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Résumé :

La pandémie de la COVID-19 est une maladie infectieuse émergente a I'origine d’une crise
sanitaire  mondiale. Elle est causee par le nouveau coronavirus SARS-CoV-2 du genre
betacoronavirus, qui est apparu en chine en 2019 avant de se propager dans le monde. Le
génome du coronavirus est constitué d'un ARN simple-brin de 30 Kb soit 29903 nucléotides
et 11 genes. Les manifestations cliniques induites par cette infection peuvent varier du simple
rhume jusqu’au syndrome respiratoire aigu sévere. La crise sanitaire mondiale que nous
vivant présente un défi majeur en matiere de diagnostic. En effet, la détection rapide et
specifique de ce virus permet une bonne maitrise de la pandémie. Plusieurs tests de dépistage
ont été développés et sont utilisés pendant la phase précoce de I'infection. En I'occurrence la
RT-PCR en temps réel qui cible le gene E ou RdRp pour I'identification de ’ARN du SARS-
CoV-2 ainsi que le test de détection de l'antigéne spécifiqgue de ce virus par ELISA ou autres
méthodes immuno-chromatographiques suite a un préelevement nasopharyngée. Bien que la
specificité de la RT-PCR dans le diagnostic de la COVID soit élevée, sa sensibilité dépend de
la charge virale, de la qualit¢ de I’échantillon et du moment de son prélévement. Cette analyse
moléculaire vient toutefois en complément a d’autres investigations. Pour les tests
antigéniques, ils sont moins sensibles que la RT-PCR. Mais wu leur rapidit¢ et leur codt
relativement peu onéreux, ils pourraient étre intéressants pour le dépistage de masse ou lors de
situations d’urgence. Quant aux tests serologiques, ce sont des indicateurs de la prévalence du
SARS-CoV-2 et de I'immunité collective. lls permettent de définir la cinétique des anticorps.
Des études évaluant la concordance entre tous ces tests seraient nécessaires a ce stade de la

pandémie.

Mots clés : Coronavirus, SARS-CoV-2, Pandemie, RT-PCR, Tests antigéniques, Tests

sérologiq ues.
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L iste des abréviations

COVID-19 : Maladie de corona virus -2019

SARS-Cov-2 : Syndrome Respiratoire Aigu Sévére— Coronavirus-2
ACE2 : Enzyme de conversion de I’angiotensine2

ORF : Cadre de lecture ouvert

NSPs : Polymorphisme d’un seul nucléotide

RT-PCR : La réaction de polymérisation en chaine par transcription inverse
ARN : Acide ribonucléique

ELISA : Dosage d’immunoabsorption par enzyme li¢e

GISAID :Initiative mondiale sur le partage des données relatives a la grippe aviaire
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

CQV : Corona Virus

ICTV : Comité international de taxonomie des virus

MERS-Cov : Syndrome respiratoire de Moyen-Orient-Coronavirus
Kb : kilo base

ARNmM : Acide ribonucléique messager

TRS : Séquence régulatrice de transcription

DPP4 : Dipeptidyl peptidase 4

RE : Réticulum Endoplasmique

NTD : Domaine-N Terminal

CTD : Domaine-C terminal

AT2 : ANéolaire pulmonaire de type2

RAS : Systeme Rénine Angiotensine

IgM : Immuno globuline de type M

19gG : Immuno globuline de type G

ADN : Acide désoxyribonucléique

AP-HP : Assistance Publique- Hopitaux Paris

Ig : Immuno globuline

CRP : Protéine C-réactive

mg/L : milli-gramme / Litre

g/L : Gramme/ Litre

11-6 : Inter-leukine-6

11-8 : Inter-leukine-8

TNFao. : Facteur de nécrose Tumoral o

SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigue

mg/ J : milli-gramme/ Jour

SpO2 : Saturation pulsée de 'hémoglobine en oxygéne

L/ min : Litre/minute

IgA : Immuno globuline de type A

ADNCc :Acide désoxyribonucléique complémentaire

dNTP : Désoxyribonucléoside phosphaté




ERGIC : Compartiment intermédiaire réticulum endoplasmique —Golgi
Nm : Nanometre
TMRCA : ancétre commun le plus proche.
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Introduction Général

La pandémie de la COVID-19 est une maladie infectieuse respiratoire émergente
causée par le nouveau coronavirus le SARS-CoV-2. Celle-ci a placé les systemes de santé du
monde entier en état d'alerte. En raison de sa forte transmissibilité et la présence de personnes
présentant des formes graves nécessitant une prise en charge en réanimation (OMS., 2020).

Le séquencage et lanalyse phylogénétique du génome du SRAS-CoV-2 a montré que ce Virus
est similaire au coronavirus SARS-CoV et tilise le méme récepteur d'entrée cellulaire,
lenzyme de conversion de langiotensine 2 (Zhang et al.,2019). L’ACE2est fortement
exprimée dans les cellules alvéolaires, cardiaques, épithéliales de l'cesophage, de liléon et du
cblon, ce qui suggere que ces organes pourraient étre a risque d'infection par le SRAS-CoV-2
(Zou et al.,2020).

L’analyse génomique de plusieurs échantillons de SRAS-CoV-2 prélevés en Algérie et dans
d'autres pays du monde, a révélé la présence de plusieurs mutations (Zeghbib et al., 2020). En
Ioccurrence, le remplacement unique de lacide aminé L129F présent dans le gene orf3a entre
les séquences d’origine francaise et algérienne« Algeria_EPI_ISL 418241 ». De méme, il
existerait un lien entre le variant « Algeria_EPI_ISL 420037 » et les séquences provenant des
Etats-Unis. Ces derniéres auraient subi la substitution d'un acide aminé caractéristique, le
T10041, présent dans les génes orf3a et nsp3 (Zeghbib et al.,2020). Des variants du SRAS-
CoV-2 ayant une incidence sur la santé publigue ont été identifies :la lignée B.1.1.7
(501Y.V1, COV 202012/01 originaire du Royaume-Uni), la lignée P.1 (anciennement
B.1.1.28; originaire du Brésil) et la lignée B.1.351 (501Y.V2; originaire d’Afrique du Sud)
(Public Health., 2020). Tout récemment, un nouveau variant Delta (anciennement appelé
variant indien) est passé depuis le 12 mai en catégorie VOC, (Variant Of Concern) et rejoint
donc  les Variants  Britannique (alpha), Sud-Africain (Béta)et Brésilien (Gamma). Il est
considéré comme un mutant “préoccupant™ qui inquiete particulierement les épidémiologistes
internationaux (Demmer et al., 2021).

Par ailleurs, cette pandémie présente des défis importants en matiere de diagnostic. Plusieurs
stratégies de dépistage ont été développées et sont utilisés pendant la phase précoce de
Iinfection. En l'occurrence la RT-PCR en temps réel (Réaction de transcription inverse
combinée a la polymérisation en chaine) qui cible Iamplification du géne E ou RdRp pour
Iidentification de 'ARN du SARS-CoV-2. Ainsi que d’autres tests de détection de lantigene
spécifique de ce virus par ELISA ou autres méthodes immuno-chromatographiques suite a un
prélevement nasopharyngé (Son et al., 2020).

Dans ce présent travail, nous proposons de comparer les différentes techniques de dépistage
de cette maladie en mettant en évidence les avantages et les inconvénients de chacune d’entre
elles. Nous allons aborder dans le premier chapitre I'historique d’apparition du SARS-Cov-2
et sa propagation dans le monde y compris en Algérie, ainsique des généralités sur sa
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structure et son génome et les mécanismes qui permettent sa transmission. Tout en évoquant
la méthode de prise en charge médicale approprié a chaque cas.

Dans le deuxiéeme chapitre, nous allons décrire les différentes méthodes de diagnostic
moléculaire du SARS-Cov-2 suite a un prélevement nasopharyngé, a savoir le dépistage par
RT-PCR et par la recherche d’antigénes spécifiques.

Le troisieme chapitre est consacré a la description des avantages et inconvénients des
differentes stratégies de deépistage de cette infection dans le monde. Ceci est d’un rapport
majeur dans lorientation et Iefficacit¢ du diagnostic car la détection rapide et spécifique de
ce virus permet une bonne maitrise de la pandémie.
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1/. Emergence de la pandémie de laCOVID-19

L’apparition du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere « SARS » remonte a 2002, suivi par
I'épidémie du syndrome respiratoire du Moyen-Orient en 2012. Tout récemment, est apparue
un nouveau virus SARS-CoV2 a lorigine de la pandémie de la COVID-19 qui est une
nouvelle maladie infectieuse apparue pour la premiere fois dans la province de Hubei, en
Chine, durant le mois de décembre 2019. Cette infection a été signalée pour la premiere fois
dans un marché de fruits de mer et danimaux a Wuhan; avec des personnes atteintes
présentant une forme atypique de pneumonie (World Health Organization., 2020).

Le nouveau coronavirus a été officiellement identifié comme lagent causal de cette infection
pulmonaire et sa séquence génomique a été rapidement publier (Zhang et al., 2019) dans la
base de données des séquences virales conservée par « Global Initiative on Sharing Avian
Influenza Data » (GISAID) (Zhou et al., 2020).A partir de la, TOMS a nommé la nouvelle
pneumonie induite par ce coronavirus en tant que maladie a coronavirus 2019 (COVID) et la
commission internationale de classification des virus a annoncé que ce virus connu sous le
nom de 2019-nCov etait a présent nommé Coronavirus du Syndrome Respiratoire Aigu
Sévere2 (SARS-CoV-2).

Malheureusement, cette infection s’est révélée étre trés contagieuse au-dela des autres
coronavirus déja connus. En effet, le nombre de personnes atteintes dans le monde a dépassé
actuellement les 181 millions avec pas moins de trois millions neuf cent mille déces au 29
juin 2021 (Worldometer COVID-19 Coronavirus Pandemic., 2021).Ce qui est a I'origine de la
surcharger les unités de soins intensifs entrainant l'effondrement des systéemes de santé a
travers le monde.

La COVID 19 a fait son appariton en Algerie le 25 février 2020, lorsqu'un
ressortissant italien a été testé positif au SARS-CoV-2.A partir du 1¢" mars 2020, un foyer de
contagionse forme dans lawilaya de Blida, seize membres d'une méme famille ont été
contaminés lors d'une féte de mariage a la suite de contacts avec des ressortissants algériens
résidents en France. Progressivement, ['épidémie S’est propagée pour toucher toutes les
wilayas. On recense maintenant plus de 205 milles personnes atteintes et 5864 déces (OMS.,
2020).

2/. Agent causale de I’infection

2.1 Le virus SARS-CoV?2

Les coronavirus (CoV) sont des agents pathogenes importants des vertébrés capables de
provoquer des maladies respiratoires, entériques et systémiques chez 'homme et [lanimal
(Loeffelholz et al., 2020). Ce virus appartient a la sous-famille des Orthocoronavirinae de la
famille des Coronaviridae et de l'ordre des Nidovirales.

Cette sous-famille est divisée en quatre genres, a
savoir, Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus et Deltacoronavirus (Figure
1). La majorité des coronavirus cliniquement pertinents appartiennent
aux genres Alphacoronavirus et Betacoronavirus (Cuiet al.,2019). Le genre Alphacoronavirus
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comprend des espéces affectant un groupe diversifié de mammiféres, dont deux virus le 229E
et le NL63 qui sont retrouvé chez 'homme (Zhang et al., 2020).

Dans le cas du genre Betacoronavirus, le Comité International de Taxonomie des Virus
(ICTV) les divise actuellement en cing
sousgenres, Embecovirus, Sarbecovirus, Merbecovirus, Nobecovirus et Hibecotionvirus. Cette
classification estétabli sur la base de [lanalyse phylogénétigue des domaines protéiques
conservé (Chen et al., 2020).Les quatre premiers sous-genres étaient auparavant connus Sous
le nom de lignées ou de sous-groupes A, B, C et D, respectivement. Le sous-
genre Embecovirus comprend deux espéces de coronavirus humains (HKUL et OC43), ainsi
que plusieurs coronavirus spécifiques des animaux d'intérét vétérinaire tels que les
coronavirus bovin, canin, équin, porcin et murin. Le sous genre Sarbecovirus comprend des
coronavirus liés au syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) tels que le SRAS-CoV et le
SRAS-CoV-2 responsables de lépidémie de SRAS de 2002-2003 et de la pandémie de
coronavirus 2019-2020 (COVID- 19) respectivement. Dans ce sous genre, on retrouve aussi
plusieurs coronavirus de chauve-souris (Rhinolophus sp.)qui sont liés au SRAS (Cui et al.,
2019).En 2005, il a été rapporté la découverte de nouveaux coronavirus liés au SRAS-CoV
humain, appelés virus liéss au SRAS-CoV ou coronavirus de type SRAS, chez des chauves-
souris fer a cheval (Rhinolophus)(Lau et al., 2005 ; Li et al., 2005). Cette découverte les
chauves-souris peuvent étre les hdtes naturels du SRAS-CoV et que les civettes ne sont que
des hotes intermédiaires. Par la suite, de nombreux coronavirus phylogénétiquement liés au
SRAS-CoV (SARSr-CoV) ont été découverts chez les chauves-souris dans le monde(Lau et
al., 2005 ;Huet al., 2017 ; Lacroix et al.,2017 ;Li et al., 2005 ; Tong et al., 2009).Selon les
criteres de le Comité International de Taxonomie des Virus seules les souches trouvées chez
les chauves-souris Rhinolophus dans les pays européens, les pays d'Asie du Sud-Est et la
Chine sont des variantes du SRAS-CoV. Ceux des chauves-souris Hipposideros qui se
trouvent en Afrique sont plus éloignés du SRAS-CoV et devraient étre classés comme une
nouvelle espéce de coronavirus (Tong et al., 2009). Ces données indiquent que le SRAS-CoV
a une large diffusion géographique et pourrait avoir été répandu chez les chauves-souris
pendant trés longtemps (Ge et al., 2013 ;Hu et al., 2017 ;Wang et al., 2016).

Le sous-genre Merbecovirus comprend les coronavirus liés au syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS), y compris le MERS-CoV responsable de I'épidémie de MERS de
2012, ainsi que deux autres especes de coronavirus de chauves-souris isolées des especes
Tylonycteris et Pipistrellus. Les sous-genres Nobecovirus et Hibecovirus ne comprennent que
des coronavirus de chauve-souris, principalement isolés des especes
Rousettus et Hipposideros respectivement (Hu et al., 2017).

Depuis l'épidémie de SARS de 2002-2003, la collecte des informations génomiques est
devenue de plus en plus importante dans la lutte contre la propagation des coronavirus
pathogenes. Avant la pandémie de la COVID-19, il y avait prés de1200 génomes complets de
bétacoronavirus séquencés et déposés dans la base de données GenBank.Le nombre de
génomes disponibles a considérablement augmenté suite a cette pandémie, avec plus de 6000
genomes complets disponibles en juin 2019 et prés de 50000 séquences génomiques dans
d'autres référentiels publics (Wang et al., 2020). Une variété d'informations, y compris les




relations phylogénétiques, le mode de transmission, les taux d'évolution et le rdle des
mutations dans linfection et la gravité de la maladie peuvent étre déduites de la comparaison
entre plusieurs génomes (Sola et al., 2015).

Ordre Nidovirales
Famille Arteriviridae Coronaviridae Mesoniviridae
Sous-famille Orthocoronavirinae | | Torovirinae
Genre a-CoV ,B-COV y-CoV o-CoV
>ous-Genre Sarbecovirus
Espéce i v
_ HCoV-229E SARS-CoV-2 HCoV-0C43
(Humain) HCoV-NL63 SARS-CoV
HCoV-HKU1
MERS-CoV

Figurel. Classification des coronavirus (Woo et al., 2012)

2.2 Description du coronavirus SARS-CoV-2
e Structure du génome

Les bétacoronavirus, comme tous les autres membres de la famille des Coronaviridae ont des
géenomes d'ARN relativement volumineux d'environ 30 kb. Ces génomes ont de courtes
régions non traduites (UTR) au niveau des deux extrémités, avec une coiffe méthylée 5 ‘et une
queue polyadénylée 3'(Sola et al., 2015).En regle générale, les génomes contiennent de 9 a 12
cadres de lecture ouverts (ORF), dont six sont conservés et suivent le méme
ordre(Figure 2). Ces ORF conservés codent pour les polyprotéines réplicase / transcriptase et
les protéines structurales du pic (S), de lenveloppe (E), de la membrane (M) et de la
nucléocapside (N). La réplicase / transcriptase est organisée en deux ORF qui se chevauchent,




appelés ORFla (11-13 kb) et ORF1b (7-8 kb), qui occupent prés des deux tiers du
génome. Ces ORF sont transcrits et traduits en deux polyprotéines qui se clivent ensuite pour
former plusieurs protéines non structurales (Nsps), mais qui sont impliquées dans la
réplication et la transcription du genome (Li et al., 2003).

Comme pour la plupart des virus, le génome des coronavirus est compact et ne code que pour
les protéines nécessaires au cycle de réplication virale. La transcription des génes codant pour
les protéines implique la production d’ARNmM sous-génomiques contenant une séquence
leader commune a leur extrémité 5'(Figure 2). Ce leader commun est a son tour codé pres de
lextrémité 5'du génome et sa fusion aux ARNM sous-génomiques est médiée par une
séquence de régulation de la transcription conservée (TRS) précédant la plupart des genes (Li
etal., 2003).

SARS-CoV (27.9 kb)
. 3b

MERS-CoV (30.1 kb)

S = e -s—E-v—JNEN-—
- — _8b |

SARS-CoV-2 (29.9 kb)

. R 10

9b

S : protéine Spike ; N : protéine nucléocapside ; M : protéine de membrane ; E : protéine
d’enveloppe

Figure 2. Génome de SARS-CoV, MERS-Cov,SARS-Cov2(Li etal. 2020)
e Protéine Spike (S)

Spike (S) est une glycoprotéine qui reconnait le récepteur de la cellule héte et permet au virus
de se fixer & la surface des cellules hotes. Son nom fait référence aux structures en forme de
pointe situées sur la surface externe de l'enveloppe virale, qui sont des triméres de la protéine
S (Sainz et al., 2005) . Apres reconnaissance et fixation du récepteur, le virus pénétre dans la
cellule hote par endocytose ou par fusion directe de son enveloppe avec la membrane
plasmique de la cellule hote. Le SRAS-CoV et le SRAS-CoV-2 tilisent lenzyme de
conversion de langiotensine 2 (ACE2) comme récepteur (Zhou et al., 2020), tandis que le
MERS-CoV uitilise la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4)(Raj et al., 2013). Les coronavirus murins
utilisent  lantigene  carcino-embryonnaire  murin - molécule  d'adhésion apparentée 1
(MCEACAM1a) (Nédellec etal, 1994 ;Williams et al, 1991 ).




e Protéines d'enveloppe (E) et de membrane (M)

Les protéines de lenveloppe (E) et de la membrane (M) sont des protéines membranaires
intégrales conservées, associées a l'enveloppe (Figure 3). Les protéines S, E et M sont
transloquées dans le réticuum endoplasmique (RE) de la cellule hoéte pendant la
traduction. Contrairement a la protéine S, les protéines E et M ne semblent pas avoir de
peptide signal N-terminal reconnaissable (Fehr et al., 2015). Dés leur entrée dans le RE, les
trois protéines sont intégrées dans la membrane et suivent la voie de sécrétion vers le
compartiment intermediaire RE-Golgi. Les molécules E et M s'engagent dans plusieurs
interactions moléculaires pour faciliter lassemblage et la libération de nouvelles particules
virales (Li et al., 2005 ; Song et al.,2019 ;Tai et al., 2020).

protéine de nucléocapside (N) Bratatines SRlkeiCn
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Figure 3. Structure du coronavirus 2(Gupta et al., 2019)

e Protéine de nucléocapside (N)

La protéine nucléocapside (N) se lie aux ARNs génomiques dans une conformation perles-
sur-une-chaine. Contrairement aux protéines S, E et M, la protéine N reste dans le cytosol de
la cellule héte aprés la traduction, ou elle se lie aux ARNs genomiques pour former de
nouvelles nucléocapsides (Fehr et al., 2015). Ces nucléocapsides voyagent vers le RE-golgi et
sont utilisées pour lassemblage de nouvelles particules virales centrales. La protéine N
contient deux domaines fonctionnels, appelés domaine N-terminal (NTD) (IPR037195) et
domaine C-terminal (CTD) (IPR037179), tous deux capables d'interagir avec 'ARN (Liu et
al., 2004 ; Sainz et al., 2005)

2.3. Voix de transmission du virus




La dynamique de transmission des maladies infectieuses dépend essentiellement des hotes
réservoirs (Figure 4), qui peuvent entretenir le pathogéne avec une infection modérée ou
asymptomatique dans la population (Li et al., 2020). Les coronavirus se trouvent largement
chez les chauves-souris, les porcs, les vaches et plusieurs autres especes. Des rapports
antérieurs suggérent également que ce virus est également présent chez les oiseaux (Chaming
et al.,, 2020) Une analyse phylogénétique moléculaire a montré que le virus voisin du SRAS-
CoV-2, le RaTG13provenant de chauves-souris présente une similitude de 96%( Li et al.,
2020). Sur la base des données moléculaires, en plus de sa localisation au niveau du liquide
oropharyngé et des poumons, ce virus a été également isolé au niveau du visag eet du sang
(Bailey et al., 2018). Cette observation prouve que le SRAS-CoV-2 est transmis par
gouttelettes d'homme a homme et pourrait aussi se faire par voie orofécale (Bailey et al.,
2018).

SARS-CoV SARS-CoV-2 MARS-CoV
Transmission Transmission Transmission

Figure 4. Modele de transmission du SARS-Coronavirus (SARS-CoV), MERS-Coronavirus
(MERS-CoV) et le nouveau coronavirus (SARS-CoV-2) (Li et al., 2020)

Ce mode de transmission est trés courant chez les oiseaux. En effet, les oiseaux migrateurs
jouent un réle treés important dans la dissémination des virus de la grippe aviaire a partir de
differentes parties du globe lors des migrations saisonniéres (Bailey et al., 2018). D’autant
plus que les coronavirus tels que le SARS-CoV humain et le CoV SL-CoVZXC21 de chauve-
souris utilisent l'enzyme de conversion de langiotensine 2 (ACE2) comme récepteur au
niveau des cellules hétes. La comparaison du géne ace2 de differentes espéces aviaires
suggerent la conservation de la séquence protéique chez la plupart des oiseaux (Li et al.,
2003).

Aussi, 'examination des résidus d'interaction du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la
protéine de pointe du SRAS-CoV-2 avec les résidus critiques d'/ACE2 de différentes espéces
entre autres lhomme, la poule domestiqgue et le canard colvert a permis de montré la
conservation des sequences par rapport a son homologue humain (Chaming et al., 2020).

Néanmoins, il ny a pas de preuve expérimentale de I’existence
d'une infection par bétacoronavirus chez les oiseaux (Cui et al., 2019). Alors qu'une étude
récente a montré la présence significative de I'alpha et gammacoronaviruses chez les canards,
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les oiseaux de rivage, et les hérons en Australie (Chamings et al., 2018). Ces observations
nous permettent de croire que les oiseaux sont moins sujets a linfection par
les bétacoronavirus .Par conséquent, les risques de propagation du SRAS-CoV-2 par les
oiseaux de meurent faibles sous sa forme actuelle.

2.4/ Mode d’action du virus

Lors de la reconnaissance du récepteur de la cellule hote, la particule virale pénetre dans la
cellule hote libérant son ARN génomique de sens positif. Les ribosomes hotes traduisent les
polyprotéines ppla et pplab, qui s'auto-clivent pour produire les protéines non structurales
(Nsps) qui s'assemblent dans le complexe réplicase-transcriptase (RTC) et génerent les
ARNm pour la synthese des protéines structurelles et accessoires, ainsi que les ARN
genomiques de sens positif par réplication. Les particules virales du noyau sont assemblées
dans des vésicules lisses dérivées du compartiment intermédiaire réticulum endoplasmique-
Golgi (ERGIC). La descendance virale est finalement libérée par exocytose (Sola et al.,
2015).

Un certain nombre d'études ont démontré que les séquences de SARS-CoV-2 et SARS-CoV
semblent étre homologues avec des protéines S similaires qui ont de fortes affinités de liaison
avec le récepteur de cellule humaine ACE2 (Ren et al., 2020; Xu et al.,, 2020). Par
conséquent, les cellules exprimant ACE2, y compris les cellules alvéolaires pulmonaires de
type 1l (AT2), peuvent servir de cellules cibles primaires qui sont sensibles a l'infection par le
SRAS-CoV-2 (Zhang et al., 2020). La distribution de l'expression du récepteur ACE2 est
cruciale pour identifier les cellules cibles afin de fournir des preuves de la distribution de
linfection par le SRAS-CoV-2 dans tout le corps. L'ACE2 était fortement exprimée dans les
cellules alvéolaires, épithéliales de Taesophage, de liléon et du colon (Zhang et al., 2019). Les
chercheurs ont utilisé les dernieres données de séquencage d'’ARN unicellulaire pour analyser
lexpression de [FACE2 dans les systemes respiratoire, cardiovasculaire, digestif et
urinaire. Les résultats ont démontré que les cellules du cceur, de l'eesophage, des reins, de la
vessie et de liléon présentaient une expression similaire ou supérieure d'ACE2 par rapport a
celle des cellules AT2, ce qui suggere que ces organes y compris les poumons pourraient étre
arisque d'infection par le SRAS-CoV-2(Zou et al., 2020).

L'ACE2 est une enzyme essentielle du systeme rénine-angiotensine (RAS) qui joue un réle
important dans la régulation de la pression artérielle et du maintien de I'homéostasie des
électrolytes et des fluides. L’ACE2 protége lindividu contre des dommages aigu graves du
poumon qui peut étre déclenché par une septicémie, Iaspiration acide, le syndrome
respiratoire sévere aigu sévere (SRAS) et la grippe aviaire létale causé par le virus HSN1 et
H7N9 (Kuba et al., 2005 ; Zhao et al., 2020 ; Zou et al., 2020). De plus, des études récentes
ont montré que l'enzyme ACE2 régule négativement les réponses inflammatoires au cours
des infections bactériennes ou virales (Sodhi e tal., 2019).

L'infection par le SRAS-CoV-2 utilise 'ACE2 pour lattachement viral et lentrée ultérieure
dans le cytosol. Par conséquent, une réplication rapide du SRAS-CoV-2 peut réduire
lexpression a la surface de IACE2 dans le tissu pulmonaire, ce qui peut entrainer une
intensification supplémentaire de linflammation et de la gravit¢ de la maladie (Glowacka et
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al., 2010). Une étude récente a révélé que le tabagisme est associé a une expression plus
élevée de I'ACE2 par rapport aux non-fumeurs, ce qui peut étre lune des raisons de la
wulnérabilité de certaines populations a cette nouvelle infection par le SRAS-CoV-2 (Cai
etal., 2020 ;Liu etal., 2017).

2.5. Symptomes et manifestations clinique

Les coronavirus infectent principalement le systéeme respiratoire et digestif (Wang et al.,
2020). Les symptomes les plus fréquents vont de manifestations légeres et spontanément
résolutives (Rhume associé a de la fievre ou de la diarrhée) jusqu’aux symptomes graves tels
qu’une pneumonie severe avec des lésions rénales ou une atteinte cardiaque et méme la mort
(Chen et al., 2020 ; Wang et al., 2020 ;).

Le systeme respiratoire inférieur subit des dommages plus importants que le systeme
respiratoire supérieur (Loeffelholzetal., 2020). Un certain nombre d'études ont indiqué que les
patients atteints d'une infection par le SARS-CoV-2 présentaient une pneumonie et divers
symptdmes cliniques, notamment de la fievre, de la toux et de la fatigue (Zhao et al., 2020 ;
Chai et al., 2020). Selon une étude réalisée a Hong Kong, les premiers échantillons de salive
de patients infectes sont positifs lors de ladmission (Lin et al., 2020), par la suite la charge
virale dans ce méme type d’échantillon montre une tendance a la baisse (Fan et al., 2020).

Les patients atteints d'une infection a coronavirus peuvent également présenter des diarrhées
et des symptbmes gastro-intestinaux (Tian et al., 2020). Bien que certains patients aient
presente des affections cardiaques et rénales, il existe un manque de données concernant
latteinte de ces organes. La liaison des coronavirus aux récepteurs ACE2 des cellules
tubulaires, provoquent une cytotoxicité et une baisse anormale de la fonction rénale (Drosten
et al, 2003 ; Peiris et al, 2003 ).

2.6/ Les différents variantes du SARS-CoV-2

Malgré I'existence d’une activit¢ de relecture et de correction lors de la réplication du génome
viral, le taux de substitution/nucléotide/génome/an est de lordre de 8.104(MacLean et al.,
2020). Les modifications du génome viral peuvent toucher la structure des différentes
protéines, les conséquences les plus importantes sont celles qui modifient la partie codante de
la protéine spike. La modification de structure de cette molécule est susceptible d’augmenter
Iaffinit¢ de la protéine spike pour 'ACE2 et dés lors I'infectiosit¢é du variant expliquant son
émergence ou bien de modifier I'efficacit¢ de la réponse immunitaire contre le virus (Jin et
al., 2021 ; Mc Mahan et al., 2021 ).

L’une des premieres mutations, apparue en février 2020, a été la D614G qui provoque un
changement de conformation majeur du domaine S1 de la protéine spike induisant ainsi une
augmentation considérable de I'infectiosit¢ virale (Gobeil et al., 2021). Pratiquement toutes
les souches circulant a ce jour sont porteuses de cette mutation. Parmi les variantes d’intérét
du SARS-CoV-2 circulant actuellement dans le monde (Centre national des références des
infections respiratoire, France., 2021).
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Il existe quatre variantes du virus SARS-CoV-2qui concentrent tout particulierement
Iattention des scientifiques et des autorités sanitaires internationales : le variant B.1.1.7 (dit «
anglais »), le variant B.1.351 (dit « sud-africain »), le variant P1 (dit « brésilien »), ainsi que
le variant B.1.1.7 ayant acquis la mutation E484K (Faria et al., 2021 ; Naveca et al.,2021 ;.
Public Health England., 2020 ). Les mutations présentes chez les variantes B.1.351 et P.1
impliquent notamment la protéine spike et se localisent au niveau des résidus K417N, E484K
et N501Y, qui font partie du domaine d’interaction de la protéine spike avec ' ACE2et la cible
privilkgiée des anticorps neutralisants (Wang et al., 2021 ; Wibmer et al., 2021).

La lignée, B.1.617, a été détecté dans l'ouest de I'Inde en octobre ou le variant « Delta ». Il est
qualifié de "double mutant” parce quil est notamment porteur de deux mutations
préoccupantes au niveau de la protéine de pointe (“spike") du virus Sars-CoV-2 ; La premiere,
E484Q, est proche de celle déja observée sur les variants sud-africain et brésilien (E484K),
soupconnée d'entrainer une moindre efficacité de la vaccination et un risque accru de
réinfection. La seconde, L452R, est également présente dans un variant repéré en Californie,
et pourrait étre capable d'entrainer une augmentation de la transmission. C'est la premiére fois
gu'on les repére ensemble sur un variant ayant une diffusion importante (OMS., 2021).

Tableau 1. Principales mutations et caractéristiques majeures des variants préoccupants du
SARS-CoV-2 (Public health., 2020)

Dénomination | Pays d’origine Mutations Caractéristiques
du variant
B.1.1.7 Royaume-Uni | S: del69-70 HV, dell44Y, Infectiosité
Septembre 2020 | N501Y, A570D, D614G, augmentée.
P681H, T716l, S982A,
D1118H. Augmentation
ORFlab : T1001l, A1708D, | probable du risque
12230T, del3675-3677 SGF | dhospitalisation et
ORF8 : Q27stop, R52I, Y73C de déces.
N : D3L, S235F
B.1.1.7 + Royaume-Uni | S: del69-70 HV, del144Y, En cours
E484K Décembre 2020 | E484K, N501Y, A570D, d’investigation
D614G, P681H, T716l,
S982A, D1118H.
ORF1lab : L730F,T1001l,
A1708D, 12230T, del3675-
3677 SGF ORF8 : Q27stop,
R521, Y73C N : D3L, A173V,
S235F, A398T.
B.1.351 Afrique dusud | S:L18F (selon la lignée), Echappement partiel
Octobre 2020 | D80A, D215G, del242-244 aux anticorps
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LAL, R246] (selon la lignée),
K417N, E484K, N501Y,
D614G, A701V.ORFlab :
T2651, K1655N, K3353R
ORF3: Q57H, S171L E:

neutralisants.

Augmentation
probable du risque
de la  mortalité

P71L N : T205I hospitaliere.
P.1 Brésil Décembre | S : L18F, T20N, P26S, Echappement  partiel
2020 D138Y, R190S, K417T, aux anticorps
E484K, N501Y, D614G, neutralisants,
H655Y, T10271, V1176F infectiosité
ORFlab :S1188L, K1795Q, | augmentée,
del3675-3677 SGF, E5665D réinfections
ORF3a : C174G ORFS8: observées Pas
E92K, ins28269-28273 N : d'impact décrit sur la
P8OR sévérité de linfection
A.27 France Janvier | S:L18F, L452R, N501Y,
HMN.19B 2021 A653V, H655Y, Q677H (selon
la lignée), D796Y, G1219V
Mutations sur les autres ORF
non precisées
B.1.525 Angola, S :Q52R, A67V, del69-70
Pango-lineage Royaume-Uni | HV, dell44 Y, E484K,

Décembre 2020

D614G, Q677H, F888L
ORF1ab : del3675-3677 SGF
E : L21F, 182T

B.1.526 Etats-Unis New | S : L5F, T95I1, D253G, S477R En cours
York (selon la lignée), E484K (selon d’investigation
la lignée), D614G, A701V
Novembre 2020 | ORFlab : del3675-3677 SGF,
Q1011H ORF3a : P42L N :
P199L, M2341 ORF8 : T11l
B.1.616 France S : H66D, G142V, Y144, | En cours
(dérivé du D215G, V483A, D614G, | d’investigation
clade 20C) Mars 2021 | HB55Y,  G669S,  Q949R, | Présence faible au
N1187DORF6: del23-31 | niveau naso-
KVSIWNLDY pharyngé.  Nécessité
de prélevement
profond des voies
respiratoires
B.1.427 et Etats-Unis S : S13I, W152C, L452R, | Infectiosité
B.1.429 Juillet 2020 D614G.ORFla : 14205V | augmentée

ORF1b : D1183Y

12




p.2 Brésil S : E484K, D614G, V1176F En cours
d’investigation
Juillet 2020

P.3 Philppines | S : dell41-143 LGV, R214L,
Janvier 2021 | del243-244 AL,  Y265C,
E484K, N501Y, D614G,
P681H, E1092K, H1101Y,
V1176F.N : G204R, R203K,
NS3 : G49V

NS8 : K2Q

NSP3 : D736G

NSP4 : L438P

NSP6 : D112E NSP7 : L71F
NSP12 : P323L

NSP13 : L280F, A368V, S80G

B.1.617 Inde Deux substitutions dans le
domaine de liaison des
Octobre 2020. | récepteurs cellulaires (L452R
et T478K).

Substitution preés du site de
clivage S1/ S2 par la furine
(P681R)

Substitution (T19R) et délétion
(157-158del) dans le domaine
antigénique NTD.

3. Diagnostic de I’infection

Depuis le début de I'épidémie et partout dans le monde, le diagnostic repose sur la biologie
moléculaire avec la recherche du génome viral par amplification de génes spécifique a ce
virus. Cependant, de plus en plus de tests sont actuellement proposés dans le but d’identifier
plus rapidement les foyers de contagions, d’élargir le dépistage et de suivre le traitement. Il
s’agit des tests antigéniques et sérologiques permettant de détecter soit les antigénes viraux ou
bien les anticorps anti-SARS-CoV-2 de type IgM et IgG (Tian et al., 2019).

3.1. Recherche du SARS-CoV-2par RT-PCR entemps réel
La technologie de la PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un
«reporter» fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a

la quantit¢ d’amplicons générés durant la réaction de PCR. En observant la quantit¢ de
fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR durant sa
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phase exponentielle ou la premiére augmentation significative dans la quantit¢ d’amplicons
est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice originale cible (template).
Plusieurs instruments de PCR en temps réel sont présentement sur le marché. Ces appareils
utilisent généralement un systeme en tubes fermés et la quantification ne requiert aucune
manipulation post amplification, ce qui minimise ou élimine les problemes de contamination
par les amplicons suite a la réaction de PCR et réduit le temps d’analyse (Bustin, 2000). Le
processus complet est donc automatisé du début a la fin rendant ainsi cette technologie
mtéressante pour des applications d’analyses a grande échelle (high-throughput) (Martell et
al., 1999).

Il existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons :les agents se
liant & TADN double brin (Figure 5) (ex. SYBR Green 1) et les sondes fluorescentes. Pour
cette derniere catégorie, il existe quatre technologies principales : hydrolyse de sondes
(Tagman assay) (Figure 6), hybridation de 2 sondes (HybProbes),balises moléculaires
(Molecular Beacons) (Figure 7)et les amorces scorpion (Scorpion primers). Ces différentes
technologies de détection auraient une sensibilité équivalente. Cependant, leur technologies
présentent des différences au niveau de la spécificité¢ (Bustin et al., 2000).

::IIIIIIHIIIII:: 3‘\
5

: fluorochrome stimulé : amplicon : amorce

 fluorochrome non stimulé libre sl - ADN double brin cible

Figure 5.Agents se liant a TADN double brin (Double-stranded DNA binding dyes). (a)lors
de la dénaturation, le SYBR Green | libre exhibe peu de fluorescence. (b) A la température
d’appariement, quelques molécules se lient au double brin d’ADN naissant résultant en une
émission de fluorescence lors de I'excitation. (c) Durant la phase de polymérisation, de plus
en plus de molécules se lient au brin naissant et I'accroissement de la fluorescence peut-étre
suivi en temps réel (Bustin et al., 2000).
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Figure 6. (A) : Hydrolyse de sondes (Hydrolysis probes : Tagman assay) (Bustin et al., 2000).
Lors de la dénaturation de 'ADN, la sonde se trouve libre en solution. Au moment de
I'appariement, la sonde et les amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la
proximité des fluorochromes permet I'inhibition de la fluorescence. La polymérase déplace et
hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de I’environnement du suppresseur
permettant ainsi I'émission de la fluorescence.

(B): Hybridation de 2 sondes (Hybridation probes). Durant I’étape de dénaturation, les deux
sondes demeurent séparées et en solution. Au moment de I'hybridation, les sondes s’hybrident
a leurs séquences cibles respectives et la proximit¢é des fluorochromes permet I’émission de
fluorescence rouge par le principe FRET.

15




s ¥

?g:-t-l-l-u-i-u-u-u-i-;i T TJ\;;;"———\
s

¥ 5 3 5
?hulmmléwhm: © amorCe: : amplicon bk ADN double brin cible:
&: suppresseur L '*':ﬂnmndmmémﬂeur

5 ¥ 53 /
g bl 5 ¥
3

?— lh
¥ c ¥
ST, S e

5!*—/1\ e -*-s,
P c TTTTTrTT

P

R : amorce/sonde scorpion - bloquenr (HEG) * AMOTee

Figure 7. (A) : Balises moléculaires (Molecular Beacons). Durant I'étape de dénaturation, la
balise moléculaire est sous forme relaxée et libre en solution mais la proximité des
fluorochromes permet I'mhibition de la fluorescence. Au moment de I’hybridation de la sonde
a sa séquence cible, le fluorochrome emetteur est suffisamment éloigné de son suppresseur
pour permettre I'émission de fluorescence. A I'étape de polymérisation, la balise moléculaire
retourne en solution sous forme d’épingle a cheveux.

(B) : Amorces scorpion (Scorpion primer). (a) Durant I'étape de dénaturation, la balise
moléculaire est sous forme relaxée et libre en solution mais la proximité des fluorochromes
permet I'nhibition de la fluorescence. (b) L’amorce scorpion se fixe a sa séquence
complémentaire cible. (c) Polymérisation du brin complémentaire. (d) Dénaturation des brins
d’ADN. (e) Hybridation de la séquence complémentaire de la partie balise moléculaire a sa
séquence cible permettant I'émission de fluorescence.

3.2. Tests antigéniques

16




Les tests antigéniques permettent de détecter les protéines spécifiques du SARS-CoV-2. Ces
tests peuvent étre réalisés sur des prélevements nasopharyngés et des prélevements des voies
respiratoires basses. Comme les tests de RT-PCR, ils assurent le diagnostic précoce de la
maladie des la phase aigué (Dae-Gyun et al., 2020)

Le test antigénique consiste en un test manuel, & lecture directe sur un petit boitier en
plastique, a I'image des tests de grossesse vendus en pharmacie basée sur la détection
d'antigenes dans un échantillon a tester, poursuit le spécialiste. L'anticorps est déposé sur la
membrane dutestet va se lier aux antigenes du virus s'ils sont présents dans I'échantillon. Le
résultat s'affiche en 30 minutes maximum sous forme de barres qui apparaissent sur le boitier.
Le test antigénique permet d’affirmer la présence du virus lorsque I'examen est positif. Son
atout réside dans la rapidité¢ de rendu du résultat (Mertens et al., 2020).

Moins invasif, car moins profond que les tests par prélevement nasopharynge, les tests
antigéniques nasaux sont adaptés dans le cas de dépistage régulier du Covid-19 et désormais
recommandés en milieu scolaire. Aussi, ils sont utilisés dans les centres de soins pour
ldentification précoce d'une infection au SRAS-COV-2 active non seulement chez les
personnes présentant des symptomes, mais également chez les personnes contacts détectées
isolément ou au sein de clusters (Mertens et al., 2020).

Le test antigénique s'adresse en priorité :

Aux personnes symptomatiques : Les tests doivent étre réalisés dans un délai inférieur ou
¢gal a 4 jours apres I'apparition des symptomes ;

Aux personnes asymptomatiques : lorsqu’elles sont personnes cas contacts, détectées
isolément ou au sein d’un cluster. Les tests doivent étre réalisés sous 24 h si le cas contact vit
dans le méme foyer que la personne contaminée ou si le cas contact ne vit pas avec la
personne contaminée, le test est a réaliser 7 jours apres le dernier contact avec la personne
contaminée.

Les tests peuvent étre utilisés pour des personnes asymptomatiques lorsque le médecin, le
masseur-kinésithérapeute, la sage-femme, le chirurgien-dentiste, le pharmacien ou [I'infirmier
Iestiment nécessaire (Zhu et al.,2019). Les tests antigéniques sont également utilisés dans le
cadre de dépistages collectifs organisés au sein de populations ciblées (lycées, usines,
hébergements collectifs, EPHAD...), en cas de suspicion de circulation particulicrement
active du virus (potentiel de contamination, prévalence, etc.)

La mutation du variant anglais pourraient altérer lefficacité des tests antigéniques ciblant
uniquement la protéine de Spicule (S). Les tests antigeniques ciblant la protéine "N" ne sont
pas impactés. Lorsqu’ils sont réalisés par prélevement nasal, les tests antigéniques ont une
spécificite de 99 % a 100 %, et une sensibilit¢ de 81 % chez les personnes symptomatiques,
toutefois comprise entre 50 % et 58 % chez les asymptomatiques (Mak et al., 2020).
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3.3. Test sérologique

Le test sérologique permet la détection des anticorps spécifiques (immunoglobulines : 1g)
produits par lorganisme et dirigés contre le SARS-CoV-2. Ce test est réalisé sur un
prélevement sanguin et pourraient étre utilisé pour identifier les patients ayant développé une
immunité vis-a-vis du SARS-CoV-2 qu’ils aient été symptomatiques ou pas (Yang et al.,
2020). De ce fait, ce test permet de connaitre le statut sérologique des personnes exposées
(professionnels de santé). Il pourrait également avoir une utilité dans le recueil des données
épidémiologiques liees au Covid-19 (patients réellement infectés, taux de mortalité...). Des
chercheures ont montré, que les anticorps IgA et IgM anti-protéine de la nucléocapside sont
détectés dans un délai médian de cinq jours apreés Iapparition des premiers symptomes dans
85,4 % et 92,7 % des cas respectivement. Alors que les 1gG sont détectées dans un délai
médian de quatorze jours et dans 77,9 % des cas (Guo et al.,2019).

Dans le cas spécifigue du SARS-CoV-2, les données de la littérature ont montré que la
production d’anticorps commengant aprés la premicre semaine d’infection et généralement
détectable a partir de la seconde (Li et al., 2020). Les anticorps de type IgM apparaissent a
partir de J7 et les anticorps de type IgG a compter de J10 (Figure 8). La détection de ces
anticorps témoigne donc d’une exposition au SARS-CoV-2. Cependant, on ignore jusqu’a
présent la durée de persistance de cette protection éventuelle, sachant que plusieurs études ont
rapporté une diminution du titre d’anticorps avec le temps (Zhao et al., 2020). Cette
décroissance est variable d’un individu a l'autre et dépend de I'antigéne. Une étude a montré
que la demi-vie des anticorps anti-nucléoprotéine serait de 52 jours avec 50 % des patients
négatifs en six mois tandis que la demi-vie des anticorps anti-Spike serait de 85 jours
(Ibarrondo et al., 2020). Enfin, les concentrations d’anticorps sont plus faibles pour les
personnes asymptomatiques que les patients ayant présenté des formes cliniques séveres
(Granjean et al., 2020).
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Détection des anticorps
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Figure 8. Evolution de la production des anticorps IgM et IgG au cours de 'infection par le

SARS-CoV-2(Guo et al., 2019).

3.4. Autre moyen de diagnostic : Scanner thoracique

Le scanner thoracique joue un rble pivot dans le tri des patients admis aux urgences,
permettant de les hospitaliser au niveau des services « COVID » ou « non-COVID ». Le
scanner initial doit étre réalisé sans injection sauf dans le cas d’une suspicion d’embolie
pulmonaire, dont le risque est assez élevé dans cette maladie (Pan et al., 2020). L’atteinte
scannographique typique de la pneumonie COVID-19 consiste en I'apparition de plages de
verre dépoli bilatérales, périphériques sous-pleurales, souvent postérieures et basales (Figure
9).L’extension lésionnelle au scanner est corrélée a la sévérite clinique de la maladie et doit
étre mentionnée dans le compte-rendu d’examen (Yang et al., 2019).
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Figure 9.Scanner thoracique typique de pneumonie COVID-19 chez un homme &gé de 35
ans. (A, B, C) sans injection en coupes axiales, (D) coronale et (E) sagittale. Plages de verre
dépoli (fleches) bilatérales, sous-pleurales, prédominant dans les régions postérieures (Bai et
al., 2019).

4. Prise en charge des personnes atteintes de la COVID 19
4.1 Protocol sanitaire

4.1.1. Mesures de prévention

e Isolement du patient

Les conditions d’isolement du patient a son domicile sont évaluées en prenant en compte son
autonomie, les conditions locales permettant ou non un isolement effectif de la personne
infectée, et la présence de personne(s) a risque de formes séveres de COVID-19 a domicile.
Dans le cas ou toutes ces conditions sont réunies, il faut informer le patient et son entourage
des mesures de précaution vis-a-vis du SARS-CoV-2. En loccurrence, I'importance de
I'isolement du patient dans sa chambre avec des sanitaires idéalement privatifs. Les repas
doivent étre pris dans une piece séparée. Aussi, I'importance de respecter la distanciation
sociale ; de porter un masque chirurgical lors des contacts avec les soignants. La surveillance

personnelle de la température ainsi que des signes respiratoires est nécessaire (Bausewein et
al., 2020)

e Suivi des indicateurs biologiques

L’apparition des signes cliniques de [Dinfection S’accompagne de perturbation du bilan
biologique. Les personnes atteintes peuvent présenter les signes suivants (Wu et al.,2020)

- Une lymphopénie : taux des lymphocytes totaux effondré < 0.8g/l

- Une thrombopénie : taux des plaquettes effondre < 100/g/I

- Une élgvation de la CRP, atteignant des valeurs élevées (150 mg/L)

- Les D-diméres sont augmentés >ou= 0.05mg/l

20




- Un Fibrinogene> 8¢/l
4.1.2. Thérapie médicamenteuse

Le traitement administré aux personnes atteintes du coronavirus est purement symptomatique,
et ajusté selon les signes cliniques présentés. Il n'existe pas de traitement ayant démontré a ce
jour une efficacité sur la réduction des complications ou la durée des symptdémes avec un
niveau de preuve suffisant. Des essais cliniques en cours pourraient faire évoluer la prise en
charge spécifique de la COVID-19 (Yang et al.,2020).

En cas de fievre ou de douleur, le paracétamol est le traitement de premiere intention. 1l est
recommandé de ne pas avoir recours aux anti-inflammatoires non stéroidiens compte tenu de
la possible association entre leur utilisation et la survenue d’une forme sévere de la maladie.
Les patients avec des maladies chroniques ne doivent pas arréter leur traitement sans avis
médical. Il n’y a pas lieu de recommander un arrét systématique des inhibiteurs de I’enzyme
de conversion, du sintrom, des corticoides oraux ou inhalés utilisés en traitement de fond pour
des maladies chronique (Brian et al., 2020).

Par ailleurs, les micronutriments comme les vitamines D et C ou le zinc sont essentiels au bon
fonctionnement du systeme immunitaire et jouent un role fondamental dans le domaine de la
santé et du bien-étre nutritionnel. Il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’orientations concernant

I'emploi de suppléments en micronutriments comme traitement de la COVID-19 (Coutard et
al., 2020).

Plusieurs traitements médicamenteux expérimentaux sont activement étudiés dans le
cadre d'essais cliniques a savoir :

e La chloroquine est un médicament indiqué dans le traitement et la prévention du
paludisme (malaria) mais aussi en rhumatologie et en dermatologie pour traiter la
polyarthrite rhumatoide et certains lupus. L'hydroxychloroquine est une molécule
dérivée de la chloroquine. Elle est utilisee depuis de nombreuses années dans le
traitement de certaines pathologies auto-immunes. La chloroquine n'agit pas
directement sur le virus, mais sur les cellules infectées elles-mémes par le virus, en
diminuant leurs capacités infectieuses. Elle pourrait également avoir un effet negatif
sur la liaison entre le virus et son récepteur sur les cellules a infecter (Barbosa et al.,
2019).

e L’azithromycine est un antibiotique prescrit depuis le début de I'épidémie, alors que
la Covid-19 est une infection virale, il aurait pour réleun effet immuno-modulateur et
un éventuel effet antiviral non démontré en clinique (Campochiaro et al., 2020). En
effet, les macrolides tels que I'érythromycine, la roxythromycine, la clarithromycine et
I'azithromycine possedent un effet immu-modulateur avec un mécanisme complexe
aboutissant & une diminution des interleukines 11-6, 1-8 et TNF-alfa et une inhibition
de la production de protéases et de radicaux libres oxygénés par les polynucléaires
neutrophiles(Rosenberg et al., 2020).

21




e Les corticoides : Iexpérience tirée de [lutilisation des corticoides au cours des
infections virales séveres, conduit a les déconseiller dans les formes séveres de grippe
et leurs utilisation chez les patients infectés par le MERS-CoV est associée a une
surmortalit¢ (Campochiaro etal.,2020). Les recommandations de la Surviving Sepsis
Campaign préconisent de ne pas administrer de corticoides pour une forme grave de
Covid-19 sans SDRA. Pour les malades présentant un SDRA, une étude rétrospective
suggere que [l'utilisation de la corticothérapic systémique chez eux pourrait étre
bénéfigue (Chorin et al., 2020). Chez ces patients, il est recommandé de leur
administrer de la Dexaméthasone a 6mg/j pendant une durée maximale de 10 jours
(Wang et al., 2020).

e Les anticoagulants sont des médicaments qui empéchent la formation de caillots
sanguins nocifs. Cependant, ils pourraient provoquer des effets indésirables tels que
des saignements. En plus des problemes respiratoires, environ 16 % des personnes
hospitalisées pour la COVID-19 ont des problemes circulatoire, ce qui entraine la
formation de caillots de sang dans les arteres, les veines et les poumons. Ces caillots
de sang peuvent se détacher et se déplacer vers d'autres parties du corps, ou ils
pourraient provoquer des obstructions menant a des crises cardiaques ou des accidents
vasculaires cerébraux. Prés de la moitié des personnes atteintes de la COVID-19 sous
une forme sévere, dans les unités de soins intensifs, pourraient développer des caillots
dans leurs veines ou leurs artéres. (Wit et al.,2020). De ce fait, il est recommander
d’administrer du Lovenox lors de la premiere admission & I'hdpital pour la COVID-19,
afin d'éviter la formation de caillots sanguins, plutdt que d'attendre de voir si des

caillots sanguins se forment et de les traiter ensuite avec des anticoagulants (Tay et
al.,2020).

4.2. La vaccination contre la Covid-19

Le développement d’un vaccin est un procés complexe a haut risque d’échec. Pourtant, leur
role est primordial dans la prévention des formes séveres de la maladie, des hospitalisations et
des décés. Pas moins de 293 projets de fabrication de vaccins ont été inscrits et sont arrivés a
des niveaux differents de développement :223 vaccins sont en phase préclinique, 17 sont en
phase | de développement clinique,23 sont en phase Il, 20 sont en phase Il et 10 entre eux
sont en cours d’utilisation (Jackson et al., 2020).

Le point commun de tous ces vaccins c’est qu’ils stimulent le systéme mmmunitaire de fagon a
induire une protection spécifique contre le virus de la COVID, des différences existent quant a
la technique utilisée. En effet, différentes technologies (aussi appelées plateformes) vaccinales
sont actuellement utilisées. On peut les répartir en cing catégories (Trovato etal., 2019 ;Van
Riel etal., 2019).

4.2.1.Les différentes technologies vaccinales développées :

a- Les vaccins basés sur un virus inactivé ou atténué sont les plus couramment utilises. lls
utilisent une forme de virus qui a été inactivée ou affaiblie pour ne pas provoquer de maladie
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mais qui géncre tout de méme une réponse immunitaire. C’est le cas des deux vaccins chinois
Sinopharm et Sinovac.(Trovato M et al.,2020 ;VVan Riel D et al.,2020 )

b- Les vaccins basés sur vecteur viral (non-répliquant) reposent quant a eux sur un «
vecteur viral non réplicatif ». Cette technologie utilise un virus qui a été génétiquement
modifié pour ne pas provoquer de maladie mais produit des protéines de coronavirus pour
générer en toute sécurité une réponse immunitaire.On peut citer le Gamaleya Research Inst.
(Sputnik V), AstraZeneca and Univ. Oxford, CanSino Biological Inc., Johnson & Johnson
(Lemarchand M et al.,2021)

c- Les vaccins basés sur Sous-unité de protéine utilisent des fragments inoffensifs de
protéines qui imitent le virus COVID-19 pour générer en toute sécurité une réponse
immunitaire. Ces vaccins ont été développés par EpiVacCorona, et Novavax.(van Doremalen
N et al.,2020)

d- Les vaccins basés sur un ADN utilisent un fragment d'/ADN synthétique (plasmide) qui
code pour un antigéne du SARS-CoV-2. C’est le du vaccinlnovio ( Le Bihan O et al.,2011)

e-Les vaccins a ARN messager consistent a injecter dans I’organisme non pas le virus mais
des molécules d’ARN messager, fabriqué en laboratoire. Cet ARN, encapsulé dans des
particules de lipides, sans adjuvant chimique, ordonne aux cellules au niveau du site
d’injection (principalement les cellules musculaires et les cellules du systeme immunitaire) de
fabriquer une protéine spécifiqgue du virus responsable de la COVID, ce qui activera une
réponse immunitaire. Il est ensuite rapidement éliminé. L’ARN messager ne pénétre jamais
dans le noyau de la cellule et ne présenterait aucune action sur le génome. (Lindsay KE et
al.,2019)

Typiquement, c’est le segment d'ARN du génome viral codant pour la protéine spike du virus
(ou autre région antigénique) qui est préparée dans une suspension de nanoparticules
lipidiques. Ces vaccins sont développés par : Pfizer / BioNTech, Moderna, Curevac.(Corbett
KS et al.,2020)

4.2.2. Lefficacité des vaccins sur les différents variantes :

Les tests effectués en laboratoire tout comme les données épidémiologiques apportent des
résultats rassurants quant a lefficacit¢ des vaccins sur les différentes variantes. Ce qui
n'empéche pas de rester vigilant, afin d'éviter l'apparition de nouvelles souches incontrolables
(Pawelec et al., 2020).

En effet, les vaccins anti-Covid actuellement disponibles et approuvés sont efficaces contre
"tous les variantes du virus SARs-CoV-2". Des études réalisées en laboratoires montrent que
le sang de patients immunisés neutralise parfaitement le virus quel que soit le variant, méme
s'il semble dans ce cas que la souche dite britannique soit mieux combattue que la souche sud-
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africaine. Quant aux données épidémiologiques, elles montrent que les populations vaccinées

exposées a de nouveaux variants n'ont pas développé de formes graves de la maladie (Daganet
al.,2021).

Cela s'expliqgue sans doute par le fait que le vaccin joue sur deux tableaux : il permet non
seulement la production d'anticorps neutralisants, qui jouent le role de bouclier, mais aussi
d'initier une mémoire cellulaire, qui constitue une seconde ligne de défense essentielle. "Un
vaccin induit a la fois des anticorps qui vont bloquer l'entrée du virus dans les cellules, et des
lymphocytes capables de reconnaitre et tuer les cellules qui sont en train de fabriquer du virus
(Clark et al., 2020).

- Concernant le variant Alpha détecté au Royaume-Uni (B.1.1.7), il semble étre neutraliser par
les vaccins disponibles AstraZeneca, Janssen, Pfizer et Moderna) qui sont actifs contre le
variant ce variant dit Alpha.Pour le variant 201/484K repéré aussi au Royaume-Uniqui
présente la mutation 484K. Il est susceptible d'engendrer “une diminution d'efficacité” de la
réponse  immunitaire  conférée par une vaccination ou par une contamination
antérieure(Dunbar et al.,2021 ;Hall et al.,2021 ; Pritchard et al.,2020 ; Shrotri et al.,2021)

- Le variant Beta identifié en Afrique du Sud (B.1.351) également porteur de la mutation
484K, est le variant qui présente le risque le plus important d'abaissement de la protection
vaccinale.ll semblerait que le vaccin d'AstraZeneca n'induit pas de réponse protectrice
suffisante contre ce variant. Dans les territoires ou ce variant Beta est significativement
présent, 'OMS préconise donc de privilégier les vaccins de Moderna, Pfizer-BioNTech ou
Janssen. (Abu-Raddad et al.,2021)

- Pour le variant Gamma repéré au Brésil(P.1) porteur de la mutation 484K, [efficacité des
vaccins parait conservée mais diminuée (Chung et al.,2021)

- Concernant le variant Delta identifié en Inde(B.1.617.2),des études britannique ssuggerent
une protection de lordre de 88% contre les formes symptomatiques issues de ce variant aprées
deux injections du vaccin de Pfizer-BioNTech et de 60% pour le vaccin d'AstraZeneca.
L'efficacité du vaccin de Moderna n'a toutefois pas pu étre mesurée dans cette étude (Lopex
Bernal et al.,2021) Quant au variant Kappa détecté aussi en Inde(B.1.617), la encore, les
connaissances sont partielles. Des données préliminaires in vitro suggérent une susceptibilité
légérement réduite aux anticorps induits par le vaccin de Pfizer-BioNTech. (Lopex Bernal et
al.,2021).
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Chapitre 11: Matériel et Méthodes




Ce présent travail représente une comparaison des méthodes de diagnostic de la Covid 19 par
RT-PCR en temps réel et avec les tests antigéniques, en mettant en évidence les avantages et
les inconvénients de chacune d’entre elles.

1/. Matériel biologique

Le diagnostic des pneumonies virales telles que celles provoquées par le SRAS-CoV-2
implique la collecte d’un bon échantilon du patient et au bon moment. L’infection de la
Covid 19 peut étre détectés a partir de diverses sources respiratoires supérieures et inférieures
(Tableau 11) notamment la gorge, le nasopharynx(NP), les expectorations et le liquide
bronchique (Charlton et al., 2019 ; Falsey et al., 2012 ; Gaunt et al., 2010 ).

Les pneumonies virales n'entrainent genéralement pas, la production d'expectorations
purulentes. Ainsi, un écouvillon associé a un lavage nasopharyngé est généralement la
méthode de prélevement utilisée pour obtenir un échantillon a tester. Les échantillons
nasopharyngés peuvent manquer une infection précoce ;un échantillon plus profond peut
devoir étre obtenu par bronchoscopie. Cependant, la collecte des expectorations et en
particulier des lavages broncho-aléolaire par bronchoscopie augmentent le risque de
biosécurité pour les travailleurs de la santé par la création de gouttelettes d'aérosol (Gaunt et
al., 2010).

L'ARN du SRAS-CoV-2est également détecté a partir d'échantillons de selles, d'urine et de
sang, bien que généralement moins fiables que dans les échantillons respiratoires (Cheng et
al., 2004 ; Poissy et al., 2014). Aussi, le sérum est une autre source de détection du SRAS-
CoV-2. Cependant, seuls 15% des patients hospitalisés pour pneumonie ont un ARN
détectable dans le sérum (Huang et al., 2020). Cette source biologique est plutot utilisée pour
la détection des anticorps anti SRAS-CoV-2 qui sont produits par Ilorganisme suite a
infection (Hanson et al., 2020).

Tableau I1. Differents types de prélevement biologique réalisés chez des patients Covid 19+
en fonction des parametres recherchés (Patrick et al., 2020).

Ecouvillon Salive Tache de sang
Nasopharyngé séché
ARN -SARS-CoV-2 X X
1gG, IgM et IgA X X
Antiggnes du SARS-CoV-2 | X X
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2/ Méthodes
2.1 Prélevement nasopharyngé
Principe

Les tests PCR et antigéniques utilisent généralement des écouvillons nasopharynges et oro-
pharyngés pour l'examen d'échantillons des voies respiratoires supérieures afin de détecter le
SRAS-CoV-2. La procédure appropriée pour obtenir un échantillon des parties du corps ou le
virus responsable de la COVID-19 s’accumule, comme le nez est d'une importance capitale
(Marty et al.,2020).Un bon prélevement permet de minimiser les faux négatifs, dépend de la
compétence et I'expertise de la personne qui exécute le geste(Patel et al., 2020).

Protocol

L'approche la plus correcte pour réaliser un prélevement nasopharyngé est d'insérer
I'écouvillon et de le diriger de laile nasale vers le lobe de loreille (Figure 10); en suivant la
direction du plancher de la fosse nasale jusqua ce que le nasopharynx soit atteint(ISS
Working Group, 2020). L'utilisation de ces points reperes peut empécher I'obtention de faux
échantillons négatifs.

Il semblerait que les échantillons nasopharyngés soient plus sensibles que les échantillons
oropharyngés (Wang et al., 2020 ; Zou et al., 2020). Aussi, les écouvillons en nylon floqué
seraient plus efficace car ils peuvent collecter un plus grand volume d'échantillons par rapport
aux écouvillons en coton, en polyester ou en rayonne (Daley et al., 2006).

Figure 10. Prélevement d'un échantillon sur écouvillon nasopharyngé (Marty et al., 2020).

2.2. Diagnostique du COVID-19 par RT-PCR entemps réel
Principe

La RT-PCR est [létalon-or pour la confirmation de la maladie COVID-19 dans les
échantillons  des  voies  respiratoires  supérieures  (sécrétion  nasopharyngée et
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oropharyngée). Plusieurs protocoles ont été publiés par IOMS pour fournir un diagnostic
approprié, aider a tester les populations et contribuer a contréler la propagation de la
maladie(Singh et al., 2020 ; Wang et al., 2020).

La RT-PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un reporter
fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons générés
pendant la réaction de PCR (Poitras et al.,2002). Cette technologie combine I’amplification
avec la détection et la quantification d’un signal fluorescent. En observant la quantit¢ de
fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR durant sa
phase exponentielle. L’intensit¢ de la fluorescence a chaque cycle est proportionnelle a la
concentration d’amplicons, le cycle seuil (Ct) représente le nombre de cycles requis ou le
signal d’émission de fluorescence est statistiquement et significativement plus €levé que la
ligne de base (Tran et al., 2008).

L’amplification quantitative en temps réel est précédées d'une extraction d'ARN des
sécrétions nasopharyngée et oropharyngée, suivie d'une étape de transcription inverse pour
convertir TARN en ADN complémentaire (ADNCc) qui subira une amplification.

Protocol
1. Extraction des ARNs

L'ARN du virus doit étre extrait apres lyse complete des cellules prélevées et purification des
protéines grace a lactivit¢ protéase et élution des acides nucléiques en solution. Pour
l'extraction de I'ARN virale, il est préférable d'utiliser des méthodes de colonne filtrante ou de
billes magnétiques de haute pureté (Hung et al., 2020 ; Jo et al., 2020).

2. RT-PCR

Contrairement a la PCR traditionnelle appliquée pour amplifier les séquences d'’ADN cible, la
RT-PCR est une technique d'amplification d'un fragment d'ARN spécifique suite a sa
conversion en ADN complémentaire a laide de l'enzyme transcriptase inverse. La RT-PCR
est réalisée en deux étapes :

- Dans la premiere étape, la molécule d'’ARN est convertie par une réaction de transcription
mverse (RT), catalysée par lenzyme transcriptase inverse en une molécule d’ADNc.

- Deuxiemement, la molécule d'ADN est amplifié¢e grace a la Taq polymérase suivant le
schéma PCR classique (Calisher et al., 2020 ; Chu et al., 2020 ; Kelly-Cirino et al., 2019 ;
Wan et al., 2020 ).Les régions d'ADN spécifiques au SRAS-CoV-2 qui sont ciblés pour la
détection spécifique de ce wvirus sont: nucleocapside N, genes E et ORFlab, protéine
multimérique nspl2, ARN polymérase ARN-dépendante, RdRp (Tableau III)(Ai et al,
2020 ; Brukner et al., 2020 ; Li etal., 2020 ).

La réaction de polymérisation en chaine est constituée d’une trentaine de cycles, chacun d’eux
comportant trois étapes. Ces étapes sont réalisées dans un tube dans lequel tous les
protagonistes de la réaction (IARN viral, les amorces, du tampon 10X, des dNTP 1 pM, du
DTT 0,1 M, 200 U/l de volume final de transcriptase reverse, 20 U de RNAsine) ont été
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ajoutés. Le tube est placé dans un thermocycleur qui permet de monter le tube a la bonne
température trés rapidement (Vassias et al., 2012).

Tableau I11. Différents protocoles d’amplification par RT-PCR utilisés dans le monde
(Singh et al., 2020 ; Wang et al., 2020)

Institution/Pays Amorce Méthode Résultats
CDC chinois ORFlab, Eet N | Trois RT-PCR| , . . s
. . Limite de détection de 'ORF1lab
simplex utilisant .
est de 203 copies / ml
des amorces
marquées par | Limite de détection du géne E
fluorescence est de 664 copies / ml
Limite de détection du gene N
est de 667 copies / ml
Institut ~ Pasteur —| _. Deux RT-PCR| - 95% d'affirmation dans les
Géne RdRp/ | . . .
France "CoV IP2 simplexe ou une | échantillons  contenant  ~100
- RT-PCR copies virales
Gene RdRp /| multiplexe avec des | - La RT-PCR multiplex détecte
nCoV_IP4 amorces 10 copies virales
fluorescentes - Pas de réactivite croisée avec
d'autres virus
CDC - USA Trois singleplex | - 95% d'affirmation dans les
2019-nCOV_NL | ot pcR  utifisant | échantillons contenant
2019-nCoV_N2 | des sondes | - 100,5 copies d'ARN/UL avec
2019-nCoV N3 fluorescent extraction automatique de I'ARN
“MoV_ et 100 copies d’ARN/UL avec
extraction manuelle de IARN.
- copies d'’ARN/UL en utilisant
I'extraction manuelle d'ARN.
Charité  Germany Deux singleplex | La limite de détection la plus
RARP_SARST RT-PCR, le | basse de RdRp et E_Sarbeco 3,8
E_Sarbeco dépistage  effectué | et 5,2 copies/réaction,
par  lamplification | respectivement.
du géne E confirmé
par RARP
HKU -Hong Kon Amplification du
g g ORF1b-nspl4 . P o Des valeurs de Ct du géne N
gene N suivie d'une | . . ..
. jusqu'a 35,43 sont positives (15
Gene N confirmation en ) -
. copies / reaction). Et Ct= 38.97
amplifiant

IORF1b-nspl14.

positif pour TORF1b Ct jusqu'a
38,97 (1,5 copies / réaction)
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- Deénaturation de PPADN: permet de séparer par la chaleur les deux brins d’ADN. Le
melange réactionnel est amené a 94 °C, température a laquelle les deux brins d’ADN se
séparent. (Vassias etal., 2012)

- Hybridation des amorces : lors de cette étape, la sonde s'apparie a la séquence d’ADN qui
lui est complémentaire. Une amorce spécifique se fixe au niveau de la région a amplifier.
Celle-ci est marquée par un fluorophore. La cinétique d’émission de la fluorescence est
proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons produits au cours de la réaction (La détection peut
se faire a laide de SYBR green, composé organique fluorescent qui se lie aux acides
nucléiques, Tagman ou FRET), L’hybridation des amorces s’effectue a une température de
70°C pendant 1 a 2 min.

- L’¢élongation des amorces est effectué par la Taq polymérase qui est utilisée pour allonger
les amorces en y incorporant des bases complémentaires de la séquence matrice. Cette
opération est réalisee a 72 °C pendant 2 min, température optimale pour I'action de la
polymérase. Elle synthétise I’ADN de Iextrémité 5° vers 'extrémité 3 (Vassias etal., 2012).

Pour la lecture des résultats, il y a un certain nombre de points a considérer. L'une des valeurs
clés de la PCR en temps réel est le seuil de cycle (Ct), qui se produit lorsque la courbe
d'amplification franchit la ligne de seuil de linstrument. Plus la valeur seuil du cycle (Ct = 30-
35) est élevée, moins il y a d'ARNm dans [l'échantillon, car il faut plus de temps pour
amplifier le nombre de copies d’ARNmM nécessaires pour une fluorescence intense. Si la valeur
Ct est faible (10-15), cela indique que le géne est exprimé tres activement. Habituellement,
I'échantillon de contréle interne a une valeur Ct inférieure a celle des génes a l'étude (Brukner
et al., 2020 ;Hung et al., 2020 ; Jo et al., 2020 ;Khailany et al., 2020).

Remarque :

En plus de la détermination qualitative de 'ARN dans les infections virales, une technologie
associée a la qPCR pour quantifier le géne exprimé est également souvent utilisée. Cette
option combinée, appelée RT-PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR ou RT-gPCR), est la
modification la plus informative et la plus précise de la PCR «classique» pour la détection et
la quantification du niveau d'ARN (Alcoba-Florez et al., 2020 ;Hung et al., 2020 ; Wan et al.,
2020 ). Cette méthode est quantitative. Pendant le processus de PCR, [léchantillon est
constamment surveillé par un capteur qui enregistre les signaux fluorescents a chaque cycle
de la réaction. Les courbes d'amplification résultantes sont utilisées dans une analyse plus
approfondie. Elles peuvent étre utilisées pour estimer lintensité de [l'expression de certains
genes et la charge virale (Brukner et al., 2020 ; Hung et al., 2020).

2.3. Diagnostique de 1laCOVID-19 par les tests antigéniques

Principe :

Ce type de test permet de mettre en évidence la présence des protéines virales a I'aide
d’anticorps spécifiques de ces protéines couplés a une enzyme permettant une réaction
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colorimétrique sur une languette, comme pour un test de grossesse disponible en pharmacie
(Lambert-Niclot et al., 2020).

Le test antigénique est une technique moins sensible que la RT-PCR en temps reel. Cependant
la rapidit¢ d’obtention du résultat est un atout majeur pour casser les chaines de transmission
et isoler les cas positifs.

Cette analyse se déroule sous la forme d'un prélevement nasopharyngé qui est placé dans une
solution d'extraction du virus, appelée tampon. Le mélange obtenu est déposé sur la plaquette
du test qui contient des anticorps. En présence d’antigénes du coronavirus, le complexe
chimique va provoquer lapparition d'une bande colorée aprés 15 minutes sous forme de
bandes de couleur (figure 11) (Huang et al.,2019).

Protocol :

- Avant d’ouvrir 'emballage de tousse de Kits laissez tous les composants de la trousse a une
température comprise entre 15-30°C pendant 30 minutes. Il faut vérifier que tout le matériel
nécessaire soit présent dans la trousse ainsi que la date d’expiration de la trousse.

- Commencer par retirer la cartouche de son emballage et la placer sur une surface plane,
horizontale et propre. Ne pas utiliser la cartouche s’il y a présence d’une ligne contréle (C) ou
test (T) avant I'exécution de I'analyse. Chaque cartouche doit porter I'identifiant du patient.

- Remplir le tube d’extraction avec la solution tampon fourni dans le kit. Par la suite, il faut
effectuer un prélevement nasopharyngé par écouvillonnage. Faire tourbillonner délicatement
la pointe de I'écouvillon dans le tampon a Iintéricur du tube d’extraction puis faire sortir
I’écouvillon en pressant le tube d’extraction avec vos doigts. Finir Iopération en cassant
I’écouvillon au point de rupture et fermez le capuchon du tube d’extraction. L’écouvillon peut
étre conservé dans le tube d’extraction avec le tampon pour un maximum de deux heures
suivant le prélevement a température ambiante.

- Ouwvrez le capuchon de la buse de descente au bas du tube d’extraction. Et distribuer
verticalement 5 gouttes d’échantillon dans le puits d’échantillon (S) de la cartouche. Ne pas
manipuler ni déplacer la cartouche tant que le test n’est pas terminé et prét pour la lecture.

- Aprés un temps de réaction de 15 minutes, on procede a la lecture des résultats. La présence
d’une ligne contrdle (C) en présence de la ligne test (T) dans la fenétre de résultat indique un
résultat positif. L’intensité des lignes et lordre d’apparition des lignes ne modifient pas
I'interprétation. Par contre, la présence d’une ligne contrdle (C) en absence de la ligne test (T)
dans la fenétre de résultat indique un résultat negatif. L’absence de ligne controle (C) dans la
fenétre de résultat indique un résultat invalide.
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Figure 11. Les étapes de fonctionnement des tests antigéniques Covid19 (Huang et al., 2019).
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Chapitre Il : Discussion




L'un des problemes les plus importants dans la stratégie de contrble de la nouvelle infection a
coronavirus est la nécessité d'un dépistage de masse en laboratoire, des populations exposées
a un risque élevé d'infection. En effet, le diagnostic rapide et de haute qualité des patients
infectés par le SRAS-CoV-2 est devenu la priorit¢é absolue pour éliminer la pandémie et
prendre des mesures de quarantaine (DeKosky et al.,, 2020; ECD., 2020 ;Guan et al.,
2020 ; OMS, 2020). Dans ces conditions, la création d'outils de diagnostic rapides, efficaces
et peu colteux est un élément nécessaire pour la lutte contre cette pandémie.

1. Fiabilité des résultats des méthodes de diagnostique

Les différents tests de dépistage de la Covid-19existants peuvent étre divisés en deux
catégories : ceux qui détectent directement le virus (son génome ou ses antigénes) et ceux qui
détectent la réponse immunitaire humaine a sa présence (anticorps IgM, IgA et 1gG) (Boris et
al., 2020).

Les principales caractéristiques analytiques des tests de laboratoire sont leur sensibilité (qui
est évaluée comme la probabilité de résultat positif chez un patient atteint de la maladie) et
leur spécificité (résultats de test négatifs chez une personne en bonne santé). De plus,
lefficacité des tests est évaluée par leur valeur prédictive : la probabilit¢ post-test de la
présence de la maladie chez les personnes ayant un résultat de test positif et son absence chez
les personnes ayant un résultat de test négatif (Boris et al., 2020).

La plupart des fabricants de kit de dépistage font état de performances analytiques élevées (90
a 100 %) dans les cas ou leurs systemes sont utilisés dans des conditions idéales. Cependant,
en situation réelle, lefficacité de dépistage d'un test dépend d'un certain nombre de facteurs
(tels que la forme clinigue du COVID-19, la durée de la maladie, la qualité¢ du prélevement et
le type de biomatériaux, les conditions de son stockage, transport, ...etc) (Boris et al., 2020).

Dans le cas idéal, lors de [Iutilisation d'un test qui détecte le SRAS-CoV-2 avec une sensibilité
et une spécificitt de 100%, il serait possible d’établir des analyses statistiques ou
épidéemiologique sur lensemble de la population mondiale. En fonction des résultats obtenus,
tous les patients infectés peuvent étre triés et répartis dans les catégories suivantes : patients
asymptomatiques, patientsCOVID-19 léger, modéré et sévere. Ceci est primordiale pour le tri
et lorientation des malades vers une mise en quarantaine, ou pour un traitement a domicile,
ou bien pour un traitement dans une unité medicale (Boris et al., 2020).

Alternativement, dans un autre cas hypothétique, toute la population serait dépistée pour la
présence d'anticorps 1gG contre le SRAS-CoV-2. Ce test sérologique serait trés informatif
guant aux personnes qui ont été précédemment infectés mais qui étaient asymptomatique ou
bien immunisés contre le virus. Cette catégorie de la population, dont le taux d'anticorps est
régulierement controlé, et pourrait étre recrutée comme volontaire pour apporter une
assistance sociale ou médicale aux personnes malades (Boris et al., 2020).

a/ RT-PCR entemps réel :

Cette méthode d’amplification du génome virale, a montré des résultats satisfaisant dans le
diagnostic de la grippe saisonniére. Elle a été approuvée par I'Organisation mondiale de la

32




santé (OMS) en tant que Gold standard pour le diagnostic et la détection du SRAS-CoV-2
(Hung et al., 2020 ; Jo et al., 2020 ;Oran et al., 2020). Elle est utilisée dans le dépistage de
Iinfection a coronavirus SARS-CoV-2 chez des patients asymptomatiques ayant été en
contact avec des personnes infectées, pour une détection précoce ou une évaluation des
tendances de la progression de linfection (Kelly-Cirino et al., 2019 ; OMS., 2020 ;Petruzzi et
al., 2020 ; Shen et al., 2020).

Contrairement a la PCR traditionnelle appliquée pour amplifier des sequences d'’ADN cibles,
la RT-PCR est une technique permettant d'amplifier un fragment d'ARN, aprés I'avoir
converti en un ADN complémentaire & l'aide d’une enzyme transcriptase inverse (Calischer et
al., 2020 ; Chu et al., 2020 ; Kelly-Cirino et al., 2020 ;Wan et al., 2016 ).A des fins de
diagnostic, il est plus commode d'effectuer ces deux étapes dans le méme tube a essai. Selon
le nombre d'échantillons et l'organisation du laboratoire de diagnostic, la durée du test varie
de 3 a 8 h.Par contre, pour la recherche scientifique, la transcription inverse et la PCR sont
réalisées dans des tubes séparés (Adams et al., 2021 ; Brukner et al., 2020).

En plus de la détermination qualitative de IARN virale dans les infections, une technologie
combinée pour quantifier le gene exprimé est également souvent utilisée. Cette méthode
appelée RT-PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR ou RT-gPCR), est la version la plus
informative et la plus précise de la PCR utilisée pour la détection et la quantification du
niveau d'ARN (Alcoba-Florez et al., 2020 ; Hung et al., 2020 ;Wan et al., 202).

En effet, la réaction d’amplification en chaine en temps réel peut quantifier la charge virale
qui est en corrélation avec linfectiosité, le phénotype de la maladie et sa gravité ainsi que sa
morbidité. Grace au calcul du log 10 de la charge virale chez des patients hospitalisés, il a été
possible d’évaluer de maniére prospective et quantitative des échantillons positifs pour le
SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps reel. En moyenne, La charge virale a été estimée a 5,2
copies/ml (patients survivants) et a 6,4 copies/ml chez les patients décédés. Les auteurs ont
conclu que la quantification de la charge virale aiderait les cliniciens dans la stratification des
risques et les choix de traitement (Pujadas et al., 2020 ).

La sensibilitt de la RT-PCR est directement en relation avec la qualit¢ du prélevement. Celui-
ci doit contenir la concentration maximale de micro-organismes cibles (SARS-CoV-2) et doit
étre exempt d'impuretés indésirables qui inhibent la PCR. Malheureusement, le déroulement
de la RT-PCR n'inclut pas une étape de contrdle qualité des échantillons appelée Sample
Adequacy Control (SAC) qui garantit la quantité, la qualité¢ et la conformit¢ optimales des
échantillons (Brukner et al., 2020).Ce type de contrble utilisé pour les tests moléculaires, est
essentiel pour résoudre une variété de problemes liégs aux échantillons analytiques. Cela
devrait étre un outil de contrble qualit¢ des échantillons de routine, particulierement pertinent
pendant la pandémie de laCOVID-19.

Les échantillons doivent étre obtenus a laide d'écouvillons floqués et livrés a un laboratoire
dés que possible aprés avoir été collectés. Pour les patients atteints de pneumonie, les
expectorations et le lavage broncho-aléolaire (LBA) sont des substances biologiques a
examiner. Pour éviter la dégradation de I'ARN, aprés avoir été prélevés, les ecouvillons sont
immergés dans un milieu de transport (tampon de lyse ou sérum physiologique stérile). Les
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échantillons doivent étre conservés entre 2 et 8 °C jusqu'a 72 h (Calisher et al.,2020 ; Hung et
al., 2020; Jo et al, 2019).Si un stockage plus long est nécessaire, les échantillons sont
congelés a -70 °C et en dessous (Alcoba-Florez et al., 2020 ; Brukner et al., 2020 ; Hung et
al., 2020). Par alilleurs, le risque d’avoir des résultats faux négatifs, ainsi que de faux positifs,
est un probleme important associé a la fiabilit¢ de cette méthode quant a la propagation de
linfection. L'explication principale peut étre la distribution inégale du virus dans le systeme
respiratoire, ainsi que (inévitable en présence d'un énorme flux d'échantillons biologiques) le
non-respect des regles d'échantillonnage standard (Brukner et al., 2020 ; Hung et al., 2020 ;
Joetal., 2019).

A cet effet, les résultats de la RT-PCR doivent étre interprétés avec prudence, en tenant
compte des données tomodensitométriques et des symptdmes cliniques de la maladie, qui
facilitent le diagnostic précoce et assurent un traitement rapide des patients. L'efficacité de la
méthode est grandement améliorée en utilisant plusieurs types d'échantillons prélevés dans les
voies respiratoires supérieures et inférieures, ainsi qu'en suivant les procédures standard et les
pratiques de laboratoire (Brukner et al., 2020 ; Shen et al., 2020).

b/ Tests antigéniques :

La détection rapide d'antigénes viraux représente un test alternatif utilisé dans le diagnostic de
la Covid 19. Ces tests sont congus pour détecter rapidement les particules des protéines virales
dans les écouvillonnages nasaux en utilisant une simple procédure de diagnostic in vitro
qualitatif ou semi-quantitatif, qui peut étre réalisée soit en laboratoire, soit sur un point de
service local pour donner des résultats en 1 h. La protéine virale recherchée est la
nucléocapside du virus N, en raison de son abondance relative et de sa structure conservée
(MboumbaBouassaetal.,2021).

La premiére autorisation d'utilisation d'urgence a été délivrée par la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis & Quidel Corporation pour le Sofia 2 SARS Antigen
FIA le 11 mai 2020. Ce test est autorisé pour une utilisation dans les laboratoires certifiés
CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments). L’avantage important d'un test
antigénique est sa rapidité, son colt modéré et sa specificité¢ élevée. Cependant, ils ont un taux
élevé de faux négatifs en raison d'une sensibilité plus faible que la RT-PCR. De ce fait, un
résultat négatif d'un test antigénique rapide nécessite une confirmation par un test PCR avant
de formaliser les décisions d'isolement et de traitement (Marlin et al., 2020).

Lesperformancesanalytiquesdestestsantigéniquesrapidesdépendentdedifferentsfacteurs, en
Ioccurrence la charge virale ,la qualté de [léchantillon et la facon dont il est
utilisé(Scohyetal.,2020).

b/Tests sérologiques :

Les tests sérologiques, utilisant le dosage immuno-enzymatique (ELISA), sont relativement
simples, sdres, sensibles et spécifiques pour détecter les anticorps dans le sérum ou le plasma
produits en réponse a une infection au SRAS -CoV-2 (Burbelo et al., 2020 ;lsabel et al.,
2020 ;Li et al., 2020; Nicol et al., 2020).
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Les tests sérologiques de détection des anticorps dirigés contre le SRAS-CoV-2 peuvent étre
utilisés pour identifier rétrospectivement les patients qui ont eu les formes asymptomatiques
et bénignes de linfection. De plus, ils permettent de suivre I'évolution de linfection chez les
patients hospitalisés, ainsi que de retracer les contacts et d'assurer une surveillance
épidémiologique au niveau régional pour déterminer ampleur réelle de la pandémie et le taux
de mortalit¢ (A KK et al., 2020 ; Isabel et al., 2020 ; Li et al., 2020 ).

Selon les fabricants, la plupart des tests sérologiqgues ELISA ont une spécificité de plus de
99% et une sensibilitt de 96% ou plus (Harvala et al., 2020 ; Patel et al., 2020). Cependant,
la plupart des auteurs, afin d'éviter des résultats faussement négatifs, soulignent la nécessité
d'étudier les anticorps contre plusieurs antigenes et également d'analyser les échantillons
prélevés dans les 20 jours suivant linfection ou aprés [lenregistrement des premiers
symptdémes (Gorbalenya et al., 2020 ; Isabel et al., 2020 ; Li et al., 2020 ).

La principale exigence pour la fiabilité des tests serologiques est labsence de réactivité
croisée avec les anticorps produits contre d'autres coronavirus courants qui provoquent des
maladies respiratoires moins graves (HCoV-NL68, HCoV-OC43 et HCoV-HKUL1).
Cependant, une réactivité croisée potentielle ne peut pas étre completement exclue lors de la
réalisation de tests ELISA. Des résultats faussement positifs peuvent survenir en cas
d'infection causée par un autre type de coronavirus, si la nucléocapside N est utilisée comme
antigene dans les systemes de test (Burbelo et al., 2020 ;lsabel et al., 2020 ; Nicol et al.,
2020 ; Zheng et al., 2020).

Chez la plupart des patients, 14 jours ou plus apres lapparition des symptomes, les taux de
séropositivité est de 94 % pour les IgG anti-NP, de 88 % pour les IgM anti-NP, 100 % pour
les 1gG anti-NP, 79.8 % pour les IgG RBD et 94 % pour les IgM anti-RBD. Les niveaux
d'lgG anti-SARS-CoV-2-NP ou SARS-CoV-2-RBD seraient en corrélation avec le titre de
neutralisation du virus (A KK et al., 2020).

Des tests dits de neutralisation du SRAS-CoV-2 sont essentiels pour évaluer l'efficacité de la
réponse immunitaire. Cependant, ce test est exigeant sur le plan logistique, prend du temps et
nécessite des installations de confinement de niveau 3 pour travailler en toute sécurité avec
des virus vivants. Les employés du Vistar Institute et d'Inovio Pharmaceuticals ont récemment
proposé deux tests slrs pour détecter les anticorps neutralisant les virus. Le premier test est
basé sur la résonance plasmoni que de surface (SPR) et peut quantifier a la fois la liaison des
anticorps a la protéine de pointe du SRAS-CoV-2 et le blocage du récepteur ACE2 en une
seule expérience. Le deuxieme test est basé sur ELISA et peut mesurer la compétition et le
blocage du récepteur ACE2 a la protéine de pointe SARS-CoV-2 avec des anticorps anti-spike
(Walker et al., 2020)

De plus, la détection de la correlation entre les anticorps neutralisants, I'évolution clinique, le
pronostic et le schéma temporel de la production d'immunoglobulines serait pertinente pour
identifier des agents thérapeutiques spécifiques pour le traitement de la COVID-19 (Harvala
et al., 2020).
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Des études sur la dynamique de I'émergence d'anticorps antiviraux chez des patients atteints
d'autres infections a coronavirus pendant les épidémies de SRAS et de MERS ont montré que
des anticorps spécifiques sont produits chez 80 a 100 % des patients en moyenne 14 a 20 jours
apres le diagnostic. Ceci correspond a 2-3 semaines aprés le début des symptomes cliniques
de la maladie (Burbelo et al., 2020 ; Chen et al., 2020 ; Fernandes et al.,2020 ; Isabel et al.,
2020 ; Ghebreyesus et al., 2020 ; Nicol et al., 2020 ; Zheng et al., 2020). Aussi, une forte
corrélation positive a été trouvée entre la gravité clinique et le titre total d'anticorps dans les
deux semaines suivant [lapparition des symptomes. Selon les données préliminaires, la
pandémie actuelle est caractérisée par un schéma temporel typique de production de classes
d'immunoglobulines (Huang et al., 2020 ; Guo et al., 2020 ; Wu et al., 2020 ; Zhao et al.,
2020).

La production d’Ac d’isotypelgM débuterait a partir du cinquiéme jour suivant ’apparition
des symptomes, et deviendrait détectable chez certains patients a partir du 7eme jour et chez
la totalité¢ des patients au cours de la deuxieme semaine aprés apparition des symptémes. La
production des 1gG survient légerement en décalé par rapport a celle des IgM mais peut
également étre fréquemment quasi-concomitante a cette derniere (OMS, 2020).

La dynamique de la réponse immunitaire contre le SARS-CoV-2 et, en particulier, la
séroconversion (la production d'anticorps et leur détection dans le sérum sanguin du patient)
(Tableau 1V) en cas de COVID-19, ainsi que la corrélation du niveau d'anticorps spécifiques
avec la charge virale et leur role dans ['élimination du virus, sont encore a l'étude (A KK et
al., 2020 ; Li et al., 2020 ;Wu et al., 2020).Ceci dit, il a ét¢ démontré de maniére convaincante
que la séroconversion est un indicateur de linfection avec le SARS-CoV-2aussi fiable que la
détection d'ARN viral (Calisher et al., 2020 ; Harvala et al.,2020 ; Isabel et al., 2020 ; Walker
et al., 2020 ; Zheng et al., 2020).

Tableau 1V. Temps moyen et taux de seroconversion dans le cas de COVID-19 déduits des
résultats de I'examen de 173 patients avec un diagnostic confirmé par (Zhao et al., 2020).

Séroconversion dans les 15 jours

Classes Niveau de Temps moyen de ) \ ..
suivant I'apparition des

d'anticorps | séroconversion| séroconversion (jours)

symptémes
ATICOTDS | 3,104 11 100,0%
totaux
IgM 82,7% 12 94,3%
hie 64,7% 15 79,8%
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2/. Comparaison entre la technique de détection moléculaire du SARS-CoV-2par RT-
PCR entemps réel et les tests antigéniques :

Le test de dépistage moléculaire par RT-PCR en temps réel est une analyse de biologie
moléculaire qui permet de rechercher le matériel génétique virale chez des personnes atteintes
par le SARS-CoV-2 ( Tableau V). Cette technique fine est trés sensible, elle permet de
déceler de faibles quantités de virus présent dans un prélevement nasopharyngé et de dépister
les infections de facon précoce ou présentant de faibles charges virales. Les résultats sont
généralement connus dans les 24 a 48 heures. Elle représente la méthode référence du
dépistage de la COVID-19 (Chu et al., 2019).

Ce type de test requiert toutefois des équipements de pointe et une grande expertise technique.
Les problemes d’accessibilit¢ a cette technologie peuvent donc, dans certains cas, étre un frein
a la mise en ceuvre de campagnes de dépistage préventif a grande échelle.

Malgré le fait que, la RT-PCR en temps réel permet de quantifier la charge virale dans un
échantillon et de mesurer son évolution au cours du temps. Elle doit étre utilisée en
complément d’autres investigations (cliniques, biologiques, et radiologiques). Bien que sa
spécificité soit élevée, sa sensibilitt dépend largement du type d’échantillon, du moment du
prélevement, de la technique d’échantillonnage et de la qualité du test (Jones et al., 2020).

Ainsi, le résultat de ce test moléculaire doit donc étre interprété a la lumicre de I'ensemble des
données. Trop précoce ou trop tardif, il peut ne pas étre informatif parce que le patient est
dans la phase pré-symptomatique dans le premier cas, ou deja en voie de guérison dans le
second cas, avec une charge virale indétectable. La charge virale semble étre plus élevée la
veille et les premiers jours de I'apparition des symptomes (Loeffelholz et al., 2020).

Il faut également rappeler qu'un test parfait, spécifique et sensible a 100%, n’existe tout
simplement pas, et que le prélevement lui-méme peut étre source de résultat négatif, en raison
par exemple d’un prélévement non conforme, effectué¢ a I'entrée des fosses nasales et non pas
profond (au contact de la muqueuse du nasopharynx) tel que recommandé (Corman et al.,
2020). Le rendement de cette analyse dépend donc de facteurs multiples incluant le stade de
I'infection, I'expérience du praticien qui pratique I’écouvillonnage nasopharyngé mais aussi la
qualité¢ de la méthode PCR utilisée (Mertens P et al., 2020)

Concernant les tests antigéniques, ils présentent un avantage majeur qui est la rapidité du
déroulement du test (Tableau V), a moindre colt et avec une haute spécificité. Cependant, ils
présentent un taux élevé de faux négatifs en raison de leur faible sensibiliteé (Wu et al., 2020).
Par conséquent, un résultat négatif d'un test antigénique rapide nécessite une confirmation par
un test PCR avant de formaliser les décisions d'isolement et de traitement (Tian S et al.,
2020). En effet, avec une sensiilit¢ de <60% et une spécificit¢ de 99.5%. Il n’est positif que
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chez les patients présentant une charge virale élevée (correspondant a un Ct de < 25). Ceci
constitue un handicap majeur pour une utilisation visant a détecter tous les cas COVID-
suspects (Sochy et al., 2020).

Dans certains cas, ce test de screening rapide constitue une alternative a la RT-gPCR et
permet de prendre rapidement des décisions cliniques et de quarantaine (personne
symptomatique) (Zhu et al., 2019). La réussite de ces test dépend de la qualité et les
mauvaises performances de certains Kits de tests de plus, I’absence de maitrise des phases pré-
analytiques (réalisation du prélevement), analytiques (maitrise des conditions de réalisation du
test selon les strictes recommandations du fournisseur : température, temps de lecture, etc.) et
post-analytiques  (résultats interprétés sur un compte rendu, document normalement
opposable) pourraient étre des facteurs qui influence sur les résultats. (Mertens et al.,2020).

Tableau V. Comparaison entre tests RT-PCR et tests antigénique

Tests RT-PCR Tests antigéniques
Deétection de ’ARN viral Détection des protéines virales
Prélevement nasopharyngé Prélevement nasopharyngé /voies

respiratoires basses

Les kits de détection des acides nucléiques | Les tests les plus utilisé c’est les tests ELISA

par RT-PCR en temps réel du (SARS-CoV- qui permet de visualiser une reaction
2) sont basés sur la méthode PCR qui utilise antigene-anticorps grace a une réaction
une sonde fluorescente et une amorce | colorée produite par action sur un substrat
specifiqgue pour detecter 2 ou 3 régions d’une enzyme préalablement fixée a
spécifiques au sein du génome du nouveau | I'anticorps ; et tests chromatographiques qui
coronavirus (SARS-CoV-2). est une réaction chimique, enzymatique ou

immunologique fait apparaitre une coloration
particuliere permettant d’interpréter
immédiatement le résultat.

Hautement sensible et spécifique Spécifique mais pas assez sensible
Diagnostic fiable Diagnostique d’orientation
Résultats en trois heures Résultats en 15 a 30 minutes

Détecte la contamination au début de | Test précoce qui est réalisé sur des personnes
I'infection apres lapparition des symptomes, | symptomatique.

la ou la chargevirale est la plus élevées. Peut
étre utilisé chez les personnes
asymptomatiques.
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3/. Apport des tests sérologiques dans le suivi de I’infection

Mise & part quelques exceptions; les tests sérologiques validés sont relativement rares a
I'heure actuelle (Pulia et al.,2020). Les tests a flux latéral pour les anticorps IgM et 1gG du
SRAS-CoV-2peuvent étre utiles pour évaluer la charge de [linfection par le COVID-19.
Cependant, d'importantes limitations existent ,notamment la faible spécificité des réponses
IgM et le retard de laséro conversion retardée des réponses IgG spécifiques. (Zhanget
al.,2020)

Par conséquent, ces tests ne peuvent pas étre utilisés pour des diagnostics aigus. Mais peuvent
représenter une indication indirecte de linfection par le COVID-19 qui est mieux utilisée pour
confirmer les cas tardifs de COVID-19 rétrospectivement, ou pour évaluer limmunité des
prestataires de soins de santé pendant la pandémie. En outre, ils peuvent étre utiles pour
prédire quels patients bénéficieraient de tests répétés, d'une auto-isolation ou de thérapies
ciblées contre le COVID-19 (Casadevall et al.,2020 ; Pulia et al.,2020).

Enfin, il convient de noter que le plasma de convalescence, ou les fractions contenant des
immunoglobulines, obtenues a partir de personnes guéris de la COVID-19, ont été utilisées
avec succes pour traiter les patients atteints de la maladie active du COVID-19(Chen et al.,
2020 ; Zhang W etal.,2020).
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Conclusion




Des efforts ont été déployés dans le monde entier pour contenir la crise sanitaire lice a la
propagation du virus SARS-CoV-2 qui a mis a I’épreuve de maniére agressive les systémes de
santé les plus performants. Les cliniciens sont intensément mis au défi avec des options
thérapeutiques limitées et des cibles spécifiques pour cette maladie. Les scientifiqgues sont a
pleine vitesse pour développer des tests de diagnostic, des vaccins et de nouvelles thérapies.
Néanmoins, certains succés dans le contrdle de la pandémie de COVID-19 ont été obtenus,
entre autres, grace a [Iutilisation d’outils de diagnostic moléculaires et immunologiques de
pointes et le développement en un temps record de plusieurs technologies vaccinales pour
protéger les populations.

Aussi, l'expérience acquise dans la maitrise des épidémies de SRAS et de MERS a servi
d’assise pour I'élaboration d'une stratégie de détection du virus SARS-CoV-2, permettent ainsi
au personnel de la santé de prendre les décisions organisationnelles nécessaires a temps.

Bien que le diagnostic moléculaire par RT-PCR en temps réel soit de par sa sensibilité¢ et sa
spécificité, la méthode de dépistage la plus fiable. Le manque de kits et de personnel qualifié
limitent sa géneéralisation dans tous les laboratoires. Dans ce cas, les tests antigéniques
peuvent constituer une méthode alternative, rapide et peu onéreuse, qui permet de prendre des
décisions cliniques et de mise en quarantaine a temps, afin de briser la chaine de transmission.
Ceci dit, cette derniere technigue manque de sensibilite ce qui nous oblige a contréler les
patients présentant un test antigénique négatif par une RT-PCR en temps réel.

Quant aux tests sérologiques, qui permettent la détection d’une immunité humorale chez des

personnes précédemment atteintes, ils sont utilisés comme un indicateur de la prévalence du
SARS-CoV-2 et de 'immunité collective.

Les tests RT-PCR en temps réel et les tests antigéniques sont deux technologies qui ont
accompagnés le monde dés I'apparition de COVID-19. Néanmoins, L’évolution exponentielle
de SARS-CoV-2 et I’émergence de nouvelles mutations qui causent des symptomes plus
graves confirment largement la nécessité de développer des technologies plus rapides et
ciblées. Cependant, le développement des méthodes de diagnostic doit étre suivi par des
démarches de développement des traitements plus efficaces.
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Abstract :

The COVID-19 pandemic is an emerging infectious disease causing a global health crisis. It is caused
by the novel coronavirus SARS-CoV-2 of the genus betacoronavirus, which appeared in China in
2019 before spreading around the world. The genome of the coronavirus consists of a single-stranded
RNA of 30 Kb, i.e. 29903 nucleotides and 11 genes. The clinical manifestations induced by this
infection can vary from the common cold to severe acute respiratory syndrome.The global health crisis
we are experiencing presents a major diagnostic challenge. Indeed, the rapid and specific detection of
this virus allows a good control of the pandemic. Several screening tests have been developed and are
used during the early phase of the infection. These include real-time RT-PCR, which targets the E or
RdRp gene for the identification of SARS-CoV-2 RNA, as well as the detection of the specific antigen
of this virus by ELISA or other immuno-chromatographic methods following a nasopharyngeal swab.
Although the specificity of RT-PCR in the diagnosis of COVID is high, its sensitivity depends on the
viral load, the quality of the sample and the time of collection. However, this molecular analysis is
complementary to other investigations. For antigenic tests, they are less sensitive than RT-PCR.
However, given their rapidity and relatively low cost, they could be interesting for mass screening or
in emergency situations. Serological tests are indicators of the prevalence of SARS-CoV-2 and herd
immunity. They allow the definition of antibody kinetics. Studies evaluating the concordance between
all these tests would be necessary at this stage of the pandemic.
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