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Evaluation de la performance des tests TDR-VivaDiag™ par rapport & la PCR OneStepPlus® dans le diagnostic du SARS-CoV-2.

1. INTRODUCTION

La maladie a Coronavirus est une pathologie infectieuse émergente de type anthropozoonose causée par la
souche de coronavirus SARS-CoV-2, dont sa transmission est interhumaine principalement par les gouttelettes
respiratoires. Cette maladie reste le sujet d’actualité dans le monde [1]. Les premiers cas d’infection par ce
nouveau virus a tropisme initialement respiratoire ont été identifiés en Chine, a Wuhan en décembre 2019. Au
début du mois de janvier 2020, un nouveau virus, appelé Sars-Cov-2 a été isolé a partir d’échantillon de liquide
de lavage bronchoalvéolaire dénommé alors coronavirus. L’épidémie de COVID-19 s’est étendue en quelques
semaines dans le monde entier [2].

Le 30 janvier 2020, I’Organisation mondiale de la Santé¢ (OMS) a déclaré I’épidémie de SARS-CoV-2 comme
une urgence de santé publique de portée internationale. Le nombre de déces officiels ne représenterait qu'un
décompte minoré du nombre total de morts dus a la pandémie et a ses conséquences sanitaires, selon une étude
de I'OMS. Ainsi, pour les années 2020 et 2021, la mortalité liée directement ou indirectement au COVID-19
s’éléverait a environ 15 millions dans le monde, soit trois fois le chiffre officiellement annoncé. Et 1’ Afrique
ne fait pas exception. Sur la période, le nombre d’Africains décédés du COVID s’¢léverait a 1,24 million selon
I’OMS, soit cinq fois plus que les 229 197 morts officiellement répertoriés par le bureau africain de 1’Union
africaine (CDC). De nombreux déces attribuables au COVID-19 ont échappé aux statistiques parce qu’aucun
test n'a été effectué avant ou apres le déces [3].

Au Mali, selon le rapport situation COVID-19 publié le 05 juin 2022 par le Ministere chargé de la santé et du
développement social fait le Cumul de cas confirmés depuis le début de 1’épidémie estime a 31 110 cas et
735 décés soit une létalité globale de 2,36 % [période du rapport du 30 mai au 05 juin 2022] [4].

Le plus souvent, I’infection & SARS-CoV-2 est responsable d’une forme bénigne ou modérée, dont la
présentation clinique la plus typique est celle d'une infection respiratoire fébrile avec toux séche, dyspnée,
fatigue et myalgies [1]. Environ 10-15 % des cas sont graves et 5% sont critiques, avec un taux de mortalité
inférieur & 3%. Des cas de reinfection ont été décrits. Le traitement du COVID-19 est jusqu’a maintenant
symptomatique, reposant aussi sur des soins de soutien [1].

En septembre 2020, I’OMS a publié ses premicres orientations provisoires sur le rdle que peuvent jouer les
TDR de détection des antigénes (TDR-AQ) dans le diagnostic de la Covid-19 (Détection des antigénes a ’aide
de tests immunologiques rapides pour le diagnostic de I’infection a SARS-CoV-2) et qui ont mis 1’accent sur
la sélection rigoureuse a laquelle ces tests doivent étre soumis [5]. Le diagnostic de I’infection virologique de
la COVID-19 repose principalement sur la détection du génome viral dans les sécrétions naso- ou oro-pharyn-
gées, au stade précoce de I'infection, et pulmonaires profondes dans les formes graves. Les tests rapides
moléculaires et antigéniques trouvent surtout leur place dans les situations d’urgence et dans le cadre des
dépistages de sujets peu ou asymptomatiques.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le test de réference reste la Réaction Polymérase en Chaine (PCR)
mais compte tenu de la complexité de la mise en ceuvre de cette technique, il est important de proposer des
TDR qui soient fiables, suffisamment sensibles et spécifiques pour réduire au maximum les risques de passer

a coté d'un cas positif [6]. Ces TDR donnent des résultats en 15 minutes. 1l existe actuellement au Mali tres
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peu de tests de diagnostic rapide et pour la grande majorité d'entre eux, ils n‘ont pas fait I"objet d"une

évaluation a 1’échelle nationale avant leur entrée sur le territoire. L’évaluation diagnostique de ces tests
constituait une urgence vue le niveau d’organisation des systémes de santé de nos pays.

Du fait de ces limites, disposer d’outils de détection plus rapide et/ou reposant sur un mode de prélévement
plus acceptable apparait un enjeu important.

L objectif de notre étude est d"évaluer les performances diagnostiques des tests antigéniques: VivaDiag™
compareés a celles de la PCR OnestepPlus™ SARS-CoV-2.
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2. OBJECTIFS
2.1. Objectif général
Evaluer la performance des tests TDR-VivaDiag™ par rapport a la PCR OnestepPlus™ comme technique de

référence dans le diagnostic du SARS-CoV-2.

2.2. Objectifs spécifiques
o Déterminer la validité (sensibilité ; spécificité) du TDR- VivaDiag™ dans le diagnostic du SARS-
CoV-2.
o Déterminer les valeurs prédictives (VPP ; VPN) et valeurs de concordance Kappa du TDR-
VivaDiag™ de la compagnie Vivachek® pour le diagnostic du SARS-CoV-2 dans le contexte
Malien.
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3. GENERALITES

3.1. Définitions des terminologies
o SARS-CoV-2

Le virus SARS-CoV-2 est un virus enveloppé a ARN positif qui appartient a la famille des Coronaviridae, a
la sous-famille des Coronavirinae, au genre Betacoronavirus et au sous-genre Sarbecovirus. Comme le SARS-
CoV, le SARS-CoV-2 est un virus de chauve-souris qui s’est adapté a I’homme selon des modalités qui restent
encore a élucider[7]. L’ARN viral, d’une longueur d’environ 30 000 nucléotides, code notamment une
volumineuse ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp pour RNA-dependent RNA polymerase) et plusieurs
protéines structurales dont une glycoprotéine de surface (S pour Spike protein ou protéine de spicule)
responsable de 1’aspect couronné du virus observé en microscopie électronique, une glycoprotéine
d’enveloppe E, une protéine de membrane M et une protéine de nucléocapside N qui s’enroule de fagcon
hélicoidale autour de I’ARN viral.

o TDR-Ag: Tests de diagnostic rapide (TDR) basés sur la détection d’antigénes
Ces tests permettent de détecter la présence de protéines virales (antigénes) exprimées par le virus du COVID-
19 gréce a un échantillon issu de la muqueuse bucco-pharyngée ou la paroi du nez d’une personne infectée.
Les tests de détection d’antigénes ne sont efficaces que si le virus, et donc les protéines virales, sont présents
en quantité suffisante dans I’échantillon pour se lier aux anticorps spécifiques contenus dans le test. L’antigéne
n’est détecté que si le virus se multiplie, ces tests peuvent donc identifier une infection précoce ou aigue.
Toutefois, de nombreux facteurs peuvent influencer les résultats, créant un champ de sensibilité et de
spécificité en fonction du test utilisé [8].
Ces tests peuvent étre effectués sur le lieu des soins et donnent un résultat en 15 a 30 minutes.

o PCR : Réaction en chaine par polymérase en temps réel aprés transcription inverse (RT-PCR)
Ce test sert a identifier le matériel génétique viral (ARN) en examinant des échantillons biologiques pour
trouver un mode¢le correspondant a la s€quence d’ARN de 1’agent pathogene a identifier, puis en I’amplifiant
pour le quantifier. 1l peut étre utilisé comme test qualitatif (positif ou négatif) et comme test quantitatif,
indiquant non seulement la présence du virus, mais aussi sa charge virale .Pour le COVID-19, les échantillons
sont prélevés généralement a 1’aide d’un tampon frotté contre la muqueuse bucco-pharyngée ou la paroi du
nez. lls sont ensuite analysés en laboratoire par le personnel qualifié a ’aide d’équipements spécifiques. Les
résultats sont généralement disponibles en quelques heures.
3.2.Epidémiologie

3.2.1. Ladistribution mondiale
A la fin de I’année 2019, le SARS-CoV-2 a causé un groupe de cas de pneumonie & Wuhan, une ville chinoise,

dans la province chinoise de Hubei. Le 30 janvier, I’épidémie a été déclarée comme urgence de santé publique
de portée internationale (USPPI) par 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) et plus tard déclarée comme
pandémie mondiale. La maladie progressivement saisie le monde entier ; I’épicentre de pandémie a changé
plus tard de la ville de Wuhan vers I’Europe et I’'USA, et qui sont les pays les plus durement touchés par
I’épidémie. En 10 juin 2022, I’OMS a rapporté que le total mondial des nouveaux cas et des déces jusqu’a ce
jour est de 532 201 219 cas positif et 6 305 358 personnes sont décédés [2]. La plupart des cas de COVID-

19 et des décés dus a cette maladie surviennent en Amérique suivi par I’Europe puis 1’ Asie du Sud-Est. Aux
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états unis, le premier cas a été identifie en Amérique du Nord remonte au 22 janvier ; depuis la propagation

s’est accélérée et jusqu’a maintenant, 84 292 712 personnes ont contracté le virus et 1 000 850 personnes sont
décédées.

Le 24 janvier, I’Europe identifie trois premier cas. Il s’agit de trois Frangais ayant séjourné a Wuhan ; depuis
le s’est propagé dans une majorité des pays du continent européen eu 222 417 177 cas confirmés et 2 017 896
déces dont la France est le pays qui recense le plus de cas et de déces suivi par I’Espagne et 1’Italie, Toutefois,

I’ Afrique représentait un pourcentage de 2.35 % soit 9 039 645 cas confirmé positif et 172 980 cas décédes.

La distribution actuelle du Covid-19 dans le monde est montrée dans la figure 1.
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Figure 1 : Répartition mondiale du Covid a la date du 25 juin 2022 [9].

3.2.2. Lasituation au Mali
Au cours de la treizieme semaine 2020 (24 Mars 2020), deux (2) cas suspects non suivis de décés de Covid-

19 ont été notifiés par la région de Koulikoro, district sanitaire de Kalanban-Coro (1 cas) et la région de Kayes,
district sanitaire de Kayes (1 cas).

Les cas ont été prélevés et ces échantillons oropharyngés envoyés a I’Institut National de Santé Publique
(INSP). Ces échantillons ont été analysés au laboratoire du Centre Universitaire de Recherche Clinique
(UCRC) et se sont révélés positifs au coronavirus par la méthode RT-PCR.

En application du Réglement Sanitaire International RSI (2005), le Ministere de la Santé et des Affaires
Sociales a déclaré 1’épidémie de la maladie a coronavirus (Covid-19) le Mercredi 25 Mars 2020.

Des équipes multidisciplinaires ont été mobilisées dans les deux districts sanitaires concernés pour faire
I’investigation, la recherche active des contacts, leur suivi et apporter les premiéres réponses [4].

Jusqu’au 05 juin 2022, le Mali a enregistré sept cent trente-cing (735) déces sur les 31 110 cas actifs répartis

comme suit :
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Tableau I : Répartition des cas de déces selon les régions du Mali avant le 05 juin 2022.

Régions Cas confirmés | Déces Létalité %
Kayes 1767 4 0,2
Koulikoro 5016 11 0,2
Sikasso 1325 17 1,3
Ségou 478 5 1,0
Mopti 884 38 4.3
Tombouctou 728 10 1,4
Gao 200 8 4,0
Kidal 162 0 0,0
Taoudéni 02 0 0,0
Ménaka 06 0 0.0
District de Bamako 20542 642* 3,1

* Ecart s explique par le fait que certains cas de décés enregistrés a Bamako sont des cas provenant d’autre
région [4].

3.3.Agent pathogene

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

o Domaine : Riboviria.
o Ordre : Nidovirales.
o Sous ordre : Cornidovirineae.
o Famille : Coronaviridae.
o Sous famille : Orthocoronavirinae.
o Genre : Béta coronavirus.
o Sous genre : Sarbecovirus.
o Espece : SARS-CoV.
A noter que la sous-famille des Orthocoronavirinae se divise en 4 genre distincts : les Coronavirus-alpha, -

beta, -gamma et —delta. (Figure 2).
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Figure 2: Arbre phylogénétique et la structure génomique des coronavirus [10].

Les Orthocoronavirinae sont divisés en 4 genres, les alphas, beta, gamma et delta Coronavirus. Six souches de
Coronavirus infectent I’Homme, les souches HCoV-229E, -NL63, HKU1, -OC43 ainsi que les souches
MERS-CoV et SARS-CoV.

3.3.2.  Nomenclature [11]
Le nom « coronavirus »vient des projections en forme de couronne sur leurs surfaces.

« Corona » en latin signifie « halo » ou « couronne ».

D'abord dénommé « coronavirus de Wuhan » puis « nouveau coronavirus 2019 » (2019nCoV), son nom
officiel SARS-CoV-2 a été choisi le 11 février 2020 par I'International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), conformément a ses recommandations générales en cas d'émergence épidémiologique. La forme
longue en frangais de I’acronyme SARS-CoV-2 est désignée par I’OMS « coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévére », tandis que 1’Office québécois de la langue francaise la désigne « coronavirus du
syndrome respiratoire aigu sévere 2» [12].

Simultanément, I'OMS donne a la maladie liée au virus le nom officiel de « maladie a coronavirus 2019 »
(COVID-19, de l'anglais coronavirus disease 2019) qui avant était informellement dénommée « pneumonie
de Wuhan ».

3.3.3.  Morphologie du virion
Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé qui présente une forme ronde elliptique et souvent pléomorphe [10].

Les particules virales font 60-220 nm de diametre, comprend la nucléocapside, hélicoidale, formée de la
protéine de capside(N) complexée a I’ARN viral, est protégée par une enveloppe phospholipidique dans
laquelle sont enchassées les glycoprotéines de surface (S, HE, M et E). La protéine S est la protéine qui lie le
répéteur cellulaire du SARS-CoV-2 (ACE2) et permet I’entrée dans la cellule. Elle est formée de deux sous-
unités : S1 qui contient le domaine de liaison au récepteur cellulaire, et S2 qui est essentiel pour la fusion du

virus a la membrane cellulaire [11,13].
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Tableau 11 : Structure du SARS-CoV-2 [1].
Photographie en microscopie Représentation

Schéma de la particule virale.
électronique. tridimensionnelle.

3.3.4. Génome du SARS-CoV-2[14-16]
C’est le plus grand des virus @ ARN, leur génome est constitué d’un ARN linéaire simple brin, non segmenté,

de polarité positive, d’environ 27-32kb codant pour 9860 acides aminés.

Le génome des CoV comporte un nombre variable de cadres de lecture ouverts(ORF). Le tiers restant du
génome code pour les protéines de structure et des protéines accessoires, dont la glycoprotéine(S), la protéine
de I’enveloppe (E), la protéine matricielle (M) et la protéine nucléocapside (N), ainsi que plusieurs protéines
accessoires, qui interferent avec la réponse immunitaire de 1’hote (hémagglutinine estérase). Chan et al ont
prouvé que le génome du nouveau HCoV, isolé d'un groupe de patients atteints de pneumonie atypique apres
avoir visité Wuhan, avait 89% d'identité nucléotidique avec la chauve-souris SARS-like-CoVZXC21 et 82%
avec celle du SARS-CoV humain. Pour cette raison, le nouveau virus a été appelé SARS-CoV-2. La majorité
des protéines codées génomiquement du SARS CoV-2 et du SARS-CoV étaient similaires, a l'exception de
quelques différences dans certaines substitutions d'acides aminés dans les domaines de liaison aux récepteurs
NSP2, NSP3, aux protéines de pointe et aux récepteurs [17,18].

La protéine N est une nucléoprotéine s’associe a I’ARN pour former la nucléocapside. La protéine M est la
protéine majoritaire de la capside, mais elle est également insérée dans 1’enveloppe ou elle interagit avec la
protéine S, et présente au niveau de la nucléocapside ou elle interagit avec la protéine N.

La protéine S, comme pour la protéine E, est une protéine de I’enveloppe, glycoprotéine de grande taille, elle
forme des extensions (spicules) a la surface de la particule virale et est responsable de I’attachement a la cellule
hote et de la fusion membranaire lors de I’infection, ainsi que de 1’induction d’anticorps neutralisants. La
protéine M’ serait une protéine M modifiée. Le géne de la réplicase code pour une protéine présomptive de
740 a 800 kDa qui présente des homologies de sequence avec diverses protéines (protéases, ARN polymérase
dépendante de I’ARN, facteur de croissance et protéine a doigt de zinc).

L’étude de Wu et al a révélé une similitude génomique et phylogénétique du SARS-CoV-2 avec le Sars-CoV,
en particulier dans le genre de la glycoprotéine S le domaine de liaison au récepteur (RBD). Cela indiquait la
capacité de transmission directe comme le SARS-CoV selon une autre étude de Aiping Wu, et al [18].

Une étude de Zhang et al aréveélé que le SRAS CoV-2 était en train de muter chez différents patients en Chine.

Tang et al[19] a effectué une analyse génétique de la population de 103 génomes de COVID-19 et a classé
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deux types courants de COVID, le type L (environ 70%) et le type S (environ 30%). Les souches de type L,

dérivées du type S, sont évolutivement plus agressives et contagieuses.
o La Sserait la souche la plus ancienne et la moins agressive. Elle serait responsable d’environ 30 % des
infections.
o La L serait apparu plus tard et serait plus agressive. Elle se propagerait également plus rapidement. Sa
présence aurait cependant tendance a diminuer, peut-étre en raison de l'intervention humaine qui aurait
exerce, selon les chercheurs, une pression selective plus sévere sur cette souche.

En termes d'homologie, le SARS-CoV-2 est [20] :

o A 96 % identique a celui de BetaCoV/bat/Yunnan/RaTG13/2013, un coronavirus d'une chauve-souris
chinoise du genre Rhinolophe : Rhinolophus affinis ;
o A 91 % identique a un coronavirus présent chez les pangolins javanais (99 % localement, pour les 74
acides aminés d’une région particuliere de la protéine S qui assure la fixation au récepteur cellulaire ACE2,
déterminant pour la spécificité d'hote) ;
o AT795 % identique a celui du SARS-CoV ;
o A50 % identique a celui du MERS-CoV.

3.3.5. Cycle de multiplication du SARS-CoV-2 [21-23]
Le virus est un pathogene intracellulaire obligatoire, et doit pénétrer dans une cellule héte pour pouvoir se

multiplier (on parle de réplication). La premiére étape de ce processus est donc I’entrée du matériel viral dans
le cytoplasme apres avoir franchi la membrane cellulaire. L’étape d’entrée débute par I’attachement de la
particule virale a la surface de la cellule. Celle-ci repose sur I’interaction entre les spicules a la surface de la
particule virale (protéine S du SARS-CoV-2) et la glycoprotéine angiotensine-converting enzyme 2 (ACE2)
qui agit en tant que récepteur d’entrée (Figure 3).
Le cycle du virus dans la cellule se décompose en trois grandes étapes :

o L’entrée du virus dans la cellule hote,

o Laréplication du génome,

o Laformation et la sécrétion de nouveaux virions.

a. L’entrée virale

L’entrée du virus regroupe toutes les étapes allant de son contact avec la cellule hote jusqu’a la libération de
son génome a I’intérieur de la cellule. La capacité des coronavirus, comme pour les autres virus, a entrer dans
une cellule héte pour I’infecter, repose sur la reconnaissance d’un récepteur que celle-Ci exprime a sa surface.
Dans le cas des coronavirus, c’est la protéine S qui est responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire,
souvent une protéine ayant une activité_enzymatique. Dans le cas des virus SARS-CoV et SARS-CoV-2, la
protéine S utilise comme récepteur I’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2, ACE2 (Angiotensin-
converting enzyme?2) exprimee, entre autres, a la surface_des cellules pulmonaires, des pneumocytes de type
IT et des macrophages alvéolaires. L’ACE 2 est aussi exprimé par les cellules endothéliales vasculaires du
ceeur, et intervient dans la régulation de la pression sanguine5, ce qui pourrait expliquer le plus haut risque des
personnes_souffrant de maladies cardio-vasculaires, comme I’hypertension, en_cas de COVID-19. Comme

I’hémagglutinine du virus de la grippe, la protéine S est une protéine de fusion de type I. Elle présente un
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peptide (dit peptide de fusion) qui, au cours des réarrangements conformationnels de la protéine, est inséré

dans la membrane de la cellule cible. Les modifications conformationnelles de la protéine qui s’ensuivent
permettent alors le rapprochement et la fusion de 1’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, ce qui
provoque la formation d’un pore par lequel la nucléocapside, contenant le génome viral, est injectée dans le
cytoplasme de la cellule. Les coronavirus utilisent différentes protéases cellulaires pour réaliser ces
modifications, multipliant ainsi les possibilités d’activation de la fusion pour garantir la réussite de 1’infection.
Selon la protéase utilisée, deux voies d’entrée s’offrent au virus. Si certaines protéases_sont exprimeées a la
membrane de la cellule, comme la protéase TMPRSS2 (transmembrane serine protease 2), la fusion sera
réalisée directement a la surface de la cellule. Mais en 1’absence de telles protéases, le virus sera internalisé
dans le cytoplasme par endocytose. L’activation de la fusion entre le virus et ’endosome (la vésicule
d’endocytose) qui le contient fera alors intervenir les protéases endosomales, comme les cathepsines ou la
furine.

b. Réplication virale
La fusion aboutit finalement a la libération de ’ARN génomique dans le cytoplasme de la cellule infectée. Cet
ARN servira de matrice, utilisant la machinerie de traduction de la cellule, pour synthétiser les deux
polyprotéines ppla et pplab qui formeront le complexe réplicase-transcriptase apres leur maturation. Ppla
code les protéines nspl a nspll, et pplab, les protéines nspl a nspl6. Ces deux polyprotéines sont clivées
grace aux activités protéasiques de deux protéines différentes, nsp3 et nsp5, produites par auto-clivage. Nsp3
clive les jonctions nspl-2, nsp2-3 et nsp3-4, tandis que nsp5 clive toutes les jonctions des protéines suivantes.
Le complexe réplicase-transcriptase initie ensuite les étapes de réplication successives de I’ARN génomique.
Les réplicons ainsi constitués seront encapsulés dans les futurs virions. Le complexe réalisera également la
transcription de 1I’ensemble des ORF codant les protéines structurales et accessoires, sous la forme d’ARN
messagers (ARNm) dits « sous-génomiques ». La complexe réplicase transcriptase est ancré dans un réseau
membranaire de la cellule infectée, appelé réseau vésiculo-membranaire, qui est dérivé de son réticulum
endoplasmique et qui forme des « usines » d’amplification virale. Ce réseau est probablement important pour
concentrer les éléments viraux et cellulaires nécessaires a la réplication du virus, mais aussi pour créer un
environnement protecteur contre les défenses intracellulaires de 1’hdte. La réplication de I’ARN génomique
repose sur la synthese initiale d’un intermédiaire ARN négatif qui sert ensuite de matrice pour la synthése des
ARN génomiques de pleine longueur. Cette synthese intermediaire est réalisée par nspl12, une polymérase a
ARN dépendante de I’ARN. Contrairement a la réplication de I’ARN génomique qui est un processus de
synthése continue, le mécanisme de transcription est discontinu et caractéristique des Nidovirus. 1l aboutit a
la synthése d’ARN sousgénomiques qui codent les protéines accessoires et structurales. Ces ARNm sous-
génomiques seront ensuite traduits par la machinerie ribosomale de la cellule hote.

c. L’assemblage et I’excrétion des virions
Les protéines S, M et E, traduites simultanément, sont ensuite adressées au réticulum endoplasmique
de la cellule. Des groupements glycosides sont alors ajoutés aux protéines natives S et M. Celles-ci
seront ensuite transportées, par voie vésiculaire, vers le compartiment intermédiaire entre le réticulum

endoplasmique et ’appareil de Golgi qui est le site d’assemblage des coronavirus. C’est le lieu d’une
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multitude d’interactions protéiques et du bourgeonnement des nouvelles particules virales. Cette étape

dans I’appareil de Golgi est cruciale pour le bon assemblage des virions. Les virions néoformés seront
ensuite sécrétés par exocytose afin d’infecter les cellules environnantes, voire un nouvel hote, par
contamination via les gouttelettes de sécrétions oro-pharyngées dispersées par la toux d’une personne

infectée, ou manuportés.
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Figure 3: Cycle de réplication du SARS-CoV-2 [23].

3.3.6. Réservoir
D’apres I’etude de Rothan, H. A.et al : The epidemiology and pathogenesis of coronavirus disease (COVID-19)

outbreak. J. Autoimmun en 2020, L'origine du virus est animal.

C'était dans la conclusion d'une étude publié Science Advances qui a comparé des génomes de coronavirus
de chauves-souris et de pangolins disponibles sur les bases de données publiques avec ceux des trois
coronavirus : SARS-CoV, SARS-CoV-2 et le MERS-CoV.

Plusieurs études ont suggeéré que la chauve-souris pourrait étre le réservoir potentiel du Sars-CoV-2. Toutefois,
jusqu’a présent rien ne prouve que I’origine du (2019 n CoV) provienne du marché de fruits de mer de Wuhan.
Les chauves-souris sont le réservoir naturel d’une grande variété de CoV, y compris les virus de type Sars-
CoV et de type Mers-CoV, étude mené par Francois-Xavier Lescure, et al.Clinical and virological data of the

first cases of COVID-19 in Europe: a case series.

3.3.7.  Modes de transmission du SARS-CoV-2
La transmission interhumaine du virus SARS-CoV-2 a été démontrée en février 2020 aprés qu’une

contamination intrafamiliale ait été rapportée [24].
La transmission se fait essentiellement par voie aérienne (gouttelettes de postillons émises au cours des efforts
de toux mais aussi lors de la parole) et passe par un contact rapproché (moins d'un metre) et durable (au moins

15 minutes) avec un sujet contagieux.
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Des particules de plus petite taille peuvent aussi étre émises sous formes d'aérosols au cours de la parole, ce

qui expliquerait que le virus puisse persister en suspension dans l'air dans une piece non ventilée (et justifie
dans ces circonstances le port du masque).
Enfin le virus peut conserver une infectiosité pendant quelques heures a plusieurs jours sur des surfaces inertes
d'ou il peut étre transporté par les mains ce qui justifie une bonne hygiéne des mains, cela dépend notamment
du type de surface (par exemple : cuivre, carton, acier inoxydable, plastique), de la température et de I’humidité
ambiante [25]. Des données expérimentales récentes indiquent que le virus pourrait étre présent jusqu’a :

o 4 heures sur le cuivre;

o 24 heures sur du carton;,

o 48 heures (2 jours) sur de I’acier inoxydable;

o 72 heures (3 jours) sur du plastique.
Jusqu’a présent, la transmission verticale n’a pas été confirmée, cependant plusieurs cas de transmission
postnatale ont été rapportés. Par ailleurs, 1’isolement d’ARN viral dans le sang et les selles a évoqué la
possibilité d’une contamination sanguine ou Oro-fécale qui n’a toutefois pas été démontrée a ce jour. La

contamination par la muqueuse oculaire pourrait étre possible.

3.3.8. Culture du virus
Contrairement a la plupart des virus émergents (virus Zika, virus Ebola, virus Chikungunya...), le SARS-

CoV-2 est relativement facile a cultiver sur des lignées cellulaires. Parmi celles-ci, la lignée continue Vero E6,
issue de reins de singe vert [26], est particuliérement utilisée (Figure 4). Compte tenu du caractéere hautement
pathogene de ce virus, il doit étre cultivé impérativement dans des conditions de confinement L3. Méme si
elle est réalisée essentiellement a des fins de recherche dans des laboratoires spécialisés, la culture du virus est

néanmoins intéressante pour isoler les nouveaux variants de SARS-CoV-2.

Figure 4 - Effet cytopathogéne du virus SARS-CoV-2 [26].
Les cellules Vero E6 arrondies et réfringentes, observées 24 heures post-infection, sont en voie de lyse sous

1‘effet de I’infection virale (grossissement 200x).
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3.3.9. Durée d’incubation
C’est I’intervalle entre la date d’apparition des signes cliniques et la date d’un premier contact

potentiel avec un patient suspect ou confirmé Covid-19.

Le délai d’incubation de la COVID-19 est de 3 a 5 jours en général, il peut toutefois s’étendre
jusqu’a 14 jours. Pendant cette période, le sujet peut étre contagieux : il peut étre porteur du
virus avant I’apparition des symptomes.

3.3.10. Contagiosite [27]
Le potentiel de contagiosité d un agent infectieux peut s’évaluer par un indicateur appelé RO(ou

taux de reproduction ou R effectif), correspondant au nombre moyen d’infections secondaires
pouvant €tre générées a partir d’un cas index, dans une population entiérement susceptible
d’étre infectée, c’est-a-dire qui n’a pas été immunisée contre 1’agent infectieux.

Lors du premier mois de 1’épidémie en Chine, ’OMS avait estimé le RO a 2,6 (1,5-3,5). En
mars 2020, une méta-analyse montrait que ce RO était probablement supérieur, estimé a 3,3
(médiane de2,8 avec un intervalle interquartile a 1-2). La pratique répétée de reverse-
transcriptase polymerase-chain-reaction (RT-PCR) sur prélevements nasopharynge a montré
que la charge virale était plus élevée lors des premiers jours de symptomes et qu’elle diminuait
jusqu’au 11°Mjour. La durée de positivité de la RT-PCR pouvait s’étendre jusqu’a 25 jours
apres 1’apparition des premiers symptdmes et dépassait 20 jours chez 7/21 patients rapportés
dans une étude chinoise. Ces études suggeérent que la contagiosité est probablement plus
importante lors des premiers jours de symptomes et qu’elle pourrait persister plus de trois
semaines.

Cependant, ces résultats doivent étre pondéreés, un résultat positif de RT-PCR ne signifiant pas
nécessairement que le virus est vivant et qu’il est infectieux. Des cultures virales sont pour cela
indispensables.

3.3.11. Taux de létalité
Le taux de létalit¢ dépend de la stratégie diagnostique. Il sera plus faible dans le cadre d’un

dépistage de masse qui identifie les personnes symptomatiques et asymptomatiques, alors qu’il
sera plus éleveé en cas de diagnostic ciblé chez les patients symptomatiques qui présentent des
facteurs de risques de maladie sévére ou des criteres d’hospitalisation [27].

Une modélisation effectuée au 30 mars 2020, a partir de44 672 cas confirmés a travers le monde
dont 1023 déces, estimait un taux de létalité ajuste de 1,4 %, atteignant 6,4 % dans la population
agée de plus de soixante ans [28].

Dans I’étude italienne de Grasselli et al, le taux de létalité chez les patients admis en réanimation
était de 26 % [27].
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Au Mali, le taux de létalite est estimé a 2.36% a la date du 5juin 2022, I’un des taux de 1étalité

le plus faible au monde.

3.3.12. La prévention

3.3.12.1. Les moyens de prévention dans la population générale [25,29]
a. Distanciation sociale ou physique

Complémentaire du confinement ou déconfinement: celle-ci doit permettre a tout individu
d’étre a une distance d’au moins d’un métre de tout autre individu, sauf situation particuliére
ou cette distance peut étre supérieure (pratique du sport, etc.).

b. Gestes barrieres
Il s’agit d’un ensemble de gestes et d’attitudes individuelles permettant de réduire le risque de
transmission d’un virus a tropisme respiratoire entre deux personnes dans la population (ne pas
se serrer la main, ne pas s’embrasser, tousser dans son coude ou dans un mouchoir jetable, etc.).

c. Hygiene des mains (HDM)
Elle doit étre scrupuleusement respectée soit par un lavage des mains a I’eau et au savon (dont
’acces doit étre facilité accompagné par la mise a disposition de serviettes & usage unique), soit
par une friction hydro-alcoolique (FHA). L’HDM fait référence au lavage fréquent des mains a
lI'eau et au savon ou a une FHA avec un produit contenant au moins 60% d’alcool selon la
norme.

d. Port de masque grand public
Un masque grand public est un masque ayant démontré une efficacité de filtration d’au moins
70% pour des particules de 3 microns émises pour la personne portant le masque. Ces masques
sont réutilisables et a usage multiple. Ils doivent répondre a des criteres de performance de
filtration, de «réspirabilité» (pendant une durée maximale de 4h) et de forme. Ces masques

devraient étre largement distribués dans la population en quantité suffisante sur la durée.

3.3.12.2. Moyens de prévention chez les personnes a risque de formes graves
a. Mesures de distanciation physique

Les personnes a risque de formes graves doivent éviter au maximum le contact avec des
personnes susceptibles de les contaminer. A ce titre, les déplacements dans des zones de forte
densité de population doivent étre limités ou organisés pour respecter les mesures de distance
physique.

b. Port de masque
Les personnes a risque de forme grave de Covid-19 doivent également porter un masque grand
public & domicile en présence de visiteurs et lorsqu’ils sont amenés a sortir de chez eux pour

des raisons personnelles ou professionnelles.

CHEICK OUMAR DIARRA 14 These de Pharmacie



Evaluation de la performance des tests TDR-VivaDiag™ par rapport a la PCR OneStepPlus® dans le diagnostic du SARS-CoV-2.

Lors de consultations médicales en cabinet libéral ou en milieu hospitalier, les personnes a
risque de forme grave doivent porter un masque chirurgical.
c. Visite a domicile
Pour les personnes présentant un risque de forme grave de COVID-19, il est nécessaire
d’appliquer les mesures suivantes:
o Limiter les visites a celles strictement essentielles;
o N’autoriser qu’un seul visiteur par visite;
o Eviter les visites de personnes symptomatiques ou d’enfants; appliquer scrupuleusement
les gestes barriéres et la distanciation physique : Respecter la distance d’au moins un métre;
o Ne pas toucher d’objet ou surfaces; la personne a risque portera un masque chirurgical
ou grand public;
o Le visiteur doit réaliser une hygiene des mains en arrivant au domicile et porter un
masque grand public (double barriere); la piece dans laquelle la personne recoit un visiteur
comportera une fenétre et sera ventilée par ouverture de la fenétre pendant 10 a 15 minutes
apres la visite en s’assurant de fermer la porte.
d. En milieu de soins
Les mesures barrieres et de distanciation physique doivent scrupuleusement respectées. Le
patient doit réaliser une hygiéne des mains et porter un masque chirurgical dés le début de sa
prise en charge quel que soit le lieu de soin.

3.3.12.3. Moyens de prévention pour les professionnels de santé
Il convient de toujours appliquer les précautions standards de maniére systématique dans tous

les services des établissements de santé. Les précautions standard sont les suivantes : I’hygiene
des mains, 1’utilisation des équipements de protection individuelle (EPI) pour éviter le contact
direct avec le sang, les liquides biologiques, les secrétions (y compris les sécrétions
respiratoires) et la peau lésée des patients. Les précautions standard comprennent également la
prévention des piqures d’aiguille accidentelles ou les blessures par objets tranchants, la gestion
des déchets, le nettoyage et la désinfection du matériel et la détergence/désinfection de

I’environnement.

3.3.12.4. Mesures complémentaires
Les risques de contracter la COVID-19 sont plus élevés dans les espaces tres fréquentés et

insuffisamment ventilés ou des personnes infectées passent de longs moments ensemble dans
une étroite promiscuité, d’ou I’'importance d’éviter ces espaces clos, trés fréquentés.
La ventilation et la climatisation ont une efficacité relative mais elles peuvent apporter une

protection complémentaire.
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3.4.Physiopathologie[14,20,30]
Les principaux mécanismes qui peuvent jouer un réle dans la physiopathologie des lésions

multi-organes secondaires a l'infection par le SRAS-CoV-2 comprennent la toxicité virale
directe, les lésions des cellules endothéliales et la thrombo-inflammation, la dérégulation de la
réponse immunitaire et la dysrégulation du Systeme rénine angiotensine aldostérone (RAAS).
L'importance relative de ces mécanismes dans la physiopathologie du COVID-19 n'est
actuellement pas entierement comprise. Alors que certains de ces mécanismes, y compris
I'entrée virale médiée par I’ACE2 et les Iésions tissulaires, et la dérégulation du SRAA, peuvent
étre uniques au COVID-19, la pathogenese immunitaire causée par la libération systémique de
cytokines et les dysfonctionnements de la microcirculation peuvent également survenir a la

suite d'une septicémie.
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Figure 5: Mécanismes physiopathologiques du SARS-COV-2[30].
3.4.1. Toxicité virale directe
Le SRAS-CoV-2 se transmet principalement par exposition directe ou indirecte des voies

respiratoires. Le virus SRAS-CoV-2 et 'ARNmM sous-génomique isolés des voies aériennes
supérieures peuvent étre détectés avec succes par RT-PCR. Plus tard dans I'évolution de la
maladie, une réplication virale peut se produire dans les voies respiratoires inférieures, qui se

manifeste dans les cas graves comme la pneumonie et le SDRA.

3.4.2. Dommages aux cellules endothéliales et thrombo-inflammation
Les dommages aux cellules endothéliales en vertu de 1'entrée médié¢e par I’ACE2 du SARS-

CoV-2 et l'inflammation subséquente et la génération d'un état d’hyper-coagulopathie sont
d'autres mécanismes physiopathologiques proposés du COVID-19. L hypercoagulabilité et le
syndrome inflammatoire associés au SARS-CoV-2 semblent fréeqguemment aboutir a une

coagulopathie de consommation, CIVVD aggravant le pronostic des Patients [31].
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L'expression de I'ACE2 a été démontrée dans I'endothélium artériel et veineux de plusieurs
organes, et des études histopathologiques ont trouvé des preuves microscopiques de particules

virales du SRAS-CoV-2 dans les cellules endothéliales des reins et poumons.
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Figure 6: Mécanismes proposes de la coagulopathie de la COVID-19[13].
3.4.3. Laréponse immunitaire a SARS-CoV-2

3.4.3.1. Mécanisme de la réponse immunitaire
La réponse physiologique & une infection virale est générée initialement au niveau cellulaire,

Recrutement de cellules
mononuclées

Endothélium activé
Infection endothéliale

le virus lui-méme capable de déclencher plusieurs signaux via I’activation des PRR cellulaires
(Pattern Recognition Receptor). La présence d’ARN viral au sein de la cellule représente
notamment un signal fort de danger qui va déclencher les voies interférons et ses molécules
cibles (IRF Interferon Regulator factors) ainsi que la voie NFkB. Ainsi les premiéres lignes de
défense sont I’induction des interférons (IFN) de type I et III (IFN alpha, béta et gamma) la
production de facteurs chimiotactiques a ’origine du recrutement localement de cellules
inflammatoires, conduisant ensuite a la production de cytokines pro-inflammatoires [25].

La réponse innée a ’infection par le SARS-CoV-2 présente des caractéristiques particuliéres.
En effet des données récentes semblent indiquer que la réponse IFN est déficiente aprés
infection par le SARS-CoV-2 alors méme que la production de chimiokines (CCL2, CCLS8) et
de cytokines pro-inflammatoires (IL6, ILLRA) reste normale voire exagérée(42). De maniére
intéressante il a également été montré que le récepteur cellulaire du SARS-CoV2,1’ACE2, étant
lui-méme une protéine de la famille des ISG (interferon-stimulated genes) et donc inductible
par 'IFN, permettant au virus de détourner la réponse cellulaire et favoriser sa propre

réplication [32].
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Suite a une exposition contaminante, le SARS-CoV-2 infecte les cellules épithéliales et
immunitaires résidentes alvéolaires. La liaison de la protéine Spike virale avec 1’ACE2 entraine
une activation de la TNFa-converting enzyme (TACE) par la portion intracellulaire de I’ACE2,
responsable d’une sécrétion de TNFa (mécanisme prouvé pour le SARS-CoV-1). La
reconnaissance de la protéine Spike par les TLR des monocytes entraine 1’expression de NF-
kB via MyD88. La signalisation NF-kB entraine la sécrétion d’IL-6 et de TNFa, responsables
d’une inflammation locale. Apres entrée du virus dans la cellule, I’ARN viral est ¢galement
reconnu par les PRR cytoplasmiques, entrainant I’expression d’IRF3/IRF7 via TRIF, entrainant
la production d’interférons de type 1 (IFN-1). Cette production d’IFN-1 sera chez certains
patients insuffisants pour controler 1’infection, favorisant ainsi la réplication virale. Chez
d’autres patients, la sécrétion d’IFN-1 sera trop importante, entrainant une hypersécrétion
cytokinique et une augmentation de 1’expressiond’ ACE2 sur les cellules épithéliales. La
reconnaissance des antigénes viraux par les cellules présentatrices d’antigéne entraine une
activation lymphocytaire T, NK et B, déclenchant une réponse T et NK antivirale avec
expression de marqueurs d’exhaustion, ainsi qu une apoptose lymphocytaire ( mécanisme non
précis€), ainsi qu’une réponse B mémoire et une production d’anticorps spécifiques et

neutralisants [13].
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Figure 7 : Mécanismes suspectées de la réaction immunitaire dans I’infection par le SARS-
CoV-2[13].

3.4.3.2. Réponse humorale

Les lymphocytes B vont se différencier soit en plasmocytes et produire les anticorps IgG et IgA

dans 5 a 7 jours et les IgG dans 7 a 10 jours aprés 1’apparition des symptomes soit en
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lymphocytes B mémoires. Selon I’article de Stephens et McElrath publié dans la revue de
JAMA [33], la réponse cellulaire est quasi immédiate avec 1’activation des lymphocytes T
CD4+, renforcée par les lymphocytes T CD8+ et atteindraient un pic dans les 2 semaines mais
resteraient détectables a des niveaux inférieurs pendant 100 jours ou plus d'observation. Ainsi
le pic d’IgM et IgA est atteint au 28°™ jour. Le pic d’IgG est atteint a la septiéme semaine. A

partir du quatriéme mois, la concentration d’IgG devient faible.
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Figure 8 : Réponse immunitaire du SARS-CoV-2[33]

Une réponse immunitaire dérégulée et syndrome de libération de cytokines, en raison d'une sur-
activation de I’immunité innée dans le cadre de la lymphodéplétion des cellules T, caractérisent
les présentations de COVID-19 sévere. Des études précliniques et humaines antérieures avec
des coronavirus humains pathogénes ont proposé une réplication virale rapide, un antagonisme
de la signalisation de l'interféron et une activation des neutrophiles et des monocytes-
macrophages comme médiateurs de I'hyper inflammation. L'élévation des marqueurs
inflammatoires seriques tels que la protéine C-réactive, la Ferritine, le taux de sédimentation
érythrocytaire, le D-dimere, le fibrinogene et le lactate déshydrogénase est prédictive d'une

maladie critique ultérieure et de la mortalité chez les patients atteints de COVID-109.

3.5.Diagnostic du COVID-19

3.5.1. Diagnostic clinique
La Covid-19 peut étre asymptomatique ou symptomatique. Dans le cadre du COVID

asymptomatique, il s’agit de la présence de I’ARN viral dans le prélévement nasopharyngé avec
absence de signes cliniques. Dans le cas du COVID symptomatique, la gravité et 1’évolution
du COVID dépend de 1’dge du patient, son état d’immunité et de nutrition ainsi que son état

géneral.
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3.5.1.1. Présentation clinique

L’infection par le SARS-CoV-2 semble évolue en trois phases (figure 9). La phase d’incubation

est suivie d’'une phase symptomatique qui apparait dans un délai médian de 5 jours apres le

contage et qui concernerait 70% des patients infectés. Une phase d’aggravation des symptomes

respiratoires est possible et environ 3,4% des patients développaient un SDRA dans un délai

médian de 8 jours apres le premier symptéme [27].
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Figure 9 : Phase d’évolution de I’infection a SARS-CoV-2 [27].

3.5.1.2. Formes symptomatiques
Aucune caractéristique clinique spécifique ne permet encore de distinguer de maniére fiable le

COVID-19 des autres infections respiratoires virales.

Cependant, différentes manifestations cliniques ont été remarquées, allant de formes pauci
symptomatiques ou évoquant une pneumonie, sans ou avec signes de gravité (SDRA, voire
défaillance multiviscérale). Toutefois des formes avec symptomatologie digestive, état
confusionnel, initialement non fébriles sont souvent au premier plan chez les personnes ageées.

3.5.1.3 Formes cliniques du COVID-19
a. Forme bénigne de la maladie

La forme bénigne représente 40%, qui se traduit par:
o Des signes généraux : fievre, asthénie, myalgie.
o Des symptomes d’infection des voies respiratoires supérieurs a type de toux, maux de
gorge, éternuement ou écoulement nasal.
o Des symptémes digestifs : représenté par douleurs abdominales, nausees, vomissement

ou diarrhées.
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b. Forme modérée de la maladie
Selon I’OMS, 40% des patients présente une forme modérée de la maladie, définit par la
présence de signes cliniques de pneumonie a savoir fiévre, toux, une polypnée, mais aucun
signe de pneumonie sévere, y compris SpO2> 90 % en air ambiant.

c. Forme sévere de la maladie
L’OMS rapporte que I’aggravation de 1’état clinique des patients est présente chez 15% des
personnes atteintes de COVID-19, et se définit par la présence de signes cliniques de pneumonie
plus I’'un des signes ou symptomes suivants : fréquence respiratoire > 30 respirations/min ;
détresse respiratoire severe ; ou SpO2 < 90 % en air ambiant.

d. Forme critique de la maladie :
La COVID-19 peut étre responsable chez 5% des patients d’un état critique associé a des
complications, telles qu’une insuffisance respiratoire, un syndrome de détresse respiratoire
aigué (SDRA), un état septique et un choc septique, une thromboembolie et/ou une défaillance
multiviscérale, notamment une insuffisance rénale et cardiaque aigué.

3.5.2. Facteurs de risques de forme grave [25,34,35]
Dans la revue de la littérature, les facteurs épidémiologiques, cliniques associés a la survenue

de forme grave de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) sont définis comme suit.
o Age avance : un age supérieur a 56 ans.
o Sexe masculin.
o Pathologie cardio-vasculaires : hypertension artérielle (HTA) compliquée, antécédent
d’accident vasculaire cérébral, antécédent de coronaropathie, antécédent de chirurgie
cardiaque...
o obésité avec indice de masse corporelle (IMC) > 30 ;
o cancer évolutif sous traitement hors I’hormonothérapie ;
o patients atteints de cirrhose au stade B du score de Child Pugh au moins;
o Diabéte non équilibré ou compliqué ;
o pathologies respiratoires chroniques susceptibles de décompenser lors d’une infection
virale : broncho pneumopathie obstructive, asthme sévere, fibrose pulmonaire...ect ;
o insuffisance rénale chronique dialysée ;
o Personnes avec une immunodépression congénitale ou acquise.

o Personnes présentant un syndrome drépanocytaire majeur.

3.5.3. Diagnostic biologique
Poser rapidement le diagnostic de COVID-19, avec le plus d’exactitude possible est la pierre

angulaire du contréle de la pandémie.
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3.5.3.1. Eléments d’orientation
A cause de la diversité des tableaux cliniques, devant toute suspicion clinique du COVID doit

faire pratiquer immédiatement une recherche de SARS-CoV-2.
Les examens paracliniques dans le cadre de la COVID-19 sont variés et multiples. Certains ont
une valeur d'orientation diagnostique, d'autres sont plus spécifiques de la COVID-19.
o Perturbation biologique
Certaines modifications de I’hémogramme sont tres évocatrices du COVID
o Hyperleucocytose a polynucléaire neutrophile.
o Lymphopénie.
o Anémie et la thrombopénie semblent des anomalies rares.
Anomalies du bilan d’hémostase
o Diminution du TP
o Augmentation des D-Dimeres.
Autres parameétres peuvent étre indicateurs d’une infection a SARS-CoV-2
o Une augmentation de la CRP.
o Une hyperférritinémie, une augmentation de LDH.
o Elévation des ASAT/ALAT, une hyperbiliribunémie.
o Une hyponatrémie qui peut étre secondaire soit a une libération de I’ADH par perte
digestives ou faible apport hydrique ou a une sécrétion inappropri¢e de I’ADH induite par

une pneumonie, insuffisance respiratoire ou autres comorbidités [36].

3.5.4. Diagnostic virologique de confirmation
Un cas suspect cliniqguement du COVID doit faire I’objet obligatoirement d’une confirmation

virologique.

Le diagnostic virologique permet :

a. De confirmer le diagnostic afin d’arréter la propagation du virus.
b. Une meilleure et adéquate prise en charge selon la forme clinique.
C. Une surveillance médicale.

d. L’éviction de prise médicamenteuse inutile.

Parmi les tests diagnostiques qui nous permettent de confirmer la COVID, la réaction de
transcription inverse suivie d’une réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps
réel (RT-qPCR), et le test de diagnostic rapide basé sur la détection de 1’antigéne spécifique du
SARS-CoV-2 sont deux méthodes utilisées dans la phase précoce des manifestations

infectieuses.
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Les tests de détection des anticorps sériques (ELISA et test de flux latéral) sont utilisés dans la

phase ultérieure et apreés la guérison.

3.5.4.1. RT-PCR
C’est la technique de référence pour le diagnostic du COVID-109.

Les techniques de détection, parfois abrégées NAAT (de 1’anglais nucleic acid amplification
tests), reposent sur I’amplification de 'ARN du virus SARS-CoV-2. Il existe schématiquement
deux types de technologies qui sont fondées, pour la premiére, sur I’amplification par la réaction
de polymérisation en chaine (PCR) et, pour la seconde, sur I’amplification isotherme des acides
nucléiques. Des techniques de séquencage a haut débit commencent a trouver leur place dans
le diagnostic de I’infection par le virus SARS-CoV-2. Ces techniques sont essentiellement
établies sur le principe de la RT-PCR en temps réel qui comporte 3 étapes : a) I’extraction des
acides nucléiques de 1’échantillon, b) la transcription inverse des ARN présents en ADN
complémentaire grace a I’utilisation d’une réverse transcriptase (RT) et ¢) ’amplification du
génome viral grace a des amorces spécifiques de certains geénes. L’amplification « en temps
réel », abrégée RT-PCR ou gPCR (pour real-time PCR ou quantitative PCR), permet d’estimer
la charge virale de 1’échantillon, qui est exprimée en valeur de Ct, le terme Ct ou cycle threshold
étant le nombre de cycles de PCR a partir duquel un signal fluorescent est détecté durant la
réaction [37].

3.5.4.1.1. Etape pré analytique
Selon les recommandations de I’OMS, la manipulation des prélévements microbiologiques

d’un patient suspect de COVID-19 peut se réaliser dans un laboratoire de sécurité biologique
de niveau 2 en respectant les bonnes pratiques de travail, surtout lors des manipulations pouvant
entrainer accidentellement des aérosols, en mettant a disposition une conduite a tenir en cas
d’incident. La culture du virus doit se faire dans un laboratoire de sécurité biologique de niveau
3 [16].
o Prélévement

Actuellement, le diagnostic spécifique de COVID-19 est réalisé par une RT-PCR spécifique
sur un écouvillonnage naso ou bucco-pharyngee.

Tout d’abord, il faut suivre les mesures de prévention de contamination lorsque des échantillons
sont prélevés sur un cas suspect. L’examinateur doit porter des gants, un masque respiratoire
FFP2/N95, une blouse et des lunettes de protection ou une visiére protectrice. Le patient doit
étre coopératif, il doit étre assis dans une position détendue et confortable pendant le
prélevement de 1’échantillon; demandez au patient de se moucher d’abord, et de placer la téte

Iégerement en arriere (Figure 10): soutenez-la avec la main non dominante, ou appuyez-la
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contre le mur afin minimiser les mouvements subis incontrdlés pendant la prise d’échantillon,
et tenez-vous debout légérement en décale par rapport au patient pour éviter le risque de
contamination en cas de toux ou d’éternuement soudain. Informez le patient de la géne

potentielle pendant le prélévement de 1’échantillon.

Figure 10 : Position correcte de la téte du patient lors de la réalisation d’un prélévement
nasopharyngé [38].

o Acheminement :
Le clinicien doit informer le laboratoire de la suspicion d’infection COVID-19. Les échantillons
respiratoires sont adressés au laboratoire par un transporteur en utilisant un conditionnement de
catégorie B (norme UN 3373)/triple emballage (tube — contenant rigide a visser — Biotainer
rigide UN 3373).
Ne pas utiliser de pneumatique.

3.5.4.1.2. Etude analytique
Elle se fait concrétement en analysant la présence du virus au sein d’un écouvillon

nasopharyngé prélevé chez un patient suspect. La détection du génome viral (ARN) dans les
voies aériennes supérieures (le nasopharynx ou I’oropharynx) est 1’un des piliers du diagnostic
de I’infection provoquée par SARS-CoV-2.

La premiére étape de la RT-PCR consiste a rétrotranscrire I’ARN du SARS-CoV-2en ADN
complémentaire ou ADNc qui sera la suite amplifié. Cette étape est assurée par une
ADNpolymérase-ARN-dépendante qui synthétise le brin d’ADNc simple brin a partir de la
matrice ARN. Le second brin est synthétisé grace a une amorce et une ADN polymeérase. Cette
étape est suivie par la dénaturation qui consiste a chauffer 1’échantillon pendant 10 a 15 minutes
a une température de 95°C, ce qui permet une séparation des deux brins de 1’ADNc.
L’hybridation consiste la troisiéme étape de ce processus qui se déroule a une température

comprise entre 50 et 60°C, les amorces sont de courtes séquence ADN qui se fixent
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spécifiquement a I’ADN a amplifier. Les amorces fonctionnent par paires (un sens 5’-3 servira
de base pour I’¢longation du brin anti-sens et un anti-sens 3’°-5’servira de base pour 1’élongation
du brin sens 5°-3’). La dernicre étape consiste en ¢longation réalisée par la Taq polymérase
active a une température de 72°C, qui permet en se fixant a ’amorce de synthétiser un brin
d’ADN complémentaire a la matrice grace aux désoxyribonucléotides disponibles dans le
milieu. Apres cette étape, le cycle reprend du début. Les cycles se succedent jusqu’a que la

quantité d’amplicon est suffisamment importante pour étre détecté (figure 11).
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Figure 11: Les étapes de la RT-PCR[39].

Le Ct est le nombre de cycles de réplication nécessaires pour produire un signal fluorescent,
avec des valeurs de Ct plus faibles représentant des charges d'ARN viral plus élevées. Une
valeur Ct inférieure a 40 est cliniquement rapportée comme positive a la PCR. Cette positivité
commence a décliner a la semaine 3 et devient par la suite indétectable. Cependant, les valeurs
Ct obtenues chez les patients gravement malades hospitalisés sont inférieures aux valeurs Ct
des cas bénins, et la positivité de la RT-PCR peut persister au-dela de 3 semaines apres le début

de la maladie, lorsque la plupart des cas bénins donneront un résultat négatif.
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o Exemple de courbe d’amplification d’un échantillon positif (géne OFR1ab(FAM) en bleu,
géne N(ROX) en rouge, et contréle interne(VIC) en vert). (Figure 12-14)[40].
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Figure 12 : Exemple de courbe d’amplification d’un échantillon positif
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Figure 13 : Exemple de courbe d’amplification d’un échantillon positif
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Figure 14 : Exemple de courbe d’amplification d’un échantillon positif

3.5.5. Test Sérologique [38]
Des tests immunologiques permettent de mesurer des anticorps (IgM et IgG circulants)

de patients atteints de COVID. On distingue les tests dit tests ELISA et les tests
immunochromatographiques. Ces derniers incluent les tests rapides de détection d’anticorps et
les tests rapides de détection d’antigéne.

a. ELISA
C’est une technique immuno-enzymatique de détection qui se fait en laboratoire et qui permet
de visualiser une réaction antigene-anticorps grace a une réaction colorée produite par 1’action

sur un substrat d’une enzyme préalablement fixée a 1’anticorps. L’utilisation d’anticorps
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monoclonaux rend la détection spécifique et la réalisation d’une gamme en paralléle (droite de
référence réalisée en diluant de maniére sériée avec un controle positif) permet de quantifier les
anticorps du patient présents dans le sang.
b. Test rapide de détection d’anticorps
Le test rapide pour le diagnostic du SRAS-CoV-2 permet une détection qualitative des 1gG
et/ou des IgM dans le sérum, le sang total ou le plasma humains en 10 a 15 minutes environ.
Les tests rapides sont bases sur le principe de lI'immunochromatographie a flux latéral et sont
disponibles sous forme de cassette. Le test est basé sur la séparation des composants d'un
mélange a travers un milieu en utilisant la force capillaire et la liaison spécifique et rapide d'un
anticorps a son antigene.
c. Les tests rapides de détection des antigénes du virus SARS-CoV-2
Les tests rapides par immunochromatographie, qui sont réalisés de fagon unitaire en moins de
15 minutes et qui, pour certains, détectent séparément les anticorps des classes IgM et 1gG et
pour d’autres, que les IgG ou des anticorps totaux ; ces tests, de type TROD, peuvent étre
exécutés en dehors d’un laboratoire de biologie médicale a partir de sérum ou de sang total

prélevé par microponction au niveau de la pulpe du doigt [41].

cOoVID-19 Ag COVID-19 Ag COVID-19 Ag

Figure 15 - Illustration d’un test immunochromatographique [41].

Le prélevement est déposé dans la cupule S située au bas de la figure 15. La ligne C
correspond au contrble de bon fonctionnement du test ; son absence est synonyme d’un test
invalide. La ligne T (test) correspond a la détection de la protéine N du virus SARS-CoV-2.
Le test présenté a gauche montre une réactivité négative. Le test présenté au centre indique
une réactivité faiblement positive. Le test présenté a droite révele une réactivité positive.
d. L’évolution des Ac :
Les SARS-CoV-2 stimulent une réponse immunitaire. Dans la phase précoce de la maladie, La
cinétique de production des Ac anti SARS-CoV-2 a été essentiellement documentée par la

détection des 1gG et des IgM. 1l a été cependant montré dans quelques études que la détection
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des IgA est contemporaine a celle des IgM, en moyenne 5 jours apres I’apparition des signes
cliniques (3 a 6 jours), avec un taux de séroconversion de 90 % a 100% de J 15 a J 21 [25,42].
La detection des IgM et des 1gG est observée entre J5 et J14 apres le debut des signes cliniques
avec un delai médian de 5 a 12 jours pour les IgM et 14 jours pour les IgG et les IgA [25,42].
La réponse humorale semble limitée dans le temps avec la baisse du titre des Ac de type IgG et
des Ac neutralisants observés 2 a 3 mois aprés 1’infection, ceci est observé plus spécifiquement
chez des personnes ayant présenté des formes asymptomatiques ou pauci symptomatiques
[25,43,44] (figure 16).

Before symptom onset After symptom onset

( Detection unlikely? ) ( PCR - Likely positive )( PCR - Likely negative® )

C Antibody detection

_/

Increasing probability of detection ——l—>

T T T T T T T T
Week -2 Week -1 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6
Symptom onset
Nasopharyngeal swab PCR Bronchoalveolar lavage/sputum PCR = =eeee. IgM antibody
Virus isolation from respiratory tract StoolPCR = eesece.. 19G antibody

Figure 16 : Cinétique des marqueurs virologiques au cours de I’infection a SARS-CoV-2[43].

3.6. Traitement
En raison de I’arrét spontané de 1’épidémie de SRAS due au SARS-CoV en 2002, sans qu’il

n’ait été¢ besoin de traitement particulier, et du faible taux de transmission du MERS, aucun
traitement antiviral ou vaccin n’a fait I’objet de développement, faute d’intérét des institutions
de recherche nationales et d’organisations internationales et d’investissement par les
compagnies pharmaceutiques des pays développés. Il est donc actuellement difficile de prendre
en charge les patients les plus graves atteints du COVID-19.

Plusieurs molécules, dont ’activité anti-coronavirus ou d’autres types de virus avait été
démontrée, font aujourd’hui I’objet de nombreux essais cliniques afin de trouver au plus vite

une solution thérapeutique contre le COVID-19, afin, en particulier, de désengorger les services
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de réanimation et ainsi de sauver un maximum de vies. Il s’agit de molécules HTA (host-
targeting antiviral) ciblant indirectement le virus, comme la chloroquine, qui interférerait avec
le cycle du virus en altérant possiblement I’étape d’entrée par endocytose du virus, ou de
molécules qui affectent directement le virus, les DAA (direct-acting antiviral), en interférant
avec son assemblage ou sa réplication.

D’autres molécules ciblent les conséquences, notamment inflammatoires, de I’infection qui
sont a I’origine des détresses respiratoire observées. Toutes ces molécules HTA et DAA font

I’objet d’essais intégrant des cohortes de patients plus ou moins importantes [45].
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4. METHODOLOGIE
4.1. Lieu de I’étude
Notre étude a lieu dans le Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée sis a la Faculté des

Sciences Techniques du Mali. C’est un centre international d’excellence pour la formation et la
recherche en Santé et en Agriculture. Depuis sa création en 2000, les principaux axes
d’intervention du LBMA sont :
o La formation des étudiants de Master, PhD Sciences Biologiques et Agronomiques,
Doctorat en Pharmacie et Médecine ;
o Larecherche pour la lutte contre les pathologies humaines (Paludisme, VIH,
Tuberculose, arboviroses, etc....) ;
o Larecherche en biotechnologie pour amélioration de la production végétale et animale ;
o Le renforcement des capacités du pays pour le suivi et I’évaluation des projets de
développement international en Santé et en Agriculture.
Les unites
o CLINIQUE-BIOLOGIE-CLINIQUE
Ils s’assurent la coordination des activités cliniques en générant les données sur les Symptdmes
des maladies comme le paludisme, le VIH, etc. Leur travail s’appuie sur 1’unité de Biologie
Clinique qui permet d’évaluer les parametres hématologiques et biochimiques notamment, ceux
liés a la fonction du Foie et des reins et 1’¢lectrophorése de I’hémoglobine lors des essais
cliniques.
o Biotechnologie :
Les activités de recherche se concentrent principalement sur les interactions entres les
plantes notamment le riz et les microorganismes.
o GENOMIQUE
Les détections des mutations ponctuelles géniques, pouvant étre associées aux résistances, aux
médicaments, a la séveérité des maladies.
Le sequencage pour la détection des mutations.
o ZOONOSE
Elle s’occupe du diagnostic des maladies transmises des animaux a I’Homme. Sa mission est
d’utiliser sa plate-forme pour fournir en 1’espace de trois heures le diagnostic des cas suspects
de zoonoses comme le cas de diagnostics du virus de la fiévre jaune et le COVID-19 par la
méthode du PCR en temps réel. Sa plate-forme de sécurité niveau Il comprend une chaine
ELISA pour les tests sérologiques, des équipements d’amplification de I’ADN par la PCR en
temps réel.

CHEICK OUMAR DIARRA 31 Theése de Pharmacie



Evaluation de la performance des tests TDR-VivaDiag™ par rapport a la PCR OneStepPlus® dans le diagnostic du SARS-CoV-2.

o PARASITOLOGIE
Cette unité travaille sur :
La parasitologie du paludisme et les maladies tropicales négligées comme les schistosomiases.
Les aspects parasitologues des essais cliniques et I’évaluation de I’efficacité thérapeutique des
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA).

4.2. Type détude
L"étude s’est déroulée au LBMA. 1l s’agissait d’une étude transversale entre Décembre 2021 a

Juin 2022.

4.3.Population d’étude
Participants: toutes les personnes regues au laboratoire de biologie moléculaire appliquée qui

ont sollicité un test COVID-19 entre décembre 2021 et juin 2022.

4.4. Critéres d'inclusion
Toutes les personnes, tout &ge confondu, recues au LBMA pendant la période d'étude et qui ont
sollicité un test COVID-19.
4.5. Critéres de non inclusion
Les échantillons avant Décembre 2021 et apres juin 2022.

4.6. Echantillonnage
L’étude a été faite sur 133 patients venus au laboratoire pour dépistage du COVID-19 et qui

respectaient les conditions d’inclusion a notre étude.

4.7. Collecte de données
Les échantillons consistaient en des ecouvillons oropharyngés. Un écouvillon pour le test de
diagnostic rapide et un échantillon pour la PCR réalisés le méme jour. A l'aide des fiches de
renseignement, des informations sur les paramétres sociodémographiques (nom, prénom, age,
sexe, adresse, profession), contact, voyageur et statut vaccinal ont été enregistrées.
Chaqgue échantillon recu était ainsi analysé par PCR et par TDR-Ag.
4.8. La réception des prelevements au laboratoire
Dans le cadre de la démarche qualité, et pour une bonne tragabilité, les prélévements regus au
laboratoire étaient inscrits dans les registres de laboratoire et saisis sur support électronique.
Chaque registre comprend :
Une partie de renseignements sur le patient (nom et prénoms, sexe, age, résidence,
voyageur, statut vaccinal) ;
Les résultats des TDR et de la PCR positives, sont systématiquement portés dans le

registre.
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4.9. Présentation des méthodes
4.9.1. Le Test de Diagnostic Rapide(TDR)
Les tests de diagnostic rapide utilisés étaient des cassettes de la marque

VivaDiag™(Vivachek®). C’est un test immunochromatographique détectant comme antigéne
la protéine de nucléocapside du SARS-CoV-2, sur un échantillon provenant d’un prélévement
nasopharynge, oropharyngeé ou nasal. La lecture du résultant se fait dans les 15 minutes apres
de dépdt de goutte.
o Description du test de Diagnostic Rapide :
Chaque boite contient : 25 cassettes tests, 25 écouvillons stériles, 25 tubes d’extraction et
comptes gouttes, 1 présentoir, 25 solutions tampons, 1 notice en Anglais.
Dimensions en mm : 255 x 140 x 80, poids : 338g.
Fiabilité :
Selon le fabricant, le test rapide VivaDiag ™ SARS-CoV-2 Ag a montré :
100% spécificité clinique
98,79% de fiabilité clinique
90,90% de sensibilité clinique.

Validé par I’HAS, validé CE, validé ISO 13485.
3 TYPES DE PRELEVEMENTS :

Prelevement nasal Prelevenement :I:?:'}?‘/T\‘g‘;’} Prélevenement nasopharynge
PREPARATION DE L’ECHANTILLON :
8 b €
= e //:’éﬁx\ g
> /1NN

LECTURE DES RESULTATS

(vivabiag VivaDiag VivaDiag ViveDiag
sarscovz

c c c c

T T T T

Attend
i @ () @

15 minutes
POSITIF NEGATIF INVALIDE

Figure 17 : Etapes de réalisation du TDR

o Prélevement oropharyngé de I’échantillon
Insérez 1’écouvillon stérile dans la gorge qui présente le plus de sécrétion de la zone rouge de
la paroi de la gorge et des amygdales maxillaires pour prélever un échantillon d’écouvillon de
gorge. Frottez modérément les amygdales bilatérales et la paroi de la gorge pour obtenir

I’échantillon. Veuillez ne pas toucher la langue lors du retrait de 1’écouvillon.
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o Traitement des échantillons

Les échantillons fraichement prélevés doivent étre testé aussitot que possible. Il est essential

que les méthodes correctes de préléevement et de préparation des echantillons soient suivies.

o Procédure de test

Permettra aux dispositifs de test et a la solution d’extraction de s’équilibrer a température entre
15-30°C avant le test.

Apres prélever d’échantillons se référer au prélevement d’échantillon (figure 17);
Insérer 1’écouvillon stérile avec 1’échantillon prélevé dans le tube d’extraction. Faites
rouler 5 fois en appuyant la téte contre 1’intérieur du tube d’extraction et puis enlevez-
le. Essayer de libérer autant de liquide que possible. Eliminez 1’écouvillon usagé dans
les déchets dangereux de biologie.
Retirer un dispositif de test de la pochette en aluminium scellée et placez-le sur une
surface propre et plane.
Mettre I’embout du tube.
Appliquer 3 gouttes de I’échantillon extrait sur la fenétre de 1’échantillon. Eviter les
bulles lors de 1’opération.
Lire le résultat apres 15 minutes. Ne pas dépasser 20 minutes.

o Interprétation des résultats

Résultat positif

A la fois la ligne de qualité de contrdle C et la ligne de détection T apparaissent.

Résultat négatif

Uniquement la ligne de qualité de contrble C apparait, sans autre ligne apparaissant sur la ligne

de détection.

Résultat invalide

La ligne de contrdle de qualité¢ C n’apparait pas cela indiquant que le test est invalide, que la

ligne de détection apparait ou non. Prélever un nouvel échantillon et effectuer un autre test

avec un nouveau dispositif de test.
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VivaDiag Pro

SARS-CoV-2 Ag

Figure 24 : Image du test TDR-Ag

Le TDR a donné des résultats interprétables de 100% des échantillons.

4.9.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)
Le test PCR permet de savoir si une personne est contaminée par le SARS-CoV-2 au moment

ou le test est réalise. 1l débute généralement par un prélévement nasopharyngé, fait avec un
¢couvillon. Bien qu’il soit possible de I’effectuer grace a un prélevement salivaire. Ensuite, le
génome du coronavirus est détecté par méthode RT-PCR. Ce qui signifie Reverse
Transcriptase—Polymerase Chain Reaction. C’est-a-dire que le génome du coronavirus, détecté
sous forme d’ ARN, est d’abord rétrotranscrit en ADN - « rétro » car ce processus a normalement
lieu de I’ADN vers I’ARN. Avant que cet ADN soit amplifié, grace a une réaction en chaine
par polymérase. Autrement dit, grace a des enzymes nommées ADN polymérases, un nombre
initialement faible de séquences d’ADN est dupliqué a la chaine jusqu’a étre aisément
détectable.

4.10. Analyses moléculaires
4.10.1. Extraction de PARN du SARS-Cov-2
L’extraction de I’ARN du SARS-Cov-2 a été faite manuellement avec le kit Qiagen® OneStep

selon le protocole du fabriquant a partir des prélévements oropharyngés. Ce kit reconnu pour

sa sensibilité et la pureté de I’ADN obtenu, a été utilisé pour I’extraction de nos échantillons.

(Cf. ANNEXES)
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o Procedure d’extraction manuelle de ’ARN du SARS-CoV-2:
1. Mettre 560ul de AVL+ Carrier (554,4= AVL + 5,6= Carrier ARN) dans un tube 1,5
eppendorf;
2. Ajouter 140pl de 1’échantillon, vortexer pendant 15secondes et laisser incuber sous la

hotte a la température ambiante pendant 10min. Centrifuger brievement;

3. Ajouter 560ul d’Ethanol absolu vortexer pendant quelques secondes puis centrifuger
brievement;

4. Transférer 630ul du mélange dans un tube de collection composé d’un filtre et d’une
colonne. Centrifuger a 8000rpm pendant 1min;

5. Miettre le filtre dans une nouvelle colonne et se débarrasser de la colonne contenant le

filtrat;

Transférer les 630ul restant du mélange comme décrit dans 1’étape 4.

Répéter I’étape 5;

Ajouter 500ul du réactif AW1 et centrifuger a 8000rpm pendant Imin;

© o N o

Mettre le filtre dans une nouvelle colonne en se débarrassant du filtrat;
10. Ajouter 500ul du réactif AW?2 et centrifuger pendant 3min a 14000rpm;
11. Mettre le filtre cette fois-ci dans un tube 1.5 eppendorf ajouter 60ul de la solution

d’¢lution puis centrifuger a 8000rpm pendant 1min.

Tableau 111 : Composants pour la RT-PCR en une étape
Componnet \ Volume/reaction \ Final concentration
Master mix
RNase-free water Variable -
5X Q-QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer | 5.0u 1x
dNtP Mix 1.0p 400uM of each ANTP
5xQ-Solution 5.0p 1x
Primer A Variable 0.6uM
Primer B Variable 0.6pn
Enzyme Mix 1.0p -
RNase inhibitor Variable 5-10 unit/reaction
Template RNA
Template RNA, Variable 1pg- 2pg/reaction
Total volume 25.0p -
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Tableau IV : Les conditions d’amplification par la technique de PCR.

Température | Temps Nombre de fois
1)95°C 15 minutes 1X

2) 95°C 20 Secondes

3) 63°C 40 secondes 45X

4)72°C 30 secondes

4.10.2. StepOne™ et StepOnePlus™
Le systétme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ (systeéme StepOne™)

S’appuie sur le principe de la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Il utilise des
réactifs PCR basés sur le principe de la fluorescence pour assurer :
o La détection quantitative des séquences cibles d’acide nucléique (cibles) par une analyse en
temps réel ;
o Ladetection qualitative des séquences cibles d’acide nucléique (cibles) par une analyse
en point final et une analyse de la courbe de fusion.

4.10.2.1. Principe
Il est possible de mettre en ceuvre les applications suivantes sur le systéme StepOne :

o Quantification, notamment :
— Quantification absolue par la courbe standard
— Quantification relative par la courbe standard
— Comparaison des valeurs de Cr
o Geénotypage
o Présence/absence
Remarque : Le systéme StepOne permet également d’effectuer une analyse de la courbe de
fusion.
Dans la RT-PCR 1 étape, effectuer la rétro-transcription et la PCR dans un systeme a tampon
unique (Figure 18). La réaction se produit sans ajout de réactifs entre les étapes RT et PCR. La

RT-PCR 1 étape permet de ne préparer qu’un Seul tube pour la RT et I’amplification par PCR.
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Figure 18: Représentation schématique de la RT-PCR 1 étape

4.10.2.2. Les types de réeactif avec le systeme StepOne

o Les réactifs TagMan® ;

o Lesréactifs SYBR® Green ;

o Lesautres réactifs bases sur le principe de la fluorescence.
Dans notre étude, le réactif TagMan® qui était utiliser [mix préts a 1’emploi contenant les
amorces et la/les sonde(s)] et le master mix TagMan®.

4.10.2.3. Validité expérimentale
Il 'y a trois contrdles différents dans ce Kit, la description des contréles utilisés dans ce Kit est

listée ci-dessous :

o Controle positif SARS-CoV-2 : Le contrble positif de modeéle est un pseudo virus qui
cible le géne N et le géne ORFlab du SARS-CoV-2. Il est utilisé sur chaque plaque et
est nécessaire pour vérifier les fonctions d’amplification et de détection du test, et
surveiller les defaillances grossieres des réactifs, telles que la degradation des reactifs
ou une mauvaise configuration du test.

o Controle négatif du SRAS-CoV-2 : Le contrdle négatif (particules virales ne portant
pas de genes cibles) est nécessaire pour verifier la contamination.

Un résultat négatif indique que les réactifs n’ont pas été contaminés. Si un résultat est positif,
il faut analyser les résultats et vérifier si une courbe d’amplification correcte a été obtenue
lorsqu’une courbe d’amplification claire est obtenue, répétez 1’essai pour confirmer que

I’échantillon n’a pas été contaminé.
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Test pour confirmer si ’échantillon a été contaminé ou non. Un contréle négatif doit étre testé
avec les échantillons au méme moment dans chaque expérience.

o Contrdle interne : Le contrdle interne est constitué du géne humain ACTB (B-actine).
Qui est nécessaire pour controler la qualité de I’acide nucléique respiratoire et du systeéme de
réaction PCR afin d’éviter les échantillons vierges et les faux résultats.

Un résultat positif indique que le systéme de réaction PCR a fonctionné correctement, et que la
qualité de 1’acide nucléique est acceptable. Etant donné que les amorces et les sondes
specifiques du Contréle interne sont ajoutées au mélange réactionnel SARS-CoV-2, chaque
échantillon testé doit avoir un contrdle interne positif.

Le plasmide contenant le géne ACTB (B-actine) a également été ajouté au contrble négatif
SARS-CoV-2 et au contr6le positif SARS-CoV-2.

Remarque : dans ce produit, la fluorescence du géne ORF1ab est FAM, la fluorescence du géne
N est ROX et la fluorescence du géne du contréle interne est VIC.

o Controle positif SARS-CoV-2 : Les canaux FAM et ROX présentent une courbe
d’amplification typique de type S et une valeur CT < 35 %.

o Controle négatif du SARS-CoV-2 : Valeur CT des canaux FAM et ROX > 35 ou aucune
valeur CT. La courbe d’amplification est une ligne droite ou une ligne légérement
oblique, pas de Période de croissance exponentielle.

o Echantillon expérimental : le canal VIC du contréle interne présente une courbe
d’amplification typique de type S et une valeur CT < 35.

o Le résultat de I’expérience n’est qualifi¢ que si les conditions 1, 2 et 3 ci-dessus sont

toutes satisfaites en méme temps, sinon il est invalide.

4.10.2.4. Description du dispositif
Le logiciel des systemes StepOne prend en charge une variété de méthodes d'analyse,
notamment :

La quantification absolue ; Courbe standard; Quantification relative ; Courbe standard

relative ; Ct comparatif ; Essais en présence/absence (plus/moins) avec un contrble interne
contréle positif interne ; Analyse de la courbe de fusion ; Génotypage (y compris I'amplification
en temps réel) ; Analyse de fusion haute résolution (logiciel supplémentaire requis).
Indépendamment du type d’application, chaque point de collecte de données ou lecture
comporte trois phases :

Excitation — L’instrument StepOne™ illumine tous les puits de la plaque, ce qui excite les

fluorophores dans chaque réaction.
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Emission — L’optique de I’instrument StepOne collecte la fluorescence résiduelle émise par les
puits de la plaque de PCR. L’image résultante, recueillie par le dispositif, est uniquement
composée de la lumiére correspondant a I’intervalle des longueurs d’ondes d’émission.

Collecte — L’instrument StepOne crée une représentation numérique de la fluorescence
résiduelle recueillie sur une période déterminée. Le logiciel StepOne™ conserve 1’image
fluorescente brute en vue de I’analyse. Aprés une réaction de PCR, le logiciel StepOne utilise
les données de calibration (spatiale, spectrale et du bruit de fond) pour déterminer
I’emplacement et I’intensité des signaux fluorescents a chaque lecture, le fluorophore associé a

chaque signal fluorescent et I’amplitude du signal.
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Figure 19 : Dispositif StepOnePlus™ 96 puits au LBMA.
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Figure 20 : Large gamme dynamique.

Le graphique damplification montre le logarithme de la variation de la fluorescence du
rapporteur normalisé en fonction du nombre de cycles de PCR. Ce graphique provenant du
systeme StepOne illustre 9 logs de plage dynamique linéaire pour un test Applied Biosystems™
TagMan™ de I'"ADNCc contenant la séquence cible 18S dans des dilutions en série de 10 fois.
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Figure 21-(A) : Analyse de la courbe de fusion.
Une PCR standard a été réalisée pour générer amplicons pour
188, B-actine, et GAPDH. Des aliquotes de chaque amplicon
ont été dans un tube de réaction et une analyse de la courbe de
fusion a été réalisée.
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Figure 22(B) : Essai multiplex. Essais TagMan

multiplex sur le systéme StepOnePlus.

Systéme StepOnePlus montrant I'amplification de I'ADNc (96
échantillons) a I'aide de sondes marquées avec des rapporteurs
VIC et FAM pour 18S et TGF-B.
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4.11. Analyses statistiques
L'analyse statistique des données a été réalisée a lI'aide du logiciel Epi info version 7.2.5.0 et

nos tableaux avec Excel 2013. La gestion des références fait avec le logiciel Zotero version
6.0.8 selon le style VVancouver (brackets). Les résultats de notre étude ont été présentés sous

forme de tableaux et figures.

4.12. Aspects éthiques
L’anonymat des personnes enquétées a été préservé et les données sauvegardés. La collecte,

les traitements d’échantillons et les tests ont été effectués selon les bonnes pratiques de

laboratoire.

4.13. Criteres a évaluer

Le test RT-PCR sur prélevement oropharyngé constitue le test de détection de premiére
intention du SARS-CoV-2 en pratique. Ce test RT-PCR sur préléevement oropharyngé a par
conséquent été pris dans ce rapport comme test de référence et comparateur principal pour
estimer la sensibilit¢ (Se) et spécificité (Sp) des tests antigéniques sur prélevement
oropharyngé.

4.13.1. Validités intrinséques et prédictives des tests
Les validités intrinseques et prédictives des différents tests conduits sont calculées comme

suit :

Tableau V : Modalité de calcul de la Performance du TDR-Ag.

PCR
TDR-A " o
g Positif Négatif Total
Positif VP FP VP+FP
(Vrais Positifs) (Faux Positifs)
Négatif FN VN FN+VN
(Faux Négatifs) (Vrais Négatifs)
TOTAL VP+FN FP+VN VP+FP+FN+VN

o Sensibilité Se (Probabilité que le test soit positif en cas de SARS-CoV-2)
_ VP
~ (VP +FN)

Ou VP est le nombre de vrais positifs et FN le nombre de faux négatifs.

Se

o Spécificité Sp (Probabilité que le test soit négatif en I’absence de SARS-CoV-2) :
_ VN
~ (VN +FP)

Ou VN est le nombre de vrais négatifs et FP est le nombre de faux positifs.

Sp
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o Valeur prédictive positive VPP (Probabilité que 1’échantillon soit issu d’un SARS-

CoV-2 en cas de test positif) :

VP
(VP+FP)

VPP =

Ou VP est le nombre de vrais positifs et FP est le nombre de faux positifs.
o Valeur prédictive négative VPN (Probabilité que 1’échantillon ne soit pas issu d’un
SARS-CoV-2 en cas de test négatif) :

VN
(VN + FN)

Ou VN est le nombre de vrais négatifs et FN est le nombre de faux négatifs.

VPN =

4.13.2. Fiabilité du test
La fiabilité a été determinée en calculant le coefficient de kappa
DEFINITION DU COEFFICIENT KAPPA
L’accord observé entre un ou plusieurs jugements qualitatifs, résulte de la somme d’une
composante «aléatoire » (hasard) et d’une composante d’accord «véritable» (réel). Afin de
contrdler ce hasard, le coefficient Kappa (K) propose de chiffrer ’intensité ou la qualité de
I’accord réel.
_ Po—Pe
1—Pe
Po : la proportion d’accord observée ou concordance observée
Pe : 1a proportion d’accord aléatoire ou concordance aléatoire.

L’accord sera d’autant plus élevé que la valeur de Kappa est proche de +1 et I’accord
maximal est atteint si K = 1.

Tableau XVII : Degré d’accord (concordance) et valeur de Kappa proposé par Landis et

Koch [46].
Accord Kappa
Excellent 1,00-0,81
Bon 0,80- 0,61
Modere 0,60 - 0,21
Mauvais 0,20-0,0
Trés mauvais <0,0
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5. RESULTATS

L’¢étude a concerné 133 patients. Les informations recueillies sur les fiches de prélévement ont
permis d’obtenir les tableaux et figures suivants.

5.1. Description sociodémographique des patients

a)Le sexe
Tableau VI : Répartition des patients selon le sexe (N=133)

Sexe Effectifs(n) Pourcentage(%o)
Féminin 32 24,1
Masculin 101 75,9

TOTAL 133 100,0

Le sexe masculin était le plus représenté avec 75,9% (101/133) avec une sex-ratio (M/F) de
3,17.

b) L >age
Tableau V11 : Répartition des patients en fonction de la tranche d’age (N=133)

Tranches d'Age Effectifs(n) Pourcentage(%)
[10-20[ 4 3,0
[20-30[ 28 21,1
[30-40] 44 33,1
[40-50( 33 24,8
[50-60[ 10 7,5
[60-70[ 7 5,3
[70-80[ 6 4,5
[80-< [ 1 0,8

TOTAL 133 100%

Les patients de la tranche d’age 30-40ans étaient les plus représentés avec 33,1% (44/133).
L’age moyen était de 39,29 ans avec comme minimale et maximum d’ages, 10 ans et 80 ans et

la médiane était a 38 ans.
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Tableau V111 : Répartition des patients en fonction de ’adresse (N=133)

Commune Effectifs(n) Pourcentage(%o)
Commune | 11 8,3
Commune II 6 45
Commune IV 6 4,5
Commune V 30 22,6
Commune VI 68 51,1
Autres 12 9,0

TOTAL 133 100,0

La grande majorité de nos patients étaient de la commune VI et suivi de la commune V avec
respectivement 51,1% (n=68) et 22,6% (n=30).

c)L’activité menée.

Tableau I’X: Répartition des patients selon I’activité menée (N=133)

Profession Effectifs(n) Pourcentage(%0)
Agent de santé 5 3,8
Commercant 10 7,5
Eléve/Etudiant 9 6,8
Fonctionnaire 14 10,5
Guide religieux 3 2,3
Autres 21 15,8
Manceuvre 56 42,1
Ménagere 5 3,8
Retraite 10 7,5

TOTAL 133 100,0

Les Manceuvres étaient les plus représentés avec 42,1%(56/133).
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5.2.  Variable biologique du TDR-Ag et de la PCR

Négatif; 79%

= Négatif = Positif

Figure 23: Répartition des patients en fonction des résultats TDR-Ag (N= 133)

Parmi les 133 tests réalisés, 105(79%) étaient négatifs alors que 28(21%) étaient positifs au
TDR-Ag.

Positif; 25%

Négatif; 75%

Figure 25: Répartition des patients en fonction des résultats RT-PCR (N= 133)

Parmi les 133 tests réalisés a la RT-PCR, 100 (75%) étaient négatifs alors que 33 (25%) étaient

positifs.
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Tableau X: Répartition des patients selon le statut vaccinal (N=133)

Vacciné Effectifs(n) Pourcentage(%o)
NON 77 57,9
Oul 56 42,1

Total 133 100,0

Les patients non vaccinés étaient les plus représentés avec 57,9% (77/133) alors que seulement
42,1%(56/133) étaient vaccinés.

Tableau XI: Répartition des résultats TDR-Ag en fonction de la tranche d’age (N=133)

TDR-Ag
Tranche d’Age Négatif Positif Total
n(%) n(%) n(%)

[10-20[ 4(100,0) 0(0,0) 4(100,0)
[20-30[ 25(89,3) 3(10,7) 28(100,0)
[30-40[ 25(56,8) 19(43,2) 44(100,0)
[40-50[ 32(97,0) 1(3,0) 33(100,0)
[50-60[ 8(80,0) 2(20,0) 10(100,0)
[60-70[ 6(85,7) 1(14,3) 7(100,0)
[70-80[ 4(66,7) 2(33,3) 6(100,0)
[80-<] 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
TOTAL 105(79,0) 28 (21,1) 133(100,0)

Dans ce tableau, les patients de tranche d’age 30-40ans étaient les plus représentés avec
43,2%(n=19) des cas positifs pour COVID-109.
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Tableau XI1: Statut vaccinal et les résultats RT-PCR (N=133)

PCR
Vacciné Négatif Positif Total n(%o)
n(%o) n(%o) n(%o)
NON 62(80,5) 15(19,5) 77(100,0)
Oul 38(67,9) 18(32,1) 56(100,0)
TOTAL 100(75,2) 33(24,8) 133(100,0)

Les patients vaccinés/positif étaient les plus représentes 32,1%(18cas).

Tableau X111 : Positivité du test antigénique rapide et RT-PCR (N=133)

Tests Nombrg des tests Nor_n_bre des Pourcentage (%)
effectués positifs
TDR-Ag 133 28 21,1
PCR 133 33 24,8
La positivité du test antigénique était de 21,1%.
5.3. _Calcul des paramétres de performance :
Tableau X1V : Modalité de calcul de la Performance du TDR-Ag
PCR
TDR-A .. o
g Positif Négatif Total
Positif A B A+B
(Vrais Positifs) (Faux Positifs)
Négatif C D C+D
(Faux Négatifs) (Vrais Négatifs)
TOTAL A+C B+D A+B+C+D
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Tableau XV : Disposition des données pour le calcul des parameétres de performance

R RT-PCR
J Positif Négatif Total
Positif 28 0 28
Négatif 5 100 105
TOTAL 33 100 133

5.3.1 Sensibilité (Se)

Se =2 =22-08485=85%
A+C 33
La sensibilité du TDR-Ag était a 85%.

5.3.2. Spécificité(Sp)
Sp =02 _100_4_100%
B+D 100

La spécificité du TDR-Ag était de 100%.
5.3.3.  Valeur Prédictive Positive(VPP)
vPp = 2 =28 - 1= 100%

A+B 28
La valeur prédictive positive du TDR-Ag était de 100%.

5.3.4. Valeur Prédictive Négative
VPN = 2= =22= 0,95 =95%
C+D 105

La valeur predictive négative du TDR-Ag était de 95%.
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5.4.  Paramétres de concomitance des tests:
Tableau XV1 : Pourcentage de concordance entre les résultats de TDR-Ag et la RT-PCR

PCR
TDR-Ag Positif Négatif Total
n(%o) n(%o) n(%o)
Positif 28(100,0) 0(0) 28(100,0)
Négatif 5(4,8) 100(95,2) 105(100,0)
Total 33 (24,8) 100 (75,2) 133(100,0)

Sur les 133 tests RT-PCR réalisés 24,8% (33/133) étaient positifs au COVID-19 en temps réel
(Ct < 30), parmi ceux-ci 5(4,8%) ont montrés un résultat négatif TDR-Ag alors que
21,1%(28/133) étaient positifs.

Coefficient Kappa :
Po—Pe
K =
1-Pe

Po la proportion d’accord observée ou concordance observée.

Pe 1a proportion d’accord aléatoire ou concordance aléatoire.

La présentation des résultats sous la forme d’un tableau de contingence montre que les deux
techniques sont en accord pour 128 patients avec 28 réponses positives concordantes et 100
réponses négatives concordantes (Tableau XIV).

Po= (28 + 100) / 133 = 0,96

Pe=[(28 *33)/ 133 + (105 * 100) / 133] /133 = 85,894

D’ou:
_ 0,96-85,894
~ 1-85,894

Suivant le classement de Landis et Koch [46], le Kappa de notre exemple aurait été considéré

comme excellent.
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS
Cette étude comparative des résultats du TDR-Ag a celui de la RT-PCR faite a partir des

¢chantillons d’écouvillon oropharyngé a eu lieu entre Décembre 2021 a Juin 2022 au laboratoire
de biologie moléculaire appliquée de Bamako. A notre connaissance, il s'agit de la premiere
étude évaluant la performance des tests antigéniques rapide COVID-19 au Mali. Le Mali est
classé comme pays de priorité 3 (sur une échelle de 3) en termes de risque d'importation de cas
de COVID-19, selon une évaluation des pays membres de la Région Afrique de I'OMS [47].
Dans le contexte des tests diagnostiques pour le dépistage du SARS-CoV-2 sont un élément
essentiel de la stratégie globale de lutte anti-infectieuse dans le cadre de la COVID-19 [5]. La
répartition des tests de laboratoire en 2 catégories principales : les tests de diagnostic et de
dépistage. Un test de diagnostic est une approche clinique, testant généralement les personnes
symptomatiques pour détecter des signes de maladie alors que le test de dépistage est une
approche systématique dans laquelle les personnes asymptomatiques se voient proposer un test
qui a une valeur pronostique et, pour ceux dont le dépistage est positif, une intervention peut
améliorer efficacement les résultats. Dans le contexte de la COVID-19, I'objectif du dépistage
par test antigénique rapide est d'augmenter la détection des infections asymptomatiques ou
présymptomatiques et de réduire la transmission ultérieure du SARS-CoV-2.

La problématique du diagnostic biologique du SARS-CoV-2 demeure dans les pays a faible
revenu en général et au Mali en particulier. Le diagnostic moléculaire reste tres limité, et ce,
méme dans les grandes villes. La perspective de disposer de résultats en moins de 20 minutes
met en lumiére le role des TDR antigéniques pour le dépistage du SARS-CoV-2 [6]. Le kit RT-
PCR OneStep de QIAGEN offre un format pratique pour une RT-PCR hautement sensible et
spécifique utilisant n'importe quelle matrice d’ARN. Le kit Qiagen a ét¢é utilisé pour I’extraction
de ’ARN [48].

Le kit comprend des composants optimises qui permettent a la fois la transcription inverse et
I'amplification par PCR dans le méme mélange réactionnel, dans une réaction " en une étape ".
Une combinaison unique d'enzymes et un tampon de réaction spécialement développé
garantissent une transcription inverse et une PCR efficaces et hautement spécifiques dans un
seul tube, sans besoin d'optimisation .

L’extraction de I’ARN était réalis¢é manuellement ; les échantillons étaient traités par la
plateforme de PCR en temps réel de type Onestep Plus™. Cette plateforme est dotée d’agent
fluorochromes, notamment les TagMan® MGB a base de sondes marquées aux colorants
comme ROX, TAMRA, FAM et VIC®. Cette plateforme avec la possibilité de labélisation des

amorces avec des sondes spécifiques offre une spécificité et une sensibilité exceptionnelles lors
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du diagnostic moléculaire. Au cours de notre étude, les genes cibles étaient essentiellement
ORF1, NGENE, SGENE et MS2.

Outre la réduction des délais de 1h 45 minutes pour la PCR SARS-CoV-2 a 15 et 10 minutes
pour les tests rapides antigéniques, nous avons noté une grande souplesse d utilisation des tests
rapides qui ne nécessitent pas une expertise particuliére [49].D’aprés une autre étude de Mbopi-
Keou FX, et al. en Décembre 2020 au Cameroun, ceci peut pallier aux grands délais de remise
des résultats des PCR qui en I’occurrence prennent plus de temps (3 a 24 heures) [50].
L’approche consistait au dépistage des patients pour identifier les cas d’infection au COVID-
19. La population d’étude était constituée par un échantillon de 133 patients. Cette étude a
impliqué 75,94% sujets de sexe masculin contre 24,06% de sexe féminin; soit une sex-ratio
(M/F) de 3,17 (Tableau VI). 1l convient de retenir que les hommes étaient les plus représentés
que les femmes. Pour 'analyse de la fréquence d’age dans notre population d'é¢tude, nous avons
défini huit (8) classes d'ages. C’était la tranche d’age 30-40ans la plus représenté avec 33,1%
que les autres tranches et une moyenne d’age de 39,29ans (Tableau VII), des résultats similaires
ont étaient trouver dans une étude mener en Ouganda par Aminah N. et al sur une évaluation
sur le terrain des performance d’un test de diagnostic rapide de I’antigéne SARS-CoV-2 a I’aide
d’échantillons nasopharyngés en 2020.

L’étude nous a permis de savoir que la majorité des patients n’étaient pas vaccinées 57,9% cela
prouve une réticence de la population a se faire vaccinée (Tableau X). Dans les analyses de
régression multiple, I'hésitation a la vaccination a été predite de maniere significative par le
sexe, I'éducation, I'emploi, le revenu et la menace percue d'étre infecté par le COVID-19 au
cours de I'année suivante [6]. Il y’avait des Cas de percée avec la variante Delta chez les patients
vaccinés avec des valeurs initiales de Ct qui étaient indiscernables de celles survenant chez les
personnes non vaccinées [51].

A noté que parmi le 42,1% vaccinés certains n’avaient pas fait la vaccination au complet,
Dans la littérature scientifique, il n’existe actuellement aucun indicateur de protection, Le taux
¢levé de positivité chez les personnes vaccinées peut s’expliquer par la présence d’anticorps
contre le virus, du moment ou le vaccin est allé déclencher une réponse immunitaire. Malgré la
vaccination un pourcentage d’individus peut-étre infecte par le virus SARS-CoV-2. La pratique
répétée de reverse-transcriptase polymerase-chain-reaction(RT-PCR) sur prélevements naso-
bucco-pharyngée a montré que la charge virale était plus élevée lors des premiers jours de
symptomes et qu’elle diminuait jusqu’au 11*™jour [27].

La positivité du test antigénique rapide et du RT-PCR étaient respectivement 21,0% et 24,8%.
La durée de positivité de la RT-PCR pouvait s’étendre jusqu’a 25 jours aprés I’apparition des
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premiers symptomes rapportés dans une étude chinoise. Ces études suggerent que la
contagiosité est probablement plus importante lors des premiers jours de symptomes et qu’elle
pourrait persister plus de trois semaines. Il convient de noter que 5(4,76%) étaient faux négatif
au TDR-Ag (Tableau XV1I), cela est dit au fait que les TDR-Ag sont moins sensibles que les
tests portant sur les acides nucléiques. Dans cette évaluation, la sensibilité du test antigénique
rapide était de 85%, la specificité était de 100%. Ces résultats étaient comparables a celui
trouvés par Weitzel T. et al. Sur I’évaluation d’un nouveau test de détection rapide basé sur
I’antigéne pour le diagnostic du SARS-CoV-2 dans des échantillons respiratoires en 2020, par
ailleurs celle conduite par Onsongo SN, et al. Sur la réalisation d’un test antigénique pour le
SRAS-CoV-2 au Kenya ont trouvés pour la sensibilité et la specificité respectivement 71,5% et
95,5%.

D’aprés I’OMS, les tests antigéniques du SARS-CoV-2 avec une sensibilité > 80 % et une
spécificité > 97 % par rapport au test RT-PCR de reférence, peuvent étre utilisés pour
diagnostiquer une infection 8 SARS-CoV-2 quand les RT-PCR ne sont pas disponibles ou que
I’utilité clinique du dépistage serait compromise par des délais trop longs d’obtention des
résultats [52]; tant dis que la Valeur prédictive négative était de 95% et la Valeur prédictive
positive était de 100%. Il y avait une concordance excellente avec une valeur du test kappa
égale a 1. En raison de la sensibilité variable des tests antigéniques, les personnes dont le test
est négatif peuvent toujours étre infectées. La spécificité n’a pas été affectée par la présence ou
I’absence de symptomes [53].

Un résultat positif de RT-PCR ne signifiant pas nécessairement que le virus est vivant et qu’il
est infectieux. Ainsi, les TDR-VivaDiag™ ne sont pas recommandés comme outils de
surveillance en conditions de faible circulation du virus, le test par RT-PCR reste le test de

référence.
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7. CONCLUSION

Notre étude comparative est une étude analytique des TDR-Ag.

Cette étude qui avait pour but d’évaluer la performance des TDR-Ag par rapport a la RT-
PCR(comme référence) et de déterminer la validité et faisabilité dans la population nous a
permis d’aboutir aux conclusions suivantes :

Les TDR-Ag ont montré une sensibilité adéquate pour identifier les cas d'infection et peuvent
étre utilisés a bon escient dans les programmes de dépistage; ainsi que identifier regulierement
les personnes infectées par le SRAS-CoV-2 qui sont asymptomatiques. Par ailleurs, les tests
antigéniques rapides ont des limites de détection plus élevées que les tests PCR, il existe encore
un certain pourcentage de résultats faussement négatifs. Cependant, notre évaluation met en
évidence I'importance d'effectuer des tests conformément aux procédures recommandées par
les fabricants et conformeément a la directive standard d'évaluation et de rapport de diagnostic.
Comme cela a été mentionné plus haut, le test PCR reste le plus sensible et spécifique pour le
dépistage par diagnostic clinique du SARS-CoV-2, mais les TDR-Ag ouvrent des possibilités
dans les cas ou les tests PCR ne sont pas disponibles partout et ou I’utilité du dépistage du point
de vue clinique et de santé publique serait compromise par des délais trop longs d’obtention des
résultats [54].

Contribution de notre étude a la connaissance
o La sensibilité et la spécificité du TDR-Ag réponde aux exigences de performance de

I"OMS avec 85% de sensibilité et 100% de spécificité;
o Le TDR-Ag peut étre d'un grand intérét dans les dépistages de masse et le diagnostic

de SARS-CoV-2 dans des zones ou la PCR demeure d"acces limité.

Limite de notre I’étude

o La performance du TDR-Ag et du PCR pour la détection du nouveau coronavirus
(SARS-CoV-2) a été établie a I’aide d’échantillons de frottis oropharynges ;

o Les échantillons doivent étre collectés, transportes et stockés selon des procédures et
des conditions appropriées. Une collecte, un transport ou un stockage inapproprié des
échantillons peuvent entraver la capacité des tests ;

o Le résultat est destiné uniquement a des fins de référence clinique, et la prise en charge

des patients doit étre en fonction de leurs symptémes, de leurs antécédents.
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8.

RECOMMANDATIONS

Les résultats obtenus a la suite de ce travail nous aménent a formuler quelques suggestions,
notamment a ’endroit :

DU MINISTERE DE LA SANTE :

o

o

Collaborer avec des partenaires financiers et techniques qui disposent de ressources
lies a la COVID-19 ;

Soutenir les programmes de recherches en vue de contribuer a lutter efficacement
contre la survenue de pathogénes a haute virulence

Mener des activités de dépistage des individus asymptomatiques a haut risque de
COVID-19, notamment les agents de santé, les contacts de cas et les autres individus a
risque ;

Renforcer la sensibilisation et la communication pour garantir I’application des mesures

barrieres (port de masque, lavage des mains et distanciation sociale).

Au LBMA et ses Partenaires :

o

Insister sur I’utilisation des tests d’amplification des acides nucléiques (TAAN) pour le
diagnostic de I’infection par le SARS-CoV-2 ;

Poursuivre les études sur le séquengage génomique dans 1I’optique de réussir a séquencer
des régions plus grandes ;

Perpétuer les financements pour la recherche et la formation des chercheurs, étudiants
et personnels de santé en vue d’améliorer nos connaissances sur ces pathogenes ;

Poursuivre la réalisation des tests de dépistage pour les voyageurs.
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10. ANNEXES
o FICHE DE RENSEIGNEMENT
N° | Nomet sexe | Age fonction | adresse | Lieu Signes | Statut TDR | PCR
Prénoms d’embarquement vaccinal

voyageur

o Protocole d’extraction de PARN du SARS-CoV-2 avec le kit Qiagen OneStep :
1. Décongeler I'ARN matrice, les solutions d'amorces, le mélange dNTP, le tampon RT-PCR
OneStep de QIAGEN 5x, Q-Solution, et I'eau exempte de RNase, et les placer sur de la glace.
2. Préparer un master mix selon le tableau Il1.
3. Mélangez soigneusement le master mix, et distribuez les volumes appropriés dans les tubes
PCR.
4. Ajoutez I'ARN matrice (<2 pg/réaction) dans les tubes PCR individuels.
5. Lorsque vous utilisez un thermocycleur avec un couvercle chauffant, n'utilisez pas d'huile
minérale. Passez a directement a I'étape 6.
6. Programmez le thermocycleur selon le programme décrit dans le tableau IlI.
7. Démarrer le programme RT-PCR alors que les tubes PCR sont encore sur la glace. Attendre
que le thermocycleur cycler ait atteint 50°C. Placer ensuite les tubes PCR dans le
thermocycleur.
Il faut disposer de : portoir de tubes 1,5ml, vortex, Ethanol 96-100%, pipettes de [20, 200,
1000uL], centrifugeuse de tube 1,5ml.
Toutes les étapes de centrifugation doivent se faire a la température ambiante (18-25°C)
Avant de commencer il faut :
S’assurer que les buffers AW1 et AW?2 ont été préparés avec de 1’alcool comme indique dans

le guide du Kit.
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RESUME

La pandémie a COVID-19 pose des problémes de diagnostic biologique qui restent d"actualité
dans les pays a faible revenu en général et au le Mali en particulier.L’identification de 'ARN
viral a l'aide de la réaction en chaine par polymérase quantitative de transcription inverse (RT-
gPCR) est la référence absolue pour le diagnostic en laboratoire de la maladie a coronavirus
2019 (COVID-19). Les limites de la RT-qPCR telles que I'exigence d'instruments codteux, de
personnel qualifié et d'installations de laboratoire ont conduit au développement de tests
antigéniques rapides (RAT). D’ou la recommandation par I’OMS sur I’utilisation des TDR-Ag
chez des populations spécifiques et dans des environnements particuliers, y compris les agents
de santé asymptomatiques. Nous avons mené une étude comparative de Décembre 2021 a Juin
2022 sur I’évaluation de la performance des TDR-Ag par rapport a la PCR dans le diagnostic
du SARS-CoV-2 au laboratoire de biologie moléculaire appliquée de Bamako. La population
d’étude est un échantillon de 133 patients, le sexe masculin est le plus représenté 75,9%, la
majorité des patients n’étaient pas vaccinées 57,9%, le TDR-Ag était de 21,0%(28/133) positifs
ailleurs il avait 4,8% de faux positif, ainsi la sensibilité était de 85% et la spécificité de 100%.
Cependant la Valeur prédictive négative était de 95% et la Valeur prédictive positive était de
100%.
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SUMMARY

The COVID-19 pandemic poses biological diagnostic challenges that remain relevant in low-
income countries in general and in Mali in particular.The identification of viral RNA using
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) is the gold standard for
laboratory diagnosis of coronavirus 2019 (COVID-19). The limitations of RT-gPCR such as
the requirement for expensive instruments, trained personnel and laboratory facilities have led
to the development of rapid antigen tests (RATS). Hence the recommendation by WHO on the
use of RAT-Ag in specific populations and settings, including asymptomatic health workers.
We conducted a comparative study from December 2021 to June 2022 on the evaluation of the
performance of Ag-RT versus PCR in the diagnosis of SARS-CoV-2 in the Applied Molecular
Biology Laboratory of Bamako. The study population was a sample of 133 patients, the male
sex was the most represented 75.9%, the majority of patients were not vaccinated 57.9%, the
Ag-RT was 21.0% (28/133) positive elsewhere it had 4.8% of false positive, so the sensitivity
was 85% and the specificity 100%. However the Negative Predictive Value was 95% and the

Positive Predictive Value was 100%.
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