique on considére qu’ils sont vivants.

Ces micro-organismes font partie d’un groupe trés hétérogene constitué de 80 familles et 400

especes. La différence se situe au niveau de leur forme, leur génome et leur mode de multiplication.

3.4. Classification des virus

David Baltimore a proposé une classification qui sépare les virus quel que soit leur héte (animal,
végétal, champignon, algue, procaryote) qui correspondent chacun a un type d’acide nucléique et a
un schéma de réplication. Elle est retenue comme la base de la taxonomie virale.

On a adapté une classification des virus.

3.4.1. Selon ’organisme parasité

- Les bactériophages ou phages ou encore virus des bactéries
- Ceux des végétaux

- Les virus des animaux parmi lesquels on rencontre les virus infectants 1’étre humain
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3.4.2. Selon leur mode de transmission

- Virus transmis par les voies respiratoires ;

- Les virus entériques

- Ceux transmis par les arthropodes : les arbovirus.

A T’heure actuelle, les critéres essentiels utilisés en taxonomie sont :
- Le type de génome viral et son organisation

- Lastratégie de réplication virale ;

- Lastructure de la particule virale(12)

Tableau | : Classification des virus impliqués dans les pathologies respiratoires selon leur génome

A- Lesvirus a ADN

Virus a ADN bicentenaire (double brin)

Famille « viridae » Genre Exemples
Et sous-famille
«virinae»
Adenoviridae Mastadenovirus Adenovirus humain

Virus & ADN monocatenaire (simple brin)

Famille des Non assigné a une Parvovirus B19
Parvoviridae famille
Anellovirus

B- les virus & ARN

1- Virus @ ARN monocaténaire

a) Génome ARN a polarité positive

Coronaviridae Alphacoronavirus Coronavirus  humain  229E
(HCoV-229 E)
Coronavirus  humain  NL69
(HCoV-NL69)

Betacoronavirus Coronavirus humain OC 43
(HCoV-0OC 43)

Coronavirus humain HKU1
(HCoV-HKU1)

SARS coronavirus (SARS-CoV)
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MERS coronavirus (MERS-
CoV)

Picornaviridae

Enterovirus

Coxsackievirus A et B (CVA et
CVB)
Echovirus (ECV)

Rhinovirus

Rhinovirus (>100 types)

b) Génome ARN a polarité négative, non segmenté (Mononegavirus)

Paramyxoviridae

Paramyxovirinae

Respirovirus

Virus parainfluenzae types 1 et

Rubulavirus

Virus des oreillons
Virus parainfluenzae types 2 et
4ab

Pneumovirinae

/ pneumovirus

Virus respiratoire syncytial
(RSV)

Metapneumovirus

Metapneumovirus humain
(HMPV)

c) Génome ARN monocatenaire a polarité négative, segmenté

Orthomyxoviridae

Influenzavirus A

Influenzavirus A (FLUAV)

Influenzavirus B

Influenzavirus B (FLUBV)

Influenzavirus C

Influenzavirus C (FLUCV)
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Ce tableau fait ressortir une classification des virus selon leur génome respectif (15).

3.4.3. Principaux agents étiologiques dans les infections pulmonaires bases

Les infections respiratoires virales constituent un autre aspect non négligeable des infections broncho-

pulmonaires. Le tableau ci-dessous détaille les virus et les bactéries responsables des différents

tableaux cliniques des infections respiratoires.




Tableau Il : Les virus respiratoires et leurs pathologies respectives

Syndrome

Agents infectieux

Bronchiolite

VRS, hMPV, PIV, adénovirus, coronavirus,
virus influenza, Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, rhinovirus,

bocavirus

EA-BPCO/ Asthme

VRS, hMPV, rhinovirus, adénovirus, P1V,
coronavirus, virus influenza, Chlamydophila

pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,

bocavirus,
Croupe PIV, virus influenza, adénovirus
Pneumonie Virus influenza, Streptococcus pneumoniae,

Mycoplasma pneumoniae, PIV, adénovirus,
VRS,hMPV,Streptococcus pyogenes,

Staphylococcus aureus

Pneumonie sur greffe

VRS, PIV, virus influenza, hMPV ;

adénovirus, rhinovirus

D’autres virus peuvent étre incriminés dans ces différents syndromes cités dans ce tableau(1)

Tableau 111 : Les différents types d’infections respiratoires

Infections respiratoires hautes

Infections respiratoires basse

Rhinites

Bronchite

Rhinopharyngites aigue

Bronchiolite aigue

Otite moyenne aigue

Crise d’asthme

Angine aigue

Pneumopathies aigues

communautaires

Laryngite aigue
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Les infections respiratoires hautes sont situées au-dessus des cordes vocales. L’auscultation est
toujours normale tandis que le diagnostic de I’infection respiratoire basse de 1’enfant est avant tout
clinique. Des examens complémentaires (Radiographie, NFS, CRP) ne sont indiqués qu’en cas de
suspicion de pneumonie ou en présence de facteur de risque (16).

3.5. Multiplication virale

Le cycle d’infection d’une cellule par un virus peut étre décomposé en trois grandes étapes :

L attachement ; la pénétration et la décapsidation qui aboutissent a 1’internalisation du germe
viral dans la cellule cible.

L’expression des génes et la réplication : qui assurent respectivement la synthése des protéines
codees par le génome viral et vont permettre la multiplication de ce génome.

L’assemblage et la libération (sortie) des particules virales : qui vont mener a la production et la
libération de particules virales infectieuses, capables de propager I’infection a d’autres cellules.

Il existe, classiquement, trois types de cycles viraux : cycle lytique, cycle lysogénique et
chronique. Le cycle viral va avoir un effet important sur la croissance de I’hote infecté, et étre ainsi

impliqué dans la régulation des populations microbiennes (17).

~@®
Penetracion
Desensamblaje
: T 7;?30
’ S - §§ =
~ S Z -
= 5@ -
Genoma viral .q@ e -
w
—~— 3

Ensamblaj

&

1]

g‘\/} ; 23y B Be

Liberacién \ Traduccién - -
p O ~N N / \ . © Enzimas virales
< > } -
A 4 i ~: F

i

DD N
\ \ Proteinas de la capside
o O O Progenie viral

Figure 1 :schéma du cycle de réplication du SARS-CoV-2 (18)
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3.6. Grippe

3.6.1. Définition

La grippe est une maladie infectieuse a tropisme respiratoire due au virus influenzae. 11 s’agit d’une
pathologie aigue évoluant sur un mode épidémique voire pandémique. En regle générale, elle bénigne
chez les patients jeunes sans comorbidités avec une évolution des symptdmes sur quelques jours. En
revanche, dans les ages extrémes de la vie avec ou sans comorbidités, la grippe peut évoluer vers des

formes graves nécessitant une hospitalisation en service de Réanimation ou de soins intensifs (19).
3.6.2. Epidémiologie : sur le plan mondial

Dans les pays tropicaux, la grippe peut survenir tout au long de I’année. Dans le monde, la grippe
touche chaque année 20% des enfants et 5% des adultes. Elle serait responsable de 250000 a 500000
déces lors des épidémies et 3a 5 millions de personnes seraient touchées. Dans les pays industrialisés,
ce sont les plus de 65 ans qui décedent le plus (20).

3.6.3. Agents pathogenes

La grippe est une affection virale due a un virus respiratoire : le virus influenza. Il appartient a la
famille des orthomyxoviridae (Myxovirus A, B et C), sa cible anatomique est 1’arbre trachéo-
bronchique et il touche plusieurs espéces : les oiseaux, les porcs et 1’étre humain. La particule virale
est sphérique et mesure 80 a 120 nanometres de diameétre. Il s’agit d’un virus a ARN monocaténaire
divisé en 8 brins. Les 8 molécules sous forme de nucléocapside hélicoidale sont contenues dans une
enveloppe virale (virus enveloppé) présentant des nucléoprotéines de surface déterminant

I’antigénicité du virus : influenza A, B ou C (peu pathogéne, asymptomatique) (21).
3.6.4. Symptomatologie

D’apres les premicres observations, les symptomes de la grippe pandémique sont relativement
similaires a ceux de la grippe saisonniére classique : les signes généraux sont trouvés au premier plan
de la présentation clinique a savoir fiévre, asthénie, début brutal, myalgie, frissons, courbatures,
I’atteinte des voies respiratoires est quasiment systémique : toux, expectorations, atteintes des voies
aériennes supérieures. L’évolution est bréve et bénigne le plus souvent avec régression de la fiévre en
2 & 4 jours. L’interrogatoire et I’examen clinique du patient ne permettent pas de distinguer la grippe A

(H1IN21) de la grippe saisonniere ou méme des autres viroses respiratoires (22).
3.6.5. Diagnostic virologique

Le diagnostic de la grippe saisonniére est avant tout clinique pendant la période de circulation

virale. Mais il s’avere impossible de confirmer une grippe en fonction de la clinique puisque les
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autres virus de la voie respiratoire sont eux méme responsables des syndromes grippaux. L’examen
biologique ne doit cependant pas retarder la mise en place d’un traitement antiviral lorsque celui-ci
est indiqué. Le prélevement est réalisé au niveau des voies aériennes supérieures par écouvillonnage
nasal ou nasopharyngé, par lavage ou aspiration nasal ou nasopharyngé. Les methodes
diagnostiques sont les suivantes :

La RT-PCR : Il s’agit de la méthode de référence pour le diagnostic biologique de la grippe du fait
de sa sensibilité et de sa spécificité élevée. Elle détecte les ARN viraux et permet d’identifier le type
de grippe (A ou B) et éventuellement son sous-type. L’inconvénient de ce test est son cout et sa
réalisation en laboratoire de biologie médicale spécialisé avec un délai de rendu de quelques heures
minimum.

L’immunofluorescence indirecte : Elle détecte des antigenes viraux grace a des anticorps
monoclonaux. Cette méthode est rapide (en 2 ou 3 heures), peut couteuse et permet de déterminer le
type de grippe. Cependant, sa sensibilité est parfois limitée. La performance de ce test dépend de
I’expertise du laboratoire et de la qualité de I’échantillon prélevé. D’autre test sont envisageable :

Le test rapide d’orientation diagnostique de la grippe ou TROD ;

L’isolement virale sur culture cellulaire (23).

3.6.6. Traitement

Chez les adultes en bonne santé, le traitement de la grippe est essentiellement symptomatique. Des
antiviraux peuvent également étre utilisés et, dans les cas ou la grippe se complique, un traitement par

antibiotique peut étre mis en place.

Traitement symptomatique : Le traitement symptomatique de la grippe repose surtout sur les
antipyrétiques et les antalgiques.

Aspirine : A ne pas utiliser chez I’enfant ni chez les personnes souffrant de maladies ulcéreuses
gastro-duodénales ou de maladies hémorragiques ni les personnes sous AVK.

Le paracétamol : Trés largement utilisé chez I’enfant. Ces molécules apportent un confort au patient
et évitent 1’apparition de complications liées a la fievre chez ’enfant (convulsions fébriles).
Antiviraux contre la grippe : Les antiviraux doivent étre spécifiques et dénués de toxicité. Leur
action doit étre rapide et efficace vis-a-vis des différents types et sous-types de virus grippaux
circulants ou susceptibles d’émerger. En théorie, tous les constituants du virus essentiel a la
multiplication virale sont autant de cibles potentielles pour 1’action d’antiviraux. Des antiviraux
affectant chacune des trois principales phases de multiplication ont été développés. Les produits ayant
recu une autorisation de mise sur le marché sont :

L’amantadine

La rimantadine



e Laribavirine
e Le zanumivir

e [’oseltamivir (24).

3.7. Famille des paramyxoviridae

Dans cette famille nous avons :

= VRS (virus respiratoire syncytial)

= Virus para-influenza (VIP)

= Métapneumovirus humain (hMPV)
Du grec para « a coté de » et de myxa : “mucus”, les paramyxovirus sont des virus a ARN et font
partic de ’ordre des Mononégavirales. Le groupe des Paramyxoviridae contient de nombreuses
espéces de virus, méme si la plupart d’entre eux semblent avoir une gamme d’hétes étroite. Les
génomes de cette famille contiennent un simple brin d’ARN de polarité négatif. Leur nucléocapside
sont enveloppées sous forme d’hélices. Le virion a un aspect un peu pléiomorphique ou sphérique.
La famille des Paramyxoviridae est divisée en deux sous-familles: les Pneumovirinae et les
Paramyxovirinae. Les Pneumovirinae, subdivisés en Pneumovirus et Métapneumovirus, se
distinguent des Paramyxovirinae par leurs nucléocapsides plus étroites. La sous-famille des
Paramyxovirinae, quant a elle, comprend cing genres : Avulavirus, Henipavirus, Morbillivirus,

Respirovirus et Rubulavirus (25).

3.7.1. Virus respiratoire syncytial (VRS)
3.7.1.1. Définition

C’est en 1956 que 1’équipe de Morris JA découvrit un agent responsable d’un sévere coryza chez le
chimpanzé appelé agent du coryza du chimpanzé ou (CCA). L’année suivante, ce méme agent fut
retrouvé chez un enfant présentant le méme type de symptdmes par Chanock et al. (1957) qui
proposeront son nom chez 1’homme, le virus respiratoire syncytial, d0 a sa capacité a former des
syncytia, cellules polynucléées géantes. Ce n’est qu’en 1961 qu’il sera décrit en France par Breton lors

d’une épidémie chez les prématurés (26).
3.7.1.2. Epidémiologie

En zone tempérées (Europe de 1’Ouest, Amérique du Nord), les infections humaines a VRS
évoluent sous formes d’épidémies hivernales annuelles. Chez les enfants hospitalisés, 1’infection a
VRS représente I’épidémie la plus importante. En France, les cas initiaux apparaissent le plus
souvent en octobre ; I’épidémie est maximale en décembre pendant environ 4 semaines ; elle
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s’étend sur une durée moyenne de 3 a 5 mois. Il y a quelques fois des épidémies a VRS tardives,
débutant en novembre ou décembre, par exemple au cours des hivers 1999-2000 et 2004-2005. La
survenue précoce de I’épidémie grippale, en novembre ou décembre, est souvent observée dans ces
épidémies a VRS retardées. De rares infections a VRS s’observent au printemps ou en été ; elles
sont cliniguement identiques a celles de I’hiver, et représentent peut-étre la persistance du virus
entre les épidémies. Il a été fréquemment observé une coincidence entre les épidémies a VRS et

celles & Rotavirus, mais la relation entre les deux est difficile a établir (27).
3.7.1.3. Agent pathogéne

Le virus respiratoire syncytial (VRS) s’appelle ainsi en référence a syncytium (c'est-a-dire une cellule
comprenant plusieurs noyaux). En effet, ce virus a un effet pathogéne sur I’épithélium des voies
respiratoires, produisant des fusions de cellules conduisant a des syncytia. Faisant partie de la famille
des Paramyxovirus, ¢’est un virus enveloppé a ARN, monocaténaire non fragmenté et de polarité
négative. Son génome encode 11 protéines dont deux sont non-structurelles. Deux glucoprotéines de
I’enveloppe sont responsables de I’immunogénicité et de la pathogénicité : la protéine G et la protéine
F. Il possede deux souches A et B, identifiées en 1985 grace a des tests in vitro réalisés avec des
anticorps monoclonaux dirigés contre les différentes protéines. La principale variation antigénique

entre ces deux sous-groupes se situe sur la protéine G (28).
3.7.1.4. Symptomatologie

Différents virus respiratoires syncytiaux (VRS) causent différents symptémes et complications
d’une personne a ’autre. Les signes et les symptomes de I’infection apparaissent généralement 4 a 6
jours aprés 1’exposition au Virus.

Bronchite ou la trachéobronchite aigue: eclle se manifeste par une inflammation de I’arbre
trachéobronchique et plus souvent d’origine virale (Virus respiratoire Syncytial, Virus influenza A
et B, Virus para influenza). Cependant des bactéries sont responsables des poussées de surinfection
des bronchites chroniques. Une toux fréquente parfois émétisante, en général plus nette en couchée
que début caractérise cette entité.

Bronchiolite aigue du nourrisson : I’étiologie est presque exclusive : le virus Respiratoire Syncytial.
Précédée par une infection des voies aériennes supérieures, la bronchiolite peut s’installer
brusquement par une dyspnée impressionnante ; le thorax devient distendu, hypersonore, la
respiration rapide et superficielle avec tirage sous et intercostal et balancement thoraco-abdominal.
A Tauscultation il existe un sifflement avec quelques rales fins disséminés et des sibilants.

L’auscultation a distance retrouve souvent un wheesing (29).
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3.7.1.5. Diagnostic biologique

Aucun examen paraclinique n’est indiqué pour le diagnostic de bronchiolite. Il peut étre discuté la
réalisation d’une radiographie du thorax dans les formes graves ou en cas de recherche de diagnostic
différentiels ainsi qu’une gazométrie dans les formes graves. Le diagnostic virologique est intéressant

dans certains cas :

Chez le nouveau-né afin d’éviter la réalisation d’examen complémentaires en milieu hospitalier ;
Dans le cadre de la documentation épidémiologique ;

Dans un but de cohorting en milieu hospitalier ;

Les tests virologiques permettant de mettre en évidence de VRS sont globalement les mémes que ceux

pour la grippe.

La culture cellulaire : elle était longtemps le gold standard, comme pour la grippe. Elle est réalisée en
général sur des cellules humaines type HEP-2 ou sur des fibroblastes d’origine pulmonaire. Elle
présente les mémes inconvénients que pour la grippe. C’est a dire qu’elle est longue et nécessite un
laboratoire de virologie avec toutes les contraintes associées (milieu de transport adapté, securité
etc...)

Détection directe des antigénes viraux : il existe deux techniques ; I’immunofluorescence et
I’immunochromatographie sur membrane.

Sérologie : elle consiste en la recherche d’immunoglobuline G et M spécifiques du VRS.

RT-PCR et autres méthodes d’amplification génique : Elle est le gold standard actuel. Elle permet
comme pour la grippe, la détection du virus par amplification d’une partie du génome apres action de
la reverse transcriptase. Elle a ’avantage d’étre trés sensible et tres spécifique, elle permet un
diagnostic rapide en quelques heures pour la RT-PCR classique en laboratoire de biologie moléculaire
(30).

3.7.1.6. Traitement

Actuellement tres peu de thérapie a visée curative anti-RSV sont disponible sur le marché. La seule
molécule ayant une autorisation de mise sur le marché (AMM) utilisée dans le traitement des
infections a RSV est la Ribavirine. C’est un analogue nucléotidique de synthese, utilisé dans le
traitement d’infection virale efficace contre les virus a ADN et a ARN. Elle a également un effet
immuno-modulateur, par stimulation des lymphocytes T auxiliaires (producteurs d’interférons, de
cytokines ou d’interleukines). Elle a été utilisée en aérosol pour traiter des infections séveres a RSV,
mais son utilisation est maintenant réduite a des cas particuliers (les patients transplantés
principalement) du fait de sa toxicité importante et d’une balance bénéfice/risque peu favorable. Le

traitement des infections & RSV est donc aujourd’hui principalement symptomatique
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(oxygénothérapie, hydratation). Devant I’ampleur et la gravité potentielle des infections a RSV il est

indispensable de mettre au point des traitements antiviraux efficaces et peu toxiques (31).

3.8. Coronaviridae

Cette famille comprend plusieurs genres dont le genre coronavirus, seul genre susceptible d’infecter
I’homme. Au sein du genre, 4 génogroupes (alpha, beta, gamma, tetra), seuls les génogroupes beta et

alpha infectent I’homme.
Coronavirus : virus a fort potentiel émergentiel.

L’ARN des coronavirus (CoV) est plus grand ARN viral (sensiblement 30kb)

Génome a ARN positif, a transcription discontinue ; taux élevé de recombinaisons

Diversité génétique plus (existence d’un systéme de correction des erreurs).

Acquisition lors de I’évolution de nombreux génes ; optimisation de la réplication et facilitation de
I’adaptation.

Réservoir animal tres étendu, notamment chez les chiroptéres et les rongeurs (> 60% des mammiferes)

Transmission respiratoire et digestive (32).
3.8.1. MERS-Cov (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus)

3.8.1.1. Définition

Le syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS) est une maladie due a un coronavirus. (MERS-
CoV) détecté pour la premiére fois en 2012 en Jordanie et en Arabie Saoudite. Pour la période allant
de 2012 au 31 octobre 2019, le nombre total de cas d’infection par le MERS-CoV confirmé en
laboratoire et notifiés a I’OMS au titre du réglement sanitaire international (RSI 2005) s’établit a
2482, dont 852 cas mortels avec un taux de mortalité brut : 34,3% (33).

3.8.1.2. Epidémiologie

Depuis avril 2012, des cas de MERS-CoV, ont été identifiés dans les pays suivants dans le Moyen-
Orient : la Jordanie, I’ Arabie Saoudite, le Qatar, les Emirats Arabes Unis, le Koweit, le Yémen, le
Liban et I’Iran. Plusieurs autres pays ont également signalé des cas de personnes qui ont voyagé
dans le Moyen-Orient : Algérie, I’ Allemagne, 1’ Autriche, la Chine, la Corée du Sud, I’Egypte, les
Etats-Unis, la France, la Grece, Hong-Kong, I’Italie, la Malaisie, les Pays-Bas, les Philippins, le
Royaume- Uni, la Thailande, la Turquie et la Tunisie. La Corée du Sud, la France, I’Italie, le
Royaume-Uni et la Tunisie ont signalé¢ des cas de transmission locale parmi les personnes n’ayant
pas voyagé au Moyen-Orient. La majorité des cas (environ 75%) ont été répertoriés selon la date de

notification. On observe les deux principaux pics épidémiques en 2015, le plus important en juin et
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le deuxieme entre la fin juillet et fin aout. L’épidémie semble présenter un profil saisonnier, avec

une majorité de cas recensés entre les mois de juin et aout (Ramadan, période d’Umrah) (34).
3.8.1.3. Agent pathogéne

Le MERS-CoV fut rapidement entierement séquencé, ce qui permit de comparer son génome a celui
de nombreux coronavirus isolés précédemment chez I’homme et chez divers animaux dont des
chauves-souris. Il apparut ainsi comme un virus entierement nouveau, mais appartenant au sous-
groupe 2c des coronavirus, lequel rassemble de nombreux virus de chiropteres. Parmi ces derniers,
MERS-CoV était tout particulierement proche génétiqguement des souches Bat-CoV HKU4 et, surtout
Bat-CoV HKUS. Le séquencage complet de 21 souches de MERS-CoV a fait apparaitre une diversité
génetique forte avec, par exemple, trois types génomiques distincts chez les malades de Riad en
Arabie Saoudite, le pays le plus touché. Pour beaucoup d’auteurs, ces résultats indiqueraient un origine
probable du virus chez le chauve-souris, tout en reconnaissant que le mécanisme par lequel le virus

infectait ’homme restait entiérement inconnu (35).

3.8.1.4. Symptomatologie

L’évolution clinique est tres variable allant des symptdmes Iégers a la détresse respiratoire aiglie
pouvant entrainer la mort. L’installation des signes cliniques se fait aprés une période d’incubation
courte : 1 a 16 jours (ces deux extrémes sont rares, le maximum étant de 10 jours généralement).
Toutes les etudes publiées montrent que la fievre est le symptdme le plus fréquent avec une
température supérieure a 38°C. Comme d’autres infections respiratoires, les symptomes a type de
frissons, céphalées, myalgie, asthénie et anorexie font trés souvent partie du tableau clinique.
L’absence treés fréquente de coryza (rhinorrhée) est une différence avec I’infection grippale. Les

troubles du transit sont dominés par la diarrhée et les douleurs abdominales (36).
3.8.1.5. Diagnostic virologique

Le diagnostic virologique repose sur la détection du génome du MERS-Cov par RT-PCR sur des
prélevements respiratoires. Le génome viral a été initialement détecté dans des échantillons
cliniqgues humains avec des amorces ciblant des régions hautement conservées du génome du
coronavirus, cependant, des tests validés d’amplification en chaine par polymérase de la
transcriptase inverse (RT-PCR) en temps réel sont désormais recommandes, car il se sont avérés a
la fois sensibles et spécifiques. De multiples tests sont également largement utilisés, c'est-a-dire
ceux ciblant une régions en amont du géne E ou des régions dans le cadre de lecture ouvert 1b (ORF

1b) (protéine nspl4) et le géne de la protéine de la nucléocapside (37).
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3.8.1.6. Traitement

Aucun vaccin ou traitement spécifique n’est disponible actuellement. Le traitement est
symptomatique, fondé sur 1’état clinique du patient. Par mesure de précaution, toute personne
visitant une ferme, un marche, une étable ou un autre endroit ou se trouvent des dromadaires et
d’autres animaux doit prendre des mesures d’hygiéne générale, notamment se laver régulierement
les mains avant et aprés avoir touché les animaux, et éviter tout contact avec les animaux malades.
La consommation de produit d’origine animale crus ou mal cuits, y compris le lait et la viande,
entraine un risque ¢élevé d’infection par plusieurs organismes potentiellement pathogénes pour
I’homme. Les produits d’origine animale qui ont été cuits ou pasteurisés correctement peuvent étre
consommeés sans danger, mais doivent étre manipulés avec précaution pour éviter toute
contamination croisée avec des aliments crus. En attendant que davantage d’information soient
disponibles, les personnes atteintes de diabéte, d’insuffisance rénale, de pneumopathie chronique ou
d’immunodéficience sont considérées comme particulierement vulnérables aux formes graves de la
maladie en cas d’infections par le MERS-CoV. Il est recommandé¢ a ces personnes d’éviter tout
contact avec les chameaux, de ne pas boire de lait cru ou d’urine de chameau et de ne pas

consommer de viande mal cuite (38).
3.8.2. Syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS)
3.8.2.1. Définition

Le syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) a été reconnu comme étant associé a une infection
virale émergente, hautement contagieuse et pouvant étre mortelle. Le 12 mars 2003, I’Organisation
mondiale de la santé (OMS) annongait officiellement qu’une épidémie de pneumopathies atypiques
séveres sévissait au Vietnam, et en Chine, principalement dans les régions de Hong Kong et de la
province de Guangdong. Cette infection responsable d’un syndrome respiratoire aigu sévére
(SRAS) était associé a une transmission interhumaine importante, contaminant notamment le
personnel médical qui avait été en contact avec des patients infectés. L’ensemble de la communauté
médical était ainsi alerté de ce qui allait devenir la premiere grande pandémie de ce début de XXle
siecle. Les premiers cas de patients présentant un SRAS ont été identifiés en novembre 2002, dans
la province de Guangdong en Chine. Progressivement, cette épidémie s’est étendue, et des cas de
patients infectés ont été observés dans 30 pays. Tous les continents ont été touchés. Cependant, la
majorité des cas ont été rapportés en Asie du Sud-Est, et principalement en Chine. Début juillet

2003, cette pandemie était responsable de plus de 8500 cas et de 813 decés(39).
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3.8.2.2. Données epidemiologiques

En novembre 2002, une épidémie inhabituelle de pneumonie sévére d’origine inconnue survint a
Foshan, province de Guangdong en Chine méridionale, avec un taux élevé de transmission chez les
professionnels de santé. Une étude virologique rétrospective, portant sur 55 patients admis dans un
hopital de Guangzhou (Canton) avec un tableau de pneumonie atypique entre le 24 janvier et le 18
février 2003, a permis 1’isolement en culture cellulaire du SRAS-CoV dans les aspirations
nasopharyngées de trois patients, tandis que 48 patients (87%) avaient des anticorps positifs vis-a-vis
du SRAS-CoV dans les serums de convalescence. L’analyse génétique a montré que les trois isolats de
SRAS-CoV de Guangzhou avaient la méme origine que ceux d’autres pays, avec un cheminement

phylogénique correspondant a la propagation du SRAS dans les autres parties du monde (40).

3.8.2.3. Agents pathogénes

L’agent infectieux responsable de la transmission du SRAS (syndrome respiratoire aigu sévere) est
un coronavirus. Ces virus ont fait 1’objet d’une abondante littérature, surtout du fait des maladies
qu’ils induisent dans certaines espéces animales d’élevage et des problémes socio-économiques qui
en découlent. Chez I’homme, les deux souches de coronavirus prototypes, nommeées 229 E et
0C43, sont responsables d’environ 30% des rhinites virales. Bien que ces maladies soient bénignes,
certains auteurs notaient, des 1998, que «la capacité d’évolution et d’adaptation des coronavirus est
importante et peut engendrer 1’apparition de variant dont le pouvoir pathogéne serait modifié en
faveur du virus ». On se félicite aujourd’hui des données accumulées-matériel qui ne peut
qu’accélérer la mise au point d’une lutte efficace contre cette nouvelle pandémie. Le séquencage
complet de plusieurs isolats du SARS-CoV (severe acute respiratory syndrome coronavirus) issus
de malades atteints du SRAS met en évidence les similitudes et les différences entre ce nouveau

virus et les souches de coronavirus préalablement caractérisées (41).

3.8.2.4. Symptomatologie

Les symptdmes précoces les plus courants chez les patients dont 1’état évolue vers SRAS sont les
suivants : fievre (100%), sensation de malaise (100%), frissons (97%), céphalées (84%), myalgies
(81%), vertiges (61%), raideurs (55%), toux (39%), angine (23%), écoulement nasal (23%). Dans de
nombreux cas, les patients se présentent tout d’abord avec de séveres céphalées, des vertiges et des
myalgies. La température se maintient au-dessus de la normale pendant I’évolution de la maladie.
Dans certains cas, on a observé une aggravation rapide de 1’état général avec une faible saturation en
oxygene et une détresse respiratoire aigué imposant de placer le patient sous respiration assistée.

Jusqu’a ce jour, environ 10% des patients ont di étre admis dans des service de soins intensifs (42).
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3.8.2.5. Diagnostic biologique

Le diagnostic de SRAS repose d’abord sur le contexte épidémiologique. La biologie sanguine non
spécifique peut révéler 1’existence d’une lymphopénie, d’une thrombopénie, d’une élévation des
transaminases, d’une augmentation des LDH et de la CPK. La radiographie pulmonaire peut étre
normale initialement. Les anomalies sont a predominance interstitielle, focalisées ou diffuses. Le
diagnostic de certitude repose sur I’identification du virus dans les sécrétions respiratoires ou dans les
selles ou sur la sérologie, le meilleur examen étant la détection par RT-PCR. Les autres étiologies de

pneumopathie doivent étre systématiquement éliminées (43).

3.8.2.6. Traitement

Cependant, fort de leur expérience de pionniers, So et al, de I’hopital Pamela Nethersole Easten de
Hong Kong, ont publié leur protocole thérapeutique. So et al, proposent pour tous les patients des
I’admission un traitement antibiotique par une quinolone de deuxiéme génération, la 1évofloxacine,
a la dose de 500mg/ j remplacée par une association clarithromycine/amoxicilline-acide
clavulanique chez les sujets de moins de 18 ans, les femmes enceintes ou les malades suspects de
tuberculose. Selon eux, un traitement par corticoides et ribavirine doit étre débuter dans 4 situations

regroupant en fait la quasi-totalité des patients (30 sur 31) :
Lésions radiologiques extensives ou bilatérales ;

Persistance des signes radiologiques et de la fievre au-dela de 21 jours ;
Signes d’aggravation clinique, radiologique ou biologique ;

Saturation artérielle en oxygeéne inférieure & 95% en air ambiant (44).
3.8.3. Nouveau coronavirus : Covid-19

3.8.3.1. Définition

Le nouveau coronavirus (2019-nCoV), appelé encore le Sars-CoV-2 par le Comité international de
taxonomie virale (ICTV), appartient a la famille Coronaviridae (sous-type Coronavirinae et genre
Bétacoronavirus). Il a été transmis a I’homme probablement par le pangolin, sur un marché de fruits
de mer a Wuhan, dans la province du Hubei, en Chine, en décembre 2019. La découverte d’une
pneumonie d’étiologie inconnue a poussé les chercheurs chinois a isoler rapidement 1’agent

pathogéne en janvier 2020. La rapidité de la transmission interhumaine a causé une pandémie (45).
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3.8.3.2. Epidémiologie

La pandémie de maladie a coronavirus (COVID-19) est toutefois sans précédent pour ces 100
derniéres années en termes d’impacts sur ’activité humaine. La COVID-19 est causée par le
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere 2 (SRAS-CoV-2). En décembre 2019, les premiers
cas de COVID-19 ont émergé dans la région de Wuhan, en Chine, ou des personnes ont manifesté des
symptomes de pneumonie sévere (fievre, toux, dyspnée, hémoptysie). En janvier 2020, le virus s’est
répandu a travers 1’ Asie, I’Europe et les Amériques. Le 11 mars 2020, 1’Organisation mondiale de la
Santé (OMS) a déclaré 1’état de pandémie alors que 114 pays dénombraient des cas de la maladie. En
date de 11 mai 2020, on comptait officiellement 4132365 cas et 283387 déces a travers le monde.
Toutefois, il est probable que le nombre réel d’infections soit beaucoup plus élevé, puisque le nombre
de tests réalisé est faible dans plusieurs pays et que plusieurs personnes asymptomatiques n’ont

probablement pas été diagnostiquées (46).

3.8.3.3. Agent pathogene

L’agent pathogéne est un coronavirus dont la séquence génétique est similaire a 80% a celle du
coronavirus du SRAS. Provisoirement il fut d’abord désigné par ’OMS et CDC (centre pour le
contrdle et la prévention des maladies) sous le terme anglais 2019 nouvel coronavirus, ou 2019-
nCOV avant de porter le nom SARS-COV-2 sur recommandation de I'ICTV (International
committe on Taxonomy of Viruses). Le SARS-CoV-2 a été isolé par mise en culture sur les cellules
épithéliales respiratoires humaines. Le récepteur du virus est I’enzyme de conversion de
I’angiotensine 2 (ACE2). La reconnaissance du récepteur par un virus est un facteur important qui
détermine la variabilité de 1’hote et la capacité d’un virus a traverser la barriere d’especes. Seules
certaines espéces animales peuvent reconnaitre le SARS-CoV-2, ce qui plaide en faveur du passage
du virus de la chauve-souris a un hote intermédiaire avant de pouvoir infecter I’homme. Une des
spécificités de SARS-CoV-2 est la perte de fonction d’ACE2 secondaire a I’infection virale, c’est
probablement un phénomeéne clé dans la compréhension de la pathogénése de ce virus. Il reconnait
I’ACE2 humain plus efficacement que SARS-CoV, augmentant sa capacité de transmission inter-
humaine (47).

3.8.3.4. Symptomatologie

L’infection 8 SARS-CoV-2 est a I’origine d’une nouvelle maladie nommée maladie & Coronavirus
2019 (COVID-19), regroupant des formes bénignes et graves. Les patients infectés par le SARS-CoV-
2 peuvent présenter un large panel de symptdmes. Les signes les plus courants au cours de la maladie
sont la fieévre (73% des cas) ainsi que des symptomes du syndrome pseudo-grippal, en association avec

des signes respiratoires comme la toux (82%) et la dyspnée (31%). Plus rarement, une anosmie, une



agueusie ou encore une hémoptysie peuvent étre retrouvees. Des symptomes intestinaux ont également
été mis en évidence chez 10% des patients, tels que les vomissements, la diarrhée ou les douleurs
abdominales (48).
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Figure 2 : schéma illustrant la diversité des symptémes de la COVID-19 ou pneumonie de Wuhan (49).
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3.8.3.5. Diagnostic biologique

La sensibilité d’un test dépend du moment du prélévement de I’échantillon. Le dépistage du
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere 2 (SRAS-CoV-2) repose sur la RT-PCR, soit
I’amplification en chaine par polymérase couplée a une transcription inverse du matériel génétique du
SRAS-CoV-2. La sensibilité de ce type de test est optimale lorsque les prélevements nasopharyngés ou

oropharyngés sont effectués peu de temps apres I’apparition des symptdmes.

La sensibilité d’un test varie selon le type de prélévement et la gravité de 1’infection.

Un résultat positif n’est pas nécessairement synonyme d’infectivité.

Le dépistage hors laboratoire permet un diagnostic rapide, mais est limité par une « faible capacité de
prélévement ».

Sérologie positive ne rime pas avec immunité a vie (50).
3.8.3.6. Traitement

Il n’existe jusqu’a présent aucun traitement spécifique pour les infections a COVID-19, le
traitement n’est que de soutien. Les chercheurs ont commencé a eétudier les traitements

médicamenteux possibles pour I’infection par COVID-19. En Chine, il y a plus de 80 essais



cliniques en cours ou en attente sur les traitements potentiels pour COVID-19, y compris les
anciennes thérapies traditionnelles chinoises. Certaines de ces études ont été critiquées en raison de
leur protocole d’étude, du manque de normes spécifiques, telles que les méthodes de randomisation,
les groupes de témoins et les mesures des résultats cliniques. Jusqu’a présent, il n’existe aucun
reméde spécifique pour la maladie. L’OMS a lancé un essai clinique qui comparera deux ou trois
thérapies appuyés par des preuves scientifiques initiales, une combinaison de médicaments contre le
VIH (lopinavir et ritonavir) et un antiviral expérimental (emdesivir). Jusqu’a présent, la mesure la
plus importante est la prévention des infections, en limitant le contact avec les patients
potentiellement infectés, les restrictions de voyage pour les personnes originaires des régions
endémiques de Chine, I'utilisation d’équipements de protection (masques chirurgicaux, gants,

lunettes de protection) (51).

3.9. Rhinovirus

3.9.1. Définition

Le Rhinovirus est la premicre cause virale d’infection des voies respiratoire et cela a travers toutes les
classes d’age, du nouveau-né au patient tres agé. Le caractére bénin de la plupart de ces infections
ainsi que les difficultés a en isoler I’agent ont limité notre perception de son impact clinique. L’usage
d’outils diagnostiques moléculaires a permis de mieux caractériser la diversité des présentations
cliniques qui ne se limitent pas au simple rhume. Il est dorénavant clairement établi que le rhinovirus
est capable d’infecter I’arbre respiratoire supérieur et inférieur qui est aussi le siege d’une réplication

virale (52).
3.9.2. Epidémiologie

Le Rhinovirus est la premiére cause virale d’infection des voies respiratoires supérieures tant chez
I’enfant que chez 1’adulte. Son tropisme est donc essentiellement respiratoire alors que les autres
membres du genre entérovirus sont responsables d’atteintes variées, notamment méningées, digestives
ou respiratoires. Le taux d'infection est maximal dans la petite enfance et décroit avec 1’age,
probablement en raison de I’immunité induite par I’expression cumulée a différents sérotypes, mais
aussi en raison d’une diminution de contacts rapprochés avec des personnes infectées. Les RVH
circulent sur I’ensemble de la planéte et aucune distribution géographique particuliere des différents
sérotypes de ce virus n’est a ce jour documentée. Les infections a8 RVH sont observées toutes les
années avec des pics au début de I’automne et du printemps dans I’hémisphere nord. Les RVH sont
également les virus le plus fréquemment isolés en été mais leur incidence est faible. Plusieurs études
ont montré que 77% des infections respiratoires du mois de septembre étaient dues aux seuls

rhinovirus. Pendant le mois d’octobre, 1’incidence globale des infections respiratoires augmente
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toujours avec une majorit¢ de RVH pour laisser place durant I’hiver aux infections a virus para-
influenza puis a virus influenza et a virus respiratoire syncytial (VRS). L’incidence des rhinovirus

augmente a nouveau au début du printemps pour diminuer ensuite pendant 1’été (53).

3.9.3. Agent pathogene

Le genre rhinovirus appartient a la famille des Picornaviridae, qui comprend aussi entérovirus et
hépatovirus (virus de 1’hépatite A). Les propriétés communes de virus de cette famille sont I’absence
d’enveloppe, une capside icosaédrique et un génome ARN monocaténaire de polarité positive.
Plusieurs protéines VP1, VP2 et VP4 constituant la capside sont essentielles pour I’entrée du virus
dans la cellule et pour réponse antigénique, et caractérisent la variété de cette famille. Le genre

rhinovirus comprend plus de 100 sérotypes, répartis en deux especes A et B (54).

3.9.4. Symptomatologie

Les infections a rhinovirus commencent typiquement avec un mal de gorge, rapidement accompagné
d’écoulement nasal, de la sensation de nez bouché et de toux. Le mal de gorge disparait rapidement
alors que la rhinorrhée devient épaisse et purulente, ce qui n’est pas associé a une contamination
bactérienne. La fiévre est peu fréquente chez les adultes mais assez courante chez les enfants. D’autres
symptdmes tels que des céphalées, des malaises, une asthénie voire des myalgies peuvent étre observés
(55).

3.9.5. Diagnostic biologique

Alors que les méthodes moléculaires bien congues sont clairement plus sensibles pour la détection
globale. Les isolats en culture sont importants pour les études des caractéristiques du virus et de la
pathogénése de la maladie. Il n’y a pas d’antigéne commun parmi les HRV puisqu’un nombre de plus
en plus grand de sérotypes a été décrit ; par conséquent, les tests de détection d’antigéne ne sont pas
utilisés pour la détection de routine. Les anticorps sont mesurés dans les sécrétions sériques et nasales
par neutralisation, réduction de la plaque, fixation du complément et dosages immuno-enzymatiques
(ELISA) dans les contextes de recherche. Comme on pensait que les virus ne causaient que des «
rhumes », la plupart des Laboratoires ne considéraient pas que la détection et I’identification des
infections 8 HRV valaient leur temps et leurs efforts. A la fin des années 80 des méthodes de tests
basées sur la PCR capable de détecter le HRV dans des échantillons respiratoires primaires ont été
signalés. L’utilisation des premiers tests moléculaires a entrainé une augmentation du taux de détection
du HRV. Bien que I’identification ait dQi étre confirmée par séquengage en raison de la réactivité

croisee avec I’ADN humain, ces tests ont raccourci le délai de 2 semaines a quelques jours (56).
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3.9.6. Traitement
Les rhinovirus sont responsables de 30% a 50% des rhumes et apparaissent souvent a I’automne et

touchent tous les ages.

Antibiothérapie : les antibiotiques conférent un bénéfice thérapeutique modeste tout en pouvant
induire des effets indésirables. Compte tenu de 1’évolution naturelle favorable du rhume, la
prescription d’antibiotiques doit étre réservée pour les patients ayant une haute probabilité
d’infection bactérienne : il est suggéré aux médecins de s’entretenir avec les patients pour mettre en
balance I’effet positif sur les symptomes d’un traitement antibiotique versus [’apparition de
résistances bactériennes.

Corticothérapie générale : les données de la littérature ne permettent pas de justifier la prescription
d’une corticothérapie générale, trop souvent associée de principe a une antibiothérapie, et dont la
surconsommation expose aux complications classique de la corticothérapie.

Antihistaminiques H1: il n’y a pas d’arguments permettant de justifier la prescription

d’antihistaminiques H1dans le rhume (57).
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4. Méthodologie

4.1. Cadre d’étude

Les activités de 1’étude se sont déroulées dans quatre structures sanitaires et ont concerné les
patients de la pédiatrie de 1’hdpital du Mali, et ceux du CSCom de Yirimadio de Bamako. Les
échantillons prélevés ont été acheminés au Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (C.I.C.M) ainsi

qu’au Institut de Biologie des Pathogénes de Beijing (IPB) pour les analyses biologiques.

4.1.1. Hopital du Mali

Il est composé d’unité et de sous-unités.
L’unité d’hospitalisation composée de trois sous-unités : une sous-unité néonatalogie, de pédiatrie
génerale et des urgences pédiatriques ;

L’unité de consultation externe composée de 3 boxes de consultation.

Le service a une capacité de 40 lits. Nous comptons au niveau du service douze (12) personnels
dont trois (3) pédiatres, deux (2) médecins généralistes, trois (3) assistants medicaux, un (1)
technicien supérieur, deux (2) infirmiers, une (1) aide-soignante. 1l accueille les enfants malades en

permanence avec une équipe du jour et une équipe de nuit.

Les missions assignées au service de pédiatrie sont le diagnostic et le traitement curatif chez les
enfants, la prévention des maladies a transmission mere-enfant, les formations et les activités de

recherche.

4.1.2. Centre de Santé Communautaire (CSCom) de Yirimadio

Le centre de santé communautaire (CSCom) de Yirimadio a été créé en 1997 par ordonnance
n°383/MATS-DNAT et est inscrit au journal officiel. Le bureau élu pour un mandat de 3 ans a eu
trois (3) renouvelements par assemblée générale dont le dernier fut en 2015 pour un mandat de 5
ans et se compose de 11 membres qui ont bénéficié de la confiance de la population pour un
troisiéme mandat.

Le CSCom de Yirimadio est I’'un des 11 centres de santé communautaires de la commune V1.

L’aire de santé¢ de ’ASACOYIR est limitée au nord par celle de Missabougou, a I’Est et au Sud par
le cercle de Kati, a 1’Ouest par I’aire de santé de ’ASACOBAFA (Association de santé
communautaire de Banankabougou-Faladié).

Structure de PASACOYIR
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Le centre comprend une unité de médecine composé de quatre (4) salles de consultation ; quatre (4)
salles d’observation (homme, femme) ; une salle de soins infirmier ; trois (3) salles de dépots des
médicaments ; un magasin ; trois toilettes ; un hangar ; une terrasse.

Une maternité comprenant une salle de consultation ; une salle d’hospitalisation ; un magasin ; un
bureau pour sage-femme ; deux salles de consultation prénatale; une salle de consultation
postnatale ; une salle de planning familiale ; une salle programme élargi de vaccination ; une salle
d’attente ; une salle d’accouchement ; une salle d’observation ; une salle de réunion ; une salle de
garde ; un couloir.

Un hangar utilisé pour les activités de vaccination, les séances de communication pour le
changement de comportement, de promotion nutritionnelle et de formation continue.

Une unité de récupération d’éducation nutritionnelle intensive (URENI) composé de : une terrasse,
un hangar, un laboratoire, un bureau pour le gestionnaire, un magasin pour le stockage des instants,
un logement pour le gardien et deux toilettes externes.

Activités de PASACOYIR

Le paquet minimum d’activité comprend

Les activités curatives qui couvrent la prise en charge des cas de maladies aigues et chroniques et la
référence de certains cas.

Les activités préventives qui portent sur la consultation prénatale (CPN), le planning familial (PF),
la surveillance et la vaccination des enfants ainsi que les femmes en age de procréer. Les activites
promotionnelles qui se résument essentiellement a la communication pour le changement de
comportement (CCC).

Personnel de PASACOYIR

Il est composé de 43 agents et les stagiaires qui assurent le bon fonctionnement du centre.

Pour les dispositifs medicaux du centre, nous ne pouvons citer que ce qui suivent :

Au niveau de dispensaire une ambulance ; quatre (4) tables de consultation ; quatre (4) bureaux a
deux tiroirs ; dix-huit (18) lits pour perfusion; dix (10) bancs meétalliques ; trois (3) tables

d’accouchements pour la maternité.

4.1.3. Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM)

Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux a constitué notre cadre d’étude.

Le CICM est situé dans le quartier de 1’ex-base aérienne de Bamako, rue du Docteur Charles
Mérieux.

Fruit de la collaboration entre le gouvernement du Mali et la Fondation Mérieux. Le CICM a été
mis en place suite a la signature de 1’Accord-cadre N°0956/1899 du 18 février 2004 entre le
Gouvernement du Mali et la Fondation Mérieux ainsi que la convention du 16 janvier 2005 et son

protocole annexe du 11 mai 2011 entre le ministere de la Santé et la Fondation Mérieux.



«» 8 décembre 2003 : Création de la Fondation Mérieux Mali

% 15 janvier 2004 : Pose de la premieére pierre du CICM
% 17 janvier 2005 : Inauguration du CICM
% En mai 2005 : Démarrage des activités

Le CICM comprend :

= Une administration générale.

= Un centre de formation avec une formation diplédmante le BAMS (Bachelor de Biologie Médicale

Appliquée), des formations qualifiantes et des formations par compagnonnage

= Un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LMR) avec des

activites de recherche et des activités de routine.

La présente étude s’est déroulée dans le Laboratoire Rodolphe Mérieux (LMR).

Le CICM a pour mission de participer tout comme les autres structures du ministére de la santé au
développement sanitaire du Mali par le service rendu aux malades, la formation, la recherche et le
renforcement des capacités dans le domaine du diagnostic biologique dans des conditions
désintéressées au bénéfice de la population.

Les ressources humaines du CICM sont composées de 29 agents, répartis entre les services
techniques du LMR (17 agents) et les fonctions de support administratif, financier et logistique (12
agents).

Le LMR se compose des Laboratoires 1 et 2 au sein desquels les activités de recherche et de
diagnostic de routine sont effectuées. Le Laboratoire 1 offre le cadre et le matériel pour la
réalisation des examens d’hématologie, de biochimie et d’immunologie et le Laboratoire 2 prend en

charge les examens de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie).

4.2. Type et période d’étude

11 s’agit d’une étude d’observation, prospective et transversale et a couvert les trois 3 saisons de I’année.
L’étude s’est déroulée du 02 Janvier 2018 au 31 Décembre 2018 (soit 1 an).

4.3. Population d’étude

Les patients venant pour consultation au CSCom de Yirimadio ou au service de pédiatrie de 1’Hopital du
Mali (HDM) pendant la période d’étude.

4.3.1. Critéres d’inclusion

Avoir signé un consentement écrit pour les adultes et les parents ou tuteurs d’enfants,

Avoir signé un assentiment écrit pour les enfants agés de 12-17 ans.
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- Avoir une fievre aigué (température corporelle supérieure ou égale a 38°C) associée a des

symptdmes respiratoires tels que la toux, la respiration sifflante.

4.3.2. Criteres de non -inclusion

- Patient n’ayant pas donné son consentement ou assentiment,

- Patients présentant des signes d’infection autre que respiratoir.

4.3.3. Echantillonnage

L’étude a porté sur 600 patients répartis entre 2 centres de santé ; soit 177 a ’'HDM et 423 au CSCom

de Yirimadio. Des écouvillons oraux et naso-pharyngés ont été recueillis chez les patients consentis.

4.4. Collecte des données

Tous les patients répondants aux critéres d’éligibilité ont subi une évaluation clinique et biologique
standardisee.

Les formulaires de rapport de cas ont été remplis par des personnels formés en bonnes pratiques
cliniqgues = GCP (good clinical practices) de maniére appropriée avant le début de 1’étude. Les

données ont été collectées sur des tablettes et envoyees sur le serveur du MRTC au point G.

4.5. Variables mesurés

O Socio-demographiques
L’age, le sexe, la localité, la saisonnalité
O Déroulement de I’’étude
% Dans les structures de santé
= Recherche de consentement éclairé
= Examen clinique
= Prélevement naso-pharyngé et sanguin
U Au laboratoire
= LaPCR
= NFS

= Le génotypage

NB : Seuls les variables socio-démographiques et biologiques ont fait 1’objet de notre analyse.
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4.6. Méthodes

4.6.1. Recrutement de sujets de I’étude

Les patients de tous les ages venus en consultation et répondant aux critéres d’inclusion de 1I’étude
ont été recrutés. Deux medecins et deux infirmiéres ont été formés pour identifier les patients et
collecter les données (cliniques et biologiques). Les adultes et les parents des enfants qui
répondaient a tous les critéres d’éligibilité eétaient informés du protocole et leur participation
volontaire a I’¢tude était demandée. Tous ont été informés qu’ils peuvent se retirer de 1’étude a tout

moment.

4.6.2. Définition de cas

Patients avec les symptémes suivants : fiévre (température corporelle supérieure ou égale a 38°C),
associée aux symptébmes respiratoires tels que toux, respiration sifflante et/ou radiographie

thoracique anormale.

4.6.3. Méthode clinique

Les patients ont été examinés en mesurant la température axillaire et en enregistrant les signes
respiratoires physiques et fonctionnels : fréquence respiratoire, rales respiratoires, picotement

thoracique a I’inspiration, écoulement nasal, mal de gorge, cyanose et apnée intermittente.
4.6.4. Traitement, et stockage des échantillons

Les échantillons de sang et des voies respiratoires (écouvillons nasaux pharyngés) ont été recueillis
dans cette étude. Seulement les échantillons oraux et naso-pharyngés ont été utilisés pour des tests
moléculaires a la recherche de virus des voies respiratoires.

Les échantillons envoyés au laboratoire étaient extraits immédiatement et stockés a -20c avant
PCR.



Hdpital et centre de santé communautaire

Cas correspondant aux critéres d’inclusion

|

Consentement éclairé

|

CRF
i Sang/conservé a
Echantillons
o +4°C
respiratoires
‘ Transport au BSL-2 ’
Echantillons respiratoires Séparation de sérum/PBMC
Pathogénes dépistés 80°C

l l

Fournir des informations sur les patients et les résultats du dépistage

Figure 3 : Schéma organisationnel de la collecte et détection des échantillons

Des échantillons nasaux pharyngés et du sang périphérique ont été prélevés immédiatement et
stockés & +4°C en consequence pour 1’extraction d’ADN /ARN.
Les échantillons de sang ont été étiquetés sur le site et expédiés au laboratoire CICM dans les 24

heures.
4.6.5. Prélevement naso-pharyngé

Nous avons utilisé deux écouvillons pour un milieu de transport. Un premier écouvillon pour la
gorge et le second pour les narines (pour prélever les cellules épithéliales riches aux virus
respiratoires). Apres le prélevement, les deux écouvillons étaient introduits dans le milieu de
transport, gardes au frais avant d’étre transporté au CICM.

Ces spécimens ont été utilisés pour des tests de diagnostic moléculaire a la recherche de virus des
voies respiratoires.
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4.6.6. Traitement des échantillons

Au Laboratoire, chaque milieu de transport était aliquoté dans 3 tubes de 2 ml et gardé en
congélation a -20°C avant I’extraction des acides nucléiques.

Les échantillons ont été extraits dans un volume total de 120 ul puis congelés a -80 degrés Celsius.
Ensuite ces extraits ont été séchés dans des tubes RNA Stable avec I’automate SpeedVac™

DNAZ130 Thermo Fisher Scientific, puis envoyés en Chine (Beijing) pour les analyses moléculaires.
4.6.7. Protocole d’extraction des acides nucléiques avec le kit QIAGEN

Ce protocole décrit la procédure d’extraction pour isoler ’ADN et I’ARN des échantillons

respiratoires.

4.6.7.1. Matériels et équipements

Ethanol (96-100%).

Tubes de micro-centrifugation de 1,5 ml pour I’¢lution.

Des embouts de pipettes (embouts de pipettes avec des barrieres anti-aérosols pour éviter la
contamination croisée sont recommandés).

Gants jetables.

Pour les échantillons <200ul : solution de NaCl &4 0,9% / PBS / UTM.

Kit QIAmp MinElute virus Spin (50) (No de cat /ID : 57704).

Contrdle négatif (NC, bouchon blanc) et controle interne (IC, capuchon bleu foncé) de FTD
pathogenes respiratoires 21 plus Kit.

Cabine de biosécurité.

Bloc chauffant pour la lyse des échantillons & 56°C.

Micro-centrifugeuse (avec rotor pour tubes de 1,5 ml et 2 ml).

Mixeur de vortex.
4.6.7.2. Procédure de préparation des réactifs d’extraction

Travailler dans une cabine de biosécurité et avec une blouse de Laboratoire et des gants.

Les réactifs doivent étre prépares

QIAGEN protéase :

Ajouter 1,4 ml de tampon AVE au flacon de protéase QIAGEN Ilyophilisée et mélanger
soigneusement pour éviter la formation de mousse. Assurer que la protéase QIAGEN est
completement dissoute. Etiqueter la protéase QIAGEN remise en suspension pour indiquer quel

tampon a été utilisé pour la remise en suspension.



Remarque : N’ajoutez pas QIAGEN protéase directement au tampon AL. La protéase
QIAGEN reconstitué¢ dans le tampon AVE est stable pendant 12 mois lorsqu’elle est conservée
entre 2 et 8°C, mais seulement jusqu’a la date d’expiration du kit.
Garder la solution mére de QIAGEN a température ambiante pendant des périodes prolongées doit
étre évitée. Le stockage a -20 °C prolongera sa durée de vie, mais il convient d’éviter les cycles
répétés de congélation et de décongélation. Diviser la solution en aliquots et congeler a -20°C est
recommandé.
Ajout du RNA carrier au tampon AL : Ajouter 310 pl de tampon AVE au tube contenant 310 ug
de RNA carrier lyophilisé pour obtenir une solution de 1 pg /ul. Dissoudre soigneusement le RNA
carrier, divise en tampon AL.
Calculer le volume de mélange tampon AL-ARN carrier nécessaire par lot d’échantillon en
sélectionnant le nombre d’échantillons a traiter simultanément a partir du tableau 1.
Pour un plus grand nombre d’échantillons, les volumes peuvent étre calculés en utilisant I’exemple
de calculs suivant :

N x 0,22 ml=y ml

Y mlx28ul/ml=zpl

Ou :

N =nombre d’échantillon a traiter simultanément

Y = volume calculé de buffer AL

Z = volume de RNA carrier — Buffer AVE a ajouter au tampon AL

Mélanger doucement en inversant le tube 10 fois. Pour éviter la formation de mousse, ne pas
vortexer.

Tableau IV : Volumes de Buffer AL et Carrier RNA-Buffer AVE mix requis pour la procédure
QlAamp Minute Virus Spin

Nombre Vol. Vol. Nombr Vol. Vol.
d’échantillon Buffer carrier e Buffer carrier
AL RN d’échantill AL RNA
(ml) A-AVE on (ml) -AVE
(ulh) (1)
1 0,22 6,2 13 2,86 80,1
2 0,44 12,3 14 3,08 86,3
3 0,66 18,5 15 3,30 924
4 0,88 24,6 16 3,52 98,6
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5 1,10 30,8 17 3,74 104,7
6 1,32 37,0 18 3,96 110,9
7 1,54 43,1 19 4,18 117,0
8 1,76 49,3 20 4,40 123,2
9 1,98 55,4 21 4,62 129,4
10 2,20 61,6 22 4,84 135,5
11 2,42 67,8 23 5,06 1417
12 2,64 73,9 24 5,28 147.,8
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Amener les échantillons et le tampon AVE a la température ambiante

Assurez-vous que le tampon AW1, le tampon AW?2 et la protéase QIAGEN ont été préparés.
Ajouter I’'RNA carrier reconstitué dans le tampon AVE au tampon AL.

Pour P’extraction des acides nucléiques ; toutes les étapes de centrifugation ont été effectuées a

température ambiante (15-25°C).

4.6.7.3. Procédure d’extraction

Décongeler le contréle négatif (NC, bouchon blanc) et le contréle interne (IC, bouchon bleu fonceé)
du kit FTD pathogénes respiratoires 21 PLUS. Extrayez vos échantillons et le NC.

Pipeter 25ul de protéase QIAGEN dans un tube de micro-centrifugation de 1,5ml (non fourni).
Remarque : lire « préparation de la protéase QIAGEN » pour plus d’information sur la remise en
suspension de la protéase QIAGEN dans le tampon AVE.

Ajouter 200pul d’échantillon et NC dans le tube de micro-centrifugation.

Si le volume de 1’échantillon est inférieur & 200y, ajouter la solution de chlorure de sodium a 0,9%
(ou de solution BPS) pour amener le volume de la protéase et de I’échantillon a un volume total de
225pl.

Ajouter 200pl de tampon AL (contenant 28pg /ml d’ARN carrier). Fermer le bouchon et mélanger
par vortex pendant 15 secondes.

Afin d’assurer une lyse efficace, il est essentiel que 1’échantillon et le tampon AL soient bien
mélangés pour donner une solution homogeéne. Remarque : N’ajouter pas QIAGEN protéase
directement au tampon AL.

Ajouter 3ul de contrdle interne (IC bouchon bleu) directement au tampon de lyse de chaque

extraction. N’ajouter jamais le contrdle interne directement a I’échantillon & moins d’étre dans un
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tampon de lyse. L’ajout du controle interne a chacun des échantillons et au controle négatif est une
étape tres importante pour voir si I’isolement de I’acide nucléique a réussi et pour vérifier
I’éventuelle inhibition de la PCR. Mixer par impulsion-vortex pendant 5 secondes.

Incuber & 56°C pendant 15 minutes dans un bloc chauffant.

Centrifuger brievement le tube de 1,5ml pour enlever les gouttes de I’intérieur du couvercle.
Ajouter 250ul d’éthanol (96-100%) a I’échantillon, fermer le bouchon et bien mélanger en agitant
au vortex pendant 15 secondes. Incuber le lysat avec I’éthanol pendant 5 minutes & température
ambiante (15-25°C).

Remarque : Si la température ambiante dépasse 25°C, 1’éthanol doit étre refroidi sur de la glace
avant d’étre ajouté au lysat.

Centrifuger briévement le tube de 1,5ml pour enlever les gouttes de I’intérieur du couvercle.
Appliquer soigneusement tout le lysat de I’étape 8 sur la colonne QIAamp MinElute sans
mouiller la jante. Fermez le bouchon et centrifugez a 6000 x g (8000rpm) pendant 1min.

Placez la colonne QlAamp MinElute dans un tube de collecte de 2 ml propre et jetez le tube de
collecte contenant le filtrat.

Si le lysat n’a pas complétement traversé la colonne aprés centrifugation, centrifugez a nouveau a
une vitesse supérieure jusqu’a ce que la colonne QIAamp MinElute soit vide.

Recommandeé : ouvrez soigneusement la colonne QlAamp MinElute et ajouter 500ul de tampon
AWL1 sans mouiller la jante. Fermer le bouchon et centrifugez a 6000 x g (8000rpm) pendant 1
min. placez la colonne QIAamp MinElute dans un tube de collecte de 2 ml propre et jetez le tube de
collecte contenant le filtrat.

Ouvrez soigneusement la colonne QlAamp MinElute et ajoutez 500ul de tampon AW2 sans
mouiller la jante. Fermez le bouchon et centrifugez a 6000 x g (8000rpm) pendant 1 min.

Placez la colonne QIAamp MinElute dans un tube de collecte de 2 ml propre et jetez le tube
contenant le filtrat.

Ouvrir avec précaution la colonne QlAamp MinElute et ajoutez 500ul d’éthanol (96-100%) sans
mouiller la jante. Fermez le bouchon et centrifugeza 6000 x g (8000rpm) pendant 1 min.jeter le
tube de collecte contenant le filtrat.

Le transfert de 1’éthanol dans 1’¢luat peut causer des problémes dans les applications en aval.
Certains rotors de la centrifugeuse peuvent vibrer lors de la décélération, ce qui entraine
I’écoulement, qui contient de 1’éthanol, en contact avec la colonne QIAamp MinElute. Le retrait de
la colonne QlAamp MinElute et du tube de prélévement du rotor peut également provoquer un
contact direct avec la colonne QlAamp MinElute.

Placez la colonne QlAamp MinElute dans un nouveau tube de collecte propre de 2 ml. Centrifugez
a pleine vitesse (20000 x g ; 14000tr /min) pendant 3 minutes pour sécher completement la

membrane.
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Recommande : placez la colonne QlAamp MinElute dans un nouveau tube collecteur de 2ml (non
fourni), ouvrir le couvercle et incuber I’ensemble a 56°C pendant 3 minutes pour sécher
completement la membrane.

Cette étape sert a secher tout le liquide restant.

Placer la colonne QlAamp MinElute dans un tube de micro-centrifugation propre de 1,5ml (non
fourni) et jeter le tube de collecte avec le filtrat. Ouvrez délicatement le couvercle de la colonne
QlAamp MinElute et appliquez 60pl de tampon AVE ou I’ecau RNase-free au centre de la
membrane. Fermez le couvercle et incuber a température ambiante pendant 5 minutes.
Centrifugez a pleine vitesse (20000xg ; 14000 rpm) pendant 1min.

Ne jeter pas le tube de collecte, ajouter de nouveau 60pl de tampon AVE ou I’eau RNase-free au
centre de la membrane. Fermer le couvercle et incuber a température ambiante pendant 2 mn.
Centrifugez a pleine vitesse (20000xg ; 14000 rpm) pendant 1min.

Le volume total d’élution est de 120pl.

Diviser en 2 aliquots de 75ul et 45u (liquide restant), poursuivre les procédures de détection ou

conserver a -80°C.

4.6.8. Technique d’amplification a I’aide de I’automate CFX96
4.6.8.1. Caractéristiques

Technologie : a gradient, en temps reéel
Nombre de puits : 96 puits
Autres caractéristiques : avec écran tactile, avec port USB

4.6.8.2. Description

Le CFX96 Touch system est un systeme de détection PCR en temps réel puissant, précis et flexible.
Cet instrument PCR en temps réel a six canaux (cing couleurs et un canal FRET) combine une
technologie optique avancée avec un contréle précis de la température pour fournir une détection
sensible et fiable pour les réactions monoplex ou multiplex.

Configurez rapidement des exécutions et surveillez les traces d’amplification en temps réel sur
I’écran tactile LCD intégré, ou utilisez le logiciel CFX maestro inclus pour concevoir facilement et
intuitivement votre expérience et analyser les résultats depuis un ordinateur connecté. Avec une
détection jusqu’a cinq cibles, des performances inégalées du thermocycleur, une fonctionnalité
autonome inégalée et un logiciel puissant et facile a utiliser, le systtme CFX96 Touch est congu
pour faire avancer votre PCR.
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4.6.8.3. Caracteristiques et avantages clés

Avec le CFX96 Touch Real-Time PCR Deétection System, vous pouvez :

Configurez votre system rapidement —installation facile et optique calibré en usine.

Minimiser 'utilisation des échantillons et des réactifs —jusqu’a 5 cibles de multiplexage avec des
volumes d’échantillons aussi faibles que 10ul. Optimiser les réactions en un seul passage —fonction
gradient thermique.

Analysez les données plus rapidement — visualisez toutes les données d’exécution en une seule fois
et exportez uniquement les données dont vous avez besoin dans le format que vous souhaitez.
Utilisez des outils avancés d’analyse de données —expression normalisée des génes a I’aide du

logiciel CFX Maestro.

Figure 4 : Image de 1’automate CFX 96 Source : C.I.C.M

4.7. Considérations éthiques

Le protocole d’étude a été approuvé par le comité d’éthique des Facultés de Médecine et d’Odonto-
Stomatologie et Pharmacie (lettre N°2017/158/CE/FMPOS).

Conformément a la réglementation en vigueur, la confidentialité et I’anonymat ont été respectés tout
au long de notre étude,

Les accords préalables des autorités administratives de 1’hopital du Mali et du CSCom de Yirimadio

ont été obtenus.



La participation a cette étude était volontaire et les participants avaient le libre choix de se retirer de

I’étude a tout moment s’ils le souhaitaient.

4.8. Saisie et analyse des données

Les données ont été directement enregistrées sur des tablettes en utilisant le systeme ODK, et envoyees
sur le serveur sécurisé du MRCT. Les tests statistiques ont été réalisés a I’aide du logiciel statistique R

version R-4.1.0.
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5. Résultats
5.1. Résultats globaux

Notre étude a porté sur 600 patients dont 177 de ’'HMD et 423 du CSCom de Yirimadio. Parmi les
177 patients de ’'HMD, 149 (84%) étaient positifs aux agents pathogénes respiratoires. Au CSCom
de Yirimadio, sur les 423 patients, 363 (86%) étaient positifs. Nous avons détecté 23 pathogénes
(virus et bactéries) sur les échantillons collectes dans les deux structures sanitaires regroupes. Une
mono-infection virale a été observée sur 32 échantillons (18,08%) a ’'HDM contre 61 échantillons
(4.42%) au centre de Yirimadio, soit un total de 93 (15,50%) pour les 2 structures sanitaires. Une
coinfection (bactéries-virus) a été observée sur 74 (41,81%) a I’HMD contre 217 (51,30%) au
CSCom de Yirimadio soit un total de 291(48,50% co-infection au niveau des 2 structures). Une
détection conjointe (virus-virus) a été vu sur 5 (2,82%) patients de I’HDM contre 8 (1,89%) au
CSCom de Yirimadio soit un total de 13 (2,17%) pour les deux centres réunis.

En fin, une détection conjointe (bactérie-bactérie) observée sur 10 (5,65%) des patients de I’ HDM
contre 18 (4,26%) au CSCom de Yirimadio soit un total de 28 (4,67%) co-infections pour les 2

structures.

5.2. Résultats descriptifs

5.2.1. Description sociodémographique

Des informations démographiques et le taux de détection des échantillons préleves dans les deux
sites sont réunis dans le tableau V.

Tableau V : données démographiques et taux de détection

Nom de I’hopital

HDM CSCom Yirimadio Total
Nombre de patients 177 423 600
Tranche d’age (année) 0-20 0-78 0-78
Age moyen/Médiane (année) 2,87/2 12,08 9,56/3
Sexe (M/F) 100/77 192/231 292/308
Positif (%) 149 (84,18) 192 (85,82) 512 (85,00)
Négatif (%) 28 (15,72) 60 (14,18) 88 (15,00)

Notre étude a porté sur 600 patients dont 177 a ’'HDM et 423 au CSCom de Yirimadio.



Tableau VI : Repartition des patients selon le sexe

Sexe HDM CSCom de Yirimadio
Homme 100 (56%) 192 (45%)

Femme 77 (44%) 231 (55%)

Total 177 (100%) 423 (100%)

Pour les deux structures combinées le sexe féminin prédominait (51,3%) avec un sexe ratio
global de 0,9 (292/308).

Tableau V11 : Répartition des patients selon le taux de positivité.

Résultats HDM CSCom de Yirimadio
Positif 149 (84%) 363 (86%)

Négatif 28 (16%) 60 (14%)

Total 177 (100%) 423 (100%)

En moyenne 85% des échantillons étaient positifs a au moins un agent pathogene.

5.2.2. Fréquence d’isolement des pathogénes dans les 2 structures cumulées

Dans tous les échantillons testés, nous avons détecté 23 pathogeénes (virus et bactéries).
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Figure 5 : Fréquence d’isolement des germes.
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5.2.3. Fréquence d’isolement des pathogénes selon la structure

La tendance de distribution est similaire dans les deux centres.
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Figure 6 : Détection de pathogeénes respiratoires dans les échantillons prélevés a 1’hopital du Mali.
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Figure 7 : Détection de pathogénes respiratoires dans les échantillons prélevés au CSCom de Yirimadio.
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5.2.4. Distribution des pathogénes par produit pathologique

Tableau V111 : Co-détection d’agents pathogénes respiratoires.

Détection d’agents pathogénes Hopital du CSCom de Total
Mali Yirimadio
Détection négative 28 (15,82%) 60 (14,18%) 88 (14,67%)

Virus uniquement
Détection conjointe virus-virus

Bactéries seulement

Co-détection bactérie-bactérie
Détection conjointe Bactérie-

virus

32 (18,08%)
5 (2,82%)

28 (15,82%)
10 (5,65%)

74 (41,81%)

611 (4,42%)
8 (1,89%)

59 (13,95%)
18 (4,26%)
217 (51,30%)

93 (15,50%)
13 (2,17%)
87 (14,50%)
28 (4,67%)
291 (48,5%)

Plusieurs agents pathogenes ont été détectés en co-infection.

Les patients présentant une co-infection bactérie-virus étaient les plus représentés (48,50%) dans les

deux structures de santé.
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5.2.5. Distribution des virus détectés et leurs sous-types

Tableau IX : Répartition des virus et leurs sous-types

Type Hopital du Mali CSCom Total
Yirimadio
IFVs IFVBA 3 (1,69%) 48(11,35) 51 (8,50%)
IFVB 13 (7,34%) 42 (9,93%) 55 (9,17%)
EVs HRV 49 (27,68%) 86(20,33) 135(22,50%)
EV 7 (3,95%) 20 (4,73%) 27 (5,50%)
229 E 2 (1,13%) 2 (0,47%) 4 (0,67%)
NL 63 3 (1,69%) 3(0,71%) 6 (1%)
HCoVs HKU1 1 (0,56%) 5 (1,18%) 6 (1%)
0C 43 0 8 (1,89%) 8 (1,33%)
HPIV1 0 4 (0,95%) 4 (0,67%)
HPIVs HPIV2 4 (2,26%) 2 (0,47%) 6 (1%)
HPIV3 10 (5,65%) 21 (4,96%) 31 (5,17%)
HPIV4 7 (3,95%) 16 (3,78%) 23 (3,83%)
RSV RSVA 6 (3,39%) 15 (3,55%) 21 (3,5%)
RSVB 1 (0,56%) 1 (0,24%) 2 (0,33%)

Parmi les sous-types détectés, ceux d’Entérovirus étaient majoritairement représentés dont 20,33%

dans le CSCom de Yirimadio et 27,68% a I’Hopital du Mali.
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5.2.6. Distribution mensuelle des pathogénes au cours de ’année

Tableau X : Taux de détection mensuelle

Mois Nombre de cas Nombre total de Taux de détection
positifs cas
Janvier 51 66 17,27
Février 40 50 80,00
Mars 31 33 93,94
Avril 22 28 78,57
Mai 34 40 87,50
Juin 27 32 84,38
Juillet 83 94 88,30
Aout 55 65 84,62
Septembre 41 51 80,39
Octobre 63 70 90,00
Novembre 26 27 96,30
Décembre 38 44 86,36

Le taux de détection était plus élevé dans les mois de mars (93,94%), juillet (88,30%), octobre
(90,00%) et novembre (96,30%).

5.2.7. Distribution des pathogénes détectés selon la saison

Sachant qu’il existe trois saisons au Mali, nous avons également analysé la distribution dans les deux

sites.
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Figure 8 : Distribution saisonniére des pathogénes détectés dans les 2 structures.

Les virus respiratoires étaient les plus isolés pendant la saison pluvieuse (juin-octobre) dans les

deux sites
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5.2.8. Distribution mensuelle de cas positifs et le taux de détections des pathogénes
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Figure 9 : Distribution mensuelle des pathogenes respiratoires et leur taux de détection selon la structure.
A= Hopital du Mali ; B= CSCom de Yirimadio ; C= A+B.

Le nombre de cas positif le plus élevé a été observé dans le mois de juillet (83 cas) et le pic de

détections au mois de novembre (96,30%).
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5.2.9. Distribution des taux selon la tranche d’age

Tableau XI : Répartition du nombre de cas positif et du taux de détection selon la tranche d’age

An Nombre de cas Nombre total de cas Taux de détection
positif (%)

0-5 363 390 93,08

6-14 72 89 80,90

15-40 60 82 73,17

>40 17 39 43,59

Le taux de détection diminuait avec I’augmentation de 1’age.
Les enfants de 0-5 ans étaient les plus touchés par les pathogénes respiratoires avec un taux de
détection de 93,08%.
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5.2.10. Distribution des cas et du taux de détection selon la tranche d’age et la structure
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Figure 10 : Répartition des cas positifs et du taux de détection selon la tranche d’age et par structure
A = hopital du Mali ; B = CSCom de Yirimadio ; C = A+B.

Dans les deux structures, les enfants de 1-2 ans étaient les plus représentés.

5.2.11. Distribution des sérotypes de Streptococcus pneumoniae isolés dans les 2 structures
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Tableau XI1 : Répartition des nombres de cas et des taux de détection des sérotypes de streptococcus
pneumoniae identifies

Sérotype Nombre de cas Taux de détection
11A/11D 31 17,03
19F 30 16,48
23F 20 10,99
14 19 10,44
12F/12A/12B/44/46 17 9,34
9V/9A 16 8,79
TFITA 15 8,24
6A/6B/6C/6D 12 6,59
3 12 6,59
22F/22A 12 6,59
15A/15F 10 5,49
19A 9 4,95
4 6 3,3

5 5 2,75
6C/6D 5 2,75
1 4 2,2
18C/18F/18B/18A 4 2,2
33F/33A/37 4 2,2

2 2 1,1
16F 1 0,55

Les sérotypes 11A/11D et 19F étaient les plus isolés, soit respectivement 17% et 16% de 1’ensemble

des Streptococcus pneumoniae isolés.
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5.2.12. Distribution des sous-groupes de virus respiratoire syncytial détectés dans les deux

structures

Tableau X111 : Sous-groupes du virus respiratoire syncytial.

Hopital Total Nombre Nombre
de RSVA de RSVB

Hopital du Mali 7 6 1

CSCom de Yirimadio 16 15 1

IIs y’a 23 échantillons positifs au RSV qui ont été typés en RSVA (21), et RSVB (2)
Dans les deux sites, le sous-groupe RSV A était le plus isolé, soit 6 cas a hopital du Mali 6 et 15 cas au
CSCom de Yirimadio.
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5.3. Discussion

Parmi les maladies infectieuses, celles qui affectent les voies respiratoires sont les plus fréquentes et
séveres dans les régions tropicales. Elles tuent plus d’enfants et de sujets &gés dans les pays en
développement que dans d’autres parties du monde. Au Mali, les maladies respiratoires sont
souvent mal diagnostiquées, donc mal traitées et n’ont pas de vaccins dans la plupart des cas. Le
CICM-Mali et I'IPB de Chine ont mené cette étude pour rechercher les causes virales de ces
maladies respiratoires au Mali. Ainsi les informations issues de cette étude aideront a améliorer la
surveillance des virus qui affectent les voies respiratoires au Mali. Pour atteindre cet objectif nous
avons adopté comme méthodologie de conduire une étude d’observation, transversale répétée dans
les services de pédiatrie de ’HDM ainsi que dans le CSCom de Yirimadio. Le choix de ces deux
services se justifie par le fait que ’HDM est 1’un des 3 centres hospitaliers de références au Mali
qui recoit pratiquement la majorité des enfants malades et le CSCom de Yirimadio, par sa position
géographique ainsi que sa forte fréquentation par des patients de tout 4ge. Ainsi nous avons profité
de I’opportunité offerte par la collaboration entre la Fondation Mérieux (Lyon-France) et 1’Institut
de Biologie des pathogénes (CAMS-Chine) et le CICM pour étudier ces virus, documenter leur
risque potentiel et fournir des évidences scientifiques pour les politiques de MSHP au Mali.

5.3.1. Le taux de détection des agents pathogénes sur la population d’étude

Au total, nous avons analysé 600 prélevements parmi lesquels 512 (85%) ont été testés positifs a au
moins un agent pathogéne (virus, bactéries). Ce résultat est comparable a celui de Derrar et al (58)
qui au cours de leur étude dirigée dans le département pédiatrique de 1’hdpital universitaire de Blida
en Algérie ont trouvé 97 (82,9%) positifs sur 117 enfants testés pour infections respiratoires.
KENMOE (59) au Cameroun a aussi trouvé dans son étude un taux de positivité élevé 597/822
(72.6%). Or d’autres études ont trouvé des taux trés bas par rapport & la notre. Dans une étude
épidémiologique dirigée par FERET et al (60) au CHU-Bordeaux le taux de détection était 37/73
(52%) des enfants hospitalisés. Ce bas taux comparativement a ceux trouvés en Afrique peut
s’expliquer par différence de vie et de condition sanitaire avec la France. Néanmoins, cette
proportion semble varier considérablement d’un pays a 1’autre. Kwofie et al (61) ont enregistré un
pourcentage aussi faible que 27,7% au Ghana et Khor et al, 26,4% en Malaisie. Considérant les
études ci-dessus la faible prévalence enregistrée par Khor et al pourrait étre di a leurs méethodes de
détection immunofluorescence directe (IFD) et isolement viral qui sont connus pour étre moins

sensibles que les techniques moléculaires (62).
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5.3.2. Fréquence de detection des agents pathogeénes selon la tranche d’age

Sur les 600 patients inclus dans notre étude, les enfants de 0-5ans étaient les plus touchés (93,08%)
alors que les patients de 40-78 ans étaient les moins représentés (43,59%). Cela confirme les
données de la littérature sur le plan mondial.

Selon de nombreuses études, les nourrissons représentent la tranche d’age la plus touchée. Dans une
étude dirigée dans les quatre districts sanitaires du Mali ( Kayes, Sikasso, Ségou, Mopti) par
SANOGO (7), les enfants de 1-5 ans représentaient 78,7%.

De méme EI OUAZZANI (63) a trouvé dans son étude effectuée a I’hopital mére enfant du CHU
Mohamed VI du Marrakech un taux de 79% chez les enfants de moins d’un an. Des taux plus bas
ont été rapportés par d’autres études, COULIBALY (64) dans son étude sur la fréquence des
maladies respiratoires a ASACOMA du district de Bamako, a rapporté un taux de 476/985 (48,3%)
chez les enfants de 0-5 ans. La vulnérabilité de cette tranche d’age serait liée a I’immaturité de leur
systeme immunitaire c’est pour cela que la plupart des programmes mondiaux de lutte contre la

morbidité et la mortalité infantile soit axés sur cette tranche d’age (65).

5.3.3. Fréquence de détection des agents pathogénes selon le sexe

Les pathogénes respiratoires ne semblent pas avoir de préférence vis-a-vis du sexe du patient. Nous
avons eu un sexe ratio homme/femme 100/77 (1,3) a ’'HDM et 192/231 (0,8) au CSCom de
Yirimadio avec un sexe ratio globale de 292/308 (0,9). Pour les deux structures combinées le sexe
féminin prédominait avec un taux de 51,3% de I’ensemble des patients inclus. Par contre
DOUMBIA et al (66) ont trouvé une prédominance masculine 63% avec un sexe ratio de 1,73.
D’autre part SANOGO(7) et COULIBALY (64) ont trouvé des résultats similaires au notre ou le

sexe féminin était majoritairement représenté avec respectivement 50,1% et 50,3%.

5.3.4. Fréquence de détection des agents pathogeénes selon le mois

Dans notre étude la répartition mensuelle montre des périodes de recrudescence avec des pics au
mois de mars (93,9%), juillet (88,3%), octobre (90,0%) et mois de novembre (96,3%). Ces
variations sont fonction du climat de chaque pays. Ainsi dans 1’é¢tude Léon (67) les pics étaient
atteints dans les mois de mars et octobre qui correspondent au début de la saison seche et celui de
la saison pluvieuse au Congo RDC. Ces résultats confirment celles trouvés au Sénégal par DIAGNE
et al(65) qui ont observé des pics dans les mois d’aout, mars et avril qui correspondent a la période
de transition entre la fraicheur et la période de forte chaleur. Ce climat favorise les infections ORL,
ce qui fragilise la muqueuse respiratoire et facilite la diffusion des germes. Le pic de mois d’Aout
pourrait s’agir de I’effet de I’humidité. Tout comme Bobossi et al (68) dans leur étude sur les

infections virales respiratoires de 1’enfant de Bangui, la distribution mensuelle a montré des pics de
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circulation au cours du mois de mai ce qui correspond au début de la saison pluvieuse ou le taux

d’humidité est élevé.
5.3.5. Taux de détection saisonniere des agents pathogénes

Au Mali nous avons deux saisons :

Une saison séche d’octobre a mai ;

Une saison pluvieuse de juin a septembre

Nous avons observé au cours de cette étude une répartition saisonniere similaire pendant la saison
froide (novembre-février) et la saison seche (mars-mai) environ 25 cas (84,10%) pour les deux sites
confondus. Le pic saisonnier a été observé pendant la saison pluvieuse (juin-octobre) environ 70
cas. Comparativement a notre étude MAINASSARA et al (69) au Niger ont observé des taux de
détection plus élevé pendant la saison froide (mi- décembre a mi-février) et la saison seche (mi-
février a mai) avec respectivement 15,4% et 11,7%.

Au Togo BANKONDE et al (70) ont trouvé dans leur étude une répartition saisonniere avec des
périodes de pics dans les mois de janvier (début de harmattan), mars (fin de la saison seche) ainsi
qu’au mois de juillet et octobre qui correspondent au saison des pluies (petite et grande saison
pluvieuse). En Chine le taux de détection était plus élevé en hiver LI et al (71).

Dans une étude dirigée par Annan et al(72) portant sur les enfants ghanéens et allemands, le pic de
détection pour les virus enveloppés était observé en saison pluvieuse au Ghana (mars-juin et
septembre a octobre) et pour Allemagne en saison hivernale relativement plus froide (d’octobre a
mars). Les virus non enveloppés étaient plus fréquents pendant la saison séche ghanéenne et en

Allemagne ils étaient les plus détectés pendant 1’été.
5.3.6. Fréquence de détection des agents pathogénes respiratoires

Tous les patients avaient bénéficié d’un prélevement naso-pharyngé et ont fait I’objet d’étude par la
technique PCR multiplex qui a permis d’isoler des virus ainsi que des bactéries chez les patients.
Sur le plan virologique sur les 600 patients inclus dans notre étude, 512 (85%) ont été testés positifs.
Le cas de mono-infection virale a été observe sur 93 échantillons soit 15,50%. Une co-infection
virus-virus a été observée sur 13 cas (2,17%). La détection de co-infection bactérie-virus
prédominait largement sur un total de 291 cas (48,50%). Sur le plan bactériologique, le cas de
mono-détection bactérienne a été observé sur 87 (14,50%) échantillons et la détection de co-
infection bactérie-bactérie sur 28 cas (4,67%). Ce méme profil a été retrouve dans plusieurs études ;
au Sénégal DIAGNE et al(65) dans une série d’étude (utilisant la méme technique) ont trouvé un ou
plusieurs virus dans 88 prélevements soit un taux de 80,7% parmi lesquels une mono-infection
virale chez 52 cas (59,1%) et une co-infection dans 40,9%. Outre les virus, la PCR multiplex a

permis de retrouver les bactéries dans 90 préléevements soit un taux de positivité bactériologique de



73

82,6%. De méme LI et al(71)dans leur étude ont retrouvé sur les 775 échantillons un taux de
positivite de 80,8%répartis comme suit 428/775 (55,2%) et en mono infection (un seul agent
pathogene) et une co-infection (plusieurs agents pathogénes) dans 198 cas (25,5%).

Par ailleurs sur les 271 enfants inclus dans 1’étude de EIl OUAZZANI(63) , sur une période de 13
mois ; 229 (84,5%) ont été testés positifs aux pathogeénes respiratoires avec une prédominance virale
(87%). L’étiologie bactérienne a été retrouvée chez 13% des enfants testés positifs.

BERRAJAH et al(73) ont trouvé une fréquence de détection des agents pathogenes en mono
infection virale ou bactérienne dans 192/319 (60%) de cas et une co-infection virus-virus dans
124/319 (39%) de cas , virus-bactéerie dans 4/319 (1%) de cas. Les bactéries atypiques Mycoplasma
pneumoniae (deux cas soit 0,5%) et Chlamydia pneumoniae (trois cas soit 0,8%) ont egalement éeté

retrouvees chez cing (5) enfants.

5.3.7. La fréquence de distribution des virus identifiés

Les principaux virus retrouvés chez les patients inclus dans notre étude étaient : I’Entérovirus (EVs)
qui prédominaient avec un taux de détection de (28%) suivi de IFVs (17,6%), HPIVs représentaient
(10,6%), pour le cas de HCoVs nous avons trouvé une fréquence de 4% et enfin RSV (3,83%). Des
résultats similaires ont été rapportés par d’autres études : LI et al(71) ont trouvé un résultat ou les
Rhinovirus/Entérovirus étaient majoritairement représentés (198/775 soit 25,5%) suivi de VRS
(151/775 soit 19,5%),Para influenza virus 3 (115/775 soit 14,8%), Influenza A ou B (10,9%),
Adénovirus (10,8%).

De méme pour DIAGNE et al(65) qui ont trouvé une prédominance de Rhinovirus avec 33%, suivi
de VRS (24,8%), Coronavirus dans 15,6% de cas et le virus de la grippe (Influenza A et B)
représentait 11,9%.

D’autre part BERRAJAH et al (73) ont rapporté une prédominance du VRS dans leur étude, suivi
de RhV (32,9%) et de I’AdV (28,5%). Un résultat semblable a été trouvé dans 1’étude de DERRAR

et al (58) ou VRS a été majoritairement représenté avec 47,9%.
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6. Conclusion et recommandations
6.1. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons détecté un total de 21 types différents de virus et de bactéries
sur I’ensemble des échantillons prélevés.

Les enfants de 0-5 ans étaient le plus touchés par les pathogénes respiratoires. Le rhinovirus humain
(HRV) a été le virus le plus isolé au cours de cette étude (22,50%). Quatre-vingt-deux pour cent
(82%) des cas positifs étaient en co-infection soit entre bactérie-bactérie ou entre bactérie-virus ou
encore entre virus-virus.

La majorité de cas a été détecté pendant la saison des pluies.



6.2. Recommandation

o Aux autorités

Adopter les politiques de renforcement de la capacité financiére des chercheurs a établir
davantage le profil des pathogénes impliqués dans les affections respiratoires.

Mettre en place des systemes de diagnostic rapide pour une bonne pris en charge de ces
differentes pathologies.

Encourager les cliniciens a faire recours en premier lieu au diagnostic biologique pour
mieux différencier les maladies des voies respiratoires d’origine virale a celles des bactéries.
Sensibiliser les populations sur les bonnes pratiques de protection des enfants pendant les
périodes endémiques.

Adopter les politiques d’accompagnement des patients démunies pour leur pris en charge.

o Aux chercheurs :
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De s’engager de plus dans le domaine de la virologie pour mieux éclairer la voie aux
cliniciens pour la meilleure pris en charge de ces pathologies.

Approfondir les recherches dans 1’optique de bien connaitre 1’étiologie de ces infections
respiratoires.

Donner des opportunités aux jeunes genérations dans le domaine de la recherche pour
diminuer le probleme d’effectif.

Elargir le champ de cette étude au-dela du district de Bamako, pour y inclure le maximum

de patients.
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8. Annexes

FICHE DE CONSENTEMENT ECLAIRE
Titre de I’étude : Etude du spectre des virus des voies respiratoires dans I’aire sanitaire de
Yirimadio.
Coordinateur : Abdoul Karim SANGARE, MD, PhD (Tel : +22366239834)
Investigateur principal : Bourema KOURIBA, PharmD, PhD (Tel : +22366753728)
Je confirme que j’ai lu (ou que je me suis fait lire) et que j’ai compris pourquoi et comment cette étude
sera réalisée. J’ai pu poser toutes les questions et j’ai recu des réponses satisfaisantes. Je dis que ma
participation n’est pas forcée et je comprends que je suis libre de quitter 1’étude sans étre obligé de dire
pourquoi et cela n’affectera pas ma prise en charge dans le centre de santé.
Je permets que des informations personnelles et des données soient recueillies pendant I’étude, et
qu’elles puissent étre examinées par des personnes impliquées dans 1’étude et/ou les collaborateurs de
I’étude et/ou par les Autorités de santé, mais de fagon confidentielle et anonyme.
Si vous acceptez de participer a cette étude, veuillez signer/ ou apposer votre empreinte digitale du
pouce ou index gauche sur la partie appropriée de ces documents.
Vous garderez une copie de ces documents avec vous pour témoignage de votre acceptation a
participer a cette étude.

Signature ou empreinte digitale du patient Date :

Nom du participant

Nom et signature de 1’investigateur Date :
A compléter si le participant, parent/tuteur du participant n’est pas alphabétisé en Francais :
Témoignage de I’interview du consentement :
Je soussigné, témoin du consentement éclairé ci-dessus pour 1’étude du spectre des virus des voies
respiratoires au Mali, atteste qu’a la date indiquée a coté de ma signature, le contenu de la notice
d’information du participant a été clairement expliqué au participant et que I’intéressé ab indiqué que
ses questions et inquiétudes ont été répondues de facon appropriée.
Nom et signature du témoin : Date :
Témoignage de la signature par le participant :
Je soussigné, témoin de la signature (marque ou empreinte digitale) atteste qu’a la date indiquée a coté
de ma signature, le participant a marqué de son empreinte digitale le formulaire de consentement
éclairé pour I’étude ci-dessus.

Nom et signature du témoin : Date :



FICHE D’ASSENTIMENT ECLAIRE

Titre de I’étude : Etude du spectre des virus des voies respiratoires dans 1’aire sanitaire de
Yirimadio

Coordinateur : Abdoul Karim SANGARE, MD, PhD (Tel : +22366239834)

Investigateur principal : Bourema KOURIBA, PharmD, PhD (Tel : +22366753728)

Je confirme que j’ai lu (ou que je me suis fait lire) et que j’ai compris pourquoi et comment cette étude
sera réalisée. J’ai pu poser toutes les questions et j’ai recu des réponses satisfaisantes. Je dis que ma
participation n’est pas forcée et je comprends que je suis libre de quitter 1’étude sans étre obligé de dire
pourquoi et cela n’affectera pas ma prise en charge dans le centre de sante.

Je permets que les informations personnelles et des données soient recueillies pendant 1’étude, et
qu’elles puissent étre examinées par les personnes impliquées dans 1’étude et/ou les collaborateurs de
I’étude et ou par les Autorités de santé, de facon confidentielle et anonyme.

Si vous acceptez de participer a cette étude, veillez signer/ou apposer votre empreinte digitale du
pouce ou index gauche sur la partie appropriée de ces documents.

Vous garderez une copie de ces documents avec vous pour témoignage de votre acceptation a

participer a cette étude.

Signature ou empreinte digitale du

participant

Nom du participant
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Nom et signature de I’investigateur

A compléter si le participant, parent/tuteur du participant n’est pas alphabétisé en Francais.
Témoignage de ’interview du consentement :

Je soussigné, témoin de l’assentiment ci-dessus pour 1’é¢tude du spectre des virus des voies
respiratoires au Mali, atteste qu’a la date indiquée a coté de ma signature, le contenu dudit formulaire a
¢été clairement expliqué au parent/tuteur du participant et que I’intéressé a indiqué que ses questions et
inquiétudes ont été répondues de fagon approprié.

Nom et signature du témoin :

Témoignage de la signature par le parent /tuteur du participant :
Je soussigné, témoin de la signature (marque ou empreinte digitale) atteste qu’a la date indiquée a coté
de ma signature, le parent/tuteur du participant a marqué de son empreinte digitale le formulaire de
consentement pour 1’étude ci-dessus.

Nom et signature du témoin :

Date :



FICHE D’INFORMATION DU PARTICIPANT

Titre de I’étude : Etude du spectre des virus des voies respiratoires dans 1’aire sanitaire de
Yirimadio

Coordinateur : Abdoul Karim SANGARE, MD, PhD (Tel : +22366239834)

Investigateur principal : Bourema KOURIBA, PharmD, PhD (Tel : +22366753728)

Nom des institutions de recherche : Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM) de Bamako-
Mali, et I’Institut de la Biologie des Pathogénes (IPB) de Beijing, Chine.

Prénom et nom du participant :

Numero du participant :

Si vous décidez de participer, vous serez toujours libre d’arréter votre participation ou celle de votre
enfant quand vous le souhaitez sans avoir a le justifier et cela n’affectera pas votre pris en charge.
Introduction :
Nous vous invitons, vous ou votre enfant a prendre part a une étude de recherche. Pour vous aider a
décider si vous (ou votre enfant) souhaitez participer, nous vous expliquons pourquoi nous faisons cette
étude, et ce qu’elle implique. S’il y’a quelque chose que vous ne comprenez pas, posez des questions
jusqu’a ce que vous soyez satisfait. Prenez le temps de décider si oui ou non vous souhaitez participer a
cette étude.
Pourquoi fait-on cette étude ?
Parmi les maladies infectieuses, celles qui affectent les voies respiratoires sont les plus fréquentes et
séveres dans les régions tropicales. Elles tuent plus d’enfants et de sujets agés dans les pays en
développement que dans d’autres parties du monde. Au Mali, les maladies respiratoires causées par les
virus sont souvent mal diagnostiquées, donc mal traitées et n’ont pas de vaccins. Le CICM-Mali et
I’IPB de Chine font cette étude pour rechercher les causes de ces maladies virales dans votre localité.
Ainsi, les informations de cette étude aideront a améliorer la surveillance des virus qui affectent les
voies respiratoires au Mali.
Pourquoi vous avez été choisi ?
Nous avons besoin de 170 patients dans chaque groupe d’age dans votre localité soit environ 700
personnes pour cette étude pour le district de Bamako. Vous avez été choisi aussi pour participer a

cette étude par ce que vous étes malades et vous étes venus vous consulter.
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Est-ce que vous ou votre enfant pouvez participer ? Que se passe-t-il si vous changez d’avis ?
Vous (ou votre enfant) pouvez votre prise en charge ou celle de votre enfant dans le centre de sante. Si
vous décidez de participer a cette étude, vous aurez a signer ou mettre votre empreinte digitale sur le
formulaire de consentement.

En quoi consiste cette étude ?

Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, nous prendrons un échantillon de sang (environ 1 a
2 cuillérées a café) au pli du coude (ou sur le dos de la main) en plus d’un écouvillon naso-pharyngé.
Nous vous poserons quelques questions sur 1’age, la date de naissance, toute maladie récente et tout
voyage, et la présence d’animaux ou de rongeurs dans la concession.
Frais et paiements

Il n’y aura pas de bénéfice direct (payement ou compensation en nature) pour la participation a cette
étude.

Quels sont les risques ou les inconvénients de la participation ?

La piqire pli du coude (ou au dos de la main) peut causer de 1’inconfort, mais est sans danger et se fera
par un personnel formé en toute sécurité pour minimiser 1’inconfort.

Quels sont les avantages de la participation ?

Si vous (ou votre enfant) étes malades, nous allons tester toutes les maladies virales respiratoires
émergents, et si un test est positif, nous vous traiterons gratuitement. Vous n’aurez donc rien a payer
pour le diagnostic des maladies virales respiratoires ni pour le traitement éventuel.

Ce qui se passera pour les échantillons prélevés dans cette étude ?

Nous allons les analyser au laboratoire pour voir s’ils contiennent des virus respiratoires de votre
maladie. Ces tests pourront étre faits par nos collaborateurs a I’extérieur du pays (Chine) en leur
envoyant une partie des échantillons. Votre nom ou celui de votre enfant ne sera pas 1ié a 1’échantillon
afin que personne ne puisse vous identifier. Nous allons également garder une partie de 1’échantillon
pour d’autres analyses ultérieures au besoin pour mieux comprendre ces maladies. Vous avez aussi le
droit de demander a tout moment de détruire votre échantillon.

Comment vos dossiers personnels demeurent confidentiels et qui y aura acces ?

Les renseignements personnels que nous recueillerons sur vous resteront confidentiels. Les seules
personnes qui seront autorisées a consulter les informations seront les chercheurs de 1’étude.

Qui organise et finance cette recherche ?

L’étude est organisée par le CICM-Mali en collaboration avec I’IPB de Chine. Le travail est financé
par ’IPB et la fondation Mérieux dans le cadre du renforcement du system national de surveillance
épidémiologique des maladies virales au Mali.

Qui a prouvé I’étude ?

L’¢étude a été approuvée par le comité d’Ethique de la Faculté de Médecine de Pharmacie et

d’Odontostomatologie (FMPOS).
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Avez-vous maintenant des questions ? Si vous avez des questions plus tard sur 1’étude, vous pouvez
contacter le coordinateur et les chercheurs principaux indiqués ci-dessus ou vous pouvez aussi
contacter les membres du comité d’éthique de la FMPOS au point G, Bamako (tel :20225277) par
exemple le président du comité d’Ethique, Prof. Mamadou Marouf Keita (tel : 66722022) : ou le
secretaire Permanent, Prof. Mahamadou Diakité (Tel: 20225277, cellulaire : 76231191) pour

répondre a vos questions.

Technique de la PCR (Polymérase Chain Reéaction)

Définition

En 1983, Karry Mullis met au point la technique d’amplification de I’ADN ; la PCR (Polymerase
Chain Reaction ou Réaction de Polymérisation en Chaine). C’est une réaction enzymatique qui permet
de sélectionner puis d’amplifier en une trés grande quantité un fragment d’ADN particulier, présent en
trés faible quantité au départ, parmi des millions d’autres fragments.

Aujourd’hui c’est une technique incontournable et couramment utilisée en routine dans les
laboratoires.

Principe

La PCR est une suite de cycles, qui se répetent en boucle, comportant chacun trois paliers de
températures. De plus chacun de ces paliers est caractérisé par une réaction chimique distincte. En

moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles.

Réaction PCR

En effet, la réaction de PCR se déroule dans un thermo-cycler.

Cependant, 1’appareil est programmé pour effectuer les différents cycles de la PCR. Ainsi chaque
cycle est composé d’une succession de paliers de température prédéterminé, et d’une durée bien
définie. Ces deux paramétres, température et temps dépendent de la taille de la séquence a amplifier,
de la taille et de la composition en désoxyribonucléotides des amorces. Chaque cycle est donc
constitué des trois periodes différentes : dénaturation, hybridation, et I’élongation.

La dénaturation

A cette période, la température dans le tube est réglée a 95°C. A cette température, I’ADN se dénature
et perd sa structure caractéristique en double hélice, car les liaisons hydrogenes reliant les bases de
chaque brin d’ADN sont instables a cette température. Ainsi I’ADN double brin (2brins) est dénaturé
en ADN simple brin (1 brin).

L’hybridation

A cette phase, la température chute de 95°C pour atteindre la température dite hybridation. Cette
derniére est généralement comprise entre 50°C et 60°C et est fonction de la composition en
désoxyribonucléotides (dATP, dTTP, dGTP et dctp) des amorces. Les amorces reconnaissent et se
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fixent a leurs séquences complémentaires en réformant des liaisons hydrogénes. On dit que les
amorces s’hybrident au brin d’ADN.

L’élongation

A cette période, la température est égale a 72°C, la température idéale pour ’activité¢ de la Taq
polymérase. C’est une enzyme trés spéciale, puisqu’elle est dite thermorésistante. En effet, sa
température optimale d’action est de 72°C et elle est capable de résister a des températures allant
jusqu’a 100°C. Cette étape permet a la Taq polymérase de synthétiser le brin complémentaire a I’ADN
matrice, grace aux dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel.

Au cycle suivant, les nouveaux fragments synthétisés servent a leur tour de matrice pour la synthése de
nouveaux fragments d’ADN.

En théorie, a la fin de chaque cycle la quantité d’ADN cible est double. Cela pourrait se produire 30
fois (en fonction du protocole de PCR).
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Introduction et objectifs: Les maladies virales respiratoires constituent un enjeu majeur de santé publique
du fait de leur incidence sur le plan mondial, la facilité de dissémination dans la communauté avec une
mortalité et morbidité significatives. Il existe des données trés limitées sur les infections virales respiratoires
émergents et ré émergents au Mali et a notre connaissance aucune étude n’a évalué le spectre des virus
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291 échantillons ce qui représentent 48,5%. Une détection conjointe virus-virus fut détectée sur 13
échantillons (2,1%) et en fin une détection conjointe bactérie-bactérie sur 28 échantillons (4,6%) dans
I’ensemble des deux sites regroupés. Parmi les virus identifiés I’Entérovirus (EVs) était prédominent avec
un taux de 28%, suivi de Influenza virus(IFVs) 17,6%, Para influenza virus(HP1Vs) 10,6%, Coronavirus
humain (HCoVs) 4%, et enfin le virus respiratoire syncytial(RSV) représentait 3,83% reparti entre RSVA
(3,5%) et RSVB (0,33%).

Conclusion : Au cours de cette étude, 21 types différents de virus et de bactéries ont été isolés sur
I’ensemble des échantillons prélevés. Le rhinovirus humain était le plus isolé (22,50%) et quatre-vingt-deux
pour cent (82%) des cas positifs étaient en co-infection soit entre bactérie-bactérie ou entre bactérie-virus ou
encore entre virus-virus.
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Abstract

Introduction and objectives: Respiratory viral diseases constitute a major public health issue because of
their worldwide impact, the ease of dissemination in the community with significant mortality and
morbidity. There are very limited data on emerging and re-emerging respiratory viral infections in Mali and
to our knowledge no study has evaluated the spectrum of viruses associated with respiratory tract infections.
Thus the aim of our work was to study the diversity of viruses associated with respiratory tract infections
using molecular tools.

Materials and methods: various respiratory virus pathogens as well as bacteria (although these are not the
subject of this study) were isolated from nasopharyngeal samples using molecular tools, more specifically
RT-PCR.

Results: our study involved 600 patients including 177 at the hospital in Mali and 423 at the cscom of
Yirimadio. Among the 600 patients included in this study, 512 (85.3%) were positive for pathogens. These
pathogens were 23 (virus and bacteria) on all the pooled samples. Virological mono-infection was detected
on 93 samples, which represents 48.5%. Joint virus-virus detection was detected on 13 samples (2.1%) and
at the end joint bacteria-bacteria detection on 28 samples (4.6%) in all of the combined sites. Among the
viruses identified, Enterovirus (EVs) was predominant with a rate of 28% followed by influenza virus
(IFVs) 17.6%, para influenza virus (HPI1Vs) 10.6%, human coronavirus (HCoVs) 4%, and at the end of the
respiratory syncytial virus (RSV) represented 3.83% distributed between RSVA (3.5%) and RSVB (0.33%).

Conclusion: During this study, 21 different types of viruses and bacteria were isolated from all the samples
taken. The human Rhinovirus was the most isolated (22.50%) and eighty-two percent (82%) of the positive
cases were in co-infection either between bacteria-bacteria or between bacteria-virus or even between
Viruses-viruses.

Keywords: Spectrum, virus, way, respiratory, sanitary area, Mali hospital, cscom of Yirimadio.
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