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Résumé
Dans une étude clinique préliminaire, nous avons observé que la combinaison d'hydroxychloroquine et d'azithromycine était efficace contre le SRAS-CoV-2 en raccourcissant la durée de la charge virale chez les patients Covid-19. 
Il est primordial de définir quand un patient traité peut être considéré comme n'étant plus contagieux. La corrélation entre l'isolement réussi du virus en culture cellulaire et la valeur Ct de la RT-PCR quantitative ciblant le gène E suggère que les patients avec un Ct supérieur à 33-34 ne sont pas contagieux et peuvent donc être libérés des soins hospitaliers.

Une flambée d'une maladie émergente (Covid-19) due au SRAS-CoV-2 a commencé à Wuhan, en Chine, puis s'est rapidement propagée en Chine et a été déclarée pandémique le 12 mars 2020.1-3
Actuellement, le taux global de létalité est d’environ 2,3%, ce qui est probablement une surestimation car la plupart des patients présentent des symptômes bénins et ne sont donc pas testés par l'OMS.4
Une étude montrant que la chloroquine et l'hydroxychloroquine inhibent le SRAS-CoV-2 in vitro, nous avons testé l'hydroxychloroquine comme traitement chez les patients de Covid-19. 5,6

Nous avons démontré que l'hydroxychloroquine a été efficace pour éliminer la charge virale nasopharyngée du SRAS-CoV-2 seulement trois à six jours chez la plupart des patients. Nos résultats suggèrent également un effet synergique de la combinaison d'hydroxychloroquine et d'azithromycine, un antibiotique déjà démontré être actif in vitro contre les virus Zika et Ebola 7-9 et prévenir les voies respiratoires sévères dix infections lorsqu'administrées à des patients souffrant d'une infection virale. 
Ces résultats sont d'une grande importance car un article récent a montré que la durée moyenne de l'excrétion virale patients souffrant de Covid-19 en Chine était de 20 jours, la durée la plus longue étant de 3711 journées d’hospitalisation, idéalement dans les services de maladies infectieuses équipés de modules NSB3 à pression négative. 

Ainsi, en plus d'obtenir une élimination complète de l'ARN du virus dans les échantillons respiratoires, le fait d'avoir un indicateur de perte de contagiosité basé sur la PCR est une priorité majeure pour la décharge des maladies infectieuses. 

Sur la base d'un ensemble de 183 échantillons provenant de 155 patients, nous avons observé une relation significative entre la charge d'ARN viral et la positivité de la culture.
L'Institut Hospitalier Universitaire Méditerranée Infection de Marseille est la référence. Nous sommes maintenant confrontés à un afflux massif de patients nécessitant un traitement et centre des maladies hautement contagieuses du Sud-Est de la France. C'était le seul centre dans cette région avec des tests de diagnostic disponibles pendant les premières semaines de l’épidémie en France et reçu des échantillons de patients de toute cette région. 
Depuis le début de cette crise et jusqu'à aujourd’hui, 26 mars, nous avons inoculé 1049 échantillons et avons pu obtenir en culture 611 SARS-CoV-2 les isolats. 

Du jour du premier test positif, le 27 février au 12 mars, 4 384 des échantillons cliniques ont été testés par RT-PCR pour 3 466 patients. 
Un total de 183 échantillons testés positifs par RT-PCR, comprenant 9 échantillons d'expectoration et 174 écouvillons nasopharyngés de 155 patients, ont été inoculés dans des cultures cellulaires. 
La Positivité de l'ARN du SRAS-CoV-2 dans les échantillons de patients a été évaluée par transcription inverse en temps réel-PCR ciblant le gène E, comme précédemment12 décrit ou des échantillons d'expectoration ont été passés à travers un filtre centrifuge de 0,22 μm de taille de pore (Merck millipore, Darmstadt, Allemagne), puis ont été inoculés dans 4 puits de microplaques de culture à 96 puits contenant des cellules Vero E6 (ATCC CRL-1586) dans un milieu de culture minimum essentiel moyen avec 4% de sérum de veau fœtal et 1% de glutamine. Tous les échantillons ont été inoculés entre 4 et 10 h après l'échantillonnage et conservés à + 4 ° C avant le traitement. Après centrifugation à 4 000 x g, les microplaques ont été incubées à 37 ° C. Ils ont été observés quotidiennement pour détecter des signes d'effet cytopathogène. 
Deux repiquages ​​ont été effectués chaque semaine. La détection présomptive du virus dans le surnageant présentant un effet cytopathique a été effectuée à l'aide du microscope électronique à balayage SU5000 (Hitachi High-Tech Corporation, Tokyo, Japon), puis confirmée par RT-PCR spécifique ciblant le gène E. La variation du taux de positivité de la culture a été évaluée statistiquement comme la proportion de la variance expliquée par la valeur Ct et considérée comme convenablement ajustée si le coefficient de détermination [statistique R2] était> 50%. Pour tous les patients, 500 μL de liquide d'écouvillonnage nasopharyngé (Virocult, Elitech, France)
Parmi les 183 échantillons inoculés au cours de la période étudiée, 129 a conduit à l'isolement du virus. Parmi ceux-ci, 124 échantillons ont eu un effet cytopathique détectable entre 24 et 96 heures. Les sous-cultures aveugles ont permis d'obtenir 5 isolats supplémentaires seulement. Nous avons observé une relation significative entre la valeur Ct et le taux de positivité de la culture (figure 1). Les échantillons avec des valeurs Ct de 13-17 ont tous conduit à une culture positive. Le taux de positivité de la culture a ensuite diminué progressivement en fonction des valeurs de Ct pour atteindre 12% à 33 Ct. Aucune culture n'a été obtenue à partir d'échantillons avec Ct> 34. Les 5 isolats supplémentaires obtenus après des sous-cultures aveugles avaient un Ct compris entre 27 et 34, ce qui correspond donc à une faible charge virale viable.
Dans le présent travail, nous observons une forte corrélation entre la valeur Ct et l'échantillon infectiosité dans un modèle de culture cellulaire. 
Sur la base de ces données, nous pouvons déduire qu'avec notre système, les patients avec des valeurs Ct égales ou supérieures à 34 n'excrètent pas de particules virales infectieuses. 
Il a été observé que le SRAS-CoV-2 a été détecté jusqu'à 20 jours après le début des symptômes par PCR chez les patients infectés, mais que le virus n'a pas pu être isolé après le jour-8 malgré de fortes charges virales d'environ 105 copies d'ARN / ml d'échantillon, en utilisant le système RT-PCR utilisé13 menée chez des patients Covid-19 avec une détection positive observée jusqu'à 17-21 jours après14 dans la présente étude. 
Une diminution progressive de la charge virale au fil du temps est observée dans toutes les études apparition des symptômes, indépendamment des symptômes que l'isolement des patients après le diagnostic était obligatoire. Cependant, en raison de l'excrétion prolongée d'ARN dans les échantillons respiratoires, les critères pour mettre fin à l'isolement d'un patient n'étaient pas clairs et il était nécessaire de corréler la charge virale avec les virus cultivables. 
Nos résultats montrent que dans notre système de RT-PCR, nous pouvons évaluer que les patients avec un Ct égal ou supérieur à 34 peuvent sortir. 
Chez 6 patients sous le protocole thérapeutique actuel utilisé dans notre institut (hydroxchloroquine6 et azythromycine), des valeurs de Ct> 34 ont été obtenues entre les jours 2 et 4 après le traitement.
Aucune corrélation antérieure n'a été démontrée entre le niveau de charge virale dans les échantillons respiratoires et l'infectiosité. Cependant, cette réduction est à la base de toutes les procédures utilisées pour la validation14. Ces observations précédentes suggéraient que l'isolement des patients après le diagnostic était obligatoire. 
L'une des limites de notre travail est qu'il ne peut pas être extrapolé à d'autres des désinfectants les centres hospitaliers car ils utilisent différents systèmes de transport d'échantillons, d'extraction d'ARN et de PCR avec différentes amorces et sondes; c'est-à-dire qu'il a été suggéré que la sensibilité de l'amplification basée sur la détection du gène E serait moins sensible que les gènes ORF1ab ou N. 
Nous proposons que chaque centre effectue sa propre corrélation entre les résultats de la culture et la charge d'ARN viral des échantillons des patients. Une autre limitation potentielle est que le liquide d'écouvillonnage nasopharyngé pourrait être moins représentatif que les échantillons d'expectorations. Cependant, à partir des données obtenues auprès des patients atteints d'une infection pulmonaire sévère dans les unités de soins intensifs, ils ont une faible charge virale14
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Figure 1. Pourcentage de culture virale positive d'échantillons nasopharyngés positifs pour la PCR pour le SRAS-CoV-2 provenant de patients Covid-19, selon la valeur Ct (ligne simple). La courbe en pointillés indique la courbe de régression polynomiale.
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