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INTRODUCTION



La dengue anciennement appelée grippe tropicale ou « petit paludisme » est une infection
virale endémique due a un arbovirus (Flavivirus), transmis a 1’homme par un moustique
diurne du genre Aedes. C’est I’'une des maladies les plus dynamiques en matiére de
propagation et constitue un probleme majeur de santé publique malgré des efforts de lutte
antivectorielle. Elle est inscrite aujourd’hui au rang des maladies dites «ré-émergentes » et
compte parmi les principales maladies tropicales négligées [1]. Il n’y a actuellement ni
traitement ni vaccin connus, son incidence annuelle selon ’OMS est estimée a 50 millions de
cas entrainant plusieurs dizaines de milliers de morts. Plus de 2,5 milliards de personnes sont
a risque. La dengue peut evoluer vers des formes séveres comme la dengue hémorragique
(FHD) qui peut évoluer en dengue avec syndrome de choc (DSC) dont I’issue peut étre
mortelle. Depuis les années 1950, I’incidence des formes graves (FHD/DSC) a été¢ multipliée.
L’infection est souvent asymptomatique ce qui conduit a de mauvaises diagnostics et une

sous-estimation du nombre de cas[2]. Mais aussi elle est sérotype dépendants.

La répartition mondiale du risque d'infection par le virus de la dengue et son impact sur la
santé publique est mal connue. La mondialisation du commerce, en particulier le commerce
des pneus de véhicules d'occasion, expliquerait la dispersion des ceufs et des formes
immatures de ces vecteurs arboviraux dans de nouveaux territoires. Ainsi, la propagation de la
dengue illustre comment le commerce mondial (et le transport des moustiques vecteurs),
l'augmentation des déplacements a l'intérieur et entre les pays (et le mouvement des personnes
virémiques), la surpopulation urbaine (qui est propice a de multiples infections par un
moustique infecté), et des stratégies de lutte antivectorielle inefficaces ont soutenu une
pandémie a I'ere moderne [3]. En 2006, la dengue a été désignée maladie a déclaration
obligatoire en France, et en 2 ans, 19 cas de FHD importés ont été signalés chez les voyageurs

revenants d'Afrique de I'Ouest. [4].

En Afrique les infections par le virus de la dengue restent largement non quantifiées, mais
des flambées récentes suggerent que des parties substantielles du continent pourraient étre
exposées a un risque de transmission croissante de la dengue [3]. Elle a été isolé pour la
premiére fois en Afrique de I'Ouest en 1964 au Nigeria avec l'isolement du DENV1 et 2 [5].
Depuis lors, des cas de transmissions de DENV urbain et sylvatique ont eu lieu dans plusieurs
pays [6]. Plus récemment, DENV3 a émergé et provoqué des épidémies au Sénégal, au Cap-
Vert, et Cote d'lvoire. Cependant peu de données sur 1’épidémiologie de la dengue en Afrique
sont disponibles. Au fur et a mesure que des sérotypes du DENV continuent d'émerger dans

les pays africains, les épisodes de (FHD) pourraient devenir plus fréquents. Les informations
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concernant la transmission du DENV sont trés limitées en Afrique de I'Ouest, avec les

enquétes les plus approfondies en tant que résultat des cas liés aux voyages [7].

Le Mali est parmi les pays confrontés a de nombreux problemes de santé liés a la pauvreté, la
malnutrition, le manque d'hygiéne, d'assainissement et surtout par des moyens limités d’outils
de diagnostics. En octobre et novembre 2008, le Mali a connu une flambée de plus de 70 cas
de FHD avec a la fois au moins 2 morts suspectées de FHD. D'apres les informations sur les
voyageurs, le foyer aurait été causé par le DENV2. L’ urbanisation anarchique au Mali créant
les conditions d’une émergence et d’une propagation de la dengue, la fréquence des cas de
dengue dans les pays voisins, incite a mettre en place une surveillance de cette maladie. C’est
pourquoi nous avons conduit cette étude dans le but d’évaluer la prévalence de la dengue dans

le district sanitaire de Bamako.
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OBJECTIFS
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2.1 Objectif général
Evaluer la prévalence de la dengue dans le district sanitaire de Bamako et environs.

2.2 Objectifs spécifiques
- Déterminer la fréquence de détection moléculaire antigénique, et sérologique ;

- Identifier les serotypes de la dengue ;
- Comparer le résultat du diagnostic moléculaire (RT-gPCR) de la dengue a celui du test

de diagnostic rapide (TDR).

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie




GENERALITES

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie



3.1 Ladengue

3.1.1 Définition

La dengue anciennement appelée grippe tropicale fievre rouge ou petit paludisme est une
infection virale endémique due & un arbovirus, transmise a 1’étre humain par I’intermédiaire
de moustiques diurne (actif jour et nuit) du genre Aédes, lui-méme infecté par le virus de la

dengue du genre des Flavivirus.

Il en existe une forme hémorragique (FHD) qui peut évoluer vers une forme avec syndromes

de chocs (DSC) rares sévéeres pouvant entrainer la mort.

Jusqu'a présent, on croyait que la dengue était causée par quatre sérotypes différents. La
cinquieme variante du DENV5 a été isolée en octobre 2013. Ce sérotype suit le cycle

sylvatique contrairement aux quatre autres sérotypes qui suivent le cycle humain [8].

3.1.2 Historique

Le premier signalement d'une maladie similaire a la maladie dengue FHD a eu lieu a la fin du
dix-huitieme siécle, et c'était une épidémie temporaire. Il est supposé que la FHD a été
initialement transmise par des voyages et des expéditions commerciales entre I'Asie et
Amérique du Sud. La pandémie de FHD qui s'est produite aprés la deuxiéme guerre mondiale
était due aux dommages causés a I'environnement, aux personnes déplacées et aux déchets des
équipements militaires qui sont devenus les hétes de vecteurs. Au vingtieme siecle, FHD /
DSC a été identifié comme un signe de diagnostic pour l'infection de la dengue. Par la suite le
nombre de cas a augmenté a I'échelle internationale, et la dengue a été transmise a d'autres
régions du monde [9]. L'infection mortelle par la dengue a été documentée pour la premiere
fois lors d'une flambée en Manille, Philippine, en 1953-54. Pendant 10 a 15 ans, il s'est
développé pour devenir endémique dans toute I'Asie du Sud-Est. La premiere épidémie a
Singapour était en 1960 et infectée des enfants et des adultes plus ageés, avec un faible taux de
mortalité. En 1996, une grave épidémie de FHD s'est déclarée a Delhi, et environ 10 252 cas
ont été signalés ; il y a eu 423 déces [10]. Des travaux ont commencé en 1949 pour réduire au
minimum la reproduction des moustiques, ce qui a permis de réduire le nombre de cas de
FHD. Bien que les données de I'OMS entre 1992 et 1998 montrent que I'Asie du Sud-Est a
connu un nombre stable de cas de FHD, le taux de cas dans le Pacifique occidental a
quadruplé. Les chiffres dans les Amériques ont été multipliés par huit au cours de la méme
période. L’OMS en 1980 a déclaré que 1 033 417 est le nombre de FHD dans la région
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américaine. En 2002, ce nombre était passé a 8 491 416. A I'neure actuelle, environ 100 pays

ont une FHD endémique, avec 100 millions de cas prévu annuellement [11].

3.1.3 Epidémiologie

L’incidence de la dengue a progressé de maniére spectaculaire dans le monde entier au cours
des dernieres décennies. Le nombre réel de cas est sous-notifié et de nombreux cas ne sont pas
correctement classés. Selon une estimation récente, on compterait 390 millions de cas de
dengue par an, dont 96 millions présentent des manifestations cliniques [12]. Une autre étude
de la prévalence de la dengue estime que 3,9 milliards de personnes dans 128 pays sont
exposées a I’infection par les virus de la dengue [13]. La dengue est aujourd’hui considérée
comme une maladie ré-émergente. Avec la globalisation de 1’économie et 1’augmentation des
échanges des biens et des personnes, elle tend & gagner de nouvelles zones géographiques, se
développe de plus en plus dans des environnements urbains, et provoque des épidémies de
plus grandes importances. Les formes graves de dengue sont de plus en plus fréquemment

observées lors des épidémies récentes [14].
Epidémiologie dans le monde [15]

Avant 1970, seuls 9 pays avaient connu des épidémies de dengue sévere. Désormais, la
maladie est endémique dans plus de 100 pays en Afrique, dans les Amériques, en
Méditerranée orientale, en Asie du Sud-Est et dans le Pacifique occidental, ces 2 derniéres
régions étant les plus touchées. Le nombre des cas dans les Amériques, en Asie du Sud-Est et
dans le Pacifique occidental a dépassé 1,2 million en 2008 et 3,2 millions en 2015 (sur la base
des données officielles transmises par les Etats membres & I’'OMS). Récemment, le nombre
des cas notifiés a continué de progresser. En 2015, la région des Amériques a signalé a elle
seule 2,35 millions de cas, dont 10 200 cas de dengue sévére qui ont provoqué 1181 déces.

Non seulement le nombre de cas augmente a mesure que la maladie se propage a de nouvelles
zones, mais I’on assiste également a des flambées explosives. La menace d’une flambée de
dengue existe désormais en Europe et une transmission locale a été rapportée pour la premiére
fois en France et en Croatie en 2010, et des cas importés ont été détectés dans 3 autres pays
europeéens. En 2012, une flambée sur I'archipel de Madeére (Portugal) a provoqué plus de 2000
cas et des cas importés ont éte détectes sur Portugal continental et dans 10 autres pays
européens. Chez les voyageurs de retour de pays a revenu faible ou intermédiaire, la dengue

est la 2° cause de fievre la plus diagnostiquée aprés le paludisme.
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En 2013, des cas se sont produits en Floride (Etats-Unis d’Amérique) et dans la province du
Yunnan (Chine). La dengue a continu¢ de sévir dans plusieurs pays d’Amérique latine,
notamment au Costa Rica, au Honduras et au Mexique. En Asie, Singapour a notifié une
augmentation du nombre des cas apres une absence de cas de plusieurs années et des flambées

ont également été signalées au Laos.

En 2014, les tendances indiquent une augmentation du nombre de cas en Chine, dans les Tles
Cook, a Fidji, en Malaisie et a Vanuatu, le virus de type 3 (DENV3) touchant les pays
insulaires du Pacifique aprés une absence de 10 ans. La dengue a également été signalée au

Japon aprés une absence de plus de 70 ans.

En 2015, New Delhi (Inde) a connu la pire flambée de son histoire depuis 2006 avec plus de
15 000 cas signalés. L’ile d’Hawai (Etats-Unis d’Amérique) a été touchée par une flambée,
avec 181 cas signalés, et la transmission se poursuit en 2016. Dans le Pacifique, les Tles Fidji,

Tonga et la Polynésie frangaise ont continués d’enregistrer des cas.

L’année 2016 a été marquée par d’importantes flambées de dengue dans le monde entier. La
Région des Amériques a notifié plus 2,38 millions de cas en 2016, dont un peu moins de 1,5
million de cas au Brésil uniquement, soit environ 3 fois plus de cas qu’en 2014. On a

également signalé 1032 déces dus a la dengue dans la Région.

La Région du Pacifique occidental a signalé plus de 375 000 cas suspects de dengue en 2016,
dont 176 411 notifiés aux Philippine et 100 028 en Malaisie, soit une charge identique a
I’année précédente pour les 2 pays. Les Tles Salomon ont déclaré qu’il y avait une flambée de

dengue dans le pays, avec plus de 7000 cas suspects.
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Figure 1: Pays ou régions du monde ou la dengue a été signalée en 2011, selon les

données recueillies par I'Organisation mondiale de la santé[16].

Epidémiologie en Afrique

En Afrigue, I'incidence de la dengue est largement inconnue en raison de la rareté des données
de surveillance, les cas et les foyers n'ayant pas été déclarés a I'OMS. Cependant, une
épidémie de dengue causee par les quatre sérotypes a été documentée en Afrique depuis 1980,
avec 22 pays signalant des cas sporadiques. La forte prévalence des anticorps dirigés contre le
virus de la dengue dans les enquétes sérologiques limitées, suggere une infection endémique

par le virus de la dengue dans de nombreuses régions d'Afrique [17].

L'émergence et la propagation du virus de la dengue (DENV) dans les pays de I'Afrique de
I'Ouest sont devenues de plus en plus apparentes au cours de ces dernieres années. La DENV
a ete isolée pour la premiére fois en Afrique de I'Ouest en 1964 au Nigeria avec l'isolement du
DENV1 et du DENV2 [5]. Depuis lors, des cas de transmissions de DENV urbain et
sylvatique ont eu lieu dans plusieurs pays [6]. Plus récemment, DENV3 a émergé et provoqué
des épidémies au Sénégal, au Cap-Vert, et en Cote d'lvoire. De plus, en octobre et novembre
2008, le Mali a connu une flambée de plus de 70 cas de FHD avec a la fois au moins 2 morts
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suspectées de FHD. D'apres les informations sur les voyageurs, le foyer aurait été causé par le
DENV2. Au fur et a mesure que des sérotypes du DENV continuent d'émerger dans les pays
africains, les épisodes de FHD pourraient devenir plus fréquents. Les informations concernant
la transmission du DENV sont tres limitées en Afrique de I'Ouest, avec les enquétes les plus
approfondies en tant que résultat des cas liés aux voyages importés en Europe. En 2006, la
dengue a été désignée maladie a déclaration obligatoire en France, et en 2 ans, 19 cas de FHD
importés ont été signalés chez les voyageurs revenants d'Afrique de I'Ouest. Bien que les cas
importés soient d’une source d'information non pertinente, ces cas sporadiques ne peuvent pas
étre utilisés pour estimer la transmission du DENV dans la région [4].Une épidémie s'est
déclarée en mai 2019 dans un pays d'Afrique de 1'Ouest (Cote d’Ivoire), ou 130 cas et deux
déces ont été recensés [18].

3.1.4 Vecteur

La dengue est transmise a I'hnomme par la piqure de moustiques infecté Aédes. Le vecteur
principal de DENV est I'Ae. aegypti, un anthropophile qui s’est extrémement bien adapté a
I’environnement urbain et qui se trouve a la fois a l'intérieur , a l'extérieur et a proximité des
zones urbaines et peut y compléter son cycle de vie, il préfére se nourrir pendant la journée
[19]. Ae. aegypti est un vecteur puissant du DENV en raison de sa préférence pour la ponte en
milieu artificiel, piquant I'nomme, et restant a I'intérieur des habitats , ou il a acces a son hote
favori [20]. Le moustique semble suivre une adaptation a une vie urbaine croissante. Comme
tous les diptéres, les moustiques possédent la particularité de vivre en milieu aquatique aux
stades immature (larves puis nymphes), et aérien au stade adulte. Les larves se développent
dans des habitats remplis d’eau, principalement dans des récipients artificiels étroitement
associés a des habitations humaines [21]. D’aprés une étude menée dans des grandes villes de
six pays d’Asie du sud-est en 2009, les sites de reproduction les plus productifs sont des
conteneurs d’eau aux caractéristiques suivantes : localisés en plein air et non protégés, sous
les arbustes et dans des récipients inutilisés pendant au moins une semaine. La production de
nymphe se concentre majoritairement dans les zones péries ou intra domestiques plutdt que
dans les espaces publics et commerciaux [22]. Par rapport a Ae. aegypti, qui est le vecteur le
plus important de la dengue, Ae. albopictus est un vecteur de second ordre des arbovirus et les
épidémies qu’il cause sont plus Iégeres. Cependant, Ae. albopictus devient un vecteur de plus
en plus important en raison de sa distribution mondiale en rapide évolution [23]. Avant 1979,
Ae. albopictus était trouvé que dans I’Asie et dans le Pacifique occidental, mais il s’est

beaucoup répandu dans le reste du monde au cours des derniéres décennies [24]. D’autres

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie 10




especes de moustiques sont aussi des vecteurs du virus de la dengue. Il s’agit par exemple
d’Ae.polynesiensis et plusieurs especes complexes d’Ae.scutellaris. Chaque espéce posséde
ses particularités en termes d’écologie, de mode de vie et de répartition géographique [21].

Ces moustiques piquent surtout le jour avec une activité maximale a I’aube.

Figure 2 : Aedes aegypti[25] Figure 3 : Aedes albopictus (moustique
tigre) [25]

3.1.5 Reéservoir[26]

Les principaux réservoirs sont les moustiques (comme vecteurs, Aedes spp.), I'humain et
certains primates. Les virus sont maintenus dans un cycle humain-moustique-humain (chez
les moustiques : transmission trans-ovarienne et concentrations extrémement élevées de
particules infectieuses dans les glandes salivaires) dans les centres urbains tropicaux. Des
cycles singe-moustique sont fréquemment observés dans les foréts de 1'Ouest de I'Afrique et
dans le Sud-Est de I'Asie

3.1.6 Agent pathogene[26]

Le virus de la dengue appartient au genre Flavivirus, de la famille des Flaviviridae. Il est
étroitement li¢ phylogénétiquement a d’autres Flavivirus : le virus Zika, le virus de la fievre
jaune, le virus du Nil occidental et le virus de I’encéphalite japonaise. C’est un petit virus a
ARN simple brin positif d’environ 11kb qui possede une coiffe en 5’ mais pas de queue

polyadénylée en 3°. Il posséde également deux régions non-traduites en 3’ et 5’ ayant un role
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clé dans la régulation de la traduction et la réplication. La traduction de I’ARN viral produit
un polypeptide unique qui est co-traduit par des protéases virales et cellulaires, générant trois
protéines de structure de la capside et sept protéines non structurelles (PNS). Les protéines de
structure sont la capside, la protéine associée a la membrane et la glycoprotéine de

I’enveloppe [27].

Protéines de 2
structure Protéines non structurels
§'= C | prM E NST | NS2A | NS2B NS3 NS4A | NS4B NSS o
| | |
Enveloppe Protéase avec NS2B ARN polymérase
Hélicase Méthyltransférase
Pré-membrane NTPase
Capside

Figure 4 :L’ARN viral avec a gauche les protéines structurelles et les protéines non

structurelles & droite[27]

Le virion de la dengue se compose d’un génome d’ARN monocaténaire entouré d’une
nucléocapside icosaédrique ou isométrique d’environ 30nm de diametre couvert par une
enveloppe lipidique. Le virion complet mesure environ 50 nm de diamétre [28]. Comme les
autres virus a ARN, le génome du virus de la dengue est en constante variation a cause de
I’ARN polymérase qui n’a pas de mécanisme de vérification des erreurs lors de la réplication
de ’ARN. Les nombreuses variations genétiques sont aussi causées par la réplication rapide
du virus et la grande quantité de virus retrouvée dans le monde [29]. Il existe 4 sérotypes
distincts du virus de la dengue (DEN1 a DENV4) impliqués dans le cycle humain. Ils
different au niveau des acides amines des protéines d'enveloppe virale de 25 a 40%. De plus,
il existe une complexité supplémentaire car au sein d'un méme sérotype on retrouve plusieurs

génotypes qui varient jusqu'a 6% au niveau des nucléotides et 3% au niveau des acides

aminés [27].
Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie 12
L




3.1.7 Transmission
La principale voie de transmission est celle par piqlre de moustiques porteurs du virus,
principalement de I'espéce Ae.aegypti. La majorité des piqlres surviennent 2 heures apres le

lever du soleil et plusieurs heures avant le coucher du soleil.

A T’occasion d’un repas sanguin, le vecteur injecte la salive contenant des anticoagulants qui
lui facilite D’alimentation. Les moustiques ont [I'habitude de perturber le processus
d'alimentation au moindre mouvement et ont tendance a se nourrir plusieurs fois par jour. Ils
peuvent se nourrir sur plusieurs personnes au cours d'un seul repas de sang et peuvent
transmettre la DENV a plusieurs personnes en peu de temps [30]. Aprés qu'une personne ait
été piquée par un moustique infecté, le virus subit une période d'incubation de 3 a 5 jours
environ, aprés quoi la personne piquée commence a faire de la fievre accompagnée de divers
signes et symptdmes non spécifiques a la FHD et le DENV peut circuler dans le sang aussi
longtemps que possible. Si d’autre Ae.aegypti piquent le patient pendant ce stade virémie
fébrile, ils peuvent s’infecter et transmettre ensuite le virus a d’autres personnes non
infectées[31], [32]. Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la dynamique de la transmission
du virus, notamment : facteurs environnementaux et climatiques, interaction héte pathogene et
les facteurs immunologiques de la population. Dans la plupart des pays, la dengue présente un
schéma saisonnier lié a la température et aux précipitations [33]. Le climat influence
directement la biologie des vecteurs, leur abondance et leur distribution, ce qui a soulevé la
question de savoir comment le virus hiverne ou persiste pendant les saisons seches et froides.
Une possibilité est qu’une population de moustiques infectés pourrait survivre pendant toute
la période et introduire le virus au cours de la prochaine saison. Les moustiques Aedes restent
infectés par le DENV et la plus longue durée de vie enregistrée a ce jour est de 174 jours, bien
qu'un taux de survie plus typique soit de 1 a 2 semaines [34][35]. Une deuxieme possibilité
est de transmettre le virus a la prochaine génération de moustiques. La transmission verticale
(transmission trans-ovarienne ou a 1’ceuf lors de la ponte) a été démontrée en laboratoire et
dans la nature mais reste mal comprise pour le moment [36]. Certaines preuves montrent
qu'Ae. albopictus est plus efficace a la transmission verticale qu'Ae. aegypti, ce qui en ferait
un candidat pour le maintien du DENV au cours des périodes inter épidémique [37]. Ainsi, la
transmission verticale du DENV chez les moustiques est possible, que le mécanisme soit
véritablement trans-ovarienne ou qu’il s’agisse d’une infection de I’ceuf mature au moment de
la ponte (5)[35].
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Toutefois, d’autres rares modalités de transmission ont été identifiées :

Transmission materno-foetale : passage transplacentaire lorsque 1’infection survient au
voisinage du terme de la grossesse, se traduisant par une infection congénitale. Ce moyen de

transmission est relativement rare ;
Transfusion de sang ;
Greffe d’organes : 2 cas rapportés, une greffe rénale et une greffe de moelle osseuse.

3.1.8 Manifestation clinique[38]

La période d'incubation suite a une piqlre de moustique varie de 3 a 5 jours environ. En cas
de DENV cliniguement apparent, I'infection est associée a une grande variété de symptomes.
Des symptoémes de dengue habituelle sont observés plus fréquemment chez l'adulte. Les
signes cliniques commencent soudainement et s’accompagnent de trois phases différentes :
une phase fébrile ; une phase critique durant laquelle survient une défervescence (moment ou

la fievre est résolue) ; et une phase de rétablissement.

3.1.8.1 Phase fébrile

La phase fébrile est généralement caractérisée par de la fievre (>38.5°C) accompagnée de
maux de téte, de fatigue, myalgie, arthralgie, douleur rétro-orbitaire, nausées, vomissements,
douleurs abdominales et parfois éruptions cutanées transitoires. Les manifestations
hémorragiques légeéres telles que les pétéchies (taches cutanées de couleur rouge a violacées),
les saignements gingivaux, et des ecchymoses spontanées peuvent également étre observées a
ce stade de la maladie. L'augmentation de la taille du foie (hépatomégalie) est parfois trouve
par I'examen physique ou par un outil de diagnostic tel que I'échographie [39]. Des pétéchies
induites peuvent étre observées pendant 1’infection a DENV si on fait un test garrot positive.
Cependant, un test de garrot positif n'est pas spécifique a l'infection par le DENV, car elle
peut aussi étre trouvée dans d'autres maladies comme l'infection a CHIKV. Les résultats de
laboratoire comprennent une thrombocytopénie, leucopénie, qui peut s'accompagner d'un taux
¢levé d’enzymes hépatiques. Cette phase dure habituellement jusqu'a 7 jours et la majorité des
patients se rétablit sans d'autres complications. Pendant l'infection primaire, la durée de la
fievre se chevauche habituellement avec l'intervalle de virémie, alors qu'en cas d'infection

secondaire, la virémie persiste habituellement pendant une période plus courte, 2-3 jours [40].
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Figure 5 : Pétéchies sur I'avant-bras d'un patient atteint de dengue[41].

3.1.8.2 Phase critique

Dans une petite proportion de patients, principalement chez les enfants et les jeunes adultes,
un syndrome de fuite vasculaire peut se développer au moment de la défervescence. Les
résultats de laboratoire peu de temps avant ou pendant la fenétre d’hyperperméabilité montrent
habituellement une augmentation de I'hématocrite et un faible taux d'albumine sérique, qui
confirment I'extravasation du plasma des vaisseaux sanguins dans les tissus [42]. Un choc se
développe a la suite d'une fuite importante de plasma. Cette condition est caractérisée par une
pression pulsatoire étroite (<20 mmHg), ou une hypotension corrigée en fonction de I'age
(pression artérielle systolique < 90 mmHg), plus un pouls rapide et faible avec une peau
froide et moite. Sans traitement approprié, un état de choc profond peut s'installer, dans lequel
la tension artérielle et le pouls deviennent indétectables, ce qui pourrait éventuellement
conduire a la mort [43]. L'état de choc prolongé conduit généralement a une hypo-perfusion
des organes, entrainant des désequilibres hémostatiques, parfois un développement de
coagulations intravasculaires disséminées (CIVD) et il en résulte une défaillance multi-
viscérale [44]. Les manifestations hémorragiques majeures telles que des saignements des
muqueuses gastro-intestinaux sont couramment observés pendant le choc [45]. La
thrombocytopénie modérée a grave est fréquente, avec un taux de plaquettes de nadir inférieur

a 20,000/ul [46]. Dans une minorité de cas, d’autres manifestations graves peuvent étre
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observées, y compris une insuffisance hépatique, myocardite, pancréatite, rétinite,
encéphalopathie, et syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA). Il est important de se
rendre compte que certains patients passent a la phase critiqgue sans éprouver de
défervescence. Chez ces patients, les résultats de laboratoire doivent étre utilisés pour définir
la phase critique et guider le diagnostic des fuites plasmatiques et des fuites de plasma graves.
L'examen radiologique donne une valeur significative pour établir les fuites plasmatiques
[39].

3.1.8.3 Phase de réetablissement

Si un traitement de soutien est amorcé rapidement, l'augmentation de la perméabilité
vasculaire dure généralement de 48 heures a 72 heures et une amélioration rapide de I'état du
patient serait visible. Une réabsorption progressive du compartiment extravasculaire se
poursuit habituellement pendant 48 & 72 heures. Si le traitement par les liquides est intensif,
les patients peuvent développer des troubles cardiaques défaillances ou détresse respiratoire
due a une surcharge liquidienne. Une éruption convalescente peut également se développer a
ce stade allant d'une éruption légére a une éruption cutanée plus séveére et démangeant,
suggérant une leucocytose [3]. Certains patients peuvent développer de la fatigue pendant
plusieurs semaines apres la convalescence. Les résultats de laboratoire montrent
habituellement des résultats faibles ou stables de taux d'’hématocrite, probablement dus a
I'effet dilutif du fluide réabsorbé. La concentration en globule blanc et celles des plaquettes

commencent généralement a augmenter peu apres la défervescence.
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Figure 6 : Variation de la température, du taux de plaguettes, hématocrites et de la

virémie pendant une infection 8 DENV[41]

3.1.8.4 Dengue primaire dengue secondaire

Le virus de la dengue appartient au genre Flavivirus de la famille des Flaviviridae.
L’immunité contre un sérotype donné est définitive avec une réponse anticorps neutralisante.
L’infection due a un sérotype n’induit cependant qu’une protection immunitaire croisée
transitoire contre les autres sérotypes. Au contraire, une nouvelle infection avec un autre
sérotype (dengue secondaire) pourrait étre la cause d’une pathologie plus grave en raison d’un
détournement des réponses immunitaires. On évoque un mécanisme de facilitation
immunologique lié aux anticorps mais également a des réponses inappropriées. Lors d’une
infection secondaire caractérisée par un contact avec un virus hétérologue, les IgG
apparaissent plus précocement et leur taux croit progressivement durant environ deux
semaines. Les IgM sont détectées a des taux plus faibles et dans certains cas peuvent étre
fugaces voire méme absentes. D’une manicre générale, le titre global en anticorps augmente
trés rapidement des la phase aigu€ de I’infection et ces anticorps présentent une réactivité
croisee significative vis-a-vis d’autres antigénes de Flavivirus. L’émergence ou la
réémergence d’un sérotype n’ayant pas circulé depuis plusieurs années peut étre a 1’origine
d’une épidémie. Un individu peut en théorie contracter quatre fois la dengue, avec chacun des

quatre sérotypes identifiés [47].
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Figure 7 : Cinetique du virus et des anticorps de type IgM et IgG au cours d’une

infection par DENV : cas d’une infection primaire[48]
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Figure 8 : Cinétique du virus et des anticorps de type IgM et IgG au cours d’une

infection par DENV: cas d’une infection secondaire par un sérotype viral

hétérologue[48]

3.1.9 Diagnostic biologique [49]

Le diagnostic biologique de la dengue fait appel a la détection du virus, de son génome ou

d’antigenes viraux, constituant le diagnostic direct réservé au stade précoce de la maladie. La

détection d’anticorps, ou diagnostic indirect, est quant a elle privilégiée a partir du 5e jour de

la maladie

3.1.9.1 Diagnostic direct ou diagnostic précoce de la dengue

diagnostic de la dengue en phase symptomatique

Les méthodes moléculaires basées sur la RT-PCR ont contribué a améliorer le

et ouvert la voie a la caractérisation

des types de DENV, primordiale dans un but de surveillance épidémiologique plus

qu’a des fins diagnostiques. L’isolement viral

associ¢ au séquengage permet de

réaliser des études d’épidémiologie moléculaire utiles pour les autorités de santé et

pour la compréhension de la circulation des souches de virus de la dengue.

De récentes études sur la protéine non structurale 1 (NS1), spécifique de la dengue,

ont mis en evidence de fortes concentrations seériques dans le sérum des patients

infectés. En 2006, un premier test ELISA basé sur la détection de 1’antigéne NS1 par

immuno-capture a été commercialisé. Ce test permet la mise en évidence de I’antigéne
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NS1 dans le sérum des patients dés 1’apparition des premiers signes cliniques. Des
tests rapides de type immuno-chromatographique (ICT) sous forme de bandelette
rapide ou cassette ont récemment vu le jour, rendant encore plus accessible le

diagnostic précoce de la dengue.

3.1.9.2 Diagnostic indirecte ou diagnostic sérologique

Le diagnostic sérologique de la dengue repose sur la détection d’IgM et d’IgG spécifiques en
fonction de leur cinétique d’apparition au cours du temps. La détection des IgM met en
oeuvre des techniques ELISA de type capture, celle des IgG utilise préférentiellement des
techniques de type ELISA indirect.

3.1.10 Traitement
Officiellement il n’y a aucun vaccin ou traitement antiviral spécifique pour faire face a une
menace croissante de la dengue. Seule une détection rapide et une gestion clinique appropriée

peuvent réduire la mortalité due a la dengue sévere [50].

Néanmoins la guérison entraine une immunité définitive contre le sérotype qui a provoqué

I'infection mais ne confére qu'une immunité passagere et partielle contre les trois autres.

3.1.11 Prévention [51]
En tant que maladie causée par des moustiques, prévenir la dengue est aussi simple que de

prévenir les piqures de moustiques.
Plusieurs organisations de santé suggérent ce qui suit pour vous protéger de la dengue :

- Porter des chandails (Vétement a base de laine) a manches longues et des
pantalons longs,

- Traiter les vétements avec un répulsif comme le permethrin,

- Utiliser un chasse-moustiques approuvé par I’EPA comme le DEET.

- Envisager I’utilisation de moustiquaire si vous prévoyez d’aller dans des régions
qui ont beaucoup de moustiques.

- S’assurer que les moustiquaires et les fenétres, les portes sont fermées pour éviter
que les moustiques entrent dans des espaces confinés.

- Eviter les zones avec de I’eau stagnante. Spécialement dans les moments d’activité

¢levée des moustiques comme 1’aube et le crépuscule.
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D’autre part, un vaccin contre la dengue, Dengvaxia, a été approuvé pour utilisation dans
certains pays. Ce vaccin contre la dengue a démontré son efficacité dans des tests menés en
Asie et en Amérique Latine.

D’autres vaccins contre la dengue sont dans divers stades d’essais a travers le monde. Ceci

inclut le DENVax (Phase Il essais), TDENV PIV (Phase Il étude) et V180 (Phase | stade).
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METHODOLOGIE
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4.1 Cadre et lieu d’étude
Le district de Bamako et le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux CICM ont constitués notre
cadre d’étude. Le CICM est situé dans le quartier de 1’ex- base aérienne de Bamako, rue du

Docteur Charles Mérieux

Dans le cadre d’un projet de coopération, la Fondation Mérieux a choisi de créer a Bamako,
un centre composé d’un laboratoire d’analyses médicales « le Laboratoire Rodolphe Mérieux
» et d’un centre de formation. A la suite de la signature de I’ Accord- cadre N° 0956/1899 du
18 février 2004 entre le Gouvernement de la République du Mali et la Fondation Mérieux
ainsi que la Convention du 16 janvier 2005 et son Protocole annexe du 11 mai 2011 entre le

Ministére de la Santé et la Fondation Mérieux

» 8 décembre 2003 : Création de la Fondation Mérieux Mali
* 15 janvier 2004 : Pose de la premiere pierre du CICM

* 17 janvier 2005 : Inauguration du CICM en présence de M. Alain Mérieux, Président de la
Fondation Mérieux, de M. Amadou Toumani Touré, ancien Président de la république du

Mali et de M. Pierre Messmer, ancien Premier ministre de la France.

* 2 mai 2005 : Démarrage des activités

Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux est organisé en 5 unités disposées en 2

structures principales : le Laboratoire Rodolphe Mérieux et le Centre de formation.

Le laboratoire Rodolphe Mérieux

Le Laboratoire Rodolphe M¢érieux est un laboratoire d’excellence nationale en biologie

clinique.

Il est doté¢ d’infrastructures et d’équipements lui permettant de réaliser des analyses
biomédicales aux normes de qualité internationales et de faire de la recherche sur les maladies

infectieuses a potentiel épidémique et les maladies émergentes.
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Ces analyses comprennent :
o Lamicrobiologie (avec tests d’identification et antibiogramme en bactériologie)
e La biochimie et I’immuno-analyse en mode automatisé
o Les examens en hémostase et en hémocytométrie
e Le contrdle de qualité et des évaluations externes de la qualité

o La biologie moléculaire (VIH, mycobactéries du complexe tuberculose et divers virus

respiratoires, hémorragiques et hépatites).

Ces différentes activités sont réparties dans 3 espaces distincts : I’accueil du laboratoire, la

salle de travalil, et la salle de préléevement.

Le laboratoire encadre également des étudiants de 1’Universit¢ de Bamako et d’autres pays en

stage et these.
Centre de formation

Le Centre de Formation du Centre d’Infectiologie Charles Mérieux a pour objectif de

renforcer les qualifications sur les techniques modernes de diagnostic biologique.

A vocation sous régionale, il permet aux scientifiques maliens et africains de disposer d’un

centre de formation de proximité.

Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux dispose d’infrastructures adaptées a différents

types de formations :
o Une salle de conférence Youssouf Issabré de 50 places
e Une salle de cours de 30 places
o Une salle de cours paillote 25 places
e Une salle de travaux pratiques microscopie de 20 places

e Une grande salle multimédia
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Le CICM dispose aussi d’un laboratoire BSL3 qui a été donné au Ministére Mali de la Santé
et de I'Hygiéne Publique par la Fondation Christophe et Rodolphe Mérieux et établi au CICM
du Mali.

4.2 Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude de surveillance épidémiologique, transversale prospective qui s’est

déroulée de Janvier 2019 a Décembre 2019, soit une année.

4.3 Population
Il s’agit de patients de tous les ages dont les prélevements sanguins ont été envoyer au CICM
par diverses structures sanitaires (Publique et Privés) et de patients adressant directement au

CICM avec des symptomes évocateurs de la dengue.

4.4 Criteres d’inclusion
- Donner son consentement écrit.
- Patients de tous les ages adressés au CICM avec des symptdmes évocateurs de la
dengue.

- Patients avec symptdmes évocateurs de la dengue, envoyer par une structure sanitaire.

4.5 Critéres de non-inclusion
- N’avoir pas donné son consentement écrit.

- Patients adressés au CICM pour autres diagnostics.

4.6 Echantillonnage
Les prélévements sanguins ont été faits sur des tubes EDTA et gardés a +4° C avant
utilisation. Les patients de tout 1’4ge, provenant de différentes structures sanitaires Publics et
prives du district de Bamako pour suspicion de Dengue étaient inclus dans cette étude.

4.7 Variables mesurées

Seulement les variables d’intéréts ont été mesurées dans cette étude :

- Les variables se rapportant au virus (CT= cycle threshold).

- Les variables sociodémographiques notamment 1’ Age, le sexe, la provenance.

4.8 Saisie et analyse des données
La saisie et I’analyse des données ont été faite sur le logiciel ’IBM SPSS V 21.0”°, ensuite les

tableaux ont été édités sur le logiciel “’Microsoft Excel 2016’”.Pour la comparaison des
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données, le test de khi2 et test exact de Fischer ont éte utilisés et le seuil de signification fixé a

p inférieur & 0,05.

49 Méthode d’étude

- Prélévement des échantillons

Les prélevements sanguins ont été faits sur des tubes EDTA (au moins 1.5ml) afin d’obtenir

le plasma qui était ensuite gardés & 4° C avant utilisation.
- Inactivation

Apreés le prélevement, les échantillons de sang étaient recus et immédiatement placés dans une
boite a gant. Cette inactivation était effectuée pour les échantillons a forte suspicion de fievre

hémorragique

1. Disposer le tube Eppendorff de 1,5ml contenant 560ul d’AVL + 5,6 ul de ARN carrier

dilué.

2. Ajouter délicatement 50 pl de sang prélevé au tube contenant le mélange AVL+ ARN

Carrier dilué.

3. Mélanger au vortex et centrifuger 30s avec la micro-centrifugeuse placée dans la boite a

gant. 4. Laisser incuber pendant 10mn a la température de la boite a gants.
5. Ajouter 560 pl d’éthanol.

L’inactivation est ainsi terminée et le tube peut étre sorti de la boite & gant en prenant toutes

les mesures de sécurité selon la procédure.

Aussi le test de diagnostic rapide a été réalisé dans la boite a gant.
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Figure 9 : Boite a gant pour inactivation des échantillons [52].

- Extraction des acides nucléiques

Aprés inactivation, le contenu du tube Eppendorff est totalement extrait. Pour les

échantillons de plasma non inactivés, la procédure est la suivante :

Ce protocole est pour la purification de I'ARN viral a partir de 140 pl de plasma a I’aide

d’une micro-centrifugeuse

1. Pipeter 560 pl de tampon AVL préparé contenant I'ARN porteur dans une micro
centrifugeuse de 1,5 ml. Tube.

Remarque : si le volume d'échantillon est supérieur a 140 ul, augmentez la quantité de
tampon AVL — porteur ARN proportionnellement (par exemple, un échantillon de 280 pl
nécessitera 1 120 ul d’ARN tampon AVL-porteur) et utilisez un tube plus grand

2. Ajouter 140 pl de plasma au tampon ARN carrier-AVL dans le tube de micro
centrifugeuse. Mélanger par impulsion-vortex pendant 15 s.

Remarque : pour assurer une lyse efficace, il est essentiel que I'échantillon soit
soigneusement mélangé avec le tampon AVL pour obtenir une solution homogéne. Les

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie




échantillons congelés qui ont seulement été decongelés une fois peut également étre

utilisé.
3. Incuber a température ambiante pendant 10 min.

Remarque : la lyse des particules virales est terminée aprés la lyse pendant 10 min a
température ambiante. De long temps d'incubation n'ont aucun effet sur le rendement ou la
qualité de I'ARN purifié.

4. Centrifuger brievement le tube pour eliminer les gouttes de I'intérieur du couvercle.

5. Ajouter 560 ul d'éthanol (96-100%) a I'échantillon et mélanger au vortex pulsé pendant
15 s. Apres le mélange, centrifuger brievement le tube pour éliminer les gouttes de

I'intérieur du couvercle.

Remarque : N'utilisez que de I'éthanol, car d'autres alcools peuvent entrainer une réduction
du rendement et de la pureté de I'ARN. N'utilisez pas d'alcool dénaturé, qui contient
d'autres substances, telles que le méthanol ou méthyle éthyle cétone. Si le volume
d'échantillon est supérieur a 140 pl, augmentez la quantit¢ de I'éthanol
proportionnellement (par exemple, un échantillon de 280 ul nécessitera 1 120 pl
d'éthanol). 1l est essentiel que I'échantillon soit bien mélangé avec I'éthanol pour donner

une solution homogéne.

6. Appliquez soigneusement 630 pl de la solution de I'étape 5 sur la colonne (dans un tube
de prélévement) sans mouiller la jante. Fermer le capuchon et centrifuger a 6000 x g
(8000 tr / min) pendant 1 min. Placez la colonne dans un tube de prélévement propre de 2

ml, et jetez le tube contenant le filtrat.

Remarque : Fermez chaque colonne de centrifugation pour éviter toute contamination
croisée pendant la centrifugation. Celle-ci est effectuée a 6000 x g (8000 tr / min) pour
limiter le bruit de la micro centrifugeuse. La centrifugation a pleine vitesse n‘affectera pas
le rendement ou la pureté de I'ARN viral. Si la solution n'a pas completement traversé la

membrane, centrifuger a nouveau a une vitesse jusqu'a ce que toute la solution soit passée.

7. Ouvrez soigneusement la colonne et répétez I'étape 6. Si le volume d'échantillon était
supérieur a 140 pl, répétez cette étape jusqu'a ce que tout le lysat ait été chargé sur le spin

colonne.
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8. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 pl de tampon AWL1. Fermez le
bouchon, et centrifuger a 6000 x g (8000 tr / min) pendant 1 min. Placez la colonne dans
un tube de prélevement de 2 ml (fourni) et jeter le tube contenant le filtrat.

Remarque : il n'est pas nécessaire d'augmenter le volume du tampon AW1 méme si

I'échantillon d'origine le volume était supérieur a 140 pl.

9. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 pl de tampon AW2. Fermer le
bouchon et centrifuger a pleine vitesse (20 000 x g ; 14 000 tr / min) pendant 3 min.
Continuez directement avec I’étape 11 ; ou pour éliminer le report éventuel du tampon

AW?2, effectuez I'étape 10 puis passez a I'étape 11.

Remarque : le tampon résiduel AW2 dans I'éluant peut causer des problemes en aval.
Certains rotors de centrifugeuse peuvent vibrer lors de la décélération, entrainant un
écoulement a travers, contenant le tampon AW2, en contactant la colonne. Le retrait de la
colonne et du tube de prélévement du rotor peut également traverser pour entrer en contact

avec la colonne. Dans ces cas, I'étape facultative 10 doit étre effectuée.

10. Recommandé : Placer la colonne dans un nouveau tube de prélévement de 2 ml (non
fourni) et jetez I'ancien tube de prélévement avec le filtrat. Centrifuger a pleine vitesse

pourl minute.

11. Placer la colonne dans un tube de micro centrifugeuse propre de 1,5 ml (non fourni).
Jeter I'ancien tube de prélevement contenant le filtrat. Ouvrez soigneusement la colonne et
ajouter 60 pl de tampon AVE équilibré a température ambiante. Fermez le capuchon et

incuber a température ambiante pendant 1 min.
12. Centrifuger a 6000 x g (8000 tr / min) pendant 1 min.

Une seule élution avec 60 pl de tampon AVE suffit pour éluer au moins 90% de I'ARN
viral de la colonne. La réalisation d'une double élution en utilisant 2 x 40 ul de tampon
AVE augmentera le rendement jusqu'a 10%. L'élution avec des volumes inférieurs a 30 pl
conduira a des rendements réduits et n‘augmentera pas la concentration finale d'/ARN dans
I'éluant. L'ARN viral est stable jusqu'a 1 an lorsqu'il est conservé entre -30 et -15 ° C ou
entre -90 et -65 ° C.
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- Amplification et RT-gPCR Dengue.

Définition :
En 1983, Karry Mullis met au point la technique d’amplification des acides nucléiques :

la RT-gPCR (Polymérase Chain Réaction 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’acide nucléique particulier, présent en tres 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 RT-gPCR est une suite de cycles, qui se répétent en boucle, comportant chacun trois
paliers de température. De plus, chacun de ces paliers est caractérisé par une réaction

chimique distincte. En moyenne une RT-gPCR comporte entre 20 et 40 cycles.

Réaction RT-gPCR

En effet, la réaction de RT-gPCR se déroule dans un thermocycleur. Cependant, 1’appareil est
programmé pour effectuer les différents cycles de la RT-gPCR. Ainsi, chaque cycle est
composé¢ d’une succession de paliers de température prédéterminée, et d’une durée bien
définie. Ces deux parametres, 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 de trois périodes différentes : dénaturation, hybridation, et élongation.
a. Ladénaturation :
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 hydrogenent
reliant les bases de chaque brin d’ADN sont instables a cette température. Ainsi, ’ADN
double-brin (2 brins) est dénaturé en ADN simple brin (1 brin).
b. L’hybridation :
A cette phase, la température chute de 95°c pour atteindre la température dite d’hybridation.
Cette derniére est genéralement 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 fixent a leurs séquences complémentaires en reformant des liaisons

hydrogéne. On dit que les amorces s hybrident au brin d’ADN.
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c. L’¢longation :

A cette période, la température est réglée a 72°C, température idéale pour 1’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 etape permet & la Taq polymérase de synthétiser le brin complémentaire a 1’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 quantit¢ d’ADN cible est doublée. Cela pourrait se

reproduire 30 fois (en fonction du protocole de RT-qPCR).

Sérotypage
Le sérotypage (anciennement, sérogroupage ou sérotypie) est une technique immunologique

consistant & la mise en évidence d'antigénes structuraux bactériens ou viraux permettant le
diagnostic de sérovars (ou sérogroupes, ou encore serotypes).
Le sérotypage de notre étude a été faite par I'Institut de microbiologie de la Bundeswehr

(I'armée nationale de la République fédérale d’Allemagne).
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- TDR Dengue

Réalisé dans la boite a gant.

Procédure de test :

Laisser toutes les composants du kit et les échantillons atteindre la température ambiante

(entre 15 et 30°C) avant d'ouvrir le Kit et de procéder au test.

Retiré le dispositif de test de I’emballage en aluminium et les placer sur une surface plane et
séche. Etiqueter le dispositif de test avec un identifiant patient. Effectuer le test

immédiatement pour éviter d'exposer le dispositif de test a I'numidité.

Test Dengue NS1

A l'aide du compte-goutte jetable fourni, déposez 3 gouttes (environ 100 pl) d’échantillon

dans le puits d’échantillon S.

DENGUE
we

Test Dengue 1gG/IgM

Avec la pipette de 10ul fournie, prélever I’échantillon jusqu’au trait noir puis déposer

I’échantillon prélevé dans le puits d’échantillon carré S
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A

Ensuite déposer 4 gouttes (environ 90-120ul) de diluant dans le puits de diluant rond.

Interpréter les résultats du test au bout de 15 a 20 minutes.
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Mise en garde : Ne pas lire les résultats au-dela de 20 minutes ; une lecture aprés 20 minutes

peut donner des résultats erronés.
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Interprétation du test :

Dengue NS1 Ag

5. Negative
The presence of only one
2 color line within
1 the result window
‘ indicates a negative result.

°— | Positive
s | The presence of two color
lines ("T" band and "C"
1 line) within the result
window in left-side,
no matter which line appears
first, indicates a positive result.

&
-
f—o
?}.r

v

5= [F="] Invalid
7 s | -Nocontrol (C) linein
: =1 result window.
== 1 -t is recommended that
j ﬁl_f the specimen be re-tested.

Denque 1gG/IgM

1. IgM positive DENGUE omae 2. IgG positive 3. lgG and IgM positive
wiB WiB s . . WiB WiB .
(an;ry dﬁngiue 'nfECT'?P) (Secondary or past dengue (Late primary or early secondary
R ) ! -Two ||ne_s C"and "M" in . N J infection) S B dengue infection)
_:B . :ﬁ ; rqsult w!n_dow . :ﬁ u m . -Two lines "C" and -E X -Three lines "C", "M" and
= Lo |t Is_positiveeven if <* et "G" in result window. A "G" in result window.
"s"l ’?] M" line is weak. B ?-l -Itis positive even if ?]
"G" line is weak.
e = = P
oRNGUE Negatl\_le . OENGUE L L Invalid o .
(No dengue infection) -No control (C) line in result window.
R -One line "C" in result -It is recommended that
\B E window at right B E B E B E D E the specimen be re-tested.
~ ~ "~ ~ -
ey SILSEL S LN

.

-

Pour plus de détails, voir annexe.

)

N

I‘J‘
ad

4.10 Considération éthiques

Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique de la Faculté de Pharmacie de

I’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako.
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RESULTATS
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La méthodologie nous a permis d’obtenir les résultats suivants

5.1 Sociodémographiques :

Tableau I : Répartition des patients selon le sexe.

Sexe Effectifs Pourcentage
Masculin 77 55,8
Féminin 61 44,2
Total 138 100

Le genre masculin était prédominant avec 55,8 % des cas.

Tableau Il : Répartition des patients suspects selon les classes d’age.

Classes d’age (années) Effectifs Pourcentage
[0-5] 15 10,9
[6-10] 12 8,7
[11-18] 20 14,5
[19-30] 24 17,4
[31-40] 21 15,2
[41-60] 28 20,3
[61 et Plus[ 18 13
Total 138 100

La classe d’age [41-60] était majoritaire avec 20,3% des cas, suivis de la classe [19-30] avec
17,4%. La classe d’age [6-10] et celle de [0-5] étaient minoritaires avec respectivement 8,7%
10,9%.
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Tableau 111 : Répartition de la population d’étude en fonction de la classe d’age et du

Sexe.

Sexe

Classes d’age (année) Masculin Féminin Total
[0-5] 9 6 15
[6-10] 5 7 12
[11-18] 16 4 20
[19-30] 13 11 24
[31-40] 11 10 21
[41-60] 15 13 28
[61 et Plus| 8 10 18
Total 77 61 138

Chez le genre masculin, les classes d’age [11-18] et [41-60] étaient les plus représentées.
Alors que chez le genre féminin les classes d’age [41-60] et [11-18] étaient les plus

repentent.
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Tableau IV: Répartition des patients selon leurs provenances.

Provenances des patients Effectifs Pourcentage
Commune 1 2 1,4
Commune I 7 51
Commune I 7 51
Commune IV 42 30,4
Commune V 28 20,3
Commune VI 43 31,2
Autres localités 2 1,4
Non précise 7 51
Total 138 100

Les patients en provenance de la commune VI étaient prédominants avec 31,2 % suivis de

ceux de la commune IV avec 30,4%.

NB : “Autres localités’> regroupe les patients en provenance des villes périphériques de
Bamako. Et “°Non précise’’ regroupe les patients sur lesquelles on n’avait pas information
sur leurs localités.
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5.2 Résultats biologiques :

5.2.1 Reésultats de la RT-gPCR

Tableau V : Fréquence de la dengue dans les échantillons par la RT-gPCR.

Résultat du RT-gPCR Effectifs Pourcentage
Positif 34 24,6
Négatif 104 75,4
Total 138 100

Sur les 138 cas diagnostiqués, 34 étaient positifs a la RT-gPCR soit 24,6% des échantillons.

Dans notre étude, on a puis faire le sérotypage 28 échantillons sur les 34 positifs a la

RT-gPCR.

Tableau VI : Répartition des échantillons selon les sérotypes de la dengue.

Dengue

Total
Type 1 Type 2 Type 3 Type 4

12 12 4 0 28

Ainsi apres le sérotypage, la dengue de type 1 et 2 étaient les plus représentées avec
respectivement 12 cas chacun et 4 cas de dengue type 3.
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Tableau VI : Répartition des cas de dengue diagnostiquée par la RT-gPCR selon le sexe.

Dengue
Positif (%) Négatif Total
Sexe
Masculin 19 (55,9) 58 77
Féminin 15 (44,1) 46 61
Total 34 (100,0) 104 138
(p=0,9)

Sur les 34 cas positifs a la RT-gPCR, 19 étaient du genre masculin soit 55,9%. Il n y’a pas de
différence statistiquement significative entre les genres et les résultats du RT-qPCR. (p>0,05).
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Tableau VII : Répartition des cas de dengue diagnostiquée par la RT-gPCR selon les
classes d’age.

Résultats du RT-gPCR Total
Positif (%0) Négatif
Classes d’age (année)
5(14,7) 10 15
[0-5]
5(14,7) 7 12
[6-10]
2 (5,9) 18 20
[11-18]
10 (29,4) 14 24
[19-30]
6 (17,6) 15 21
[31-40]
3(8,8) 25 28
[41-60]
3(8,8) 15 18
[61 et Plus[
34 (100) 104 138
Total
(p=0,054)

Sur les cas positifs a la RT-qPCR, les classes d’age [19-30] et [31-40] étaient les plus
représentées avec respectivement 29,4% et 17,6% des cas. Il n y’a pas de différence

statistiquement significative entre les classes d’age et les résultats du RT-gPCR. (p>0,05).
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Tableau VIII : Répartition des cas de dengue diagnostiquée par la RT-qPCR selon la

provenance des échantillons.

Résultat du RT-gPCR Total
Provenances des patients Positif (%0) Négatif
Commune 1 1(2,9) 1 2
Commune I 0(0,0) 7 7
Commune I 0 (0,0) 7 7
Commune IV 8 (23,5) 34 42
Commune V 5(14,7) 23 28
Commune VI 18 (52,9) 25 43
Autres localités 2 (5,9) 0 2
Non précise 0 (0,0) 7 7
Total 34 (100,0) 104 138
(p=0,003)

Les patients en provenance de la commune VI étaient les représentés avec 52,9% des cas,
suivis de ceux de la commune IV avec 23,5% des échantillons positifs a la RT-gPCR. Il y’a
une différence statistiquement significative entre les provenances des patientes les résultats du

RT-gPCR. (p<0,05)
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5.2.2 Resultats de la serologie

5.2.2.1 TDR Dengue NS1_Ag:

Tableau IX : Fréquence de détection de I’antigéne NS1 dans les échantillons testes.

Effectifs Pourcentage
Positif 27 71
Négatif 11 29
Total 38 100

L’antigéne NS1 a été détecté dans 27 échantillons soit 71% des échantillons tester.

Tableau X : Répartition des échantillons positifs & I’antigéne NS1 selon le sexe.

Résultat TDR NS1_Ag Total
Positif (%) Négatif
Sexe
Masculin 17 (63,0) 5 22
Féminin 10 (37,0) 6 16
Total 27 (100,0) 11 38
(p=0,32)

L’antigéne NS1 a été detecté en majorité chez le genre masculin avec 17 cas soit 63% des
échantillons positifs au TDR Dengue NS1. Il n y’a pas de différence statistiquement

significative entre les genres et les résultats du TDR. (p>0,05).
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Tableau XI : Répartition des échantillons positifs a I’antigéne NS1 selon les classes

d’age.
Résultat TDR NS1_Ag Total
Positif (%0)

Classes d’age (année)

2(7,4) 5
[0-5]

5 (18,5) 6
[6-10]

1(3,7) 2
[11-18]

8 (29,6) 9
[19-30]

6 (22,2) 7
[31-40]

2(7,4) 4
[41-60]

3(111) 5
[61 et Plus [

27 (100,0) 38

Total
(p=0,33)

L’antigene NS1 a été détecté en majorité chez les patients des classes d’age [19-30] et [31-40]

avec respectivement 8 cas soit 29,6% et 6 cas 22,2%. Il n y’a pas de différence statistiquement

significative entre les classes d’age et les résultats du TDR. (p>0,05).
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Tableau XI1 : Fréquence de détection de I’antigéene NS1 dans les échantillons testés selon
les communes.

Résultat TDR NS1_Ag Total
Positif (%0) Négatif

Provenances des patients

Commune 1 1(3,7) 0 1
Commune IV 7 (25,9) 4 11
Commune V 3(11,1) 4 7
Commune VI 14 (51,9) 3 17
Autres localités 2 (7,4) 0 2
Total 27 (100,0) 11 38

(p=0,30)

L’antigene NS1 a été détecté en majorité chez les patients de la Commune VI avec 14 cas soit
51,9% suivis de ceux de la Commune IV avec 7 cas soit 25,9% des échantillons positifs au

TDR Dengue NS1_Ag. Il n y’a pas de différence statistiguement significative entre les

provenances des patients et les résultats du TDR. (p>0,05).

5.2.2.2 TDR Dengue IgG/IgM
Selon le manuel du Kit “°SD Dengue Duo’’ pour les périodes de stockage supérieur a 2
semaines, la congelation a une temperature inférieure a -20°C est obligatoire. Les échantillons

doivent étre ramenes a température ambiante entre 15 a 30°C avant utilisation.
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Dans notre étude, les échantillons de plasma ont été conservé a environ -80°C. Pour faire le
TDR, on les a ramenés a une tempeérature de 15 a 30°C. Mais tous les TDR Dengue IgG/IgM
étaient négatifs.

5.3 Concordance des résultats du TDR Dengue NS1 selon la RT-qPCR

Tableau X111 : Répartition des résultats du TDR Dengue NS1 selon la RT-gPCR.

Résultat TDR NS1_Ag Total
RT-gPCR Positif (%0) Négatif (%0)
RT-gPCR Positif 27 (100,0) 5 (45,5) 32
RT-qPCR Négatif 0 6 (54,5) 6
Total 27 (100,0) 11 (100,0) 38

(p=0,005)

Sur les 27 échantillons positifs au TDR Dengue NS1_Ag, tous étaient positifs a la RT-qPCR.
Aussi 6 des 11 cas négatifs au TDR Dengue NS1_Ag étaient négatifs a la RT-qPCR.

Ainsi la RT-gPCR et le TDR Dengue NS1_Ag étaient concordants sur 33 échantillons dont 27
positifs et négatifs. 1l existe une relation statistiquement significative entre les résultats du
RT-gPCR et ceux du TDR. (p=0,05).
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Tableau XIV : Répartition des concordances selon le sexe.

Concordances aux tests Total
Sexe Positif (%) Négatif
Masculin 17 (63,0) 3 20
Féminin 10 (37,0) 3 13
Total 27 (100,0) 6 33

(p=0,56)

Sur les 27 positifs a la RT-gPCR et au TDR Dengue NS1_Ag, 17 étaient du genre masculin
soit 63,0% (17/27). Il n y’a pas de différence statistiquement significative les concordances

aux deux tests, quant a la distribution des patients selon le sexe. (p>0,05).

Tableau XV : Répartition des concordances selon les classes d’age.

Classes d’age Concordances aux tests Total
(année) Positif (%0) Négatif

2 (7,4) 1 1
[0-5]

5(18,5) 1 1
[6-10]

1(3,7) 0 1
[11-18]

8 (29,6) 0 7
[19-30]

6 (22,2) 1 7
[31-40]

2(7,4) 1 3
[41-60]

3(11,1) 2 4
[61 et Plus [

27 (100,0) 6 24

Total
(p=0,47)
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Sur les 27 positifs aux deux tests, les classes d’age [19-30] et [31-40] étaient les plus
représentées. Il n y’a pas de différence statistiquement significative les concordances aux

deux tests, quant a la distribution des patients selon les classes d’ages. (p>0,05).

Tableau XVI : Répartition des concordances selon les provenances.

Provenances des Concordances aux tests Total
patients Positif (%0) Négatif

Commune 1 1(3,7) 0 1
Commune IV 7 (25,9) 4 11
Commune V 3(11,1) 2 5
Commune VI 14 (51,9) 0 14
Autres localités 2(7,4) 0 2
Total 27 (100,0) 6 33
(p=0,054)

Sur les 27 positifs aux deux tests, la commune VI était la plus représentée. Il n y’a pas de
différence statistiquement significative les concordances aux deux tests, quant a la distribution
des patients selon leurs provenance. (p>0,05).
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DISCUSSION
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Les virus de la dengue (DENV) sont endémiques dans plus de 100 pays a travers le monde, et
chaque année 50 a 100 millions de personnes sont infectées par I'un des quatre sérotypes de
DENV, alors que plus de 2,5 milliards de personnes sont a risque d'infection. Les pays
d'Afrique de I'Ouest ne disposent pas de la surveillance nécessaire pour déterminer I'incidence
réelle de la dengue ; par conséquent, cette maladie est considérablement sous-estimée. Au
Mali, plus de 14 millions de personnes sont potentiellement & risque de contracter une
infection par la dengue.

La dengue est aujourd’hui considérée comme une maladie ré-émergente. Son incidence a
progresse de maniere spectaculaire dans le monde entier au cours des dernieres décennies. Le
nombre réel de cas est sous-notifié et de nombreux cas ne sont pas correctement classés
surtout en Afrique et particulierement au Mali ou la population est confrontée a de nombreux
problémes de santé liés a la pauvreté, la malnutrition, le manque d'hygiene, d'assainissement
et surtout par le manque de moyens limités d’outils de diagnostics. Ses indicateurs de santé et

de développement sont parmi les plus bas au monde.

En octobre et novembre 2008, le Mali a connu une flambée de plus de 70 cas de FHD avec a
la fois au moins 2 morts suspectées de (FHD). D'apres les informations sur les voyageurs, le
foyer aurait été causé par le DENV2. Au fur et a mesure que des sérotypes du DENV
continuent d'émerger dans les pays africains, les épisodes de (FHD) pourraient devenir plus

fréquents.

Ainsi ces observations nous amenés a entreprendre cette étude durant laquelle on a prélevé
138 échantillons de sang sur des hommes, des femmes et des enfants agées de 6 mois a 86 ans
en provenance de toutes les communes de Bamako et environ, de Janvier 2019 & Décembre
2019.

L’objectif général était de d’évaluer la prévalence de la dengue dans le district de Bamako.

6.1 Donnees sociodémographiques

Selon le sexe

Dans notre étude le genre masculin était majoritaire avec 77 individus sur les 138 soit 55,8%.

Par ailleurs une étude prospective transversale menée par Kodio PA au CICM de Bamako de

mars 2016 a février 2017 sur des échantillons en provenance de deux hépitaux de Bamako
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chez les enfants de 1 a 14 ans, le genre féminin était le plus observé avec 273 individus soit
59,7%(273/457)[52].

Dans une étude descriptive de 1’épidémie de la dengue dans la commune de Sadiola district
sanitaire de Kayes (MALI) en 2010, menée par Mariko Y, le genre masculin était le plus

représenté avec 75% de la population étudiée[53].

En 2016 dans une étude sur la prévalence de la dengue faite au Burkina Faso par Tarnagda Z

et al, le genre masculin était majoritaire avec 24 individus soit 68,6%][54].

Dans une autre étude faite au Burkina par Lim JK entre décembre 2014 et févier 2017, le

genre féminin était majoritaire avec 2028 individus soit 69,2%.[55].
Selon I’age

Dans notre étude la classe d’age [41-60] était la plus représentées avec 28 individus soit
20,3%, suivie de la classe [19-30] avec 24 individus soit 17,4%.

Dans une étude descriptive de 1’épidémie de la dengue dans la commune de Sadiola, la classe

d’age [26-35] était la plus représenté avec 48,6%][53].

Dans 1’étude de Tarnagda Z et al, la classe d’age [20-40[ était majoritaire avec 17 individus
soit 48,6%][54].

Celle de Lim JK et al, la classe d’age [20-40[était majoritaire avec 1574 individus soit
53,7%][55].

Selon une revue publiée en 2014 par Verhaegen LM et al, la grande majorité des cas de
dengue survient chez les enfants de moins de 15 ans [56]. Aussi selon une étude faite au
Brésil, la survenue d'une dengue sévere est affiliee au fait d'avoir moins de 10 ans[57]. Une
étude de trois ans menée aupres de patients hospitalisés DENV au Nicaragua a révélé que les
nourrissons et les enfants agés de 4 a 6 ans étaient plus susceptibles de développer une
maladie grave que les adultes. De méme, une étude cubaine a rapporté que les infections
secondaires a DENV chez les enfants agés de 3 a 15 ans étaient de 14,5 fois plus susceptibles
d'étre mortelles que les infections secondaires chez les adultes &gés de 16 a 39 ans[58]. Dans
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les zones hyper-endémiques d'Asie, la dengue hémorragique (FHD) touchent principalement

les enfants de moins de 15 ans [59].

Dans notre étude les enfants et les adolescents de moins de 19 ans constituaient une grande

majorité des cas positifs.
6.2 Données biologiques
Selon la RT-gPCR

Notre étude a permis de diagnostiquer 34 cas de dengue sur 138 échantillons. Parmi ces cas de
dengue le genre masculin et la classe d’age [19-30] suivie de la classe [31-40ans] étaient les
plus observés avec respectivement 55.9%, 29.4% et 17.6%.

L’étude de Kodio PA, et al, a révélé 1 cas de dengue sur 457 échantillons testés soit
0,21%][52]. Ceci s’explique peut-étre par le nombre limité de lieux de provenances (2

hopitaux) et aussi le nombre limité de la population étudiée (enfants de 1 a 14 ans).

L’étude de Mariko Y, et al, a révélé que sur 109 cas notifié, 6 cas furent confirmé par un
laboratoire soit 5,50% (6/109)[53].

Celle de Lim JK, et al, a mis en évidence 740 cas de dengue par RT-gPCR sur 2929
échantillons soit 25,2%. Sur les 740 positifs, 62.8% étaient du genre féminin et 55.3% étaient
de la classe d’age [20-40[ [55].

L’étude de Tarnagda Z, et al, a confirmé 19 cas de dengue par RT-gPCR sur 35 échantillons
soit 54,3%][54].

Selon la TDR ¢’SD Dengue NS1”’

Dans notre étude I’antigéne NS1 a été détecté dans 27 échantillons sur 38 testés, dont le genre

masculin et la classe d’age [19-30] étaient les plus représente.

L’étude de Lim JK, et al, a diagnostiqué 316 cas sur 2929 soit 11%[55].
Celle de Tarnagda Z et al, 31 cas dengue par TDR[54].

Selon les sérotypes

Les sérotypes DENV1 et DENV2 étaient les plus observés dans notre étude avec 12 cas
chacun. DENV?2 était majoritaire dans cas observés par Lim JK et al [55], alors celle de
Tarnagda Z[54] comptait 11 cas de DENV?2.
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Les insuffisances de notre étude

On a pu faire le TDR de seulement 38 échantillons sur les 138.

- Onn’avait pas d’information sur les parametres hématologiques.
- On n’avait pas d’information sur la provenance de certains patients, car une grande
majorité de nos prélevements dans d’autres structures.

- Onn’avait pas d’information sur les paramétres hématologiques de nos patients.
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CONCLUSION ET
RECOMMANDATIONS
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7.1 CONCLUSION
Notre étude confirme que la dengue circule bien au Mali. Elle a permis diagnostiquer, 34 cas
de dengue par RT-qPCR sur 138 échantillons soit 24,6% et 27 cas de dengue par TDR
Dengue NS1_Ag sur 38 des échantillons soit 71%.

La RT-qPCR et le TDR Dengue NS1 avaient 27 cas positifs en commun dont le genre
masculin, les patients en provenance de la commune VI et la classe d’age 19-30 ans étaient les

plus représentés. Aussi les serotypes 1 et 2 ont été les plus diagnostiqués avec 12 cas chacun.

Ainsi, notre étude montre la nécessité de mettre en place une surveillance accrue de la dengue

a Bamako en particulier et plus généralement au Mali.

7.2 RECOMMANDATIONS:
Aux autorités :

Mettre en place un programme de surveillance de la dengue au Mali ;

- Faire des opérations de fumigations ;

- Faire des investigations et la prise en charge des cas ;

- Renforcé la surveillance épidémiologique sur toute I’étendue du territoire national ;

- Informé et sensibilisé la population sur les mesures de préventions de la maladie ;

A la population :

- Utiliser des moustiquaires imprégnées d’insecticides, les crémes répulsives, le port
d’habits amples et a manches longues pour éviter les piglres de moustiques ;

- Assainissement de 1’environnement (1’hygiéne et la salubrité quotidienne, le
désherbage, la destruction des sources d’eaux stagnantes, la pulvérisation domiciliaire,

des espaces verts).
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Aux personnels de sante et chercheurs

- Respecter les regles de biosécurité et de bio sdreté dans leurs pratiques quotidiennes
car ils peuvent étre confrontés a ces pathogenes. Adresser tous les prélevements
suspects aux laboratoires de référence de ces pathogenes ;

- Améliorer leur pratique de prise en charge des syndromes febriles en intégrant les
infections virales émergentes ;

- Déclarer rapidement tous les cas suspects de FHV a la division épidémiologique ;

- Lorsque quelqu’un manifeste les signes qui ressemblent a la dengue, il faut éviter
I’automédication parce qu’il a été scientifiquement reconnu que certains médicaments
contre la fievre (Aspirine et AINS) peuvent précipiter le saignement dans le cas de la
dengue. Ce qu’on peut conseiller aux malades de la dengue, c’est de boire beaucoup
d’eau, de se reposer et de s’adresser a une structure sanitaire qui va prescrire des

médicaments appropriés pour traiter les symptémes.

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie

m




FICHE SIGNALITIQUE

Nom : TRAORE

Prénom : Boubacar Sidiki

Email : boubacarsidikitraore32@gmail.com

Contact : (+223) 72552507 / 89310919

Titre de la these : SURVEILLANCE EPIDEOMILOGIQUE DE LA DENGUE AU
CENTRE D’INFECTIOLOGIE CHARLES MERIEUX DE JANVIER A DENCEMBRE

2019

Nationalité : Malienne

Année universitaire : 2020-2021

Ville de soutenance : Bamako

Date de soutenance : ..-03-2021

Section : Pharmacie

Lieu de dépdt : Bibliothéque de la Faculté de Médecine et d’odontostomatologie et de la

Faculté de Pharmacie du Mali.

Boubacar Sidiki TRAORE

Thése de Pharmacie

ﬂ




RESUME
Introduction & Objectifs :

Les infections de la dengue en Afrique sont largement non quantifiées, aussi des flambées
récentes suggerent que la dengue pourrait devenir plus fréquent dans les parties
subsahariennes du continent. Le Mali avec ces nombreux problemes de santé liés a la
pauvreté, la malnutrition, le manque d'hygiéne, d'assainissement et surtout par des moyens
limités d’outils de diagnostics a réecemment eu des cas de dengue (UCRC). L’urbanisation
anarchique créant les conditions d’une émergence et d’une propagation de la dengue, la
fréquence des cas de dengue dans les pays voisins, incite a mettre en place une surveillance de
cette maladie. C’est pourquoi nous avons conduit cette étude dans le but d’évaluer la

prévalence de la dengue dans le district sanitaire de Bamako et environ.
Matériels et Méthode :

Nous avons effectué une étude transversale qui s’est déroulée durant 12 mois (de janvier a
décembre 2019). Un total de 138 patients (hommes, femmes et enfants), 4gés de 6mois a 86
ans en provenance des communes de Bamako et environs ont été inclus. La saisie et I’analyse
des données ont été faite sur le logiciel ’IBM SPSS Statistics 21.0”°, ensuite les tableaux ont
khi2 a été utilisé et le seuil de signification fixé a P inférieur a 0,05. Les échantillons étaient
inactivés dans une boite a gant, et I’extraction des acides nucléiques a été réalisée avec le Kit
QIAGEN. La technique de la RT-qPCR utilisant 1’automate SmartCycler®-Cepheid fut
utilisée pour la détection du virus de la dengue. Le sérotypage de notre étude a été faite par
I'Institut de microbiologie de la Bundeswehr (I'armée nationale de la République fédérale
d’Allemagne). Aussi un TDR a été réaliser pour confirmer la présence de I’antigéne NSI

(Protéine non structurel spécifique au virus de la dengue).
Résultats :

La RT-gPCR a permis de diagnostiquer 34 cas dengue sur les 138 soit 24,6%. Le genre
masculin, la classe d’age [19-30] et les patients en provenance de la commune VI étaient les
plus représenter. Aussi les sérotype DENV-1 et DENV-2 étaient les plus observés avec 12 cas
chacun, 4 cas de DENV-3 et zéro cas de DENV-4.
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D’autre part la TDR a été faite sur 38 €chantillons dont 27 étaient positifs a 1’antigéne NSI
soit 71%. Le genre masculin, la classe d’age [19-30] et les patients en provenance de la

commune VI étaient les plus représentés.

La RT-qPCR et la TDR NS1 étaient en concordance sur les 27 cas.

Conclusion :

Notre étude a montré que les sérotypes de la dengue circulent au Mali et manifeste ainsi la

nécessité de mettre en place un programme de surveillance de la dengue.
Mots clés :

Dengue, Bamako, Mali, Prévalence, RT-gPCR, TDR NSL1.
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ANNEXES
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Annexe 1 : Extraction des acides nucléiques avec le Kit QOIAGEN QlAmp Viral RNA

Elle avait lieu sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) type I.

Préparation préalable des réactifs :

o Lemélange ‘‘RNA carrier’’ + Tampon AVE

310 pl de tampon AVE étaient ajoutés au tube contenant 310 pg du carrier ARN lyophilisé

pour obtenir une solution de 1 pg/ul. Le « ARN carrier complétement dissout était partagé en

aliquotes et conservez-le entre -30 et -15°C. Ne pas congeler et décongeler les aliquotes plus

de 3 fois.

Le mélange "RNA carrier” + Tampon AVE+ Tampon AVL :

Calcule du volume de mélange tampon AVL-ARN carrier nécessaire par lot d’échantillons en

sélectionnant le nombre d’échantillon a traiter simultanément.

1?1;ples Buffer AVL [mil) Carrier RNA-AVE (pl) :an'iples Buffer AVL [ml) Carrier RNA-AVE (pl]
1 0.56 5.6 13 /.28 728
2 1.12 11.2 14 7.84 78.4
3 1.68 16.8 15 B.4 84.0
4 2.24 22.4 16 B.96 89.6
5 2.80 28.0 17 9.52 252
6 3.36 33.6 18 10.08 100.8
7 3.92 39.2 19 10.64 106.4
8 4.48 44 8 20 11.20 112.0
9 5.04 504 21 11.76 117.6
10 5.60 56.0 22 12.32 123.2
11 6.16 61.6 23 12.88 128.8
12 6.72 67.2 24 13.44 134.4
Tableux

Pour un plus nombre d’échantillon, les volumes peuvent étre calculés a 1’aide de la formule

suivante :
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N x 0,56 ml =Y ml
Y mlx 10 pl/ml=Z ul
Ou N = Nombre d’échantillons a traiter simultanément
Y = Volume calculé de tampon AVL
Z = Volume d’ARN carrier + AVE a ajouter a ’AVL

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

vortexer.

Remarque : La procédure de préparation des échantillons est optimisée pour 5,6 pg d'’ARN
porteur par échantillon. S’il s'avére que moins d'ARN porteur est meilleur pour votre systeme
d'amplification, transférez uniquement la quantité requise d’ARN porteur dissous dans les
tubes contenant le tampon AVL. (Utilisation de moins de 5,6 pg d'’ARN porteur par

échantillon doivent étre validés pour chaque type d'échantillon particulier et analyser en aval.)

Le tampon ARN porteur AVL doit étre préparé frais et est stable entre 2 et 8 ° C pendant 48 h
maximum. Ce la solution développe un précipité lorsqu'elle est stockée a 2-8 ° C qui doit étre
re-dissoudre en chauffant & 80 ° C avant utilisation. Ne pas réchauffer la solution tampon
d’ARN porteur d’AVL plus de 6 fois. Ne pas incuber a 80 ° C pendant plus de 5 min. Un
réchauffement fréquent et une incubation prolongée entraineront dégradation de I'ARN
porteur, conduisant a une récupération réduite de I'ARN viral et éventuellement résultats de

RT-PCR négatifs. C'est particulierement le cas des échantillons a faible titre.

o Lestampons AW1 et AW2 :
Les flacons de ces 2 tampons sont reconstitués en ajoutant 130 ml d’éthanol pour obtenir 228
ml du tampon AW1 et 160 ml d’éthanol pour obtenir 226 ml du tampon AW?2.
Ce protocole est pour la purification de ' ARN viral a partir de 140 pl de plasma a 1’aide d’une

micro-centrifugeuse

1. Pipeter 560 ul de tampon AVL préparé contenant I'ARN porteur dans une micro
centrifugeuse de 1,5 ml. Tube.

Remarque : si le volume d'échantillon est supérieur a 140 pl, augmentez la quantité de tampon
AVL — porteur ARN proportionnellement (par exemple, un échantillon de 280 pl nécessitera
1 120 ul d'/ARN tampon AVL-porteur) et utilisez un tube plus grand
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2. Ajouter 140 pl de plasma au tampon ARN carrier-AVL dans le tube de micro

centrifugeuse. Mélanger par impulsion-vortex pendant 15 s.

Remarque : pour assurer une lyse efficace, il est essentiel que I'échantillon soit soigneusement
mélange avec le tampon AVL pour obtenir une solution homogene. Les échantillons congelés

qui ont seulement été décongelés une fois peut également étre utilisé.
3. Incuber a température ambiante pendant 10 min.

Remarque : la lyse des particules virales est terminée aprés la lyse pendant 10 min a
température ambiante. De long temps d'incubation n'ont aucun effet sur le rendement ou la
qualité de I'ARN purifié.

4. Centrifuger brievement le tube pour éliminer les gouttes de I'intérieur du couvercle.

5. Ajouter 560 pl d'éthanol (96-100%) a I'échantillon et mélanger au vortex pulsé pendant 15
s. Apres le mélange, centrifuger brievement le tube pour éliminer les gouttes de l'intérieur du

couvercle.

Remarque : N'utilisez que de I'éthanol, car d'autres alcools peuvent entrainer une réduction du
rendement et de la pureté de I'ARN. N'utilisez pas d'alcool dénaturé, qui contient d'autres
substances, telles que le méthanol ou méthyle éthyle cétone. Si le volume d'échantillon est
supérieur a 140 pl, augmentez la quantité de I'éthanol proportionnellement (par exemple, un
échantillon de 280 pl nécessitera 1 120 pl d'éthanol). 1l est essentiel que I'échantillon soit bien

mélangé avec I'éthanol pour donner une solution homogeéne.

6. Appliquez soigneusement 630 pl de la solution de I'étape 5 sur la colonne (dans un tube de
prélévement) sans mouiller la jante. Fermer le capuchon et centrifuger a 6000 x g (8000 tr /
min) pendant 1 min. Placez la colonne dans un tube de prélevement propre de 2 ml, et jetez le

tube contenant le filtrat.

Remarque : Fermez chaque colonne de centrifugation pour éviter toute contamination croisée
pendant la centrifugation. Celle-ci est effectuée a 6000 x g (8000 tr / min) pour limiter le bruit
de la micro centrifugeuse. La centrifugation a pleine vitesse n'affectera pas le rendement ou la
pureté de I'ARN viral. Si la solution n'a pas compléetement traversé la membrane, centrifuger a

nouveau a une vitesse jusqu'a ce que toute la solution soit passée.
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7. Ouvrez soigneusement la colonne et répétez I'étape 6. Si le volume d'échantillon était
supérieur a 140 pl, répétez cette étape jusqu'a ce que tout le lysat ait été chargé sur le spin

colonne.

8. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 pl de tampon AW1. Fermez le bouchon, et
centrifuger a 6000 x g (8000 tr / min) pendant 1 min. Placez la colonne dans un tube de

prélevement de 2 ml (fourni) et jeter le tube contenant le filtrat.

Remarque : il n'est pas nécessaire daugmenter le volume du tampon AW1 méme si

I'échantillon d'origine le volume était supérieur a 140 pl.

9. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 pl de tampon AW?2. Fermer le bouchon et
centrifuger a pleine vitesse (20 000 x g ; 14 000 tr / min) pendant 3 min. Continuez
directement avec 1’étape 11 ; ou pour éliminer le report éventuel du tampon AW2, effectuez

I'étape 10 puis passez a I'étape 11.

Remarque : le tampon résiduel AW2 dans I'éluant peut causer des problémes en aval. Certains
rotors de centrifugeuse peuvent vibrer lors de la décélération, entrainant un écoulement a
travers, contenant le tampon AW?2, en contactant la colonne. Le retrait de la colonne et du
tube de prélévement du rotor peut également traverser pour entrer en contact avec la colonne.

Dans ces cas, I'étape facultative 10 doit étre effectuée.

10. Recommandé : Placer la colonne dans un nouveau tube de prélévement de 2 ml (non
fourni) et jetez I'ancien tube de prélevement avec le filtrat. Centrifuger a pleine vitesse pourl

minute.

11. Placer la colonne dans un tube de micro centrifugeuse propre de 1,5 ml (non fourni). Jeter
I'ancien tube de prélevement contenant le filtrat. Ouvrez soigneusement la colonne et ajouter
60 pl de tampon AVE équilibré a température ambiante. Fermez le capuchon et incuber a

température ambiante pendant 1 min.
12. Centrifuger a 6000 x g (8000 tr / min) pendant 1 min.

Une seule elution avec 60 pl de tampon AVE suffit pour éluer au moins 90% de I'ARN viral
de la colonne. La réalisation d'une double élution en utilisant 2 x 40 ul de tampon AVE
augmentera le rendement jusqu'a 10%. L'élution avec des volumes inférieurs a 30 pl conduira

a des rendements réduits et n‘augmentera pas la concentration finale d'’ARN dans I'¢luant.
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L'ARN viral est stable jusqu'a 1 an lorsqu'il est conserve entre -30 et -15 ° C ou entre -90 et -
65°C.
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Annexe 2 : Préparation du mélange réactionnel (Master mix) pour RT-qPCR

Cette procédure était réalisée dans une salle exempte d’ADN/ARN le mélange réactionnel

Virus

Dengue/Zika

Réactifs Quantité pour une réaction (pl)
2x Reaction mix 12 .5
SuperScript®11l RT/ Platinum®TagMix 0,40
Zika Forw 3b (10pM) Primer sens 0,75
Zika Rev 3(10uM) Primer anti sens 0,75
Zika Plex p3 (10pM) sonde 0,75
DEN13 forw (10uM) Primer sens 1
DEN2f 177(10uM) Primer sens 1
DENZ24rev (10uM) Primer anti sens 1
PanDen pl LNA (10uM) sonde 0,75
Eau sans RNASe 1,10
Volume total du master mix (ul) 20
Volume de I’échantillon (ul) 5
Volume final de la réaction (ul) 25

était préparé dans un micro tube de 1.5ml selon le nombre d’échantillon a tester. La

composition du mélange réactionnel et du programme RT-gPCR (tableau Il et I11) sont

variables selon le virus a détecter.
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Annexe 3 : Description (données techniques et utilisation) de I’automate d’amplification

- Description de I'appareil

Le SmartCycler de Cepheid est un systéme automatisé pour technique RT-gPCR en temps
réel, avec tubes réactionnels en plastiqgue. La commande se fait par logiciel depuis un
ordinateur branché. Le déroulement de la RT-qPCR (courbes de fluorescence) peut étre suivi
directement depuis l'ordinateur branché. Les premiéres données qualitatives et semi-
quantitatives sont déja disponibles pendant l'exécution du passage. En quelques étapes,
I'analyse a proprement parler, est réaliseée sur ordinateur et offre la possibilité d'imprimer les

résultats en générant un rapport d’essai complet avec tous les parameétres appliqués.

Figure 10: Dispositif complet utilisé pour DPamplification de ARN/ADN:
Therrmocycleur = SmartCycler® (Stratagéme) ; Ordinateur portable; mini

centrifugeuse pour tube RT-qPCR ; portoir de tube RT-gPCR[52].

- Données techniques
Dimensions : Longueur : 30 cm Largeur : 25 cm Hauteur : 30 cm
Poids : 10 kg
Capacité d'échantillons : 16 cavités

Tubes réactionnels : tubes capillaires en plastique de 25 pl
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Volume réactionnel : 20 a 30 ul
Canaux de détection : FAM/Cy3/TET/Texas Red/Cy5
Vitesse de chauffage : 10 °C/sec de 50 °C a 95 °C
Vitesse de refroidissement : 2.5 °C/sec de 95 °C a 50 °C
Précision de la température : +/- 0,5° C entre 60 °C et 95 °C
Alimentation électrique : 100 - 240 V ; 350 W ; 50-60 Hz
Température de fonctionnement : 15 °C a 35 °C
Humiditeé relative : 10 % & 80 %
Température de stockage : -20 °C a +60 °C
- Les différents canaux et fluorochromes :
— FCTC25 (FAM, Cy3, Texas Red, Cy5)
—FTTC25 (FAM, TET, Texas Red, Cy5)
— FATA25 (FAM, Alexa Fluor 532, Texas Red, Alexa Fluor 647)
— fluorochrome pour le contrdle interne.
Utilisation de I’appareil
- Connexion de I'appareil
Mettre en marche l'ordinateur, ouvrir une session sous «TE050» .

Mettre le SmartCycler sous tension en appuyant sur l'interrupteur d'alimentation ; I'appareil

affiche «0» et «1».

Placer le pointeur de la souris sur lI'icone SmartCycler et faire un double clic pour lancer le

logiciel SmartCycler.
L'écran d'accueil SmartCycler est activé et sont affiches deux «A» au lieu de «0» et «1».

Ouvrir une session sous «TE050» et entrer le mot de passe «Poly-Titration.
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Le logiciel est ouvert et I'écran Viewresults s'affiche.

- Création d’un nouveau protocole de RT-gPCR
Cliquer sur l'icone DefineProtocols
Cliquer sur le bouton New Protocol

Saisir le nom du protocole
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T 7 — NN T[T 7 -
~ ; : ; |
| | |
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Figure 11 : Etapes de détermination d’un nouveau programme de RT-gPCR (nombre de
cycles, température, temps) [52].

Afin d'insérer une étape a température stable choisir Hold dans le menu déroulant et saisir une

température (allant de 40 a 98 °C) ainsi que la durée en secondes (entre 3 et 3200 sec)

Pour saisir un cycle, choisir la Température Cycle souhaité dans le menu déroulant et saisir

température, durée et nombre de cycles correspondants.
Pour mesurer le signal de fluorescence apres I'étape d'hybridation mettre Optics sur « On »

Remarque : La mesure optique se fait simultanément pour tous les 4 canaux.

Boubacar Sidiki TRAORE Thése de Pharmacie "




Il est possibilité d'effectuer une seule mesure optique par étape qui doit durer au moins 6

secondes.

Enregistrer le profil thermique par le bouton Save Protocol

Exécution d’un protocole de RT-gPCR et saisi d’identifiants des échantillons
Cliquer sur I'icone CreateRun

Dénomination du passage sous Run Name

Sélection des canaux de fluorescence sous Dye Set (descriptif voir point 4.4 Données

techniques)
Cliquer sur le bouton Add/Remove Sites
Sélectionner un protocole enregistré et les blocs a occuper.

Cliquer sur la fleche directionnelle droite, répétez les étapes si vous désirez occuper des blocs
supplémentaires par d'autres profils thermiques. Cette opération peut également se faire si un

autre passage est déja en cours.

€ Smart Cycler. o [=] 5]
User Logs Setup Tools Help
cal e WA || | =
Check Status Stop Run View Results Define Protocols Define Graphs il
:f ols and Sites _ill Xlh| ™R | ¥
[ : : S || st Gone | st Cone|
\[ﬂuuemnnamy ] 2 Step - Site I Protocol
i |]3sten 6072 E Al 2 Step 60
Notes: “|InPCR
|13 Step w Melt
i Fast 2 Step 60
7 |lBeta Actin 3 step
 [IBeatactin2 step
7 | GAPDH NH 071002
7 |lLambda NH 071002
ST > [»
:5 A3 hresh | Auto Min | Auto
7 lag D's | Cycle Cyd
Protocols: s ( > : L
Protocol | LotNumber | flag = 5 o
7 a7 5 [10
(]
A9 h
Graphs: Select All Sites
[Temperature
FAM
HET Cancel OK
(%]
ROX |
tandard bl REFZ
| cancelrunsetwp || ReportRunsetwn || setectGraphs || conyRunsetun |

Figure 12 : Etapes de lancement d’une RT-qPCR [52].
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La désignation de I'échantillon peut maintenant étre saisie.

Site ID Frotocal Sample 1D | Sample Type Motes FAM Std | Cy3 Std | TR Std Cya Std
conc Conc Conc conc
A2 2 Step B0 LMK
A3 2 Step 60 LI
Ad 2 Step B0 LMK
A5 2 Step 60 LI
AG 2 Step B0 W1

Figure 13 : Fenétre pour la vérification du nombre d’échantillon par rapport au site ID

[52].
Cliquer sur le bouton Start Run

Remarque : aprés avoir démarré le passage le logiciel passe automatiquement a I'écran

ViewResults. Les passages antérieurs peuvent étre regardés pendant que d'autres sont en cours.
Validation du test :

Vérifier d’abord que le control positif est positif et que le contrdle négatif est négatif.

Cliquer sur ViewResults et ensuite sur le test a analyser.

Cliquer sur le Channel FAM dans le cadran supérieur et sur le Channel Texas Red dans le

cadran inferieur.

Cliquer a droite sur les contrdles et vérifier ’aspect des courbes. Les courbes doivent avoir les

trois phases (initiale, exponentielle et plateau). Vérifier I’aspect sigmoidale de la courbe.
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Figure 14 : Courbes d’amplification des matériels génétiques

dans les échantillons [52].
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Annexe 4 : Principe du test rapide SD BIOLINE Denaue Duo

Le test rapide SD BIOLINE Dengue Duo contient deux dosages immuno-chromatographiques
in vitro pour le dépistage de I’infection par le virus de la dengue dans le sérum, le plasma ou
le sang total humains (coté gauche : test Dengue NS1 Ag et coté droit : test Dengue
(1gG/IgM). Le test rapide Dengue NS1 Ag est un test en une étape, hautement sensible et
spécifique concu pour la détection qualitative de I’antigéne NSI1 du virus de la dengue.
Lorsqu’il est ajouté au puits d’échantillon, 1’antigéne NS1 présent dans 1’échantillon réagit
avec les conjugués d’anticorps de souris monoclonaux anti-virus de la dengue/or colloidal
pour former un complexe anticorps-antigene. Lorsque ce complexe migre dans le dispositif de
test par chromatographie, il est capturé par des anticorps immobilisés et produit une ligne de
test colorée a coté de la lettre « T » (ligne de test de I’antigéne NS1).Une deuxieme ligne sert
au contrdle de la procédure. Elle apparait systématiquement a coté de la lettre « C » (ligne de
contréle) lorsque la procédure de test a été réalisée correctement et lorsque les ingrédients
actifs des principaux composants de la bandelette fonctionnent. Lorsque 1’antigéne NS1 du
virus de la dengue est présent dans 1’échantillon, la ligne de contréle (« C ») et la ligne de test
(« T ») apparaissent toutes deux dans la fenétre de résultat pour indiquer que le résultat est
positif. Seule la ligne de contrdle (« C ») apparait lorsque I’échantillon ne contient pas
I’antigéne NS1 ou lorsqu’il contient une quantité de ’antigene NS1 inférieure aux niveaux
détectables ; dans ce cas, le résultat est négatif. Le test rapide Dengue IgG/IgM est un dosage
qualitatif pour la détection différentielle des anticorps IgG/IgM dirigés contre le virus de la
dengue. Ce test détecte les anticorps dirigés contre les quatre sérotypes du virus de la dengue
(Cycle humain) grace a un mélange de protéines recombinantes de 1’enveloppe du virus de la
dengue. Lorsqu’ils sont ajoutés aux puits d’échantillon, les anticorps IgG et les IgM dirigés
contre virus de la dengue présents dans 1’échantillon réagissent avec les conjugués de
protéines recombinantes d’enveloppe du virus de la dengue-or colloidal pour former un
complexe anticorps-antigéne. Lorsque ce complexe migre dans le dispositif de test , par
chromatographie, il est capturé par les anticorps 1gG anti-humains et/ou IgM anti-humains et
il produit deux lignes de test colorées a coté de la lettre « G » (ligne de test IgG anti dengue)
et/ou « M » (ligne de test IgM anti-dengue).Une troisiéme sert au contrdle de la procédure et
apparait systématiquement a coté de la lettre « C » (ligne de contréle)lorsque la procédure de
test a éte realisée correctement et que les ingrédients actifs des principaux composants de la

bandelette fonctionnent. Lorsque les anticorps dirigés contre le virus de la dengue sont
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présents dans 1’échantillon, la ligne de controle (« C ») et les lignes de test (« G » et/ou « M »)
apparaissent dans la fenétre de résultat pour indiquer que le résultat est positif. Seule la ligne
de controle « C » apparait lorsque I’échantillon ne contient pas d’anticorps IgG/IgM dirigés
contre le virus de la dengue (« G/M ») ou lorsqu’il contient une quantit¢ de ces anticorps

inferieure a la limite de détection du test ; dans ce cas, le résultat est négatif.

Matériels fournis :

Le kit SD BIOLINE Dengue Duo contient les éléments suivants pour la réalisation du test :

Dispositif combinant les tests Dengue NS Ag et Dengue 1gG/IgM 25
Diluant pour le test Dengue 1gG/IgM 1x5ml
Pipettes capillaires pour le test Dengue IgG/IgM (10pl) 25
Compte-gouttes jetables pour le test Dengue NS1 Ag 25
Mode d’emploi 1

Stockage et stabilité du kit :

e Le dispositif de test est sensible a la chaleur et & I'humidité ; il doit étre utilisé et
stocker correctement.

e Conserver le kit de test entre 1°C et 30°C. Ne pas congeler le kit et ses composants, ni
les exposer a des températures élevées.

e Avant d'utiliser le test vérifier que I'indicateur d'humilité présent sur les dessicants de
I'emballage n'a pas changé de couleur. Jeter le dispositif si I'indicateur d’humilité et
des couleurs vertes. N’utiliser le dispositif que si I’indicateur d'humidité est de couleur
jaune.

e Procéder au test immédiatement aprés avoir retiré le dispositif de test de I'emballage
en aluminium pour éviter de I’exposer a I'humidité.

e Ne pas utiliser le kit ou c'est composant au-dela de la date de péremption.

e Ne pas utiliser le dispositif si I'emballage est endommagé ou n'est plus étanche.
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Collecte et stockage des échantillons :

- Sang total

Pratiquer une ponction veineuse pour recueillir le sang total dans le tube de prélevement

(contenant des anticoagulants tel que ’héparine ’EDTA et le citrate de sodium).
Mise en garde : Ne pas utiliser de sang capillaire.

Si les échantillons de sang ne sont pas testés immédiatement, ils doivent étre réfrigérer entre 2
et 8°C.

Lorsqu’il est conservé entre 2 et 8°C, I’échantillon de sang doit étre testé dans les 3 jours

suivant le prélevement.

Ne pas utiliser un échantillon de sang stocké depuis plus de 3 jours au risque de provoquer

une réaction non spécifique.

Ramener les échantillons de sang a température ambiante (entre 15 et 30°C) avant l'utilisation.

Plasma ou sérum :

Pratiquer une ponction veineuse pour recueillir le sang total dans le tube de prélevement
(contenant des anticoagulants tel que I'héparine, ’EDTA ou le citrate de sodium), puis

centrifuger le tube pour obtenir un échantillon de plasma.

Sérum Pratiquer une ponction veineuse pour recueillir le sang total dans le tube de
prélevement (sans anticoagulant). Laisser le sang coaguler pendant 30 minutes, puis

centrifuger le sang pour obtenir un surnageant sérique.

Si les echantillons de plasma ou de sérum ne sont pas testés immeédiatement, ils doivent étre
réfrigérés entre 2 et 8°C. Pour des périodes de stockage supérieure a 2 semaines la
congélation a une température inférieure a -20°C est obligatoire. Les échantillons doivent étre

ramenés a température ambiante entre 15 et 30°C avant utilisation.

Les échantillons de plasma ou de sérum contenant un précipité peuvent générer des résultats
de test incohérent. Appliquer des techniques de laboratoire standard pour clarifier ces

échantillons avant de procéder au test.
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Précautions :
Eviter de soumettre les échantillons a des cycles répéter de congélation-décongélation.

Les anticoagulants notamment 1'héparine, ’EDTA et le citrate, n'influent pas sur le résultat du
test. L’utilisation d'autres anticoagulants n'a pas été évaluée. Leur utilisation pourrait affecter

les résultats du test.

Utiliser un nouveau compte-gouttes ou un nouvel embout de pipettes jetables pour chaque
échantillon afin d’éviter toute contamination croisée entre les échantillons, qui pourrait

entrainer des résultats erronés.

Les limites du test :

Le taux de I'antigéne NS1 du virus de la dengue et des anticorps IgM et 1gG varie selon le

stade de la maladie.

Les taux détectables d'anticorps IgM peuvent étre faibles au début de I'infection et dans
certains cas d’infection secondaire. Certains patients ne peuvent pas produire des taux
détectables d’anticorps au cours des 7 a 10 premiers jours de l'infection. Si le résultat du test
est négatif mais que les symptémes persistent, prélever un deuxiéme échantillon 3 a 4 jours

apres le premier.

Certains patients produisent des anticorps anti-NS1. Dans ce cas, la détection de 1’antigéne

NS1 est inhibée et il est possible d'obtenir un résultat négatif.

Il est possible d'obtenir un résultat négatif lorsque I'antigene NS1 du virus de la dengue ou les
anticorps dirigés contre le virus de la dengue ne sont pas présents dans I’échantillon au
moment ou il est prélevé, ou s'ils sont preésents en une quantité inférieure a la quantité
détectable. Un résultat négatif n'exclut pas la possibilité de l'infection par le virus de la

dengue.

Comme avec tous les tests de diagnostic, les résultats doivent étre étudiés conjointement aux

autres informations cliniques a la disposition du médecin.
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Une reactivité sérologique croisée entre le virus du genre Flavivirus est fréquente. Bien
qu’aucune réactivité croisée n’ait été observée dans les études internes, une réactivité croisée

avec le virus du genre Flavivirus doit étre consideré comme possible.

Les résultats du test peuvent varier en fonction du moment ou 1’échantillon a été collecté
apres l'apparition des symptomes, du type d’échantillon, du sérotype présent dans la
population testée, de la méthode de référence et d'autres facteurs. Ces variations doivent étre

prises en compte lors de la comparaison des études.

Valeurs attendu :

L'antigene NS1 doit pouvoir étre détecté des le premier jour aprés l'apparition de la fievre et
persiste jusqu'a 9 jours, qu'il s'agisse d'une primo-infection ou d'une infection secondaire. La
primo-infection par le virus de la dengue se caractérise par la présence détectable anticorps
IgM 3 a 5 jours apres le début de l'infection. La dengue secondaire se caractérise par une
augmentation des anticorps 1gG un a 2 jours apres le début de I'infection, hausse accompagner
dans la majorité des cas d'une augmentation du taux de IgM 20 jours apres l'apparition des

symptomes.
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Annexe 5 : Tableaux de la loi de KHI2 (X%

LLo! DU KHI-DEUX AVEC k DEGRES DE LIBERTE
QUANTILES D'ORDRE 1 — v

~
k 0995 0990 0975 0930 0900 0500 0100 0050 0025 0.010 0.005
1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.45 271 3.84 502 663 788
2 0.01 0.02 0.05 0.10 0.21 1.39 4.61 5.09 738 021  10.60
3 007 011 0.22 0.35 0.58 237 6.25 7.81 935 1134 1284
4 0.21 0.30 0.48 0.71 1.06 3.36 7.78 994 11,14 1328 1486
5 0.41 0.55 0.83 1.15 1.61 4.35 924 1107 1283 1500 1675
6 0.68 0.87 1.24 1.64 2.20 535 1065 1250 1445 1681 1855
7 0.99 124 1.69 217 283 63 1202 1407 1601 1848 20.28
8 1.34 1.65 218 273 349 734 1336 1551 1753 2009 2196
9 1.73 2.00 2.70 333 417 8.34 1468 1692 1902 2167 2350

10 2:16 2.56 325 3.04 487 09.34 1599 1831 2048 23:21 25.19

11 2.60 3.05 3.82 4.57 5.5 1034 1728 1968 21.92 2472 26.76
12 307 357 4.40 523 630 1134 1855 2103 2334 2622 2830
13 357 411 5.01 5.80 7.04 1234 1981 2236 24.74 2769 20.82
14 4.07 4.66 5.63 6.57 779 1334 2106 2368 2612 2014 31.32
15 4.60 5.23 6.27 7.26 8.55 1434 2231 2500 2749 3058 32.80

16 5.14 5.81 6.91 7.96 9.31 1534 2354 2630 2885 3200 34.27
17 5.70 6.41 7.56 867 1009 1634 2477 2759 3019 3341 3572
18 6.26 7.01 823 939 1087 1734 2590 2887 3153 3481 3716
19 6.84 7.63 881 10,12 1165 1834 2720 30.14 3285 3619 3858
743 8.26 959 1085 1244 1934 2841 3141 317 3757 40.00

8.03 890 1028 1159 1324 2034 2062 3267 3548 3803 4140
8.64 9.54 1098 1234 1404 2134 3081 3392 3678 4029 4280
926 1020 1160 1309 1485 2234 3201 3517 3808 4164 4418
980 1086 1240 1385 1566 2334 3320 3642 3936 4298 4556
1052 1152 1312 1461 1647 2434 3428 3765 4065 4431 4693

11.16 1220 1384 1538 1720 2534 3556 3889 4192 4564 4820
11.81 1288 1457 1615 1811 2634 3674 4011 4319 4696 4965
1246 1357 1531 1693 1804 2734 3792 4134 4446 4828 50.99
1312 1426 1605 17.71 1977 2834 39.09 4256 4572 4959 5234
1379 1495 1679 1849 2060 2034 4026 4377 4698 5080 53.67

2071 2216 2443 2651 2005 3934 5181 5576 5934 6369 6677
2799 2071 3236 3476 3769 4933 6317 6750 7142 76.15 7949
3553 3748 4048 4319 4646 5933 7440 7908 8330 B8IR 0195
4328 4544 4876 5174 5533 6933 8553 0053 9502 10042 104.22
51.17 5354 5715 6039 6428 7933 0658 10188 106.63 11233 116.32
5020 61.75 6565 69.13 7320 8933 10757 11314 11814 12412 12830
6733 7006 7422 7793 8236 0033 11850 12434 12056 13581 140.17

SRRITLS ZVWHYR RERRRE

Si k est entre 30 et 100 mais n’est pas un multiple de 10, on utilise la table
ci-haut et on fait une interpolation linéaire. Si k > 100 on peut, grice au
théoréme limite central, approximer la loi x2(k) par la loi N(k,2k).
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LE SERMENT DE GALIEN
Je jure, en présence des Maitres de la faculté, des conseillers de 1’ordre des pharmaciens et de

mes condisciples :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner
ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement

- D’exercer dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur mais aussi les régles de I’honneur, de
la probité et du désintéressement ;

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité

humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les

meeurs et favoriser des actes criminels.
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele & mes promesses.
Que je sois couvert d’opprobre et mépris€ de mes confreres si j’y manque.

Jele jure!
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