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% pourcentage
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1. Introduction
Les maladies infectieuses constituent des menaces majeures pour I'existence humaine depuis

des siécles et peuvent dévaster des populations entieres (1). En décembre 2019, une série de cas
de pneumonies, causée par un -coronavirus nouvellement identifié, a été retrouvé a Wuhan,
en Chine. Les scientifiques chinois ont rapidement isolé un coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévére (SARS-CoV-2) d'un patient en peu de temps et se sont lancés dans le
séquencage du génome du virus (2). Les coronavirus sont divisés en quatre genres, dont
o/B—/y—/5-CoV. Le a et le B-CoV sont capables d’infecter les mammiferes, tandis que le y et
le 5-CoV ont tendance a infecter les oiseaux (2). Le SARS-CoV-2 est un [B-coronavirus
enveloppé, a ARN de polarité positive non segmenté (sous-genre Sarbecovirus, sous-

famille des Orthocoronavirinae) (1,2) .

En janvier 2020, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a officiellement déclaré I'épidémie
de COVID-19 comme une urgence de santé publique de portée internationale (3). L'émergence

du SARS-CoV-2 a marqué la troisieme introduction d'une épidémie hautement pathogene (3).

La transmission interhumaine des coronavirus se fait principalement par les gouttelettes ou
des aérosols respiratoires expectorées par une personne infectée (via la toux, les éternuements,
des postillons, ou parfois par le simple fait de parler fort ou en criant) quand les particules
virales sont inhalées par une personne saine se trouvant a proximité (4). cette transmission peut
heureusement étre minimiser en respectant certaines régles a savoir : le port de masque facial ,

I’hygiéne des mains et une distanciation sociale (5)

Le nouveau coronavirus utilise le méme récepteur, I'enzyme de conversion de l'angiotensine 2
(ACEZ2) que celui du SARS -CoV-1 (3).

A la date du 29 janvier 2023, plus de 753 millions de cas confirmés et plus de 6,8 millions de

déces ont été signalés dans le monde (6).

Au 15 février 2023, il y a eu 32847 cas confirmés par PCR et 743 décés au total dans une
population de 20,8 millions au Mali, bien que le nombre de cas soit probablement beaucoup
plus élevé. Il est essentiel de comprendre 1'évolution de I’infection dans nos populations au fil
du temps car cela servirait a évaluer I’efficacité des différentes stratégies et interventions

(vaccins, mesures barriéres, préparation clinique etc...)

Dans un contexte ou l'acces a la PCR est limité au Mali, les tests sérologiques sont un outil

particulierement important pour aider a comprendre la pandémie de COVID-109.
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Pour aider a surveiller la propagation du SARS-CoV-2 dans la communauté au Mali en 2020,
le Centre de recherche et de formation sur le paludisme, en collaboration avec le Laboratoire
d'immunologie et de vaccinologie du paludisme des Instituts Nationaux de la Santé des USA, a
rapidement adapté et qualifié une méthode enzymatique Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assays (ELISA) pour une utilisation dans les laboratoires locaux (7). Ce test a été qualifié pour
étre utilisé au Mali avec des échantillons de sang veineux qui nécessitent une phlébotomie et
I’utilisation de consommables, le traitement des échantillons dans un laboratoire équipé d'une

chaine du froid pour le stockage du sérum/plasma avec un codt éleve.

Les gouttes de sang séchées sur papier buvard (confettis) peuvent étre une alternative a
I’utilisation de sérum pour la détection des anticorps SARS-CoV-2 (8). Le choix d’utiliser les
confettis pour la surveillance sérologique est favorisée en raison de la simplicité du prélévement
de sang par piqQre au doigt et de la facilité de stockage a température ambiante. Par ailleurs
cette méthode colte moins cher, utilise un volume sanguin plus petit par rapport au sang

veineux, peut-étre plus acceptable pour les patients (9).

Pour optimiser davantage la sérosurveillance de la COVID-19 au Mali, nous avons adapté
I’ELISA sur échantillons de sang veineux a I’utilisation de confettis, et nous avons mené une

étude communautaire pilote en utilisant cette méthode.
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2.0Objectifs
2.1 Objectif principal

Evaluer la performance du test ELISA optimisé des échantillons de sang collectés sur papier
buvard (confettis) dans la sérosurveillance de la COVID-19 au Mali.

2.2 Objectifs spécifiques

a) Décrire les caractéristiques socio démographiques des volontaires

b) Déterminer la séroprévalence du SARS-CoV-2 en différent lieu a Donéguébougou,
Sotuba et Bancoumana en utilisant la technique ELISA optimisée sur confettis

c) Déterminer les valeurs diagnostiques du test ELISA optimisé avec confettis par rapport
a ’ELISA avec le sérum dans la sérologie du COVID-19
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3. Généralités
3.1.Définitions

Les coronavirus (Cov) sont des virus qui constituent la sous-famille Orthocoronavirinae de

la famille Coronaviridae. Le nom « coronavirus », du latin signifiant « virus a couronne », est
dd a I'apparence des virions sous un microscope électronique, avec une frange de grandes
projections bulbeuses qui évoquent une couronne solaire (4). Le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-Cov-2) est une souche virale qui appartient a I’espéce
coronavirus lié au syndrome respiratoire aigu severe (10) . C’est un virus enveloppé a ARN
simple brin de polarite positive (11) qui provoque la maladie & coronavirus 2019 ( covid 19)
(12)

La méthode immuno-enzymatique ELISA, «technique d'immunoadsorption par enzyme
liée », ¢’est un examen de laboratoire. Cette méthode est principalement utilisée pour détecter

la présence d'un anticorps ou d'un antigéne dans un échantillon biologique (13).
3.2.Historique

Un virus inconnu apparu en chine, seme la panique dans plusieurs pays du monde en général et
de I’ Afrique en particulier. Les coronavirus infectent les humains mais aussi certaines espeéces
animales notamment les mammiferes et les oiseaux (14). En novembre 2019, un article publié
par cing chercheurs en maladies infectieuses en Chine au sujet de réseaux sociaux a analysé la
prévalence des termes « SARS», «Feidian» (traduction chinoise de coronavirus),
« essoufflement », «dyspnée » et «diarrhée » dans les messages et recherches sur
WeChat du 17 novembre 2019 au 31 décembre 2019. Leurs résultats suggerent « des pics et des
incursions anormales dans tous ces mots-clés pendant cette période ». Cela confirmerait, pour
les chercheurs que le coronavirus a commencé a circuler en chine plusieurs semaines avant que

les premiers cas ne soient officiellement diagnostiqués et signalés.

Le 20 décembre, plusieurs personnes sont hospitalisées dont ceux du marché de gros de fruit

de mer de Huainan dans lequel des animaux sauvages vivants sont entreposés et vendus

e Le 07 janvier 2020 les autorités chinoises identifient un nouveau type de coronavirus.
Des médecins chinois donnent l'alerte sur le nouveau virus inconnu qu'ils nomment
nouveau coronavirus 2019n-CoV ;

e En février 2020 le premier cas sur la région ouest africaine a été enregistré au Nigeria

et reste le pays le plus touché de I’ Afrique de I’Ouest ;
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e Le Ghana est ensuite le pays le plus touché apres le Nigeria ;

e Le Sénégal vient en 3° position (14)

e Le Mali a enregistré ses premiers cas en mars 2020 ; ¢’étaient deux (2) cas suspects non
suivis de déceés qui ont été notifié par la région de Koulikoro district sanitaire de Kalaban
Coro (1cas) et la région de Kayes district sanitaire de Kayes (1 cas) ; les cas ont été
prélevés et ces échantillons oropharyngés envoyés a l'Institut National de Santé
Publique (INSP). Ces échantillons ont été analysés au laboratoire du Centre
Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) et se sont réveélés positifs au coronavirus
par la méthode RT-PCR(15).

e OMS déclare la maladie comme une urgence de sante publique de portée

international (16)
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Figure 1 : Cumulatif des cas confirmés, guérisons et décés en Afrique de I’Ouest(17)

La séro-surveillance des maladies infectieuses représente une méthode spécifique et rapide.

Dans le cadre de la détection des anticorps anti-SARS-CoV-2, une étude pilote menée en ao(t

2020 par I’Institut Pasteur, le CNRS, I’Inserm et I’Université de Paris confirme la fiabilité du

test ELISA : les antigenes ciblent la protéine N entiere du SARS-CoV-2 ou le domaine

extracellulaire du spicule du virus (S). Le Centre de recherche et de formation sur le paludisme,

en collaboration avec le Laboratoire d'immunologie et de vaccinologie du paludisme de

I'Institut national de la santé, a rapidement adapté et qualifié un dosage immuno-enzymatique

(ELISA) a deux antigenes pour une utilisation dans les laboratoires locaux (7).

|
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3.3 Etiopathogénie

3.3.1 Agent pathogéne

Le SARS -CoV-2 est un virus a ARN classé selon le schéma taxonomique suivant

Order [ Nidovirales ] Coronaviruses that can infect humans
- . 1 . (iy Alphacoronavirus-229E, (ii) Alpha-coronavirus -NL63,
| Family I [ C T ] (iii) Beta-Coronavirus- OC43, (iv) Beta-coronavirus-HKU1,
' : 1 oronaviridae (v) Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV),
(vi) Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV),
|SII|J Family . [ R TTTIC TS | | (vii) Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)

(Seurce used: ICTV Classiffcation, Woe et al 2010, Gorbalenya et al 2020)

= |

Alpha Beta | G Delia |

Coronavirs Coronaviris | Coronavirus { Coronaviris

|

[HCov220E | |HCoV-NLG |[HCov-0C#3 |[HCovmKUI |[sarscov | [MERscCov | [saRscova

Schematic representation of the taxonomy of family Coronaviridae as per ICTV classification
(Figure declaration: The figure is original and designed by authors for this article)- Bamola & Chaudhry 2020

Figure 2:Classification et taxonomie des coronavirus (18)
Les coronavirus sont actuellement les seuls a ARN de 1’ordre des Nidovirales identifiés
comme infectant ’homme

e Nomenclature du virus

Les coronavirus sont des virus @ ARN, de la famille des Coronaviridae, qui sont responsables
d'infections respiratoires chez I'Homme et I'animal. Le virus doit son nom a I'apparence de ses
particules virales, portant des excroissances qui évoquent une couronne, il a d’abord été¢ nommé
« nouveau coronavirus 2019 » Son nom officiel coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu
sévere (SARS-CoV-2) est désigné par OMS. (19).

e Structure du virus et organisation génomique
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Figure 3: Structure et organisation du SARS-CoV-2 virus (20)
A—Schéma du virion du SARS-CoV-2

Les coronavirus sont des virus enveloppés, sphériques d’un diamétre compris entre 80 et 200
nm. Ils comprennent de I’extérieur vers I’intérieur une glycoprotéine spike(S) qui donne
I’aspect de couronne au virus en microscope électronique, d’ou le préfixe latin corona,
I’enveloppe, la membrane et les protéines N, étroitement liées a 1’acide ribonucléique (ARN)

génomique, forment la nucléocapside (21).

Organisation génomique du SARS-CoV-2. ORF : open Reading frame : géne codant I’ARN
polymérase ARN-dépendante ; S, E, M, N : génes codant les protéines de structure (S

[surface], E [enveloppe], M [membrane], N [nucléoprotéine]) (22)
B—Schéma de I’organisation génomique du SARS-CoV-2

Le génome des coronavirus est de grande taille, environ 30 kb. Il s’agit d’'une molécule ARN
monocaténaire linaire non segmentée de polarité positive. Le génome comprend deux régions
non codantes en 5’et en 3. La partie codante est divisée en plusieurs sections. Les deux
premiers tiers du génome sont constitués de deux grandes régions chevauchantes open
Reading frame (ORF) 1a et ORF 1b codant le complexe réplication-transcription, le dernier
tiers du génome code les protéines de structure (S E M N) et des protéines non structurales

selon les espéces de coronavirus.(22)

Organisation génomique du SARS-CoV-2. ORF : open Reading frame : géne codant I’ARN
polymérase ARN-dépendante ; S, E, M, N : genes codant les protéines de structure (S [surface],

E [enveloppe], M [membrane], N [nucléoprotéine]).(23)

» Reéservoir / hote intermédiaire (Anthropozoonose)

Les chauves-souris sont considérées comme le principal réservoir naturel des coronavirus

animaux et humains. La similitude génomique étroite existant entre les coronavirus de

0000000}
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|
chauve-souris et les SARS indique la possibilité que ce nouveau virus provienne de chauve-
souris similaire a ses predécesseurs, le MERS-CoV et le SARS-CoV-1. Des coronavirus ont
été isolés de pangolins malades, qui sont ensuite nommés, pangolin CoV, cet isolat de
pangolin présentait une forte ressemblance génétique avec le SARS-CoV-2. Cette
ressemblance était évidente a la fois dans le profilage de 1’utilisation de codons au niveau des
genes et dans 1’analyse du génome entier ; cela nous renforce dans 1’hypothése que le

pangolin soit un réservoir du SARS-CoV-2.(14)
» Transmission

Au début on pensait que le virus est transmis de 1’animal a I’homme, puisque plus de la moitié
des sujets atteints & Wuhan avaient fréquenté le marché de fruit de mer ; cependant les jours
suivants ont permis de comprendre la transmission interhumaine, qui est d’ailleurs la

principale voie de transmission(24) .

Une étude réalisée a I’hopital de Zhongnan de I'université de Wuhan a montré que 29% du
personnel médical et 12,3% des agents de sécurités ont attrapé la covid19 en milieu

hospitalier(25). Le virus pénetre dans 1’organisme par contact :

e Direct : I’émission par une personne infectée de gouttelette, d’aérosol en criant,
toussant, éternuant, en présence des personnes saines ou par contact

direct(manuportage) ;

e Indirect : avec les surfaces infectées.

Hote intermédiaire

Mode de
transmission

Hoéte final

o P
Origine MERS-CoV chameau
Contact étroit avec les
mucus ou les liquide
Contact étroit avec les

sou les liquide

\STRS-COVQ : chat de civette
Chauve-souris *

SARS-CoV?2 : pangolin étroit Humain

Régime ou contact
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Figure 4: L’origine et I' hote intermédiaire du SARS-CoV-2, SARS-CoV-2, et MERS-CoV
(26)

» Penétration et réplication du virus dans la cellule hote

Le virus se transmet par les gouttelettes respiratoires et les aérosols d’une personne infectée a
une autre. Une fois a I’intérieur du corps, le virus se lie aux récepteurs et pénétre dans la cellule
hote par fusion membranaire (27). La protéine S du SARS-CoV-2 utilise le récepteur cellulaire
I’enzyme de conversion de 1I’angiotensine 2( ACE2) dont la fonction premiére est la dégradation
de I'angiotensine 11 en angiotensine I pour rentrer dans la cellule héte (28). La liaison de la sous-
unité1(S1) a I’enzyme de conversion de I’angiotensine II est bien étudié chez le SARS CoV1,
cela a prouvé que leur liaison entraine une modification de S1 exposant ainsi la sous-unité S2
pour I’endocytose puis la fusion membranaire(29,30). Cette fusion nécessite une activation de
S par le clivage au niveau de la jonction de ses deux sous unités et d'un autre site de S2,
notamment réalisée par la protéase membranaire TMPRSS2 (transmembranaire protéase serine
2) (31). Dans le cas du SARS-CoV-2, I'ajout d'un site de clivage furine permet un clivage des
sous-unités S1/S2 des la biosynthese virale et pourrait majorer le potentiel infectant du virus
(32,33). Apres la fusion de la nucléocapside dans le cytosol de la cellule hote, le géne de la
réplicase est traduit en deux poly protéines ( ppla et pplab) par la machinerie cellulaire, les
poly protéines sont ensuite clivées en de nombreuses protéines indispensables au cycle viral (
ARN- Polymérase et ARN- Dépendant), il se forme un large complexe de réplication de de
transcription (29). Ce complexe ainsi formé permet la reproduction de I’ARN viral et par le
biais de la formation de petits brins d’ARN la production de protéine de structure des nouveaux

virions.
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Figure 5:Pénétration et réplication du SARS-CoV-2 (34)

> Inhibition de I’entrée du SARS CoV?2 dans la cellule

La premicre stratégie vise a empécher I’entrée du virus dans la cellule en jouant sur ses
mécanismes nécessaires a sa fixation sur son récepteur et sa fusion membranaire ; I’inhibition

de TMPRSS2 par le camostat réduit I’infection des cellule par le SARS-CoV-2 (35).

|
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Figure 6 Entrée et réplication du virus dans la cellule hote (37)

3.3.2 Pathogénies

Le niveau d’expression de I’ACE2 semble jouer un rdle primordial dans I’infection a
COVID19. Cette enzyme est exprimée dans la muqueuse nasale, les poumons, le cceur, les reins,
I’estomac, cesophage , I’iléon et bien d’autres organes (38). Aprés une phase d’incubation de
cing a sept jours environ certains patients présentent des symptémes pulmonaires de gravité
variable ('une toux, une dyspnée, détresse respiratoire) (39). Les manifestations cliniques de
I’infection par le SARS-CoV-2 sont liées a des perturbations virales du systeme immunitaire et
aux lésions tissulaire qui en résultent ; ces perturbations sont entre autres : altérations de la
balance des cytokines, cellules immunitaires fonctionnellement altérées, une activation
incontr6lée du systeme du complément, déficit de la réponse humorale, un état
hyperinflammatoire caractérisé par la perte de sous-ensembles de lymphocytes T et des
niveaux élevés de cytokines entrainés par I'lL-6, I'lL-1p, le TNF-a (40) .

Lésions pulmonaires : Les niveaux d’expression d’ACE2 et de TMPRSS?2 jouent un grand role
dans I’entrée du virus dans la cellule hote, une réaction inflammatoire se produit qui se traduit
par une détresse respiratoire de gravité variable et une toux. La cytométrie de masse par
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imagerie a montré que le SARS-CoV-2 infectent principalement les cellules épithéliales

pulmonaire(41).

Lésions du tube digestif : ’ACE2 et le TMPRSS2 sont fortement exprimées dans le tractus
gastro intestinal et il n’est pas surprenant de voir des signes gastro-intestinaux de I’infection par
le SARS CoV 2. Une étude a montré que la coloration de la protéine de la nucléocapside virale
a été visualisée dans le cytoplasme des cellules épithéliales glandulaires gastriques, duodénales
et rectales(42) .

Atteintes cardiaques: le SARS CoV2 présente un fort tropisme pour le systéme
cardiovasculaire vu I’expression de I’ACE2 par les cellules endothéliales, I’ACE2 régule le
systeme rénine-angiotensine en métabolisant 1’angiotensine 2, vasoconstrictrice et pro-
inflammatoire, en angiotensine 1-7, un peptide vasodilatateur. La liaison virale diminue
I’expression d’ACE2 a la surface de la cellule, ce qui engendre une augmentation de
I’angiotensine 2 induisant vasoconstriction et inflammation. L’invasion virale directe du
myocarde a été clairement démontrée dans une série d’autopsies avec la détection d’ARN

génomique du SARS-CoV-2 dans des tissus myocardiques (43).

Manifestations cutanées : elles sont inflammatoires (érythemes, veésicules, urticaire) et

vasculaires (purpura, macules, angiomes) (44).
Définitions des cas de covid19 :

- Cas suspect : un patient atteint d’une maladie respiratoire aiglie et/ou n’ayant aucune autre
étiologie qui explique son tableau clinique et/ou des antécédant d’un déplacement sur une zone
avec une transmission de la COVIDI19 au cours des 14 jours précedent 1’apparition de ses
symptdmes ; ou un patient atteint d’'une maladie respiratoire aigue et/ou ayant été en contact
avec un cas confirmé de covid19 au cours des 14 derniers jours précédant 1’apparition de ses

symptomes.
- Cas confirmé : tout patient dont le test biologique est positif

- Cas contact : toute personne ayant été en contact avec un cas confirme de COVID19 selon au

moins une des modalités suivantes :

e A vécu dans le méme foyer que le cas ;
e Aceuun contact physique avec le cas pendant sa maladie ou dans les jours précédents
sa maladie(45).
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3.4 Diagnostic

3.4.1 Diagnostic clinique

- Cas symptomatiques : le diagnostic est effectué a 1’aide des manifestations cliniques, de
laboratoire et radiologiques. Aprés un temps d’incubation allant de 2 a 14 jours, la
COVID19 commence par une toux séche, une fievre légere (38,1 a 39°C), une dyspnée, une
diminution de 1’odorat et du gout. Chez la plupart des patients la COVID19 reste légére ou
modérée, les symptomes s’amendent une semaine apres leurs apparitions. Néanmoins chez
un petit pourcentage de patients a ces symptémes spécifiques s’ajoutent des symptomes non
specifiques tels que : myalgie, douleurs articulaire, céphalées, douleur thoracique douleur
abdominales, vomissements et diarrhée ; nécessitant une Hospitalisation.(46)

- Cas des sujets ageés : considérés comme les victimes potentielles de la pandémie, les sujets
agés manifestent la maladie de facon non spécifique : céphalées, myalgie, courbatures,
douleurs articulaires et parfois de signes respiratoires. Les mesures préventives sont
difficiles a respecter par les personnes vivantes avec les troubles cognitifs, elles ne
parviennent pas a toujours les comprendre ni a les retenir, le fait de toujours les rappeler

peuvent étre pour eux une source de frustration, d’angoisse mais aussi de persécution(5,47).

- Cas asymptomatiques : on peut étre infecté par le virus du SARS-CoV-2 sans manifester
les signes cliniques, on parle alors de « porteur sain », un porteur sain est une personne dont
I’organisme est infecté par le virus mais ne présente aucun symptéme de cette maladie mais

néanmoins ces personnes peuvent transmettre la maladie a leur entourage(48).
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Tableau I:

Tableau I: formes cliniques de covid19 (46)

Formes Signes cliniques
Maladie Patients symptomatiques répondant a la définition du cas de COVID-19,
bénigne exempts de signes de pneumonie virale ou d’hypoxie
Forme Adulte présentant des signes cliniques de pneumonie (fievre, toux,
modérée dyspnée, respiration rapide), mais aucun signe de pneumonie sévere, y

compris SpO2 > 90 % en air ambiant

Pneumonie Observation : le seuil de saturation en oxygene de 90 % comme critére

d’une forme sévere de la COVID-19 était arbitraire et doit étre interprété
avec précaution.
Maladie Adulte présentant des signes cliniques de pneumonie (fiévre, toux,
sévere dyspnée, respiration rapide) plus I’'un des signes ou symptdmes suivants :
Pneumonie Fréquence respiratoire > 30 respirations/min ; détresse respiratoire
sévere sévere ; ou SpO2 < 90 % en air ambiant
Bien que le diagnostic puisse reposer sur I’examen clinique, I’imagerie
thoracique (radiographie, tomodensitométrie, échographie) peut le
faciliter et permettre d’identifier ou d’écarter des complications
pulmonaires
Etat critique | Apparition dans la semaine suivant un accident clinique connu (& savoir,
une pneumonie) ou la survenue ou I’aggravation de symptomes
respiratoires.

Syndrome de _ . T s
Imagerie thoracique : opacités bilatérales ne pouvant entiérement

Détresse s expliquer par la présence d’une surcharge volémique, d’une atélectasie
respiratoire lobaire ou pulmonaire, ou de nodules
aigué Origine des infiltrats pulmonaires : insuffisance respiratoire ne pouvant
(SDRA) entierement s’expliquer par une insuffisance cardiaque ou une surcharge

hydrique. En I’absence de facteurs de risque, une évaluation objective est
nécessaire (par exemple, une échocardiographie) pour exclure une
origine hydrostatique des infiltrats/de I’cedeme
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- les facteurs de risque sont : un age supérieur a 60 ans, le diabéte, I’hypertension artérielle, les
cardiopathies, les maladies pulmonaires chroniques, les maladies rénales chroniques,

I’immunodépression(49).

3.4.2 Diagnostic biologique

Les tests de diagnostics de COVID 19 se divisent en deux catégories : les tests moléculaires
(RT-PCR) qui detectent I’ARN wviral et les tests sérologiques qui détectent les
immunoglobulines anti-SARS CoV-2. Les tests moléculaires présentent beaucoup de limites
notamment les faux négatifs, les changements dans la précision du diagnostic au cours de
I’évolution de la maladie ; par contre les tests sérologiques présentent une alternative ou un
complément aux tests moléculaires et antigéniques ; I’avantage évident de ces tests sérologique
par rapport a la RT-PCR est qu’ils peuvent identifié¢ les personnes précédemment infectées par
le SARS-CoV-2 (50).

e LaRT-PCR (Reverse Transcriptase polymérase Chain Reaction) du COVID19 : le
préléevement nasopharyngé est a privilégier en premiére intention, il consiste a
insérer un écouvillon dans le nez en suivant le plancher de la fosse nasale et a le
tourner pour récupérer les cellules de la muqueuse riche en virus ; le prélevement
nasopharyngé n’est pas recommandé chez les enfants de moins de 11 ans
asymptomatique. En seconde intention le liquide de lavage broncho alvéolaire ou
I’aspiration bronchique peuvent étre utilisés. Le diagnostic de la covid19 repose sur
la détection qualitative du génome viral par la technique de RT-PCR (22).

e Testantigénique : les tests antigéniques sont des tests immunologiques qui détectent
la présence d’un antigéne viral spécifique ; ils sont actuellement autorisés a étre
utiliser sur les échantillons nasopharyngés, d’écouvillons nasaux ou de salive placer
directement dans le tampon ou le réactif d’extraction du test ; Les tests antigéniques
pour le SARS CoV-2sont généralement moins sensibles, a la RT-PCR (51).

e Les tests sérologiques: ils permettent la detection des anticorps spécifiques
(immunoglobuline) produit par 1’organisme et dirigés contre le SARS CoV-2. Ces
tests sont utilisés sur des échantillons de sang, et peuvent identifier tous les sujets
ayant eté en contact avec le SARS CoV-2, qu’ils soient symptomatiques ou pas. La
production des IgM commence a partir du 5% ou 7° jour suivant I’apparition des
symptdmes mais chez certaines personnes a partir de la 2° semaines, les 1gG
commencent en décalé par rapport aux IgM. La production des IgM et IgG est

détectable a la 2° semaines pour les patients symptomatiques (52). On distingue deux
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grandes catégories de tests sérologiques : ELISA qui se fait sur un échantillon

biologique et les tests rapides.

Technique ELISA :Technique de dosage immuno-absorbtion par enzyme lié, elle permet la
détection ou le dosage de molécule dans un échantillon biologique, les molécules dosées par la
méthode ELISA sont des protéines et les types d’échantillon regroupent ( plasma, sérum, sang
total via les confettis, urine, milieu de culture de cellule) (53). Le principe de cette technique
consiste a visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée produite par
I’action sur un substrat d’'une enzyme préalablement fixée a I’anticorps. On distingue quatre

méthodes d’ELISA : ELISA direct, ELISA indirect, ELISA sandwich, ELISA compétitif (54) .

e ELISA direct : un antigéne est lié au fond du puit de la microplaque puis on lave le puit
pour enlever les antigenes non fixés on ajoute apres un anticorps qui lui est spécifique
et qui est couplé a une enzyme permettant la détection de 1’antigene puis le puit est lavé
de nouveau pour enlever les anticorps non fixés a I’antigene ensuite le substrat est ajouté
pour réagir avec 1’enzyme précédemment couplé a I’anticorps ;| ’avantage de cette
méthode c’est qu’elle est simple, rapide, un seul anticorps est nécessaire, moins de
possibilité d’erreur. Elle a aussi des inconvénients : sensibilité limitée, pas d’étape
d’amplification du signal.

e ELISA indirect : A la différence de I’ELISA direct ici un second anticorps est utilisé
qui sérum couplé a une enzyme aprés les mémes étapes de I’ELISA direct sont
reproduits, 1’avantage de cette méthode est que I’ajout du second anticorps permet
I’amplification du signal, de nombreux anticorps secondaires sont disponible dans le
commerce, elle a néanmoins des inconvénients : une incubation est nécessaire pour
I’anticorps secondaire, une réactivité croisée avec |’anticorps secondaire.

e ELISA sandwich : les tests ELISA sandwich sont limités car les antigénes a évaluer
doivent contenir au moins deux sites antigéniques du fait qu’un minimum de deux
anticorps vont réagir avec un antigéne d’ou le terme sandwich. Dans cette méthode un
anticorps appelé anticorps de capture est lié aux plaques de micro-titrage ensuite un
antigene est ajouté a I’anticorps, 1’exceédent est ensuite retiré par le lavage et un second
ou troisieme anticorps marque est ajouté (selon que le sandwich soit direct ou indirect)
qui sérum fixé au 2° épitope de I’antigéne, les deux anticorps prennent I’antigéne en
sandwich ensuite le substrat est ajouté. Les avantages de cette méthode : sensibilité et

affinité augmentées par I’utilisation de deux anticorps ; ses inconvénients sont tous aussi
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importants : nécessite plus d’étape d’incubation, besoins de deux anticorps avec des
épitopes différents c’est pourquoi tous les anticorps ne peuvent pas étre utilisés.

e ELISA par compétition : cette méthode permet le dosage d’un antigéne en utilisant le
principe de compétition de liaison. Une plaque est préparéee sur laquelle sont fixés des
anticorps, ensuite un mélange d’antigéne non marqués et des antigénes marqués est
ajouté sur la plaque, ensuite la plaque est rincée, de sorte que les antigénes non liés aux
anticorps soient éliminés. La compeétition se fait entre les antigenes marqués et les
antigenes non marques pour leur liaison avec les anticorps qui sont en défaut. Ainsi plus
les antigénes a doser sont nombreux, plus leur proportion parmi les antigénes retenus
par les anticorps est grande, et plus le signal sérum faible. Inversement, si la

concentration initiale de I'antigene est faible, le signal serum fort (55-57).

|' Substrat
|-Substrat
Substrat Conjugué Antigéne |- Substrat
r d'anticorps Inhibiteur

secondaire

Conjugué : O
d'anticorps )
Ag O primaire O Anticorps de capture O

ELISA
ELISA direct ELISA indirect en sandwich ELISA par compétition

Figure 7:Résumé des différents types d’ELISA (58)

Les tests Immuno-chromatographiques (Tests RAPIDES) : les tests de détection rapides des
antigenes détectent les protéines virales, ils sont moins sensibles que les tests moléculaires mais
ils présentent les avantages d’étre plus facile a réaliser, d’obtenir un résultat plus rapidement et
ils sont moins couteux, ils ont le pouvoir de détecter la maladie chez les personnes les plus

susceptibles de transmettre le virus a d’autre (59).
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Patient présentant des
symptdmes de COVID19

Test moléculaire

Positif Négatif

Répéter le test moléculaire
si indice suspicion élevée

Aucune preuve de covid19
mais le patient doit observer les
mesures de santé publique

Sars-cov2 confirmé Positif

Faites un test d’anticorps si
la suspicion clinique élevée

Patients présentant des signes de
Covid19

Test antigénique

Positif Négatif

Test moléculaire ou test
d’antigene si la suspicion
cliniaue est élevée

Aucune preuve de covil9 mais le
patient doit observer les mesures de
santé publique

Sars-cov2 détecté Positif Négatif

Patient asymptomatique

Test antigénique

Positif Négatif

Test moléculaire ou test antigénique

e Rose : Cas positifs
Positif Negatif Aucune preuve de e Vert: Cas négatifs
Covid19

Sars-cov2 confirmé
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Figure 8:Algorithmes de test pour détecter le SARS-CoV-2 chez les individus symptomatiques
et asymptomatiques, modifié de (59)

Partie A : patients symptomatiques réalisant un test moléculaire
Patients B : Symptomatiques réalisant un test antigénique

Patients C : Asymptomatiques réalisant un test antigénique

Radiographie du thorax

L’arrivée massive des patients aux services d’accueil des urgences et le temps que prendre le
test de diagnostic de référence (RT-PCR) ont conduit a la réalisation d’une radiographie du
thorax pour trier les patients et anticiper un résultat afin de commencer un traitement d’urgence.
Le scanner thoracique est initialement réalisé sans produit de contraste pour les symptémes a
types de dyspnée, de polypnée, et/ou une désaturation. Apres une injection de produit de

contraste peut étre nécessaire en cas de suspicion d’embolie pulmonaire. Il n’y a lieu de faire le

scanner thoracique a des fins de dépistage chez les patients sans signes de gravités pour le
diagnostic de la COVID19 (59,60).

Figure 9: TDM en série en coupe transversale mince d'un homme de 77 ans (59)

(A) Jour 5 apreés l'apparition des symptdmes : opacités inégales du verre dépoli affectant le
parenchyme pulmonaire sous-pleural bilatéral. (B) Jour 15 : opacités sous-pleurales en forme
de croissant de verre dépoli dans les deux poumons, ainsi que opacités réticulaires
postérieures et consolidations sous-pleurales en forme de croissant. (C) Jour 20 : expansion
des lésions pulmonaires bilatérales, avec hypertrophie et consolidation pulmonaire plus dense
et épanchements pleuraux bilatéraux (fleches). Le patient est décédé 10 jours apres le scan

final.
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3.4.3 Diagnostics différentiels
Certains signes cliniques de la COVID19 notamment la détresse respiratoire et la fievre sont

présentes dans d’autres pathologies entres autres nous avons :

» Les pneumonies lobaires bactériennes ;
» Bronchiolites infectieuses ;

» Les cedémes pulmonaires cardiogéniques ;

Les dyspnées aigues sont fréquentes dans des pathologies faisant d’elles un diagnostic

différentiel ce sont :

e MERS-CoV

e SARS-CoV1

e Pneumothorax

e Pleurésie

e Bronchites bronchiolites et pneumonies infectieuses
e Asthme

e Causes tumorales.

3.4.4 Prises en charge de la maladie a coronavirus au Mali

Il n’existe pas de traitement spécifique de la maladie a coronavirus (COVID19). Cependant il
existe de nombreux traitement symptomatique. Le Mali au regard de la pratique de plusieurs
pays de la sous-région et des recommandations de 1’organisation ouest Africaine de la santé
(OOAS), sur I’hydroxychloroquine ou de la chloroquine dans la prise en charge de la
COVID19, a adopté ces molécules dans son protocole de traitement (61) . Les modalités de
prises en charge étaient différentes d’un hopital a I’autre ; a I’hopital dermatologique de
Bamako les patients cliniguement stable ou asymptomatiques étaient suivis a domicile par un

médecin de garde via un appel téléphonique ou par WhatsApp (62).

% Cas de covid19 simple (61).

e Caractéristiques cliniques des cas simples : Absence de difficulté respiratoire, absence
de comorbidité (insuffisance respiratoire, Bronchopathie chronique obstructive,
insuffisance cardiaque, Asthme, insuffisance rénale), Absence de traitement
immunosuppresseur, corticothérapie, et anti-cancéreux.

e Traitement des cas simples :
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Paracétamol 500mg comprimé toutes les 6 heures sans dépasser 4g/24H
Apports hydriques et nutritionnels normaux

Phosphate de chloroquine 100mg comprimé, 2 comprimés toutes les 8H pendant
10jours associé a I’azithromycine comprimé 500mg en dose unique le 1°" jour et

250mg par jour du 2°™ au 4°™ jour.

Avant la premiére prise s’assurer que le patient n’a pas d’allergie de contre-indication a ce
médicament ; en cas d’allergie ou de contre-indication a la chloroquine, le médecin peut le

remplacer par Lopinavir/ritonavir 200/50 : 2 comprimés par jour pendant 14 jours.

NB. Ne pas prescrire l'acide acétyle salicylique et les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS).

% Cas sévere de covid19

Caractéristiques cliniques : polypnée (fréquence respiratoire > 30/min), Saturation en oxygene
(Sp02) < 92% en air ambiant, Pression artérielle systolique <90 mm Hg, Signes d’altération
de la conscience, confusion, somnolence, présence de comorbidité), présence de traitement

immunosuppresseur, corticothérapie, et anti-cancereux.

Caracteéristiques des cas sévére chez I’enfant : saturation en oxygene (< 92%), Détresse
respiratoire sévere (battement des ailes du nez, tirage intercostal, Entonnoir xiphoidien,
balancement thoraco-abdominal...), Signes d’encéphalopathie (agitation, convulsion, coma...)
Etat de choc (TRC<3 secondes, pouls filant, extrémités froides), Insuffisance rénale (oligurie,
anurie), Insuffisance cardiaque (orthopnée, dyspnée, tachycardie, souffle...), CIVD

(saignements anormaux...).
e Mesures générales :
Repos au lit
Apport hydroélectrolytique et Nutritionnel,

Monitorage clinique (Cardioscope, SPO2, TA, Diurese, Température),
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Examens complémentaires : Biologie (NFS, Urée, créatinine, ASAT, ALAT, Bilirubine, TP-
TCA, Troponine, Gazométrie Artérielle, lactatémie,) et Radiologique (Rx thorax, échographie

pulmonaire, TDM thoracique)
e Critéres d’admission en réanimation :
Détresse Respiratoire, FR > 22/min, SPO2 < 90%,
PAM < 65 mm Hg),
Troubles de conscience (GCS <15),
Défaillances d’organes
Recours aux vasopresseurs ;
Lactates > a 2 mmol/L
Patient avec Hypoxémie Modérée (PaO2/Fi02 <200 ou SPO2 < 92%)

Oxygénothérapie : Lunette nasale ou Masque avec 3 a 4 1/min ¢ Paracétamol 1 g en perfusion

toutes les 6 heures sans dépasser 4 g/24H.

Phosphate de chloroquine 100 mg 2 comprimés toutes les 8h pendant 10 jours

Azithromycine : - 500 mg en dose unique le ler jour - 250mg par jour du 2éme au 4 -eme jour
Thromboprophylaxie HBPM : Enoxaparine 0,4 Ul/24h

Patient avec Hypoxémie Sévére (PaO2/FiO2 <150 ou SPO2 < 90%)

Intubation et Ventilation,

Aspirations trachéales en systéme clos

Décubitus ventral si SDRA réfractaire ¢

Sédation : Propofol, Kétamine, Midazolam,

Surveillance : Gazométrie artérielle, SPO2
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Paracétamol 1 g en perfusion toutes les 6 heures sans dépasser 4 g/24H

Phosphate de chloroquine 100 mg 2 comprimés (écrasés et dilués dans un peu d’eau) toutes

les 8h pendant 10 jours par sonde nasogastrique
Azithromycine : - 500 mg en dose unique le ler jour - 250mg par jour du 2éme au 4 -eme jour
HBPM : Enoxaparine 1 mg/kg toutes les 12h

En cas de surinfections bactériennes : antibiothérapie adaptée.

NB : En cas de choc septique :
Noradrénaline (0.5 -1mcg/kg/h a moduler en fonction de I’hémodynamique)
Corticothérapie (Hydrocortisone 50mg/ 6 h pendant 7 jours
Ou du Méthylprednisolone : 1mg/kg en bolus puis 1mg/kg/jour pendant 6 jours).
e Criteres de guérison :
Apyrexie constanté depuis 72 heures
Amendement des signes liés au SARS COV-2
Amélioration des signes radiologiques (en comparaison des images de début)

Deux prélevements nasopharyngés négatifs en RT-PCR pour le SARS-CoV2, a 24 heures

d'intervalle.

3.4.5 Mesures préventives

» La prévention au niveau de la population
Les stratégies préventives contre la COVID19 comprennent :

e [’identification et ’isolement des cas infectieux, la mise en quarantaine des cas
suspects et cas contacts ;
e Changement dans le comportement a savoir : distanciation sociale, le port des masques

faciaux, I’hygiéne des mains, restriction des rassemblements de masse ;
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e Hygiénes domestique : Plusieurs études suggérent la possibilité d'une transmission par
aérosols de SARS-CoV-2, le virus peut rester viable plusieurs heures, il convient donc
de nettoyer le sol, les meubles, la désinfection des surfaces fréqguemment utilisées
comme (poignées de portes, les fenétres, zones de préparations des aliments, les salles
de bain, les écrans tactiles, les robinets) pour prévenir la transmission.
» La prévention chez les professionnels de santé
Il convient de toujours appliquer les précautions standards de maniére systématique dans tous
les services des établissements de santés ; il s’agit entres autres : I’hygiéne des mains aprés
chaque contact avec les malades, les objets appartenant aux malades, les surfaces
contaminées, le port des équipements de protection individuelle pour se protéger contre les

liquides biologiques.

3.4.6 Vaccination

La vaccination permet de se protéger et de protéger les autres. Le Mali a re¢cu 396000 doses de
vaccins anti-COVID19 de type Astra Zeneca (63). Plusieurs vaccins contre la COVID19 ont
¢t¢ homologués par ’OMS au titre du protocole d’autorisation d’utilisation en situation
d’urgence. Il s’agit de :

° vaccin Pfizer/BioNTech Comirnaty

° vaccins SII/COVISHIELD et Astra Zeneca

° vaccin Janssen

¢ vaccin Sinovac et Coronavac.

° vaccin Johnson etc.
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4. Meéthodologie

4.1 Conception et population de I'étude

Il s'agissait d'une sous-étude exploratoire intégrée a une enquéte sérologique communautaire
longitudinale multicentrique sur le SARS-CoV-2(60) prévue d'aolt 2021 a avril 2022. A
Sotuba (urbain), Bancoumana (rural), Doneguebougou (Rural). Les participants étaient des
habitants de ces sites. Des échantillons de sang veineux ont été prélevés avec une préparation
appariée de confettis pour les tests de concordance. Environ 30,76 % (n = 769 sur 2 500) de
tous les participants a I'étude ont subi une collecte. Une taille d’échantillon n=213, n=169 et
n=387 ont été respectivement sélectionnés au hasard lors de différentes visites d'étude a
Sotuba (aodt 2021 et février 2022), Bancoumana (février 2022) et Donéguébougou (aodt 2021
et avril 2022). L’optimisation de la technique ELISA sur le sérum et les confettis a été faite au
MRTC Clinical laboratory (CAP-Lab). Cela nous a permis d’observer la séroprévalence de la

Covid19 dans la population malienne de 2020 a 2022, comme indique sur la figure ci-dessous.
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Figure 10: Courbe de 1’évolution de la Séroprévalence de la Covid19 de 2020 a 2022

Légende :

1=juillet a octobre 2020 ; 2= décembre 2020 a janvier 2021 ; 3= aout 2021 ; 4= février a avril
2022 ; 5= octobre a décembre 2022.

SOTUBA : est un quartier péri urbain de Bamako, avec une population estimée a environ
6500 habitants, situé en commune | du district de Bamako, en bordure du fleuve Niger. Les

activités du MRTC ont commencé sur ce site depuis 1993 (64)
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BANCOUMANA : : est un village situé a 60 km au Sud-Ouest de Bamako et a une
population d’environ 11 000 habitants. Beaucoup d’essais cliniques, aussi bien que des études
épidémiologiques et entomologiques sur le paludisme ont été conduits a Bancoumana(65).

DONEGUEBOUGOU : est un village situé a 30 km au nord de Bamako et compte environ 3

000 habitants, Ce site a été aménagé d’une installation adéquate pour les études
épidémiologiques et les essais vaccinaux.

CARTE DU MALI ‘

Légende

@ Site d'étude

Limite du Mali

Figure 11: Carte montrant les sites d’études
4.2 Matériaux et procédures de la prise de sang
A) Matériaux
- Lancette
- Papier buvard
- Alcool pad
- Coton hydrophile
- Sacs Ziplock.
- Agitateur

|
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- Sachets déshydratants

B) Procédure
Collecte des échantillons

Le sang a été recueilli dans des tubes SST de 3,5 & 5 ml de BD avec un temps d'observation
d'environ 30 minutes, avant centrifugation a 1300 g pendant 15 minutes. Le sang total restant
dans la tubulure éte utilisé pour remplir les cercles de 903 cartes Spot en papier filtre Whatman
immédiatement apres la phlébotomie. Le volume exact de sang par spot n'a pas été calibré et il
y avait une variation dans la taille du spot (Figure 11). Cela reflete la réalité des sites de terrain,
y compris les variations des volumes collectés par pigQre au doigt. Les échantillons ont été
séchés a la température ambiante sur le terrain pendant au moins une journée, placés dans un
sac Ziplock contenant des sachets déshydratants, puis transportés au laboratoire principal de

Bamako et stockés a 2-8°C jusqu'a I'analyse (entre 4 mois a 1 an).

.

f T Tuck Cover Here .l 3
- |
!

i

Figure 12: Image de différents types de confettis, de sérum et une image d’illustration d 'une
plaque d’ELISA (66)
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Collectés sur le terrain.

4.3 Optimisation de la technique de ELISA

Matériaux et réactifs de ’ELISA

- Protéine SARS-CoV-2 : RBD ou Spike

- Plaque a fond plat 96 puits

- Tampon de blocage : PBS-T + 5% de lait écrémé

- Anticorps : 1gG

- Solution de substrat : Tétramethylbenzidine (TMB)
- Solution d’arrét : acide sulfurique

- Lecteur de plaque

- Pipette multicanaux

- Ambouts 300uL

- Scelleuse de plaque

- Agitateur.

En supposant qu'environ + 25 pL sont déposés sur le cercle de papier filtre Whatman 903
pour créer le BDS, nous avons préparé I'élution confettis (confettis entier dans 1x PBS + 0,05
% de Tween20) a une dilution de 1:40 Selon I'ELISA de sang veineux, puis 100 pL d'une
dilution finale de 1:400 a été réalisée pour étre distribuée dans des puits de microplaques
revétus Spike. Des échantillons veineux appariés ont été utilisés pour établir la corrélation
entre d'antigenes la densité optique a partir de confettis et d'échantillons de sérums. Des
négatifs (provenant d'échantillons prépandémiques), positifs (monoclonaux) et un blanc ont
été utilisés pour valider le test. Une corrélation tres prometteuse a été trouveée entre le sang

veineux et les résultats confettis en termes de densité optique pour les deux antigenes.

Pour comprendre la performance du confetti par rapport au sang veineux, nous avons mené
une analyse pilote de trente-six participants de la ville rurale de Bancoumana qui avaient
apparié des échantillons de sang veineux et de sang séché pour les tests (&ge médian 10 ans
(IQR 7 a4 16,5)) ; 55,6 % d’hommes (20/36). Parmi ceux-ci, 31/36 des échantillons de sang
veineux et 31/36 des échantillons de confettis étaient seropositifs au COVID-19 (deux
categories kappa 1.0). Lors de I'évaluation individuel des antigenes, du sang veineux et de

confettis, les signaux étaient fortement corrélés pour le Spike et le RBD (Pearson r = 0,9050,

0000000}
Theése de médecine, Epidémiologie, 2023 Ramla TOUF 33




ADAPTATION D’UN TEST ELISA POUR LA SERO-SURVEILLANCE DE LA COVID-19 EN UTILISANT
DES CONFETTIS AU MALI ET EN AFRIQUE DE L’OUEST

|
p <0,0001 et r = 0,9524, p <0,0001 respectivement) Comparé au sang veineux apparié, un

échantillon de confettis avait un résultat RBD positif discordant,

Les données d'optimisation ELISA sur les serums ont été utilisées pour décider de faire le
reste des tests avec la protéine Spike, car nous avons trouvé une grande corrélation entre les
résultats Elisa des deux antigénes (RBD et Spike) (9). Une autre raison/limitation pour utiliser
uniquement l'antigene Spike est le manque de RBD en stockage pour analyseur tous les

échantillons.

4.4 Analyse des échantillons

Les ELISA ont été effectués sur des échantillons de serum et de confettis, le méme jour et
dans les mémes conditions avec des modifications pour le test confettis. En bref, des
antigenes Spike et RBD (2 ug/ml pour RBD et 1 ug/ml pour spike) ont été utilises pour
tapisser chaque puits d'une plaque ELISA Immulon 4 HBX a 96 puits et incubés pendant une
nuita 4 °C.(67)

A l'aide de ciseaux nettoyés (avec de I'eau de Javel a 10 % puis de I'alcool & 70°), une tache de
confettis a été coupée et éluée dans 1 ml de PBS 1x + 0,05 % de Tween20 dans une plaque de
dilution de 2 ml et incubée pendant une nuit sur un rotateur (vitesse de 400 rpm) a température
ambiante. L'éluét de confettis (prévu pour étre environ 1 : 40) a été utilisé pour faire une dilution
de 1: 400 dans du tampon de blocage et 100 uL d'échantillons ont été ajoutés aux puits
recouverts d'exigence. Des témoins positifs et négatifs ont été inclus dans toutes les plaques.
Les témoins positifs étaient des dilutions de I'anticorps monoclonal neutralisant CR3022
(construction interne du LMIV), tandis que des serums pré pandémiques provenant d'enfants
maliens ont été utilisés comme témoin négatif. Les témoins négatifs (d'enfants maliens)
confettis ont été préparés et stockés a -20 degrés. Tous les échantillons et contrdles ont été
repartis en double. Le processus d'ELISA est décrit étape par étape dans des travaux antérieurs

sur l'article d'optimisation ELISA du sang veineux(67)

4.5 Analyses statistiques

Les données brutes de Soft-Max-Pro ont eté exportées vers Excel et I'analyse des données a été
effectuée dans le logiciel R 4.3.1. Le coefficient de Spearman, la concordance kappa et la
fonction EpiR ont été utilisés pour la corrélation, la concordance et 1’évaluation de la
performance du test sur confettis. Intervalle de confiance a 95%
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4.6 Considérations éthiques

Ce protocole a été approuvé par le Comité d'éthique malien FMOS/FAPH de I'Université des

Sciences, Techniques et Technologies de Bamako (N°2020/114/CE/FMOS/FAPH). Un

formulaire de consentement éclairé signé a été recu de chaque participant ou représentant Iégal.

Une brochure était donnée et expliquée dans le langage officiel du pays ou en langue locale.

RESULTATS
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5. Résultats

5.1 Schéma et population de I’étude.

N=769

Date: aout 2021-
avril 2022

I
T

SOTUBA BANC?]L.J6I\9/IANA Doneggebougou
n=213 n= n=387
I ;]

visite 3
N=151

visite 3
n=201

visite 3

visite 2
n=62

visite 2

n=169

Date: février-avril
2022

n=186
Date: ao(t 2021

Date: février-
avril 2022

février-avril
2022

Date: aolt 2021

Figure 13: Organigramme des sites, de la population et les visites de 1’étude

Notre étude s’est déroulée d’aotit 2021 a avril 2022 sur un échantillon de 769. Trois sites étaient
visités : Sotuba (213), Bancoumana (169) et Doneguebougou (387) il y a eu deux visites sur les

sites de Sotuba et Doneguebougou, en revanche une seule visite a Bancoumana

5.2 Caractéristiques sociodémographiques

Tableau Il: Répartition de la population d’étude selon le sexe

Sexe (n) Bancoumana Doneguebougou Sotuba

n (%) n (%) n (%)
Féminin (392) 67(39 ,6) 203(52 ,5) 122(57,3)
Masculin (377) 102(60,4) 184(47 ,5) 91(42,7)
Total  (769) 169(100) 387(100) 213(100)
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Dans notre étude, nous avions enr6lé a Bancoumana 60,35% de volontaires de sexe masculin
contre 39,64% de sexe féminin

A Donéguébougou notre population d’étude était constituée de 52,47% de volontaires de sexe
féminin contre 47,54% sexe masculin ;

A Sotuba, nous avions enrblé 57,27% de volontaires de sexe féminins et 42,72% de sexe
masculins. Le sex ratio était de 0,96

Tableau I11: Répartition de la population d’étude selon la catégorie d’age

Bancoumana Doneguebougou Sotuba
Tranche d’age n (%) n (%) n (%)

Adulte (18 et plus) 42 (24,9) 158 (40,8) 69 (32,4)
n (269)

Adolescent (6-17 ans 107 (63,3) 166 (42,9) 114 (53,5)
n (387)

Enfant (0-5 ans) 20 (11,8) 63 (16,3) (14,2)

n (113)

Les adolescents représentaient majoritairement notre population d’étude avec 63.3% a
Bancoumana, 42.9% a Donéguébougou et 53.5% a Sotuba.

Tableau 1V: Répartition de la population d’étude selon 1’age et le sexe

Féminin Masculin
n (%) n (%)
Adulte (18 et plus)
n (269) 173 (64,31) 96 (35,68)
Adolescent(6-17 ans)
n (387) 163 (42,11) 224 (57,88)
Enfant ( 0-5 ans)
n (113) 56 (49,55) 57 (50,44)

Chez les adultes 64,31% de la population d’étude était de sexe féminin, chez les adolescents
57,88% étaient de sexe masculin et chez les enfants 50,44% étaient de sexe masculin.
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5.3 Répartition de la population selon les sites

Bancoumana 22% sotuba 28%

Doneguebougou 509

Figure 14: Diagramme des sites d’étude

Parmi les trois sites d’étude les participants de Donéguébougou représentaient la moitié soit
50%. Pour ce qui est de Sotuba, il est moyennement représenté avec 28% de participants et
Bancoumana représentaient 22% de la population étudiée.

5.4 Evaluation des performances

Tableau V: Sensibilité et Spécificité des confettis comparées au sérum par ELISA

Test Serum + Serum - Total
Confettis + 693 1 694
Confettis - 9 66 75
Total 702 67 769

Sensibilité confettis = 99% (98%-99%)

Spécificité confettis = 99% (92%-100%)

Valeur prédictive positive = 99,99% (99%-100%)

Valeur predictive négative = 88% (78%-94%)

Le but de notre étude était de mesurer la fiabilité des échantillons confettis dans la détection

des anticorps anti-SARS-CoV-2, aprés comparaison des résultats des echantillons serums et

de confettis, nous avons observé que la sensibilité et la spécificité étaient estimées a 99%.
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La valeur prédictive positive était estimée a 99,99% et la valeur prédictive négative était a
88%.

5 .5 Estimation de la Concordance

Pour estimer la fiabilité nous avons calculer la concordance observée (0,98) et la concordance
aléatoire (0,83), celles-ci nous ont permis de trouver la valeur de la concordance Kappa qui
était approximativement égale a 0,92, cette valeur est supérieure a 0,8 selon le tableau de
Landis & koch nous pouvons dire que les confettis présentaient une fiabilité parfaite dans la

détection des anticorps anti-SARS-CoV-2.

5.6 Corrélation entre Sérum et confettis

T Serum
- confettis
_um
=
2 o4 —
[
L] i
]
.?ﬁuc}-:-é
= T4 I I I
0 1 2 3

Serum

Figure 15: Graphique de corrélation entre Confettis et Sérum

Pour démontrer la corrélation entre les échantillons de confettis et de serum dans notre étude,
les sérums ont été appariés aux confettis et analysés simultanément et dans les mémes
conditions. Les valeurs pour le confetti et le sérum ont montré une forte corrélation positive,
I’indice de corrélation r était égal 0,93 et p <0,0001

5.7 Séroprévalence des anticorps anti-SARS-CoV-2

Tableau VI: séroprévalence globale des anticorps anti-SARS-CoV-2 pour Sérum et pour
confettis dans notre population d’étude.

Séroprévalence globale des anticorps anti-SARS-CoV-2 pour Sérum et pour confettis dans
notre population d’étude.

Résultats (n) Positifs n (%0) Négatifs n (%)
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Sérum (769) 702 (91,3) 67(8,7)

Confettis (769) 694 (90,2) 75 (9,8)

Nous avons trouvé 702 d’échantillons positifs et 67 d’échantillons négatifs en Sérum ; soit
91,28% de séropositivités.

Parmi les échantillons de Confettis 694 étaient positifs et 75 étaient négatifs, soit 90,24% de
séropositivités.

100 - ®0 e0 O
Ao '
E 80e g ®o | ® Serum
w 1
(&) i X
S 60+ i O Confettis
§ ! Doneguebougou
E ™ Bancoumana
g 20— Sotuba
0 :

Aout 2021 Fevrier-Avril 2022

Figure 16: séroprévalence des anticorps anti-SARS-CoV-2 par site et par visite.

En aout 2021, il n’y a pas eu visite a Bancoumana.

Lors de la visite en ao(t 2021, nous avons observé une séroprévalence d’environ de 80% sur
les sites de Donéguébougou et Sotuba pour les deux types d’échantillons.

Cependant, nous avons observé une quasi-saturation lors de la visite en février- avril 20022,

ou séroprévalence était a plus de 97% sur les trois sites.
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Figure 17: séroprévalence des anticorps anti-SARS-CoV-2 par tranche d’age.

Dans notre étude nous avons observé que lors de la visite d’aout 2021, dans la tranche d’age a
dulte la séroprévalence était au tour de 82%, chez les adolescents (6-17 ans) 78% et 56% chez

les enfants (1-5 ans) pour les deux types d’échantillons.

Lors de la visite allant de février a avril 2022, il y a eu une augmentation de la séroprévalence

dans tous les groupes d’ages, passant a 99% chez les adultes, 98% chez les adolescents et 86
% chez les enfants.

Tableau V11 : séroprévalence des anticorps-anti-SARS-CoV-2 en fonction du genre

Genre (n) Positifs n (%) Négatifs n (%)
Féminin (392) Sérum 362 (92,3) 30 (7,7)
Masculin (377) Sérum 340 (90,2) 37 (9,8)
Féminin (392) confettis 356 (90,8) 36 (9,2)
Masculin (377) confettis 338 (89,7) 39 (10,3)

Dans notre étude nous avons observe une séropositivité plus élevée chez les volontaires de
sexe féminin. Parmi les échantillons de Sérums, nous avons observé 50,71% de seropositivité

dans le sexe féminin contre 48,43 % de séropositivités dans le sexe masculin.
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Parmi les échantillons de confettis, 51,29% du sexe féminin étaient séropositifs contre 48,70%

de séropositivité dans le sexe masculin.

DISCUSSION /
COMMENTAIRES
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6 Discussion / Commentaires

Ce travail présente une sous-eétude exploratoire intégrée a une enquéte sérologique

communautaire longitudinale multicentrique portant sur la performance des confettis dans la

détection des anticorps anti-SARS-CoV-2, I’étude s’est déroulée d'aotit 2021 a avril 2022. Un

total de 30,76% (769/2500) des participants ont effectué les deux suivis dont 27,69% (213 /769)

a Sotuba, 21,97% (169/ 769) a Bancoumana, et 50,32% (387 / 769) a Doneguebougou.

6.1 caractéristiques socio démographique
Dans notre étude, I’age médian était de 13 ans et les adolescents étaient les plus représentés
avec 50,32%, cette prédominance juvénile refléte les réalités des sites d’étude.
Le sexe féminin était majoritaire par rapport au sexe masculin soit 50,97% de femmes et 49,03%
d’hommes
6.2 Performances diagnostics du SARS-CoV-2 par Confettis
Pour connaitre les performances des confettis dans le diagnostic du SARS-CoV-2, nous avons
comparé les résultats des sérums et confettis (Tableau V1), nous avons observé une sensibilité
et une spécificité estimées a 99%, la valeur prédictive positive était de 99,99% et la valeur
prédictive négative était de 88%. Au vu de ces résultats, nous pouvons dire que échantillons de
confettis peuvent éventuellement étre utilisés de maniere fiable comme alternative aux
échantillons de sérums pour la mesure des anticorps anti-SARS-CoV-2, cette capacité des
confettis dans la détection des anticorps anti-SARS-CoV-2 a été décrite dans un article de revue.
Dans cette étude, la sensibilité était estimée 98,1% et la spécificité a 100% (8) .
Dans notre étude la concordance était égale a 0,92 [IC a 95 % 0,91-0,93] ; cela nous a fortifié
dans notre position de dire que les confettis sont une alternative aux échantillons de Sérums
dans la détection des anticorps anti-SARS CoV2. Nos résultats sont approximativement
similaires a ceux trouvés dans une étude au Berlin en Allemagne, dans cette étude la
concordance était estimée a 1,0 [IC a2 95 % 1,0 - 1,0] (68)

Pour évaluer la corrélation entre les deux types d’échantillonnage (confettis et sérums) dans
notre étude, nous avons appliqué la corrélation de Pearson aux résultats obtenus, les nuages de
points (fig. 13) nous ont permis d’observer une trés forte corrélation positive entre les deux,
I’indice de corrélation r était de 0,92 et p-value était > 0.0001.

Un résultat équivalent avait été décrit en Floride aux USA dont la corrélation de Pearson et la
P value étaient estimées ar = 0,919, p = 0,001(69).
6.3 Séroprévalences du SARS-CoV-2
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La séroprévalence a été évaluée a I’aide d’un test ELISA avec 1’antigéne Spike, les échantillons
de sérums ont été appariés aux confettis. Dans les échantillons de Sérum la prévalence était de
78,62% et 97,31% respectivement en visite d’aotit 2021 et la visite allant de février a avril 2022.
Dans les échantillons de confettis la prévalence était de 76,61% et 96,73% respectivement en
visite d’aofit 2021 et la visite allant de février a avril 2022. Nous avions constaté une variation
de la séroprévalence entre les visites ; la séroprévalence augmentait de maniére exponentielle
de la visite d’ao0t 2021 et la visite allant de février a avril 2022 ; un résultat similaire avait été
observé avait été décrit au Mali en 2021 par Sagara et al. qui avaient trouve lors de la visite 1
(juillet—Octobre 2020) 10.9% (95% IC, 8,1-13,6) and et 54,7% (95% IC, 44,4-65,0) lors de la
visite 2 (Décembre 2020-Janvier 2021) (67).

6.4 Séroprévalences en fonction de ’age

La tranche d’age adulte avait une séropositivité de 82,97% lors de la visite 2 et 98,85% lors de
la visite 3

Chez les adolescents nous avions retrouvé une seropositivité de 78,26% lors de la visite 2 et
98,16% lors de la visite 3.

Les enfants avaient 56.41% de séropositivité lors de la visite 2 et 86,48% de séropositivité lors
de la visite 3.

Nous avions constaté une augmentation avec 1’age ; M. Sissoko et al ont observés une tendance
non significative d’augmentation de la séroprévalence avec 1’age (p = 0,91)

(70).

6.5 Séroprévalence en fonction du genre

Dans le genre féminin, nous avons observé 51,29% de séropositivité contre 48,70% de
séropositivité.

Nos résultats sont comparables aux résultats obtenus dans des études antérieures par Traore et
Bah en 2021 (71,72).

6.6 Les limites de I’étude
Notre étude présentait quelques limites, notamment 1’inégalité du nombre des volontaires sur

les différents sites de 1’étude, cela s’expliquer non seulement par le fait qu’il y a des
échantillons endommagés a Sotuba et qui ont été jetés, aussi par le fait qu’il y a eu une seule
visite & Bancoumana.

La non-calibration des gouttes de sang sur les papiers buvards due au fait que c’est le sang
restant dans la corde de 1’aiguille de prélévement. L’insuffisance des matériels pour le
découpage des confettis car les mémes ciseaux ont été utilisés pour couper les confettis

sanguins, méme si c¢’était toujours trempes dans de 1’eau de javel, et éthanol apres chaque
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utilisation. L’utilisation d’un seul antigéne (Spike) spécifique dans la détection des IgG anti-
SARS-CoV-2, car notre stock d’antigéne Receptor Binding Domain (RBD) était insuffisante.
Le statut vaccinal des volontaires n’a pas été considére au cours de la collecte et I’analyse des

échantillons dans cette étude. Méme si en principe on ne s’attend pas a une réaction croisee
entre les anticorps IgG contre I’infection naturel et la vaccination.
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8. Conclusion et recommandations
8.1 conclusions

Les résultats que nous avons obtenus démontrent la robustesse de la mesure des anticorps
anti-SARS-CoV-2 a I’aide des échantillons de sang collectés sur papier buvard « confettis ».
Notre étude a montré que les confettis peuvent étre utilisés pour la détection des anticorps
spécifiques du SARS-CoV-2 avec des résultats comparables a ceux des échantillons de
sérums. Les confettis constituent donc une alternative au serum dans I’évaluation de la

séroprévalence du COVID-19 et la cartographie des risques dans la population.

8.2 Recommandations

» Aux autorités sanitaires (ministére de la Santé) et aux chercheurs :

- Intégrer I'utilisation des confettis dans la surveillance épidémiologique et dans la
cartographie des risques dans la population

- Evaluer la faisabilité des tests moléculaires & partir des confettis pour mieux
comprendre la pandémie de la COVID-19, les différents variants du SARS-CoV-2 et
d’autres virus (Dengue, Ebola etc...).

- Renforcer la sensibilisation des populations pour diminuer la transmission

communautaire et se préparer au cas ou une éventuelle propagation se produirait.
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Résumé

Introduction : Les maladies infectieuses constituent des menaces majeures pour l'existence
humaine depuis des siécles et peuvent dévaster des populations entiéres. Pour aider a surveiller
la propagation du SARS-CoV-2 au Mali en 2020, le Centre de recherche et de formation sur le
paludisme, en collaboration avec le Laboratoire d'immunologie et de vaccinologie du paludisme
des Instituts Nationaux de la Santé des USA, a adapté et qualifié une méthode enzymatique
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays (ELISA) sur confettis pour une utilisation dans les
laboratoires locaux ; c’est dans cette optique qu’une étude a été mené sur trois communautés

du Mali a savoir Doneguebougou, Bancoumana et Sotuba.

Meéthode : Entre Aout 2021 a avril 2022, nous avions collecté des échantillons de Sang veineux,
sur confettis ainsi que les symptomes autodéclarés auprés des volontaires (enfant, adolescents
et adulte) sur trois sites d’étude. Les anticorps anti-SARS-CoV-2 ont été mesurés a 1’aide du
test ELISA sur les sérums et les confettis a I’aide de 1’antigene spike optimisé pour étre utilise
au Mali. Nous avions calculé la corrélation de Pearson, le test de concordance Kappa, et

I’évaluation de la performance des confettis dans la détection des anticorps anti-SARS-CoV-2
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La séroprévalence a €té calculé sur les trois sites a des visites différentes.

Résultats : Au total 30,76 % (n = 769 sur 2 500) ont effectué les deux visites sur I’ensemble
des trois sites, dont 27,69%,21,97% et 50,32% ont été respectivement sélectionnés au hasard
lors de différentes visites d'étude a Sotuba (aolt 2021 et février 2022), Bancoumana (février
2022) et Donéguébougou (aolt 2021 et avril 2022). 50,97% étaient de sexe féminin et
49,02% étaient de sexe masculin. Le taux de détection était plus élevé a Doneguebougou et a
Sotuba avec 80% lors de la visite d’aout 2021. Cependant nous avions observé plus de 97%
lors de la visite allant de février a avril 2022 sur I’ensemble des sites. Dans la tranche d’age
adulte la séroprévalence était au tour de 82%, chez les adolescents (6-17 ans) 78%o et 56%
chez les enfants (1-5 ans). La corrélation de Pearson r était approximativement de 0,93, la
concordance était de 0,92, la sensibilité était de 99% (98%-99%), la spécificité était de 99%
(92%-100%) et la valeur prédictive positive et négative étaient respectivement de 99,99%
(99%-100%) et de 88% (78%-94%)

Conclusion : Les résultats que nous avons obtenus démontrent la robustesse de la mesure des
anticorps anti-SARS-CoV-2 a I’aide des échantillons de sang collectés sur papier buvard
« confettis ». Notre étude a montré que les confettis peuvent éventuellement étre utilisés pour
la détection des anticorps spécifiques du SARS-CoV-2 avec des résultats comparables a ceux
des échantillons de serums.

Mots clés: Covidl9, Confettis, ELISA, Séro-surveillance, Sotuba, Bancoumana,

Doneguebougou

Abstract
Introduction: Infectious diseases have been major threats to human existence for centuries and

can devastate entire populations. To help monitor the spread of SARS-CoV-2 in Mali in 2020,
the Malaria Research and Training Center, in collaboration with the US National Institutes of
Health Malaria Immunology and Vaccinology Laboratory, has adapted and qualified a confetti-
based Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays (ELISA) method for use in local laboratories ;
With this in mind, a study was carried out in three communities in Mali: Doneguebougou,

Bancoumana and Sotuba.

Method: Between August 2021 and April 2022, we collected venous blood samples, confetti
samples and self-reported symptoms from volunteers (children, adolescents, and adults) at three
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study sites. Anti-SARS-CoV-2 antibodies were measured using an ELISA on sera and confetti
with antigen spike optimized for use in Mali. We calculated the Pearson, Kappa concordance
test, evaluation of DBS performance in the detection of anti SARS CoV 2 antibodies. The

seroprevalence was calculated at the three sites on different visits.

Results: A total of 30.76% (n = 769 out of 2,500) made both visits to all three sites, of which
27.69%,21.97% and 50.32% were respectively selected at random during different study visits
to Sotuba (August 2021 and February 2022), Bancoumana (February 2022) and
Donéguébougou (August 2021 and April 2022). 50.97% were female and 49.02% were male.
The detection rate was highest in Doneguebougou and Sotuba, with 80% during the August
2021 visit. However, we observed over 97% during the February to April 2022 visit at all
sites. Seroprevalence was 82% among adults, 78% among adolescents (6-17 years) and 56%
among children (1-5 years). The Pearson correlation r was approximately equal to 0.93, the
Kappa concordance was 0.92, the sensibility was 99% (98%-99%), the specificity was de
99% (92%-100%), the positive predictive value and the negative predictive value were
respectively de 99.99% (99%-100%) et de 88% (78%-94%)

Conclusion: Our results demonstrate the robustness of measuring anti-SARS-CoV-2 antibodies
using blood samples collected on "confetti" blotting paper. Our study has shown that confetti
can potentially be used for the detection of SARS-CoV-2 specific antibodies with results
comparable to those of serum samples.

Key words: Covid19, Dry Blood Spot, ELISA, Sero-surveillance, Sotuba, Bancoumana,
Doneguebougou
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