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Mot de [encadreur

Au jour de la rédaction de ce mémorandum, notre laboratoire aura une année d’existence et
d’activité de lutte contre la COVID-19.

Semblant sortie de nulle part, cette pandémie pourtant s’inscrit dans le cours naturel de
I’évolution des maladies infecticuses et de 1’interaction de ’homme avec son environnement,
rien qu’entre 1’an 2000 & ce jour, nous avons assisté a I’éclosion de plusieurs pandémies et
épidémies a large diffusion : Le SARS-CoV-1 entre 2002 et 2004, la Grippe porcine entre
2009 et 2010, Ebola entre 2013 et 2016, le MERS-CoV depuis 2012 et le SARS-CoV-2
depuis 2019 pour ne citer que ceux-la.

L’Algérie n’est pas a I’abri de ce qui se passe dans le monde et doit étre préparée a répondre
au mieux en cas de risque d’introduction d’un agent émergent, ou en cas d’émergence locale
de maladies infectieuse a risque épidémique comme cela a éte le cas avec le Choléra en 2018.

Dans ces situations, les laboratoires de Microbiologie sont la base d’une réponse rapide et
efficace, ces derniers doivent cependant étre correctement équipes, au méme niveau que les
laboratoires des pays développés en particulier en matiere de biologie moléculaire et
génomique et placés a des niveaux stratégiques couvrant I’ensemble du territoire national.

Ce mémoire concentre I’expérience acquise apres le traitement de plus de 15 000
prélévements et d’innombrables situations difficiles, pour constituer un guide pratique qui
pourra étre utilisé en cas de besoin.

Notre expérience nous a permis de maintenir une activité stable et continue méme pendant les
moments les plus critiques qui nous ont amené a développer des techniques et des astuces
précieuses en temps de grandes demandes.

Grace a I’aide précieuse des internes en charge de ce mémoire, et qui ont fait le sacrifice
colossal d’abandonner leur premier mémoire pourtant terminé pour m’aider a accomplir cet
objectif : Mr 9. Aissaousct Mr A. Ait Chaouche, et sans qui il aura été tout simplement
impossible de le faire, j’estime que cet objectif est atteint, eux-mémes étant solidement
formés, la reléve est assurée, que ce document soit un vibrant hommage a leur dévouement.
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JSK : Jeunesse Sportive de Kabylie (club sportif).
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LGC Ltd : Laboratory of the Government Chemist Limited company.
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LNI : Larbaa Nath Irathen.
m? : métre carré (unité de mesure des surfaces).
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MCYV : Maladies cardiovasculaires.

MERS-CoV : Middle East respiratory syndrome Cornavirus.
MIP1la : Macrophage inflammatory protein 1 alha.
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MSPRH : Ministére de la Santé de la Population et de la Réforme Hospitaliére.
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NGS : Next generation sequencing.

NMPAC : National Médical Products Administration of China.
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PCR : Polymerase chaine réaction.
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PN/NP : Prélevement nasopharyngé.
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RO : Taux de reproduction
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TDR : Test de depistage rapide.
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TMPRSS2 : Protéase transmembranaire a sérine 2.
TNF-o : Tumeur necrosis factor alpha.

TP : Taux de prothrombine.
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TRS : Séquences de régulation de la transcription.

UMMTO : : Université Mouloud MAMMERI de Tizi Ouzou.

UV : Ultraviolet.
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VIH : Virus de I’Immunodéficience Humain.
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Introduction

|
Introduction

La COVID-19 c’est imposé comme 1’une des principales causes de mortalité dans le monde
entre 2019 et 2021. Cette maladie qui a été décrite pour la premiere fois a Wuhan en Chine
des 16 novembre 2019 c’est trés rapidement propagé a I’ensemble du globe provoquant une

crise sanitaire inédite.

L’ Algérie a déclaré son premier cas de COVID-19 le 25 feévrier 2020, avec la Wilaya de Blida

comme principal foyer, mais rapidement, ’ensemble du territoire national a été touché.[1]

Le diagnostic virologique par gRT-PCR, ¢’est rapidement imposé comme la technique de
référence aussi bien pour la détection de la maladie que comme outil solide de lutte contre la
propagation du virus, comme prouvé par la Chine qui a été I’un des premiers pays a juguler

I’extension de la pandémie en adoptant une politique de dépistage massif.

Le probleme de la disponibilité de la gRT-PCR s’est imposé en Algérie tres tot apres
I’éclosion de 1’épidémie, en ce temps seul I'IPA d’Alger assurait le test pour I’ensemble du

territoire national.

Ceci a motive plusieurs acteurs locaux, notamment & Tizi-Ouzou qui a été la premiére a
mettre en marche un laboratoire Universitaire dédié au diagnostic de la maladie par qRT-PCR

qui est opérationnel depuis le 01 Avril 2020.

Dans ce sens, notre travail vient exposer 1’expérience du laboratoire de diagnostic moléculaire
de 'UMMTO dans la réponse et la gestion de cette crise sanitaire dans la wilaya de

TiziOuzou, et a pour objectifs :

1. Rapporter I’expérience du laboratoire de diagnostic COVID-19 dans la réponse a
I’épidémie dans la wilaya de Tizi Ouzou.
v" Décrire le parcours du laboratoire et I’expérience acquise sur le plan technique,
logistique et de la maitrise du risque biologique.
2. Faire le point sur le Bilan d’activité du laboratoire.
v" Bilan global de la période 01/04/2020 au 31/12/2020.
v Bilan détaillé de la période 24/08/2020 au 31/12/2020.

-
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1 Leconcept de zoonose : I’émergence d’un agent pathogéne animal dans la
population humaine

Les maladies émergentes sont définies par 1’Office International des Epizooties (OIE) comme

des infections nouvelles causées par I’apparition ou la modification de I’épidémiologie d’un

agent pathogeéne existant au sein d’une population. Ce phénomeéne existe depuis longtemps et

semble s’étre intensifié au cours du derniers siécle : depuis 1940, plus de 300 maladies

infectieuses ont émergeé ou réémergé a travers le monde. [2]

Les zoonoses, maladies animales transmissibles a I’homme, représentent pres de 60% d’entre
elles. Parmi ces zoonoses, 72% trouvent leur origine dans la faune sauvage, principalement
chez les rongeurs, les primates, les chiroptéres, ainsi que chez d’autres espéces mammiféres et

non mammiferes. [2, 3]

De nombreux virus issus de la faune sauvage ont été impliqués dans les récents épisodes
épidémiques et pandémiques, comme ceux liés au virus de I’immunodéficience humaine
(VIH), au coronavirus associé au syndrome respiratoire aiglie sévere (SARS-CoV-1) ou

encore du virus Ebola.[2]

Le processus de transformation d’un agent pathogeéne uniquement animal en un agent

pathogeéne humain peut étre décrit selon 05 stades, d’aprés Wolfe (figure 01). [4]

Transmission
al’lhomme

Stade 5:
Agentpathogéne - Interhumaine
exclusivementhumain seulement

Stade 4:
Epidémie longue,
voire pandémie

Stade

Par I'animal ou par
I'homme (aprés de
nombreux cycles)

Stade 3:
Epidémie limitée a
un foyer

Par I'animal
surtout ou par
I'homme (limité)

Par I'animal
seulement

Stade 2
Premiére infection

Pasde
transmission a
I'homme

Stade 1:
Agentpathogéne
exclusivementanimal

Ex: wirus VIH-1
ou virus SRAS

larage

Figure 1 : Le processus d’émergence d’une zoonose.[5]
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2 Historique de découverte des coronavirus

L'histoire de la recherche sur les coronavirus a commencé en 1931, lorsque les vétérinaires
américains A.F. fish. Schalk et M.C. Hawn ont décrit la "nouvelle maladie respiratoire™ chez
les poulets, qui a recu le titre "bronchite infectieuse des poulets”. L'agent étiologique de cette
maladie (IBV - Infectious bronchitis virus), aujourd’hui appelé coronavirus des oiseaux

(ACoV - Avian coronavirus) (Gammacoronavirus). [6]

Les premiers coronavirus humains sont le HCoV-229E et le HCoV-OC43 qui ont été isolés en
culture cellulaire dans les années 1960, a partir de sécrétions respiratoires d’individus

présentant une infection respiratoire aigue. [7]

Depuis le début du 21°™ siécle, 05 coronavirus ont apparus dont 03 ont franchi la barriére des

especes pour provoquer une pneumonie mortelle chez I’homme :

» Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) est apparu dans la
province de Guangdong de Chine en 2002 et s’est répondu sur les 05 continents par
voie aérienne infectant 8098 personnes et causant 774 déces.

» Coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) : en 2012 le
MERS-CoV a émergé dans la péninsule arabique, il a été exporté vers 27 pays,
infectant 2494 personnes et revendiguant 858 vies.

» Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévére 2 (SARS-CoV-2) a été découvert
en décembre 2019 a Wuhan province du Hubei en Chine.

En plus de ces 03 coronavirus hautement pathogenes, deux autres coronavirus a faible
pathogénicité sont endémique chez ’homme : le HCoV-NL63 décrit en 2004 au Pays-Bas et
le HCoV-HKUL1 découvert en 2005 a Hong-Kong. [8]

3 Taxonomie et classification du SARS-CoV-2

Nomenclature
Initialement appelé 2019-nCOV pour nouveau coronavirus 2019, il a été renommé par
I’ICTV (International Commitee on Taxonomy of Viruses) en SARS-CoV-2 apreés analyses

taxonomiques poussées. [9]

-
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Figure 2 : Classification du SARS-CoV-2 et les autres coronavirus humains.[10]

4 Origine du virus SARS-CoV-2

Apres un an de son identification, 1’origine exacte du virus reste controversée.

L’origine zoonotique des CoV est largement documentée. Les virus de cette famille infectent
plus de 500 espéces de chiropteres (ordre de mammiferes comprenant plus de 1 200 especes
de chauves-souris) qui représentent un réservoir important pour son évolution, en permettant,
entre autres, la recombinaison des géenomes chez des animaux infectés simultanément par
différentes souches virales.[11]

Il est admis que la transmission zoonotique des CoV a ’homme passe par une espece hote
intermédiaire, dans laquelle des virus mieux adaptés aux récepteurs humains peuvent étre
sélectionnés, favorisant ainsi le franchissement de la barriére d’espéce. [11]

Dés I’obtention des premicres séquences, des arbres phylogénétiques ont été construit pour
retrouver 1’origine du SARS-CoV-2. Ces derniers ont montré que :

4+ Les virus connus les plus proches du SARS-CoV-2 viennent de deux chauves-souris
Rhinolophe ou « fer a cheval », trouvées dans le Yunnan en 2013 et 2019. L’identité
entre les génomes est d’environ 96% pour I'une (RaTG13) et 93% pour 1’autre
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(RmYNO2), mais ce taux d’identité varie le long du génome. En particulier, il est assez
faible (60%-70%) dans la région RBD (Region Binding Domain) de liaison a la
protéine humaine ACE2, qui permet I’entrée dans la cellule héte. [12]

+ Plus éloigné globalement (90% d’identité), se trouve un virus de pangolin, dont la
région RBD est a I’inverse trés proche du SARS-CoV-2, avec une seule mutation en
acide aming, contre une douzaine pour la chauve-souris. [12, 13]

Dans un premier temps, il a été suggéré qu’en raison des similarités observées ci-dessus, le
SARS-CoV-2 serait un recombinant dans la région RBD de virus de chauve-souris et de
pangolin.[12]

Mais depuis, 1’observation de I’évolution de cette région dans les souches humaines a montré
que celle-ci mute rapidement, avec une vingtaine de mutations en acides aminés présentes
parmi les souches humaines disponibles aujourd’hui. L’hypothese alternative d’une
adaptation du virus de chauve-souris dans cette région, plutot qu’une recombinaison avec le

virus du pangolin est envisageable mais la question n’est pas tranchée.[12]

Une autre hypothése serait que la transmission pour I’homme aurait comme origine certains
types d’¢levages animaux :

En novembre 2020, un variant du SARS-CoV-2 a été identifié dans des élevages de visons.

« A ce jour, huit pays, a savoir le Danemark, I’Espagne, les Etats-Unis d’Amérique, la Grece,
I’Italie, la Lituanie, les Pays-Bas et la Su¢de, ont signalé a 1’Organisation mondiale de la santé

animale (OIE) la présence de COVID-19 chez des visons d’élevage » déclare I’OMS. [14]

Bat-CoV-RaTG13
l ?

Intermediate Cﬂ ’§\
Host
¥ Tiger
Pangolin % Snake
Pangolin-Co.\’ i ! l t K
L‘°“' Mink
Zoonosis \Cat Dog/

& _I

R Reverse Zoonosis

Figure 3 : Transmission du SARS-CoV-2 de I’animal a I’homme et vice-versa.[15]

<
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5 Caracteres virologiques du SARS-CoV-2

5.1 Organisation du génome

Le génome du SARS-CoV-2 est de 29.9 kb. 1l s’agit d’une molécule d’ARN monocaténaire
linéaire non segmentée, de polarité positive. Le génome comprend deux régions non codantes
en 5’ et en 3'. La partie codante est divisée en plusieurs parties. Les deux premiers tiers du
génome sont constitues de deux grandes régions chevauchantes, Open Reading Frame (ORF)
la et ORF1b, codant le complexe de réplication-transcription, dont le gene RNA-dependent
RNA Polymerase (RdRp) qui code I’ARN polymérase ARN-dépendante. Le dernier tiers du
génome code pour quatre protéines essentielles de structure, dont la glycoprotéine (S), la
protéine de 1’enveloppe (E), la protéine matricielle (M) et la protéine nucléocapside (N).[16]
(\Voir tableau 01)

266 13,468 21,563 29,674
5} 13
v 1 : |
: ORF1a ORF1b s :
L (— Rlbosomal Helicase

Frameshnfl [ |

Papain-like 3CL-protease

E RNA-dependent Endoribo-
RNA polymerase nuclease - " I l
Spike (S)
_..--ISpike(s) EM N |
M _-"--‘ ~~\
N ssena 7 .
Spike (S) 7b |
o2 AT B
Spike (S)

MERS-CoV

Spike (S)

SARS-CoV

Figure 4 : L’organisation du génome du SARS-CoV-2 et les différences avec le SARS-
CoV-1et le MERS-CoV. [17]
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Tableau 1 : Les principaux genes exprimés par le SARS-CoV-2. [18-24]

ORFlab Polyprotéine ORF1lab Précurseur des protéines non structurales.
ORFla Polyprotéine ORFla Précurseur des protéines non structurales.
ORF2 (S) Péplomére (protéine S) Elle est clivée en sous-unités glycosylées, S1 et

S2. S1 se lie au récepteur de I’hote, ACE2, tandis
gue S2 médie la fusion virale et membranaire de

1’hote.
ORF4 € Protéine d’enveloppe (protéine | C’une protéine membranaire de type Il a un seul
E) passage impliquée dans I’assemblage viral, le
bourgeonnement et la pathogenese.
ORF5 (M) Protéine de membrane C’est le composant structurel le plus abondant du
(protéine M) virion et trés conservé. Médie 1’assemblage et le

bourgeonnement des particules virales par le
recrutement d’autres protéines structurales dans le
« compartiment intermédiaire ER-Golgi

(ERGIC) ». Interaction avec N pour
I’empaquetage d’ARN dans le virion.

ORF9a (N) Protéine de nucléocapside Elle se lie a I’ARN génomique viral et forme une
(protéine N) ribonucléocapside hélicoidale. Impliqué dans la
protection du génome, la réplication de I’ARN
viral, I’assemblage des virions et I’évasion
immunitaire (y compris la suppression de I’IFN-

).

ORF10 Protéine ORF10 Elle interagit avec les facteurs de la complexe
ligase CUL2 RING E3 et peut donc moduler
I’ubiquitination.

5.2 Les protéines de structure
Quatre principales protéines structurales sont a 1’origine de la morphologie du virus. De
I’intérieur vers 1’extérieur, on trouve :

» Les protéines de nucléocapside (N) qui se lient a I’ARN pour former la capside lors de
I’assemblage du virion.

> Les protéines de membrane (M) qui entourent la capside du virion.

» Les protéines d’enveloppe (E) sont plus petites et interagissent avec les protéines M
pour former I’enveloppe virale.

> Les proteines de spicule (S) sont des glycoprotéines membranaires (péplomere) qui
forment les pointes de la couronne observée en microscopie électronique. Chaque
protéine S est subdivisée en deux sous-unités S1 et S2, correspondant a la partie
globulaire et a la tige du spicule. [5]
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Figure 5 : Structure du SARS-CoV-2.[25]

Les protéines S jouent un role primordial dans I’interaction hote-virus. Elles sont responsables
de I’attachement du virus a la cellule cible (via la sous-unité S1) et de la fusion membranaire
(via la sous-unité S2) qui permet I'entrée du virus dans la cellule. Le spicule est également la
cible principale des réponses immunitaires cellulaire et humorale de 1’hote et induit la
formation d’anticorps neutralisants. En conséquence, elle présente des régions hypervariables

lui permettant d’échapper a la pression immunitaire et d'élargir le tropisme cellulaire.[5]

5.3 Les protéines non structurales

Le virus dispose de plusieurs protéines non structurales (nsp), dont I’ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp). Cette enzyme intervient dans la réplication du virus et permet la synthése
d'’ARN subgenomiques.

L'helicase (Hel) intervient dans la réplication du génome viral, dans la régulation de la
transcription et traduction ainsi que dans I'épissage des ARNm. [26]

D'autres protéines non structurales sont présentes chez les coronavirus, dont le nombre varie

en fonction des especes, ceux du SARS-CoV-2 représentées dans la figure ci-dessous.
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Tableau 2 : Les principales protéines non structurales du SARS-CoV-2. [24, 27-37]

nspl Elle inhibe probablement la traduction de I'h6te en interagissant avec la sous-unité ribosomale
40S, conduisant & une dégradation de 'ARNm de I'h6te par clivage prés de leurs 5’'UTR. Favorise
I'expression des génes viraux et I'immunoévasion en interférant avec la signalisation médiée par
l'interféron.

nsp2 Elle interagit avec les facteurs de I'n6te prohibitin 1 et prohibitin 2, qui sont impliqués dans de
nombreux processus cellulaires, y compris la biogenese mitochondriale. Il semble que nsp2 peut
modifier le milieu intracellulaire et perturber la signalisation intracellulaire de I'h6te.

nsp3 C'est une protéase de type papaine (PLpro) et une protéine membranaire multipasse qui traite la
polyprotéine virale pour libérer nspl, nsp2 et nsp3. 1l présente également des activités de
désubiquitination.

nsp4 Protéine membranaire multi-passes, nécessaire pour la réplication virale en induisant I'assemblage
des vésicules cytoplasmiques a double membrane.

nsp5 Elle clive en 11 sites dans la polyprotéine pour libérer les nsp4-nsp16. Il est également responsable
de la maturation des nsp.

nsp6 C’est une protéine membranaire a passes multiples qui induit des vésicules a double membrane
dans les cellules infectées. 1l limite également I'expansion de I'autophagosome et interfére avec la
livraison par I'autophagosome de facteurs viraux aux lysosomes pour destruction.

nsp7 Elle forme un hexadécamére avec nsp8 comme cofacteur pour I'ARN polymérase ARN-
dépendante (nsp12).

nsp8 Elle forme un hexadécamére avec nsp7 comme cofacteur de I'ARN polymérase ARN-dépendante
(nsp12). La mutation de certains résidus dans nsp8 est mortelle pour le virus en affectant la
synthése de I'ARN.

nsp9 Elle fonctionne dans la réplication virale en tant que protéine dimere liant I'ARNSs.

nspl0 | Elle forme un dodécameére et interagit avec nsp14 et nspl16 pour stimuler leurs activités respectives
d'exoribonucléase 3'-5 'et 2'-O-méthyltransférase dans la formation de la machinerie de coiffage de
I'ARNmM viral.

nspll Sa fonction, est inconnue.

nspl2 | C’est I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) effectuant a la fois la réplication et la
transcription du génome viral. Il a une identité> 95% avec la polymérase du SRAS-CoV-1.

nspl3 C’est une hélicase de superfamille 1 multifonctionnelle capable d'utiliser a la fois 'ADNdD et
I'ARNdb comme substrats avec une polarité 5'-3 . En plus de travailler avec nsp12 dans la
réplication du génome viral, il est également impliqué dans le coiffage de I'ARNm viral.

nspl4 | Elle aala fois des activités d'exoribonucléase 3'-5 ' (relecture pendant la réplication de I'ARN) et
de la N7-guanine méthyltransférase (coiffage de I'ARNm viral).et correvtion des erreurs induites
par la réplication.

nspl5 | C’est une endoribonucléase qui favorise le clivage de I'ARN aux extrémités 3’ des uridylates. La
perte de nspl5 affecte a la fois la réplication virale et la pathogenése.

nspl6é | Son activité 2'-O-méthyltransférase est essentielle pour le coiffage de I'ARNm viral.
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6 Mutations et variants émergeants

Les CoV présentent une diversité génétique liee notamment a la plasticité de leur génome, et a
plusieurs autres facteurs dont 1’apparition des mutations, le phénoméne de recombinaison
ainsi que les modifications induites par I’hote infectée.[38]

Les mutations apparaissent au cours de la réplication virale par le biais de la polymérase
virale qui est peu fidéle (1 nucléotide erroné pour 10* nucléotides recopiés). Ces mutations
sont rapidement corrigées par une protéine nspl4 dont la fonction principale est la correction
d’erreurs.

Les événements de recombinaison intra et interspécifiques facilités par la nature discontinue
de la transcription.[38]

Les cas de pressions de mutation directionnelle exercées sur le génome du SRAS-CoV-2 a
partir des systémes de défense antiviraux de I'héte :

e APOBEC (ARNmM de I'apolipoprotéine B éditant les protéines catalytiques de type
polypeptide).

e ADAR (Adenosine Desaminase Acting on RNA).

e ROS (les especes réactives de I'oxygene).[39]
6.1 Variants du SARS-CoV-2 [40-43]
6.1.1 D614G
Un variant du SARS-CoV-2 présentant une substitution D614G dans le géne codant pour la
protéine de spicule (Spike) est apparu fin janvier ou début février 2020. Sur une période de
plusieurs mois, il a remplacé la souche initiale du SARS-CoV-2 identifiée en Chine et est
devenu en juin 2020 le virus dominant en circulation dans le monde. Des études sur des
cellules respiratoires humaines et des modeles animaux ont montré que, par rapport a la
souche initiale du virus, la souche portant la substitution D614G présente une infectiosité et
une transmissibilité accrues. Le SARS-CoV-2 porteur de la substitution D614G ne provoque

pas de maladie plus sévere et n’altere pas 1’efficacité des outils de diagnostic en laboratoire.

6.1.2 Cluster 5
En ao(t et septembre 2020, un variant du SARS-CoV-2 lié a I’infection parmi des visons
d’élevage et transmis ensuite a I’homme a été identifié¢ dans le Jutland du Nord (Danemark).

Ce variant, appelé « Cluster 5 » par les autorités Danoises.

.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apolipoprotein-b
https://www.who.int/csr/don/06-november-2020-mink-associated-sars-cov2-denmark/fr/
https://www.who.int/csr/don/06-november-2020-mink-associated-sars-cov2-denmark/fr/
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6.1.3 Variant Britannique (VOC-202012/01)

Le 14 décembre 2020, les autorités du Royaume-Uni ont notifié a ’OMS un variant qu’elles
ont désigné sous le nom de SARS-CoV-2 VOC 202012/01 (Variant Of Concern, année 2020,
mois 12, variant 01). Ce variant porte 23 substitutions de nucléotides et n’est pas li¢ sur le
plan phylogénétique au virus SARS-CoV-2 qui circulait au Royaume-Uni au moment ou il a
éteé détecte.

6.1.4 Variant Sud-Africain (501-V2)

Le 18 décembre, les autorités nationales sud-africaines ont annoncé avoir détecté un nouveau
variant du SARS-CoV-2 qui se propage rapidement dans trois provinces du pays. L’ Afrique
du Sud a nommé ce variant 501Y.V2, en raison de la mutation N501Y. Si le SARS-CoV-2
VOC 202012/01 porte également la mutation N501Y, I’analyse phylogénétique a montré que

les variants du Royaume-Uni et d’Afrique du Sud sont différents.

6.1.5 Variant Brésilien (B.1.1.248)
Au Brésil, une variante appelée P.1 a émergeé qui a été identifiée pour la premiére fois chez
des voyageurs en provenance du Brésil, qui ont été testés lors d'un dépistage de routine dans

un aéroport au Japon, début janvier.

6.1.6 Variant Californien CAL.20C

Un nouveau variant de la COVID-19 aurait été pour la premiere fois détecté aux Etats-Unis,
plus précisément en Californie du Sud, une fois en juillet 2020 puis fréqguemment en
octobre. Au 22 janvier 2021, le variant californien représentait 44% des cas positifs a

laCovid-19 dans le sud de la Californie.

7 Récepteurs et cellules sensibles

7.1 Récepteurs

7.1.1 L'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2)

Il s'agit d'une métallocarboxypeptidase transmembranaire qui catalyse le clivage de
I'angiotensine | (1-10) en angiotensine (1-9) et de I'angiotensine 11 (1-8) en angiotensine (1—
7). L'ACE2 est le point d'entrée de certains coronavirus dans les cellules. C'est le cas pour

le coronavirus humain NL63, le SARS-CoV-1et le SARS-CoV-2.[44, 45]

7.1.2 Neuropiline-1
Pour infecter efficacement les cellules humaines, le SARS-CoV-2 est capable d’utiliser un

récepteur membranaire autre que I’ACE2 qui est le Neutropilin-1, qui est trés abondant dans



https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=M%C3%A9tallocarboxypeptidase&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_transmembranaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clivage_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Angiotensine#Angiotensine_I
https://fr.wikipedia.org/wiki/Angiotensine#Angiotensine_II_(ou_angiotensine_2)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Coronavirus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Coronavirus_humain_NL63
https://fr.wikipedia.org/wiki/SARS-CoV-1
https://fr.wikipedia.org/wiki/SARS-CoV-2
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de nombreux tissus humains, y compris les voies respiratoires, les vaisseaux sanguins et les
neurones. La découverte décisive a été faite par une équipe germano-finlandaise de
chercheurs dirigée par les neuroscientifiques Mika Simons, de I’université technique de
Munich ; en Allemagne et le virologue Giuseppe Balistreri, de I’université d’Helsinki, en

Finlande.[46, 47]

7.1.3 TMPRSS2
La protéase transmembranaire a sérine 2 (TMPRSS2) est utilisée par le SARS-CoV-2 apreés la
fixation de ce dernier sur le récepteur ACE2, pour I’amorgage de la protéine S en deux sous

unités fonctionnelles.[48]

7.2 Cellules sensibles (in vitro)

Le SARS-CoV-2 est capable d’infecter et de se répliquer efficacement dans les lignées
continues humaines de type Caco-2, Calu3, U251, Huh7, 293T avec une multiplication plus
notable dans les 02 premiéres. Plusieurs lignées non-humaines sont aussi sensibles et
permissives pour le virus comme les VeroE6 (Singe), FRhK4 (singe), LLC-MK2 (singe),
CRFK (chat), RK-13 (Lapin), PK-13 (Porc).

L’effet cytopathique n’a cependant été observé que chez les cellules non-humaines VeroE6 et
FRhK4 qui s’est manifesté par un arrondissement, détachement, dégénérescence et formation
de Syncytia. L’ECP n’a pas été observé avec les cellules humaines qui de plus ont montré une

longévité prolongée au de la d’une semaine.[49, 50]

Aockc SARS-CoV-2

VeroES (7 bpi)

FREXS (72 bpi)

B2 3 (72 hpi)

Figure 6 : ECP du SARS-CoV-2.[49]
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Ces données sont concordantes avec les observations cliniques en matiére d’incidence de
diarrhées, de sévérité / mortalité faible mais une plus forte contagiosité que SARS-CoV-2 par
rapport au SARS-CoV-1.[51]

8 Cycle de réplication du SARS-CoV-2

Il n'y a encore qu'une comprehension rudimentaire du cycle de vie spécifique du virus
SRAS-CoV-2. Une grande partie des connaissances actuelles a été extrapolée a partir d'études

sur le SARS-CoV et le MERS-CoV.[52]

Le cycle de multiplication de SARS-CoV-2 dans la cellule comporte les étapes d’attachement,
de pénétration et décapsidation puis les syntheses des macromolécules (acides nucléiques et
protéines). Ces synthéses vont permettre 1’assemblage des nucléocapsides puis

I’enveloppement et la libération des virions.[53]

SARS-CoVs
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Figure 7 : Cycle de réplication du virus SARS-CoV-2 chez I’homme.[54]
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8.1 Entrée dans la cellule hote

Le SRAS-CoV-2 peut détourner la cellule de deux maniéres, soit via des endosomes, soit via
la fusion de la membrane plasmique. Dans les deux sens la protéine S du SRAS-CoV-2 médie
I'attachement a la membrane d'une cellule héte et engagent I'enzyme de conversion de

I'angiotensine 2 (ACE2) comme récepteur d'entrée.

La protéine S (constituée de deux sous-unités fonctionnelles : la sous-unité S1 qui permet la
liaison du virus au récepteur de la cellule hdte par son domaine de liaison au récepteur (RBD),
et la sous-unité S2 qui contient des régions de répétition de I'neptade HR1, HR2 et le peptide
de fusion, qui assure la médiation de la fusion des membranes virales et cellulaires lors de
réarrangements conformationnels étendus. Ce processus connu sous le nom d’« amorgage » se

déclanche par une protéase appelée TMPRSS2 qui clive la protéine S.[54, 55]

8.2 Réplication virale

8.2.1 Traduction primaire du génome

Apreés la fusion, les éléments intracellulaires du virus sont relargués dans le cytoplasme.
L’ARN viral, de polarité positive, est trait¢é comme un ARN messager par la cellule hote : il

est directement traduit par la machinerie cellulaire en précurseurs polyprotéiques.

La traduction de I’ORF1a et ’ORF1b a partir de I’ARN génomique produit deux
polyprotéines PP1a et le PP1ab respectivement. 16 protéines non structurales sont générées a
partir de PP1a et PP1ab par un clivage protéolytique. La RdRp et 15 autres protéines non

structurales s’associent pour former le complexe de transcription/réplication (CTR).[56]

8.2.2 La transcription de PARN viral

Dans un premier temps, le CTR réplique le génome viral en une molécule d’ARN
complémentaire de sens négatif appelée antigénome. L’antigénome est un intermédiaire de
réplication qui sert de matrice pour la réplication d’un nouveau genome (ARN+).

La réplication est discontinue et stoppe au niveau des séquences de régulation de la
transcription (TRS), Ainsi, I'antigénome est un jeu d’ARN-sous-génomiques (sg) de longueurs
differentes, qui vont servir de matrice a la synthese d’ARNm sg (+).[5]

8.3 Expression des protéines structurales et accessoires
Les ARNm (sg) sont traduits en protéines nsp et structurales. Les protéines N se fixent a
I'ARN+ viral pour former la nucléocapside, qui est assemblée aux protéines structurales M, S,

HE et E au niveau du réticulum endoplasmique (RE), ou elles subissent leur maturation. Une

.
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fois assemblés, les virions sont dirigés vers l'appareil de Golgi ou ils subissent une nouvelle

maturation par glycosylation.[5]

8.4 Libération de nouveaux virions

Les vésicules contenant les virus matures bourgeonnent de I'appareil de Golgi puis fusionnent
avec la membrane cellulaire avant que les virions ne soient libéres. [5, 55]
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1 Définition de la COVID-19

Etymologie : COVID-19 vient de I’acronyme anglais :

Co : corona

Vi ; Virus

D ; Disease (maladie)

19 ; 2019 (année d’apparition)

La COVID-19 est une maladie infectieuse émergente de type Zoonose virale causée par la
souche de coronavirus SARS-CoV-2.[57, 58]

2 Epidémiologie

2.1 Durée d’incubation

C’est une notion importante pour déterminer la durée de I’isolement afin de controler la
propagation de I’infection. Elle est comparable a celle retrouvée avec d’autres virus dits
respiratoires ou la porte d’entrée de 1’agent infectieux et le site définitif de réplication virale
sont similaires.Elle a été estimée entre 2—7jours (moyenne de 4 jours) dans 1’étude de Guan et
alet de 5,2 jours (4—7) dans I’étude de Qun et al.[59, 60]

2.2 Contagiosité

Elle s’évalue par un indicateur appelé RO (ou taux de reproduction), correspondant au nombre
moyen d’infections secondaires pouvant étre générées a partir d’un cas index, dans une
population enti¢rement susceptible d’étre infectée, I’OMS avait estimé le RO a 2,6 (1,5-3,5).
En mars 2020, une méta-analyse montrait que ce RO était probablement supérieur, estimé a
3,3.La maladie semble étre contagieuse durant la phase d’incubation évaluée a 02 jours avant
I’apparition des symptomes. La charge virale minimale infectante est estimée a 100 particules
selon des études portées sur des modeles animal et humain. Des études suggerent que la
contagiosité est probablement plus importante lors des premiers jours de symptomes et qu’elle
pourrait persister plus de trois semaines. Cependant, un résultat positif de gRT-PCR ne
signifiant pas nécessairement que le virus est vivant et infectieux en particulier pour les charges

virales les plus faibles, cette évaluation nécessite des cultures virales. [61-64]

2.3 Transmission
La transmission interhumaine du SRAS-CoV-2 est principalement intrafamiliale et est

favorisée par les concentrations d’individus.[65]

.
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Ce virus peut rester viable pendant 3 heures dans les aérosols et 72 heures sur les surfaces
inertes, suggerant une contamination de type aéroporté, manuporté ou par contact étroit, la
prédominance de 1’un et/ou de 1’autre des types de transmission dépend du contexte de la
contamination. Par ailleurs, la présence d’ARN viral dans les selles a fait évoquer la
possibilité d’une contamination oro-fécale, qui n’a toutefois pas ét¢ démontrée a ce jour. Les

données sur la contamination par voie oculaire et maternofoetale sont controversees.[9, 66-68]

2.4 Létalité

Le taux de 1étalité d’une infection représente la probabilité de mourir pour une personne
infectée, qu’elle aille ou non a 1’hdpital.Le 31décembre2020, une modélisation réalisée a
partir de 89 millions de cas confirmés a travers le monde dont deux millions de déces estimait
un taux de létalité a2.16% a I’échelle mondiale mais avec de grandes disparités entre les pays

(un maximum de 28.7% au Yémen et un minimum de 0.04% a Singapour).[69]

2.5 Facteur de risqued’infection au COVID-19
Selon les catégories suivantes sont plus a risque d’infection, de complication, d’admission aux

soins intensifs et de déces :

o Sexe masculin.

o Age supérieur a 70 ans.

o Résidents et travailleurs des maisons de retraite et des EHPAD.
o Les professionnels de santé. [70, 71]

3 Physiopathologie de la COVID-19

La COVID-19 implique des interactions complexes entre le virus, le systeme immunitaire

avec ces différentes composantes et les tissus concernés par I’infection.

3.1 Rappel sur le systeme Rénine Angiotensine-Aldostérone(RAA)
C’est I’un des systémes hormonaux régulateurs des fonctions autonomes, cardiovasculaire et

pulmonaire .il s’agit d’une cascade de régulation endocrinienne et enzymatique (figure8)

g




Chapitre Il : La COVID -19
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Figure 8 : Pharmacologie du systeme rénine angiotensine aldostérone.[72]

3.2 Interactions SARS-CoV-2 — Récepteur et implication dans le développement de la
maladie

L’ACE2 c’est le principal récepteur cellulaire du SARS-CoV-2.11 régule négativement le
SRAA et agit comme un désactivateur de de I’angiotensine II qui est un peptide
vasoconstricteur, pro fibrosant et pro-inflammatoire. Le blocage du systeme rénine
angiotensine diminue I'activité pro-inflammatoire de I'Angiotensine 1l, donc diminution
durisque au SDRA, mais ce blocage augmente I'expression de I'ACEZ2, favorisant la virulence
du SARS-CoV-2 et I’évolution vers le SDRA.[73, 74]
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Figure 9 : Vue générale du systéme rénine-angiotensine-aldostérone en cas d’infection
par le COVID-19.[74]
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L’ACE2 exerce un role protecteur de différents tissus des effets délétéres de 1’angiotensine I1.
Son internalisation lors de I’infection entraine un déséquilibre en faveur de 1’activité délétere

de I’angiotensine II. Dans ce sens, une étude montre que I’injection de la protéine Spike seule
est capable d’induire directement des 1ésions tissulaires liéesa 1’inhibition de 1’activité ACE2.

L’expression tissulaire d’ACE2 se fait sous deux formes : une forme membranaire et une
forme soluble obtenu par clivage de I’ACE2 membranaire ; cette derniére pourrait étre un
facteur protecteur contre la COVID-19 suite a I’observation paradoxale que les sujets agés,
exprimant moins d’ACE2 tissulaire, développait une forme plus sévére de la maladie qui

pouvait étre due enfin de compte a une forme soluble moins abondante.[74]

L’activité d’ACE2 circulante semble faible chez les patients en surpoids ou hypertendus alors
qu’elle est plus forte chez les enfants et qu’elle est corrélée positivement a 1’expression
d’cestrogénes anti-inflammatoires. Ceci explique, pour certains auteurs, la relative protection
des enfants par rapport aux adultes et des femmes par rapport aux hommes dans la COVID-

19.[75, 76]

Il a été suggéré qu’une forte expression d’ACE2 conduisait a une susceptibilité accrue a
I’infection. Toutefois, la distribution anatomique d’ACE2 n’est pas strictement corrélée a la
symptomatologie provoquée par I’infection par le SARS-CoV-2 ce qui fait évoquer la

possibilité d’une invasion cellulaire indépendante d’ACE2.[77]

Pathophysiology of COVID-19

Wall of alveolus
(epothelium)

Damaged
pneumocyte cells

Brain stem
SARS-CoV-2 (Cardiac and respiratory
impairment)

Neutrophil
Oxygenated
blood to heart RBC

Deoxygenated
blood from heart

Bronchiole

Respiratory
bronchiole

COVID-19* Infection

ARDS Cardiac dysfunction

Alveolar duct
leading to bronchiole

Inflammatory
chemokines

Alveolar
air space

Muscle pain & fatigue

Loss of taste & smell

Multiple organ failure (MOF) syndrome

Figure 10 : Physiopathologie lié¢ a I’infection par le SARS CoV-2.[55]
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3.3 Tropisme cellulaire du SARS-CoV-2
3.3.1 InVitro

Voire chapitre | partie 7.2 cellule sensible (in vitro)

3.3.2 InVivo

+ Le SARS-CoV-2, principalement transmis via les gouttelettes respiratoires, peut
infecter les pneumocytes qui expriment I’ACE2 et peut provoquer une réaction
inflammatoire se traduisant par une détresse respiratoire de gravité variable, pouvant
aboutir dans sa forme la plus grave a un SDRA.[78, 79]

*+ |1 a 6t6 démontré que le SARS-CoV-2 était capable d’infecté les entérocytes humains
qui exprime abondamment I’ACE2 et la TMPRSS2.[80, 81]

+ L’ACE2 est faiblement exprime dans le tissu cerébral, le neurotropisme éventuel du
SARS-CoV-2 provoque des atteintes cérébrales tardives. Une neuro-inflammation
pourraitétre responsable des manifestations neuropsychiatriques déja démontré pour le
SARS-CoV1 et MERS-CoV. [82, 83]

3.4 Réponse immunitaireanti SARS-CoV -2 et rdle dans le développement des Iésions
d’organe

3.4.1 Immunité innée

Les déterminants de la réponse immunitaire immédiate au SARS-CoV-2 ne sont pas encore
connus, mais peuvent €tre extrapolés a partir des modeles d’infection virale. L’infection des
cellules épitheliales et immunitaires du tractus respiratoire et entraine la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6),a I’origine de 1’hyperperméabilité capillaire

de I’attraction de cellules inflammatoires et production d’interférons de type .

L’inefficacité de la réponse immunitaire initiale entraine une hyperactivation immunitaire

responsable de 1’aggravation clinique chez certainspatients. [84, 85]

.
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3.4.2 Hypersécrétion cytokinique
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[87]

3.4.3 Signature interféron

Deux types de réponses IFN ont été décrits, ayant une basé génétique probable :

> Soit I’infection déclenche une sécrétion d’TFN-1 élevée, participant a entretenir
I’inflammation et augmentant 1’expression d’ACE2 sans réussir a controler
I’infectionmais s’associant a une diminution partielle de la réplication virale.[88]

» Soit une réponse IFN-1 faible, favorisant la réplication virale elle-méme directement
responsable de I’inflammation.

D’autre part, la signalisation IFN-A pourrait avoir un role protecteur via I’induction de

STATZ2, en controlant la sécrétion cytokinique et favorisant la réparation tissulaire. [89]

Il a été démontré chez le patient ayant un échec de la réponse innée mediée par les
Interférons, comme les individus ayant des auto-anticorps anti IFN de type I, un plus haut

risque de formes mortelles d’origine immunopathologique (orage cytokinique). [90]
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3.4.4 Immunité adaptative au SARS-CoV-2

Elle a trois composantes essentielles : les cellules T (CD4+ et CD8+) et les anticorps. La
synchronisation entre ces différents éléments ainsi que I’immunité innée semble primordiale

pour une réponse immunitaire efficace contre 1’infection SARS-CoV-2.[91]

3.4.4.1 Laréponse TCD4+

Les CD4+ spécifique du virus sont retrouveés des les premiers jours de 1’apparition des

symptomes (2-4 jours).Chez les patients convalescents, il plusieurs populations de CD4+

’ L
selon | antlgene reconnu. A Perfect example generic infection

L’installation de la réponse médiée par
les CD4+ est associé avec des formes
bénignes et a un contrdle immunitaire de
I’infection.[92]Les lymphocytes TCD4+
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; | 1
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Figure 12 : L’évolution de la réponse immunitaire
réparation tissulaire a travers selon la sévérité de la COVID 19. (89)

IL-22.[92]
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Figure 13 : Rdle de la réponse TCD8+/TCDA4+ dans I’infection & SARS-CoV-2.[90]

3.4.4.2 Laréponse TCD8+

Ont pour role I’élimination des cellules infectés,leur présence est associéea un bon pronostic.
Ces cellules apparaissent trés rapidement durant 1’infection aigue (aussi t6t que 01 jour apres
apparition des symptdmes), bien que leur présence ne soit pas aussi fréquente que celles des
TCD4+.

Leurs spécificités de reconnaissance est aussi large que celle des TCD4+ avec les protéines
Spike, M et N comme antigénes cibles majeurs.[92]

3.4.4.3 Réponse a lymphocytes B et anticorps

Plusieurs protéines virales du SARS-CoV-2 peuvent induire une réponse humorale dirigée
principalement contre les protéines N et S avec le RBD de cette derniere comme principale

cible des anticorps neutralisants.[93]

La séroconversion survient en moyenne al0 jours, atteignant 100 % a 15 jours. Les différents

isotypes IgG/M/A semblent apparaitre en méme.

Les anticorps semblent agir par plusieurs mécanismes a savoir via la neutralisation directe de
I’infectiosité du virus en bloquant I’interaction RBD-ACE2 mais aussi a travers la facilitation

médiée par le fragment Fc des Ig (Cytotoxicité, opsonisation ...)

Ces anticorps principalement les IgG semblent avoir une durée de vie de plus de 05 mois en

méme temps que les Lymphocytes B mémoires a 1gG. [94]
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Cependant, I’efficacité de la réponse humorale semble trés limitée par rapport aux effecteurs
cellulaires et n’est pas corrélée au titre d’anticorps suggérant le role primordial qu’a la

collaboration entre les différents acteurs de I’immunité innée et adaptative.[92, 95]

3.4.4.4 Role de P'immunité adaptative dans I’'immunopathologie de la COVID-19

Bien que les effecteurs de I’immunité innée semblent étre les plus impliquée dans les lésions
immuno-induites durant la COVID-19 aigue, plusieurs arguments sont en faveur du role aussi

important des effecteurs de I’immunité adaptative :
e L’immunopathologie des cellules T
Plusieurs hypotheses évogquées mais non prouves :

= Biais Th1/Th2.
= Les Cellules T tissulaires non circulantes ; qui induisent des lésions in situ.
= Les CD8+ activés de spécificité antigénique non déterminé. [92]
¢ L’immunopathologie médiée par les anticorps :
Parmi les hypothéses évoquées :
= Les anticorps facilitants (antibodymediatedinhancement) : évoqué mais non
prouveé pour le SARS-COV-2.
= Les complexes immuns activant 1’inflammation

» La présence d’auto-anticorps a activité anto-phospholipides pro thrombotiques ;
mais leurs implications directes dans la coagulopathie observée lors la COVID-
19 sevre reste débattue. [90]

3.5 Interaction Virus-Immunité et développement de la coagulopathie liée a la
COVID-19

Il est apparu trés tét durant 1’épidémie que les troubles de la coagulation sont parmi les
manifestations les plus fréquentes et une des principales causes de mortalité par COVID-19.
Elles touchent aussi bien la micro que la macro-circulation avec parfois des répercussions

catastrophiques sur 1’évolution du patient : embolies pulmonaires, CIVD, AVC...[96, 97]

Les mécanismes physiopathologiques sont résumés dans la figurel4.

g
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Figure 14 : Effets de la maladie a coronavirus 2019 sur le systeme cardiovasculaire et de
coagulation[98]

3.6 L’immunité croisée

Plusieurs auteurs ont signalé I’absence de réactivité croisée des anticorps anti-SARS-CoV-2
avec les coronavirus banals (229E, NL63 et OC43), et/ou plusieurs autres virus respiratoires
(adénovirus, bocavirus, entérovirus, Métapneumovirus humain, Influenza A et B, rhinovirus,
virus respiratoire syncytial, virus para-influenza-1 et -3). Par contre, une réactivité croisee
existe possiblement avec le SARS-CoV-1 pour les anticorps dirigés contre les protéines S1,
RBD et N, et avec le MERS-CoV uniquement pour les anticorps dirigés contre la protéine N.
[99, 100]

3.7 Lareéinfection
Le nombre de cas rapportés de réinfection reste anecdotique. L’analyse de ces cas est
cependant cruciale pour comprendre 1’impact réel de I’immunité adaptative sur le contrdle de

I’infection et de la maladie. [101]

L’excrétion virale pouvant étre prolongée, il est important de s’assurer au cours d’une
suspicion de réinfection que les souches virales ont pu étre séquencées et qu’elles sont

différentes. La plupart des reinfections sont survenues chez des sujets jeunes en 1’absence de

25
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problémes d’immunosuppression. Dans un des cas, le virus retrouve lors du second épisode

portait une mutation associée a une résistance a la neutralisation in vitro.[64, 102, 103]

Au cours d’une infection virale, une réinfection par un méme agent infectieux peut relever de
différents mécanismes :

e Une perte de la protection immunitaire.
e La sélection d’un variant génétique rendant la réponse inefficace, événement régulier
au cours de I’évolution des virus grippaux par exemple.

Une équipe de Hong-Kong a rapporté une réinfection chez un patient de 33 ans. Dans ce cas

clinique, on note les points suivants :

e Une premiere infection modérément symptomatique et une réinfection qui 1’est
encore moins.

e [’absence d’anticorps au début du deuxiéme €pisode.

e Des souches virales différentes lors des deux épisodes. [104]

4  Caractéristiques cliniques, biologiques et radiologiques du COVID-19

4.1 Définition de cas COVID-19

Selon I’organisation mondiale de la santé : [105]

e Cas suspect : une personne qui remplit des critéres cliniques et épidémiologiques ou un
patient présentant une IRSA en présence d’antécédent de fievre 38°C et toux apparue au
cours des 10 jours et nécessite une hospitalisation.

e Cas probable

e Un patient qui remplitles critéres cliniques et qui a été en contact avec un cas
confirmé ou probable.

e Un cas suspect pour lequel une imagerie thoracique révele des indicateurs de
covid-19.

e Une personne atteinte d’anosmie ou d’agueusie en 1’absence de toute autre
cause identifiée.

e Un déces sans autre explication d’un adulte qui a présenté une
détresserespiratoire avant le déces et qui a été en contact avec un cas probable
ou confirmé.

e Cas confirmé : une personne présentant une infection par le virus de la covid-19

confirmé en laboratoire quels que soit les signes et les symptémes cliniques.
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4.2  Formes cliniques de la COVID-19

La COVID-19 est une maladie respiratoire au premier plan, le poumon est I’organe de
prédilection. Il s’est cependant rapidement révélé qu’il s’agit d’une maladie systémique

impliquant des composantes virologiques immunologiques et Iésionnelles.

Hormis des signes genéraux comme la fi¢vre et ’asthénie, les signes respiratoires sont au

premier plan et sont de sévérité variable.

D’autres manifestations, moins fréquents, sont observés principalement neurologiques et

digestifs.[106]

Les principales formes cliniques observées sont :

4.2.1 Incubation et formes asymptomatiques
La durée d’incubation moyenne est estimée a 06 jours avec des extrémités allant de 0 a 24

jours. Durant cette phase la contagion est possible.

Plusieurs enquétes épidémiologiques suggérent que des individus auraient été infectés par des
personnes asymptomatiques ou pré-symptomatiques dont la prévalence est trés variable selon

les études (de 5% a 80%) ou une moyenne de 40%

La charge virale d’un patient asymptomatique serait similaire a celle des individus présentant

des symptdmes.

Selon les données obtenues du Diamond Princess, 54% des individus asymptomatiques
présentaient des Iésions pulmonaires au Ct Scan dont 11% de lésions séveres posant la

question de la définition précise de « cas asymptomatique ».

Cette prévalence des formes asymptomatiques qui peut étreforte,suggéré que le diagnostic
clinique engendrerait un nombre important de faux négatifs ;Le dépistage systématique de
certains groupes de personnes a été recommandé par plusieurs organisations expertes. [107-
109]

4.2.2 Les formes symptomatiques

La maladie se présente sous plusieurs catégories de séveérité :
4.22.1 LaCOVID-19 bénigne

Elle est habituellement caractérisée par des symptdmes d’infections virales des voies

respiratoires supeérieures, qui sont bien toléres au titre de la Fievre modérée, toux séche,

g
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congestion nasale, gorge douloureuse, céphalées et douleurs musculaires. Des symptémes
moins fréquents comme la diarrhée, la rhinorrhée, ’anosmie/agueusie peuventétre observé
chez certains individus. A ce stade, 1’imagerie ne révele quasiment pas d’atteinte pulmonaire.
Cependant ce type de formes, non pris en charge, peut rapidement se détériorer en forme
COVID-19 sévere.[110]

4222 LaCOVID-19 modérée

En plus des symptémes cites plus haut, les individus présentent un souffle court et
dyspnée.[110]

4.2.2.3 LaCOVID-19 sévere et SDRA

Ces patients se présentent avec un tableau de Pneumonie sévere, SDRA ou état de choc

septique etcoagulopathie.
Le SDRA est définis par :

e Une dyspnée avec tachypnée (fréquence respiratoire > 30/minute).
o Détresse respiratoire avec effondrement de la SpO2< 93%, PaO2/FiO2< 300.

e Infiltration pulmonaire supérieure a 50% en 24ha 48h.

Ultimement, les patients en état critique développent des signes d’insuffisant respiratoire, de
1ésions cardiaques et rénales ainsi qu’un état de choc septique avec défaillance multiviscérale.

A ce stade la mortalité est supérieure & 49%. [111, 112]

Cette clinique s’accompagne par des modifications biologiques et radiologiquesdécrite dans le

tableau si dessous :

.
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Tableau 3: Principales signes biologiques et radiologiquesde COVID 19

Signes Biologiques[113, 114]
Elévation des polynucléaires neutrophiles et
lymphopénie, étendue aux lymphocytes CD4 et
CD8 (dont le ratio CD4/CD8 semble préserveé).

Elévation de la CRP jusqu’a 150 mg/L, hypo-
albuminémie (médianes 32-32,3 g/L),
hyperferritinémie élévation et une
hyperbilirubinémie.

Diminution du TP et une augmentation des D-
dimeres, stigmates d’une coagulopathie associés

aux formes graves et prédictives de la mortalité.

Elévation des PNN, hyperbilirubinémie totale,

hypo-albuminémie, élévation de 1’urée et des LDH,

baisse du TP et une lymphopénie.

Elévation de I’interleukine-6 circulante associée au

décés par SDRA mais pas a la survenue d’un
SDRA.

Les marqueurs de souffrance d’organe, qu’il
s’agisse d’une €lévation des ASAT/ALAT, de la
créatininémie ou de la troponine, prédictifs de la
mortalité.

4.3 Facteur de risque de complication

Signes radiologiques[115-118]

» Pneumopathie souvent bilatérale avec anomalies
a distribution postérieure et sous-pleurale,
épaississement des parois bronchiques.

La réalisation du scanner par rapport aux
premiers symptdmes, montre une prédominance
d’images en verre dépoli au stade initial
évoluant vers une association de verre dépoli,
d’opacité réticulaires et de foyers de
condensation.

Le principal signe scanographique de gravité est
I’étendue des anomalies parenchymateuses une
corré¢lation entre I’extension des I1ésions et la
séverité clinique.

La Société d’imagerie thoracique (SIT) a une
classification visuelle en 5 stades, basée sur le
pourcentage de poumon Iésé : atteinte absente
ou minime (< 10 %), modérée (10-25 %),
étendue (25-50 %), sévere (50-75 %) ou
critique (> 75).

» L’age supérieur a 50 ans apparaissait comme fortement associéa la survenue d’un

SDRA et I’age supérieur a 65 était associé a la mortalité.[113]

» Personne porteuse d une comorbidité dont les principales étaient le diabéte, une

pathologie cardiaque, une HTA, une pathologie pulmonaire ou une obésité morbide

> Les variations génetiques individuelle peuvent contribuer a explique différente

réponse immunitaire dont la variation de la clinique de la forme asymptomatique

jusqu'a la forme sévere : au moins 10 % des patients présentant une forme clinique

critique de Covid-19 ont des anomalies immunologiques comme les anticorps anti IFN

de classe 1 et des mutations spécifiques dés I’'immunité innée antivirale. [119, 120]
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> Les femmes enceintes représentent une population particulierement exposée aux
pneumopathies infectieuses, du fait des modifications physiologiques, propres a la
grossesse plusieurs études semblent montrer que les femmes enceintes au troisiéme
trimestre de grossesse ont un risque de développer une forme grave proche de celui
observé dans la population générale. [121]

» Chez les patients immunodéprimés, Par analogie a d’autres virus responsables
d’infections potenticllement sévéres, le SARS-CoV-2 a été considéré comme pouvant
étre responsable d’infections sévéres ou prolongée dans cette population. Les patients
suivis pour un cancer semblent plus a risque de développer une forme sévére de
COVID-19 que les patients non atteints de cancer et la chimiothérapie récente majore
ce risque. Des études plus larges permettront de confirmer si les patients
immunodéprimés font partie des populations a risque. [122-124]

» Chez les patients de moins de 15 ans.L’infection par le SARS-CoV-2 semble moins
fréquemment symptomatiqueméme rare et moins grave que chez I’adulte.la forme
pédiatrique du covid-19 est généralement gastro-intestinal isolé ou associé a une

pneumonie bénigne. [125, 126]

Les symptbmes, signes ou parameétres cliniques anormaux persistants deux semaines ou plus
apres le début du COVID-19 et qui ne reviennent pas a une base saine peuvent

potentiellement étre considérés comme des effets a long terme de la maladie.

Bien qu'une telle altération soitprincipalement signalée chez les survivants d'une maladie
grave et critique, les effets durables se produisent également chez les personnesatteintes d'une

infection légere qui n'ont pas nécessité d'hospitalisation.[85]

5 Traitement et thérapeutique

Comme il n'existe actuellement aucun traitement spécifique de la COVID-19, la prise en
charge clinique met I'accent sur I'importance des soins de soutien et de la prévention des
complications et de la transmission nosocomiale. Actuellement, il n'y a pas d’a preuve que
tout médicament antiviral existant peut traiter efficacement laCOVID-19. La thérapeutique

antivirale vise deux objectifs :

» Action directe virus, soit en inhibant I'enzyme virale cruciale responsable de la réplication

du génome, soit en bloquant I'entrée virale dans les cellules héte.

.
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» Modulation de la réponse immunitaire, en stimulant la réponse innée ou en inhibant les
processusinflammatoires. [127]
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Figure 15 : Structure et réplication du SARS-CoV-2 et cible thérapeutique
antivirale.[127]

La plupart de ces médicaments ont été initialement congus pour d'autres agents

Pathogénes et ont été rapidement réutilisés pour les essais COVID-19 en cours. Dans le méme
temps, plusieurs essais ont €té lancés pour tester les vaccins et anticorps spécifiques ciblant
specifiquement le SRAS-CoV-2.[127]
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5.1 Inhibition de ’entrée du SARS-CoV-2 dans la cellule

La premiére stratégie vise a empécher le virus de pénétrer dans la cellule en jouant sur les
mécanismes nécessaires a la fixation du virus a son récepteur, son endocytose ou la fusion

membranaire.[127]

5.1.1 Chloroquine et hydroxychloroquine

Les mécanismes d’action de la chloroquine et de I’hydroxychloroquine seraient multiples,
notamment une alcalisation lysosomiale induisant une inhibition de la fusion du virus a la
surface cellulaire, un blocage de la réplication, une modification de glycosylation des

protéines (notamment de ’ACE2).

La chloroquine est un médicament & marge thérapeutique étroite, I’hydroxychloroquine est
moins toxique, mais, aux concentrations administrées, ces deux molécules ont une pénétration
et accumulation cellulaire accrue notamment dans les tissus les plus concernés par la
réplication virale comme le Poumon.

La premiére étude clinique, marseillaise, suggérait une négativation plus rapide de la charge
virale, en association avec I’azithromycine. Ce traitement nécessite en revanche une

surveillance cardiaque.[127, 128] (Annexe 1)

5.1.2 L’azithromycine

Connue pour ses effets immunomodulateurs, semblant étre liés a I’induction d’IFN et son
action sur la réplication virale. Dans le cadre de la Covid-19, il n’a pas été observé a ce jour
de différence sur la mortalité avec ou sans hydroxychloroquine sur des données
rétrospectives. Les seules données prospectives actuellement disponibles sont celles des
études, qui suggéraient, dans un premier essai, une diminution de la charge virale en

association a 1’hydroxychloroquine

Les effets indésirables cardiaques des macrolides, notamment le risque d’allongement du
segment QT, sont bien connus, de méme que leur effet inhibiteur du cytochrome 3A4.[129,
130]

5.1.3 Enzyme 2 recombinante de conversion de I'angiotensine humaine (APNO01)

La rhACE2 pouvait inhiber la réplication du SRAS-CoV-2 dans les organoides cellulaires et
embryonnaires dérivés de cellules souches d'un facteur 1 000 a 5 000 fois. « rhACE2 » peut

diminuer le taux sérique d'angiotensine 11 en éloignant le substrat de I'enzyme apparentée,

-
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I'ECA. Ce qui empécher une nouvelle activation du récepteur ACE2 et ainsi préserver
I'intégrite vasculaire pulmonaire etprévenir le SDRA. [131]

5.1.4 Umifenovir (Chlorhydrate d*arbidol /Arbidol)

Actuellement en monothérapie, agissant par inhibition de la fusion de la membrane virale

avec I'endosome apres une endocytose.[132]

5.2 Inhibition de la synthése de I’ARN viral
IIs sont utilisés avec succeés pour le traitement de nombreux virus, dans le cas du SARS-CoV-
2, plusieurs molécules se repositionnent comme des candidats prometteurs.[127]

5.2.1 Remdesivir
Le remdésivir est un analogue nucléosidique de 1’adénosine, son incorporation dans I'ARN
viral naissant inhibe d’avantage ' ARN polymérase ARN-dépendante, Cela entraine une
terminaison prématurée de la chaine d'’ARN viral et par conséquent arréte la réplication du
génome viral.
Cette molécule présente de nombreux effets adverses : principaux effets indésirables
relevés avec le remdésivir c¢’est qu’il provoque des :
» Taux élevé de mutation.
» Hypotensions parfois séveéres,
> Des atteintes rénales (insuffisance rénale chez 10% des individus sous cette molécule)
> Atteintes hépatiques.
> Administration en perfusion continue prolongée (10 jours a exposant a un risque élévé
de septicémies sur cathéter. [81, 133]
Cette molécule a été jugée inutile dans la COVID-19 par I’OMS. [134]

5.2.2 Favipiravir

Pro-drogue structurellementproche a la guanine endogeéne, est actif in vitro contre le SARS-
CoV-2 par inhibition de I'ARN polymérase ARN-dépendante ce qui provoque une diminution
le taux des replicons.

Elle a été approuvée par la NMPAC comme le premier médicament anti-COVID-19 en Chine,
son essai clinique avait démontré une efficacité avec un c6té minimal d’effet indésirable.
[135, 136]

.



Chapitre Il : La COVID -19

Il est contre indiqué pendant la grossesse en raison de la mort embryonnaire précoce et de la
tératogénicité dans les études animales. [137]

5.3 Inhibition la protéase virale

Une autre stratégie est de cibler les protéases virales indispensables a la réplication. Si des
études structurales permettront le développement de molécules spécifiques, des traitements
développés contre la protéase du VIH ont montré une certaine efficacité in vitro contre le
SARS-CoV-1 et le SARS-CoV-2.[127]

5.3.1 Ilvermectine

L'ivermectine est un agent antiparasitaire, activités antivirales contre le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) approuvé. Il cible le transport nucléaire des protéines
virales, une étude in vivo a prouveé la capacité de I'ivermectine a réduire I'ARN viral jusqu'a
5 000 fois apres 48 h d'infection par le SRAS-CoV-2, l'efficacité de I'ivermectine sur le

traitement du COVID-19 implique des essais pour déterminer la posologie adéquate. [138]

5.3.2 Lopinavir / Ritonavir

Le lopinavir et le ritonavir, inhibiteurs de la protéase du VIH, sont utilisés en association
comme médicaments thérapeutiques anti-VIH. Bien qu’ils posseédent une activité in vitro
contre le SARS-CoV-mais malheureusement n’a pas fait de preuve de son efficacité contre le
COVID-19 ni sur le temps de la résolution clinique ni la clairance virale ni la mortalité ont été
diminuees.[81]

5.4  Les agents immunomodulateurs

5.4.1 Les anti-interleukines

Siltuximab, tocilizumab et sarilumab sont dirigés contre le récepteur de 1’interleukine (IL) 6,
tandis que 1’Anakinra cible le récepteur de I’IL-1(inhibiteur compétitif d’IL1a et IL1p).

Les patients séveres atteints de Covid-19 semblent développer une réponse immunitaire et
inflammatoire excessive et dérégulée, dans laquelle I’'TL-6 jouerait un rble essentiel. 1l a été
montré que sa concentration était corrélée a la sévérité de la maladie. Inhiber les cytokines
inflammatoires pourrait donc permettre d’atténuer cette réaction.Une vigilance concernant
I’hépatotoxicité est requise, méme si ce traitement est genéralement bien toléré. Le prix élevé

de ce médicament représente une limite supplémentaire.[139]

.
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5.4.2 Le plasma convalescent COVID-19

IL a été suggéré qu’il pourrait permettre une immunité passive par la transfusion d’anticorps
dirigés contre le Sars-CoV-2.La disponibilité du plasma convalescent COVID-19 pour traiter
un grand nombre de patients infecté par le virus SARS-CoV-2 n’est pas garantie car il

présente des limitations et on décrit :

= Profil particulié de ces donneurs : sujets guéris de COVID-19 depuis 14j et bonne
santé éligible au don de plasmaphérese selon les critéres de sélection des donneurs de
sang en vigueurs.

= Disponibilité des différents groupes sanguins chez ces donneurs pour répondre au
différent profil receveurs et garantit la compatibilite ABO des plasmas transférés.

La posologie recommandée est basée sur celle utilisé dans le protocole d’essai clinique
(transféreé de 2 unité de plasma convalescent en injection intraveineuse a j8+/- 2j puis 1 a 2
unité 24h apres avec un débit faible de 200 ml/h).les risques lié a I’utilisation du plasma
convalescent COVID-19 sont identique a ceux du plasma thérapeutique (des réactions

d’hypersensibilité, des syndromes pseudo-grippaux et des cedémes pulmonaires)[140-142]

5.4.3 Les immunoglobulines polyvalentes

En plus de leur effet neutralisant, elles ont aussi des propriétés immunorégulatrices via leur
action sur les récepteurs auximmunoglobulines sur les surfaces cellulaires. Les perfusions
d’lg humaines ont de nombreuses actions immunomodulatrices, parmi lesquelles la
diminution de sécrétion de cytokines inflammatoires (dont I’IL-1 et I’'IL-6) par les

monocytes.[143]

NB: les traitements a base d’anticorps qu’ils soient monovalents ou polyvalents ont été
impliqués dans la sélection de mutations spécifiques de la protéine Spike qui, avec le

Remdesivir a incriminé comme favorisant 1’émergence de nouveaux variants.[103]

544 LeslIFN

Une seule étude prospective randomisée réalisée chez des patients présentant des formes
Iégéres a modérées de Covid-19 ; elle a étudié¢ I’administration sous-cutanée d’IFN-B-1b
associés a la ribavirine et au lopinavir-ritonavir versus ribavirine et lopinavir-ritonavir Le
délai de séroconversion semblait réduit dans le groupe IFN (7 versus 12 jours). Le résultat sur
les criteres secondaires allait dans le sens d’une réduction du délai d’amélioration clinique

(4 versus 8 jours) et une diminution de la durée d’hospitalisation. [144]

-
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5.45 Les corticostéroides /AINS

Les corticoides possédent des propriétés anti-inflammatoires qui pourraient étre utiles lors de
I’inflammation systémique dérégulée. Cependant, des craintes existent quant a

une aggravation de I’infection car leur utilisation a été associé a une clairance retardée, une
durée d’hospitalisation prolongé et augmentation de 1’utilisation de la ventilation mécanique
mais Wang et Al a démontré chez les patient atteints de pneumonie sévere de covid-19 a des
faibles doses (1a 2 mg/kg/j pendant 5 a7 j) est associé a une amélioration plus rapide des
symptomes cliniques et scanographique des images pulmonaire.ll faut mentionner que les
corticoides inhalésréduisent 1’expression de I’ ACE2 et limite la production des
interferon.[145, 146]

5.5 Vaccin

Les vaccins peuvent étre classeés en plusieurs catégories en fonction de leur mode de
fabrication (Annexe 2). Chacune des catégories comporte des avantages et des inconvénients
potentiels Différentes approches sont explorées afin de mettre au point un vaccin capable
d’induire une immunité protectrice et durable contre le Sars-CoV-2 : acides nucléiques (issus
de I’acide désoxyribonucléique [ADN] ou de I’ARN), vecteurs viraux (réplicatifs ou non
réplicatifs), pseudo-particules virales, vaccins sous-unitaires, vaccins vivants atténués et virus
inactivés. [147]

Inactivated
o U

DNA Protein subunit

v
o\_/f

mRNA Virus-like particles

Virus vectored

Figure 16 :Les sept stratégies exploréees en tant que vaccins contre la maladie a
coronavirus 2019.[148]
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Tous les candidats vaccins ont pour but de générer des anticorps sériques qui ciblent la
protéine spéculaire et neutralisent I’attachement du virus aux cellules de 1’héte, en plus de
stimuler une immunité cellulaire se traduisant par 1’activation de cellules de type CD4 et CD8
qui procurent, respectivement, une mémoire immunitaire et une capacité de détruire les

cellules de I’héte infectées par un virus.[147, 149]

De nombreux gouvernements se sont engagés pour faciliter ’homologation des vaccins pour
un usage chez I’humain, mettre en place les infrastructures industrielles pour une production
rapide a grande échelle et établir des contrats avec certaines sociétés pharmaceutiques pour
commander des doses avant la fin des études cliniques et des autorisations de mise en
marché.[147, 149](Annexe 3)

6 Prévention [150]

L’OMSa déclaré que I’éducation, la prévention, I’isolement et le contrdle de la maladie et le
traitement des personne infectés sont les étapes essentielles de luttes contre les maladies

contagieuse essentiellement la COVID-19.

Il est possible de minimiser la propagation de I’infection en suivant les recommandations
suivantes :

e Lamise en quarantaine a domicile et éviter tout contact méme avec les personnes en
bonne santé (possibilité de patient asymptomatique).

e Eviter les voyage surtout dans les zones pandémiques ou dans les régions ou
I’épidémie n’est pas controlé (ex : probléme des systemes de santé).

e Respecté les regles des distanciations sociales et de désinfection (exemple : laver les
mains au minimum 20 s avec de 1’eau et du savon ou un désinfectant pour les mains
contenant au moins 60% d’alcool).

e Enraison de la longue période d’incubation et de la forme asymptomatique des
patients, 1’utilisation d’un masque de protection (en particulier N95) ou d’un
respirateur (FFP1, 2et3) est indispensable avec stérilisation des respirateurs et
réutilisation que pendant une durée limitée et leur élimination doit se faire d’une

fagon correcte.

g






Chapitre 111 : Diagnostic virologique et suivi de I’évolution de
P’infection et la pandémie SARS-CoV-2

1 Etapes pré-analytiques

Selon la Société Francgaise de Microbiologie : [151]

1.1 Prélévement

4+ Tenue recommandée pour le préleveur

» Port d’un masque de protection FFP2 (APR).

» Port d’une surblouse a usage unique a manches longues.

» Port systématique de lunettes de protection.

» Port d’une protection compléte de la chevelure (charlotte...).
> Port de gants & usage unique.

4+ Types de prélevements

Les prélevements recommandés pour le diagnostic du COVID-19 sont les suivants :

> Un prélevement des voies respiratoires hautes :
e Le nasopharyngé (technique de référence).

e Prélévement salivaire (uniquement chez les patients symptomatiques) ...
» Un prélevement des voies respiratoires basses :
e Crachats.

e Liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA).
e Aspiration trachéo-bronchique...

4+ Les étapes de réalisation d’un prélevement nasopharyngé
e Maintenir la téte du patient inclinée en arriere.

e Insérer I’écouvillon dans la narine, et le pousser délicatement le plus loin
possible, parallelement au palais.

/ — - Nasopharynx
nk:
6 Y )
7

Figure 17 : Réalisation de I’écouvillonnage nasopharyngé dans le cadre de la recherche
du virus SARS-CoV-2.
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e Le laisser en place quelques secondes puis le retirer lentement en lui imprimant
un léger mouvement rotatif.
e L’écouvillon est ensuite plongé dans le milicu de transport, casser la tige

manuellement pour permettre la fermeture étanche du bouchon.

1.2 Conditionnement et acheminement
o Transport et
collecte de produits

» L’extérieur du tube est désinfecté
a I’aide des désinfectants virucides
habituels.

> Le tube est mis dans sachets de plastique
étanche spéciale.

» Mettre les sachets dans un conteneur

isotherme.
> Conserver et acheminer entre +2°C et Figure 18 : Glaciere isotherme
+8°C. collectrice de produits biologique.

1.3 Fiche de renseignements
Une fiche portant ’ensemble des informations nécessaires au diagnostic doit obligatoirement

accompagner chaque prélévement au titre de :

- Les identifiants du patient (nom, prénom, Age, sexe, provenance ...).
- Le service demandeur.
- Un résumé clinique.

- Notion de traitement en cours.

Ainsi que toute information aidant au diagnostic et au suivi du patient. Le ministéere MSPRH a
émis une fiche de renseignements standard a disposition des professionnels de la santé et

devant accompagner chaque préléevements (Annexe 4).
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2 Diagnostic biologique de I’infection au SARS-Cov-2

2.1 Diagnostic indirect : La sérologie

symptomatique _ PCR ENP

PCR positive | PCR se négative | — isolation du virus de l'arbre
l respiratoire

| detection des anticorps

~~~~~~~ — PCR LBA
IgM
i 1gG

Ac totaux

Increasing prabability of detgCtion

Figure 19 : Cinétique des marqueurs diagnostics.[152]

Les tests sérologiques réalisés sur prélevement sanguin. L’HAS exige une sensibilité de 90 a
95 % et une spécificité de 98 %. Différents types de tests automatisables sont disponibles dont

la plupart ciblent pour les protéines de structures.[153, 154]

Tableau 4 : Les avantages et les inconvénients des tests sérologiques.[99, 155-157]

Avantage Inconvénient
e Dépister d’éventuels cas contacts e Diagnostic rétrospectif : positivité
autour d’un cas confirmé positif. tardive, ne permet pas de détectera

I’infection précoce.

e Laprésence des anticorps détectée par les
tests disponibles ne permet pas de
déterminer leur activité neutralisante.

e Effectuer des études épidémiologiques
de séroprévalence.

e Ne permettent pas de statuer sur
e Suivre les profils d'anticorps des contagieuse.
participants a un traitement ou a des

. ) e Une réaction croisée avec d’autres agents
essais de vaccins.

pathogenes, notamment d’autres
coronavirus humains, ou avec des
affections préexistantes (p. ex. grossesse,
maladies auto-immunes) et donner alors
des résultats faussement positifs.
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2.2 Diagnostic spécifique direct

2.2.1 Culture cellulaire virale

Elle n’est pas recommandée comme procédure diagnostique de routine, elle se fait en
laboratoire NSB3.

Cependant, il peut étre utile de faire des isolements de virus : caractérisation des types des
souches virales, recherche de mutations, évaluation de la sensibilité aux traitementx,
évaluation de la concordance entre la PCR et la contagiosité.[49]

Les lignées cellulaires, I’ECP et les temps de cultures sont détaillées dans le chapitre |

(partie 7.2 : Cellule sensible).

2.2.2 Détection d’antigénes intracellulaire

IIs se présentent sous forme de tests unitaires rapides (ex : TDR) réalisable par les laboratoires
de biologie médicale et potentiellement sous forme de TROD.

La performance d’un test antigénique est déterminée par sa sensibilité et sa spécificité pour la
détection d’une infection 8 SARS-CoV-2 par rapport & un test de référence (ex : qRT-
PCR).Le principe repose en général sur I’immunochromatographie avec une lecture qui peut

étre soit manuelle soit automatisée.

Les tests antigéniques détectent I’une des protéines du virus SARS-CoV-2 a partir d’un
prélévement nasopharyngé ; tout comme la détection du génome viral par amplification
génique, cette technique permet de poser un diagnostic d’infection par le SARS-CoV-2 en
phase précoce (il est recommandé de ne prendre en considération les résultats de tests
antigéniques que durant les sept jours suivant I’apparition des symptémes). Comparativement
au test de référence (RT-PCR sur prélevement nasopharyngé). [158, 159]

Tableau 5 : Les avantages et les inconvénients des tests antigéniques
commercialisés.[158, 159]

Avantages Inconvénients

o Accéleére et facilite la réalisation du test et e Lerisque des faux negatif (charge
son rendu de résultats afin notamment de virale faible ou variant).
réduire les risques de transmission virale.

e Facile d’utilisation et d’interprétation e  Nécessite un contréle par la RT-PCR
(contrairement aux tests serologiques pour les patients symptomatiques de
COVID-19 car présence ou absence de plus de 65 ans a risque de forme grave
plusieurs isotypes). si négatif ou ininterprétable.

e Moins couteux et plus rapide (30 minutes)
gue les tests PCR.
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» Indication TDR Covid-19

e Dans le cadre d’enquétes épidémiologiques ou d’orientation diagnostic

e Pour réagir a des flambées présumées de COVID-19 dans des endroits isolés donc
permet la mise en ceuvre rapide de mesures de lutte contre I’infection

e Surveiller I’évolution de I’incidence de la maladie essentiellement les travailleurs et
les agents de santé

e Utilises pour la détection et I’isolement précoces des cas positifs dans le cas de
transmission communautaire généralisée. [158, 159]

2.3 Diagnostic spécifique direct par biologie moléculaire

Les tests moléculaires permettent la détection directe du génome de 1’agent suspecté et ce

directement apres avoir extrait le matériel génétique de I’échantillon a analyser. L’avantage de

pouvoir travailler a partir d’acides nucléiques réside dans leur stabilité lorsqu’ils sont

conservés a basse température et dans leur caractere non infectieux évitant tout risque de

biosécurité aprés leurs extractions, voire avant, par utilisation de milieux de prélevement

permettant 1’inactivation immédiate des agents (fixateurs RNA later/Trizol ou papiers

traités).[160]

2.3.1 Préparation des échantillons pour le diagnostic moléculaire (isolation de I’ARN
viral)

Cinq étapes de base de I'extraction des acides nucléiques:[161]

> Rupture de la structure cellulaire pour créer un lysat.

» Séparation des acides nucléiques solubles des débris cellulaires et autres matieres
insolubles.

» Liaison des acides nucléiques a une matrice de purification.

» Lavage des protéines et autres contaminants de la matrice.

> Elution des acides nucléiques.

2.3.1.1 Création du lysat

Consiste a libérer les acides nucléiques en solution. Le but de la lyse est de perturber
rapidement et complétement la structure des cellules d'un échantillon pour libérer les acides
nucléiques dans le milieu de lyse. Il existe quatre techniques pour la lyse des matériaux : les

méthodes physiques, enzymatiques, chimiques et les combinaisons des trois.[161]

.
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2.3.1.1.1 Meéthodes physiques
Elles impliquent généralement un certain type de broyage, chauffage, sonication ou

d'écrasement d'échantillons pour perturber les parois cellulaires ou les tissus durs.[161]

2.3.1.1.2 Méthodes chimiques

Peuvent étre utilisées seules avec des matériaux faciles a lyser, tels que des cellules de
culture tissulaire ou en combinaison avec d'autres méthodes. La destruction cellulaire est
assurée a I’aide de différents traitements chimiques : comme les détergents (par exemple,

SDS) et les chaotropes (par exemple, les sels de guanidine et les solutions alcalines).[161]

2.3.1.1.3 Méthodes enzymatiques

Les enzymes utilisées aident a perturber les tissus et les parois cellulaires dures. En fonction
du matériau de départ, les traitements enzymatiques typiques peuvent inclure : le lysozyme,
la zymolase et la liticase, la protéinase K...[161]

Liaison a la matrice de purification
Il existe plusieurs techniques dont :[161]

+ Les nano-particules magnétiques
4+ Chimie basée sur les solutions.
4+ Chimie liant la silice.

4+ Chimie liant la cellulose.

+ Chimie d'échange d'ions.

2.3.1.2 Lavage

A I’aide de tampons de lavage qui contiennent généralement des alcools (éthanol,
isopropanol) et sont utilisés pour éliminer les protéines, et toute autres substances

susceptibles d’interférer avec I’amplification. [161](annexe 5)

2.3.1.3 Elution

Les acides nucléiques sont solubles dans une solution a faible force ionique telle qu'un

tampon TE (Tris-EDTA) ou de I'eau sans nucléase.[161]

.
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Figure 20 : Principe de I’extraction par les billes magnétique.[162]

2.3.2 Polymérase chaine réaction

La procédure pour effectuer la réaction en chaine par polymérase (PCR) était introduite pour
la premiere fois par le Dr. KaryMullis en 1983, cette technique s’adapte aussi bien
al’amplification de séquence d’ADN que d’ARN (RT-PCR).

Le principe de I’amplification in vitro repose sur la répétition d’un cycle constitué de trois
étapes :

e L’étape de dénaturation est réalisée a une température avoisinant les 95 °C et permet
de séparer les deux brins de la molécule d’ADN et d’obtenir des molécules d’ADN
simple brin.

e L’étape d’hybridation ou annealingdes amorces oligonucléotidiques est réalisée a une
température comprise entre 40 °C et 65 °C, cette température est calculée en fonction
de la séquence de ces amorces afin de permettre une fixation spécifique et optimale
des amorces sur la séquence d’ADN cible.

e [’étape d’élongation par I’ADN polymérase a partir des amorces hybridees est
réalisée a la température de 72 °C grace a une ADN polymérase thermostable comme
la Taq polymerase.

e Détection des produits de PCR peut se faire de plusieurs maniéres : en point final par
électrophorese-révélation, ou en temps réel (PCR quantitative) grace a des sondes

fluorescentes ou a des agents intercalants fluorescents.[163]

=
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L’amplification de fragments d’ADN in vitro: la PCR J
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Figure 21 : Les étapes de la PCR.[164]

NB : Dans le cas de la détection de ’ARN, I’instabilité de cette molécule impose sas

transformation préliminaire en ADN complémentaire (cDNA) qui sera par la suite amplifié.

La RT-PCR (Reverse Transcription - PCR) se compose de deux principales étapes :
1. Se déroule a partir d’'une amorce universelle dT gracea I’utilisation d’une transcriptase
inverse (qui synthétise le brin d’ADN complémentaire a I’ARNmatrice.
2. Laseconde étapeconsiste en I’amplification de ce brin d’ADNCc afin d’obtenirdes

quantités analysables.[163]

2.3.2.1 Application de la PCR dans le diagnostic de I’infection SARS-CoV-2 : LA PCR
en temps réel (QRT-PCR)

Le SARS-CoV-2 est un virus aARN, sa déetection implique le recours a une étape de rétro-
transcription puis d’une amplification de I’ADNc.

Dans ce cadre, elle constitue la technique de référence de diagnostic de 1’infection aigue.
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La majorité des techniques disponibles actuellement sont basées sur la technologie de
détection par sondes fluorescentes. Et détectent plusieurs genes viraux : ce sont des PCR
multiplexe.[163, 165]

Cette PCR est dite « en temps réel » : I’amplification et la détection se font en parallele/
Cette technologie repose surla détection et la quantification d’un émetteur fluorescentpendant
le processus d’amplification. L’augmentation dusignal d’émission fluorescente est
directementproportionnelle a la quantité d’amplicons produits durant laréaction. Il existe
aujourd’hui deux principes généraux pour la détectionquantitative des amplicons : les agents

intercalants fluorescents et les sondes fluorescentes. [166, 167]

1: Denaturation b PEE I T VR RSNy O
Reporter dye
rTrrli ©
2. Probe annealing 3 111111 l l l l I l l l l l l l l Quencher dye
QLLLLICY

5 =T R -
5 HE e RSN N e

Taq-polymerase

o e

5 Reporter dye emits

3. Primer annealing

4. Extension and LA ey s fluorescence
cenposieshe o JLTEEPISEE N Y
Figure 22 : Principe de détection par Taq
Man. [168]
La réaction de qRT-PCR se décompose en Fluorescence
quatre phases : 3. Platesy

e Une phase dite « HOLD » durant
laquelle il n’y a aucune détection et - 2. Exponentielle
correspond a la phase de
rétrotranscription

e Une phase initiale détection pendant
laguelle la quantité de produits .
amplifiés est inférieure au bruit de

n Seuil
fond. i /
e Une phase exponentielle ou la quantité e
. cpe s s . 7 1, Initiation
de produits amplifiés dépasse le bruit T ———> Cycles PCR
de fond, puis est doublée a chaque 5 10 15 20 25 30 35 40

cycle, avec donc une augmentation
Figure 23 : Les trois phases de la PCR.
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exponentielle de la quantité d’ADN produite.

e Une phase de plateau ou la limitation en certains composés comme les unités deTaq
polymérase ne permettent plus I’amplification exponentielle des produits PCR.

La quantification par gRT-PCRrepose sur la détermination de la fluorescence émise par la
réaction en cours, cette derniere est considérée comme significative lorsqu’elle est supérieure
a un seuil, dit seuil de significativité ou (Threshold) ; le cycle auquel la fluorescence émise
par la réaction en cours dépasse le Threshold est dit « Cycle seuil » ou « Threshold cycle ».
[165]
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1 6 11 16 21 26 31 36
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Figure 24 : Modéle graphique de la PCR en temps réel ou I’intensité de la fluorescence
est exprimée en fonction du nombre de cycles. [167]

Le Treshohld peut étre :
> Déterminé automatiquement par le logiciel du thermocycleur et est arbitrairement fixé
a 10x la fluorescence de base (Bruit de fond ou Baseline correspond a la fluorescence
naturelle du milieu d’amplification incluant celui du mélange rationnel, des tubes
réactionnels)
» Déterminé par le manipulateur sur la courbe d’amplification au début de la phase Log-
Linéaire.[165]
NB : cycle seuil (Ct), est le reflet direct de la charge virale mais est inversement proportionnel

a celle-ci, il traduit la quantité initiale de génomes viraux présents dans 1’extrait : plus la

@
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quantité initiale est élevée plus le nombre de cycle nécessaire pour atteindre le Threshold est
faible.[165]

2.3.2.2 Le multiplexage

Le multiplexage par PCR est I'amplification et la détection spécifique de deux ou plusieurs
séquences genetiques dans la méme réaction. Pour réussir, le multiplexage par PCR doit étre
capable de produire suffisamment de produit amplifié pour la détection de toutes les
séquences prévues. Le multiplexage par PCR en temps réel peut étre utilisé pour produire des

résultats quantitatifs ou qualitatifs.[165]

2.3.2.3 Les genes cible chez le SARS-CoV-2

Pour la détection spécifique du SRAS-CoV-2, les chercheurs ont utilisée des panels de
diagnostic constitués d'amorces spécifiques au SRAS-CoV-2 dans des réactions de

RT-PCR qui peuvent fournir des résultats en 2 - 3 heures. La plupart des tests

RT-PCR disponibles utilisent des amorces oligonucléotidiques et des sondes sélectionnées a
partirde régions de divers genes viraux du SRAS-CoV-2, y compris la nucléocapside (N),

I’enveloppe (E), le géne RdRp, la protéine de spicule (S) et le géne ORFlab...[166]

2.3.2.4 Controle qualité

4+ Controle externe

Le témoin négatif est testé exactement comme les autres échantillons. Ce témoin permet de
détecter une contamination éventuelle des différents réactifs entrant dans la composition de la

PCR. Le plus souvent, il est représenté par de 1’eau stérile.[169]

Le témoin positif est traité dans des tubes séparés des prélevements cliniques mais est testé
simultanément. 1l utilise les mémes amorces et la méme sonde que le virus recherche. Il
permet de contrdler la bonne composition du mélange réactionnel. C’est une source
potentielle de contamination des échantillons induisant le risque de rendre des résultats
faussement positifs. La plupart du temps les témoins positifs utilisés sont représentés par des
échantillons biologiques positifs, des cultures positives ou des plasmides spécifiques du virus
recherché.[169]

.
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+ Controle interne

A ce jour, plusieurs types de controles internes ont été imaginés, ciblant différentes étapes de
la réaction de PCR ou de RT-PCR : la lyse du virus, I’extraction des acides nucleiques, la
rétro-transcription et I’amplification.

Les contréles internes sont ajoutés a chaque prélevement biologique. Ils permettent de
controler le déroulement de la réaction a I’intérieur de chaque tube.[170]
Le controle interne permet de déceler d’éventuelle inhibition de la PCR ou un défaut
d’extraction.

Un gene de contrdle interne doit avoir une expression stable dans tous les échantillons test. En
pratique, une variation nulle est trés rare et les genes témoins sont autorisés a de petites
différences dans les valeurs de Ct allant jusqu'a 0,5 Ct. Les différences dans le haut de cette

fourchette introduiront des imprécisions. [171]
2.3.3 Autres techniques appliquées au diagnostic de la COVID-19
2.3.3.1 Techniques d’amplification isotherme

2.3.3.1.1 RT-LAMP
La technique LAMP est une réaction d’amplification en une seule étape qui amplifie une
séquence d’ADN cible avec une sensibilité et une spécificité élevée dans des conditions de

température fixe.[172]

Elle utilise une ADN polymeérase avec une activité de déplacement de brins, ainsi que deux
amorces internes et externes qui reconnaissent six régions distinctes au sein d’un ADN cible.
Le test LAMP a une spécificité élevée, car la réaction d’amplification ne se produit que

lorsque les six régions d’un ADN cible sont correctement reconnues par les amorces.[172]

L’ajout d’une transcriptase inverse permet d’amplifier ’ADN a partir de séquences d’ARN
cible (RT-LAMP). La RT-LAMP est utilisée dans le diagnostic des maladies infectieuses
causées par des virus a ARN telles que le COVID-19 causée par le SARS-CoV-2.[173, 174]

Cette méthode est particuliérement avantageuse par rapport a la RT-PCR car elle est peu
colteuse, rapide et ne nécessite pas de thermocycleur (la température constante peut étre

obtenu a I’aide d’un simple bain d’eau chaude). Tandis que le principal inconvénient de cette

.
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derniére est la difficulté relative a la génération des amorces spécifiques et compatibles avec
la séquence d’ADNCc cible.[172, 175]

RT-LAMP
’ Dried enzyme/ primer/ indicator
Flip back and
sample lysis lysed  forth to stir H @
N sample
ar” reaction
buffer
Sample sample detectlon
collection preparation

Detection method
+ -+ - Fluorescence color change turbidity
- a5 + - +

or

Naked eye Naked eye_.-';

Figure 25: RT-LAMP. [176]
2.3.3.1.2 Pucesa ADN

Le principe général d’une puce a ADN repose sur une hybridation par complémentarité des
bases (A-T et G-C) entre I’ADN d’un échantillon biologique et un ensemble de sondes
immobilisées et organisées sur un support solide. [177]

Les fragmentsnucléiques déposés sur le support solide sont appelés « sondes » tandis que les
acidesnucléiques marqués présents dans 1’échantillon sont les « cibles ». La
réactiond’hybridation moléculaire est spécifique et permet de détecter et d’identifier laou

lesséquence(s) présentes dans 1’échantillon. [178]

2.3.4 Séquencage.

Le séquencage consisteadéterminer 1’enchainement linéaire des nucléotides d’un fragment
d’ADN ou la totalité du genome. Dans le cas du SARS-CoV-2, il étudiela dynamique, la
poussée épidémique, notamment les changements de 1I’étendue d’une épidémie au fil du temps
et sa propagation spatio-temporelle, dans le but de compléter, renforcer et étayer les stratégies

visantaréduire la charge de morbidité de la COVID-19.(Annexe 6)

En outre, les séquences génomiques peuvent étre utilisees pour décider quels tests
diagnostiques, médicaments et vaccins peuvent étre des candidats appropriés pour une

exploration plus poussée.[179]
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2.3.4.1 Classique.
2.3.4.1.1 Methode de sanger

C’est une methode par synthéseenzymatique, elle permet de déterminer I'ordre des quatre
nucléotides dans un brin d’/ADN.repose sur 1’allongement par I’ADN polymérase d’un brin a
partir d’'une amorce, en utilisant un autre brin d’ADN comme matrice. Cet allongement est
réalisé en présence des quatre désoxyribonucléotides triphosphate (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), monomeres utilisés par la polymérase (dégradation enzymatique, et d’un analogue

didésoxyribonucléotide qui joue le réle de terminateur de chaine.[180]
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Figure 26 : Etapes de séquencage de I’ADN par méthode de SANGER.[181]

2.3.4.2 NGS (Next Generation Sequencing)

2.3.4.2.1 Séquencage de 2°™egénération

Trois technologies : le pyroséquencage (454/Roche), le séquencage avec des terminateurs
réversibles (Illumina/Solexa) et le séquencage par Iégation (SOLiD™), Elles utilisent la
détection de signaux chimiques ou lumineux lors de I’incorporation de bases nucléotidiques
pendant la synthése du brin complémentaire pour déterminer la séquence. [182]

Elles se décomposentcependant toutes en 4 grandes étapes principales :
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e La préparation des librairies qui contient une étape d’amplification par PCR.

e Préparation des cycles de réaction de séquencage.

e La prise d’image aprés chacun de ces cycles pour déterminer le nucléotide
correspondant.

e [’analyse des données. [181]

2.3.4.2.1.1 Pyroséquencage 454 de Roche

I1 s’agit d’une méthode permettant d’analyser la synthése d’ADN cible en temps réel.
On parle de séquencgage par synthése d’ ADN.Cette méthode performante totalement

automatisée permet de séquencer de courts fragments d’ADN en moyenne 106 Pb. [183, 184]

2.3.4.2.1.2 Solexa/illumina

C’est un séquengage par synthése,elle repose sur une amplification en pont des fragments a
séquencer (bridge PCR : en phase solide) sur une surface de verre appelée flow cell (FC)
similaire a unelame de microscope divisée en huit lignes (une ligne par échantillon).
L’amplification s’effectue sur un support solide. Cette méthode permet I’acquisition en
paralléle de plus de 3 milliards de séquences de 150 paires de bases. Chaque position étant lue
I’une apres 1’autre, les erreurs principales de cette technologie sont des erreurs de substitution

d’une base par une autre. [185, 186]

2.3.4.2.1.3 Solid d’AppliedBiosystems

Gréce a cette méthode, il est possible de lire en paralléle jusqu’a un milliard et demi de
séquences de 75 bases de long.Cette méthode utilise un procédé de séquencage par légation
complexe qui est trés robuste, mais lent et cher en raison de nombreuses contraintes
techniques.Le systéme incorporé de correction d’erreurs associé a 1’utilisation de la ligase

rendcette technologie tres fiable.[187]

2.3.4.2.1.4 Autres techniques de seconde génération

e lon Torrent :Sa technologie repose sur la libération naturelle d'un ion H+ aprés
incorporation d'un nucléotide par une polymérase. Ce phénomeéne entraine une
modification du pH pouvant étre détectée par une puce de silicium semi-conductrice
composée de plusieurs millions de transistors.[188]

e Polonator G007 : Cette technologie est basee sur une amplification en émulsion et sur
un séquencgage via une synthése par légation qui fonctionne de la méme maniere que
sur le SOLiID mais seule une base est interrogée a I'aide d'oligonucléotides dégénérés.
[189]

-
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e Complete Genomics :C’est une technologie permettant de séquencer de faibles
quantités d'’ADN a faible codt en réactifs sur une lame de silicium. La librairie est
préparée par RCA (Rolling Circle Amplification) qui permet de créer des nanoballs
d'’ADN. Le séquencage s'effectue ensuite par ligation.[190]
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Figure 27: Hlustration des similitudes et des différences entre les différentes plate-

formes de NGS.[181]
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2.3.4.2.2 Séquencage de troisieme génération

Ces nouvelles méthodes utilisent pour la plupart la détection d’un signalchimioluminéscent a
chaque incorporation de nucléotide afin de séquencer directement lesfragments d’ADN un par
un ce qui rend I’amplification de I’ADN inutile. Ces innovationsdiminueraient la durée et
simplifieraient considérablement les étapes de préparation desbanques d’ADN. De plus,
I’¢limination de ces étapes permettrait aussi de diminuer lessources de biais possibles pouvant
étre introduits par les phases de PCR (erreurs depolymérisation ou recombinaisons par PCR).
La différence majeure entre la deuxiéme et la troisieme génération de séquenceurs réside dans
leur capacité a séquencer directement des molécules d’ADN de facon individuelle sans étape
de pré-amplification. On peut donc également séquencer de I’ARN sans devoir le convertir au
préalable en ADNc. [181, 191]

2.3.4.2.2.1 Technologies des nanopores

Elle permet de déterminer une séquence ADN a la résolution du nucléotide sans aucune
amplification, par lecture directes,La longueur de lecture est aussi plus grande que celle des
autres technologies.

Une molécule unique d’ADN traverse un pore formé par une protéine ancrée dans une
bicouche lipidique par application d’un potentiel (voir Figure 28). Une exonucléase clive
chaque nucléotide a I’entrée du nanopore et celui-ci est alors détecté de fagon électronique via

une cyclodextrine. [192]

L CGCTGGTAAGATGC...
Basccallch

Nanopore signal

Motor protein

Reader protein

Membrane

Figure 28 : La technologie de nanopore.[193]
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2.3.4.2.2.2 Plateforme de Pacific Biosciences

C’est un instrument capable de séquencer une molécule unique en temps réel par lecture
directe.[194]

Cette méthode permet I’incorporation continue de nucléotides marqués pendant la synthese du
brin d’ADN. L’ADN polymérase est attachéa la surface dun détecteur ZMW (Zero Mode
Waveguide) qui assimile I’ordre des nucléotides phosphatés quand ceux-ci sont inclus dans le
brin généré.Cette technologie permet d’atteindre des longueurs de séquence de 10000 Pb mais
lapolymérase peut parfois se dégrader avant d’atteindre cette taille a cause des lectures au
laser.

La plateforme PacBio posséde le taux d’erreur le plus élevé de toutes les plateformesNGS
(environ 15%) mais ceci est contrebalancé par le fait qu’un méme fragment d’ADN est

séquence plusieurs fois.[195, 196]

2.3.4.2.2.3 Starlight

Life Technologies développe un séquenceur de molécule unique appelé Starlight qui utilise
des points quantiques qui sont des particules nanométriques a base de semi-conducteur dont
les propriétés de fluorescence peuvent étre controlées par leur taille. Excitées par un laser, ces
particules transferent leur énergie aux nucléotides marqueés par fluorescence lorsque ceux-ci
sont incorporés par la polymérase.

De plus, il est possible de remplacer la polymérase lorsqu'elle s'essouffle. On peut ainsi

théoriquement séquencer la longueur désirée de fragment.[197]

g
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«classique » [198]

2.3.4.3 Avantage et inconvénient des NGS par rapport aux méthodes de séquencage

Tres grande sensibilité analytique.
Séquencage de 1’exome/génome complet
avec une large gamme d’altérations
génomiques.

Détectées (délétions, translocations, nombre
de copies).

Adapté aux différents types de prélévements
(tissu tumoral fixe au formol, ADN libre
circulant, cellules tumorales circulantes).
Découverte de nouveaux variantes
génétigques et une meilleure compréhension
del’oncogeneése et de la progression
tumorale.

Délai d’analyse et de réponse diminué.

Nécessité d’un consentement spécifique
incluant 1’analyse mutationnelle somatique
etgerminale.

Variabilité de performance des différentes
plateformes de NGS.

Co0t par test élevé.

Co0t des équipements modérément élevé.
Expertise informatique pour I’ interprétation
et le traitement des données.

Nécessité d’un fort investissement
institutionnel en termes de capacité de
stockage desdonnées.

Pertinence des nouveaux polymorphismes
découverts.

Veille éthique quant a 1’utilisation des
données constitutionnelles (mutation
germinale).

F






Rappel des objectifs

1. Rapporter I’expérience du laboratoire de diagnostic COVID-19
dans la réponse a I’épidémie dans la wilaya de Tizi Ouzou.

v’ Décrire le parcours du laboratoire et I’expérience acquise
sur le plan technique, logistique et de la maitrise du risque
biologique.

2. Bilan d’activité du laboratoire.
v" Bilan global de la période 01/04/2020 au 31/12/2020.
v’ Bilan détaillé de la période 24/08/2020 au 31/12/202

-
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1 Type d’étude

v’ Etude rétrospective de la période du 09/04/2020 au 23/08/2020.
v’ Etude prospective de la période du 24/08/2020 au 31/12/2020.

2 Population d’étude

2.1 Critéres d’inclusion
v Tous les prélevements provenant des structures hospitaliéres de la Wilaya de Tizi-
Ouzou et des Wilaya limitrophes en vue de la recherche du SARS-CoV-2 devant un
tableau de COVID-109.

v Tous les prélevements faits au niveau du laboratoire SARS-CoV-2.

2.2 Critéres de non inclusion

v’ Les prélévements non conformes : principalement les prélévements non étiquetés et

ceux présentant une fuite du milieu de transport.

2.3 Critéres d’exclusion

v’ Les prélévements de dépistage a large échelle chez les sponsors du laboratoire et le
dépistage hebdomadaire des Joueurs de la JSK.
v' Les prélévements ne donnant aucune amplification dans le contrdle interne apres deux

extractions successives.

3 Ethique

Cette étude a été réalisée dans le total respect des régles de 1’éthique et de la déontologie

médicale et de la recherche scientifique, avec un respect total de I’anonymat des patients.

.
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4 Conception du laboratoire

La plateforme biomoléculaire a été domiciliée au niveau du laboratoire de recherche de
I"UMMTO prévu comme NSB-2 d’une superficie utile de 565 m?.
Il comporte plusieurs locaux qui ont été organisés pour sécuriser les personnes et les

échantillons en mode « Marche en Avant » a savoir :

EXTERIEUR

10

Figure 29: Conception du laboratoire SARS-CoV-2 UMMTO.

1) Salle d’extraction.

2) Salle de préparation du Master Mix.

3) Salle d’amplification.

4) Couloir des autoclaves et de conservation des echantillons.
5) Table de réception des prélévements.

6) Laverie.

7) Sanitaires.

8) Bureaux.

9) Salle de stockage.

10) Débarras.
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5 Matériel et méthodes

51 Matériel
5.1.1 Appareillage

5.1.1.1 Appareils de sécurité microbiologique

» Poste de sécurité microbiologique (PSM) TelstarClass I1, 0.4 m/s | Bio Il A series (1).
» Telstar Mini-V/PCR Hotte a Flux Laminaire (3).
» Cabine Telstar & Flux Laminaire Horizontal MH-100 (2).

Figure 30: Appareils de sécurité microbiologique.

5.1.1.2 Appareils d’agitation et de centrifugation des échantillons

Agitation :
» |IKA MS 3 Digital Vortex Mixer (1).
» Neuation iSwix VT Vortex Mixer (2).

Figure 31 : Appareils d’agitation.

Centrifugation :
» Hettich Zentrifugen EBA20 (1).
> Refrigerated Centrifuge Sigma 3-16 PK (2).

E
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E=r=VN

Figure 32 : Appareils de centrifugation.

5.1.1.3 Automates d’extraction

> biocomma® Nucleic Acid Extraction System M32 (3).
» QIlAcube automated spin column purification (1), (2).

1)

.
: l =
i 3
esase | |
CHAGEN 4

Figure 33: Automates d’extraction.

5.1.1.4 Automates d’amplification

» Mic Real-Time PCR System (4), (5).
» Applied Biosystems ABI 7500 Real-Time PCR System (1), (2).
> ROTOR GENE Q. (QIAGEN®) (3).

| Figure 34: Automates d’amplification (thermocycleurs).
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5.1.1.5 Appareils informatiques et logiciels

PC portable Dell.

PC bureau HP.

Mic gPCR analysis software.

Applied Biosystems 7500 Fast and 7500 Real-Time PCR Systems software.
Rotor-Gene AssayManager.

Onduleur APC Smart-UPS SRV 3000VA LCD 230V (1).

Onduleur UPS VGD-3000 - 3000 VA — Powercom (2).

Imprimente Canon.

Microsoft Office Excel.

1)
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Figure 35 : Onduleurs.
5.1.1.6 Appareils de conservations des réactifs et des echantillons

> Réfrigérateur ENIEM® (2°C — 8°C) (3).

> Congélateur ENIEM® (-20°C) (1).

» Congélateurs verticaux a trés basse température Thermo Scientific ™ Forma ™ série
900 (- 86°C) (2).

Figure 36 : Appareils de conservation des échantillons et des réactifs.
5.1.1.7 Appareils utilisés pour le nettoyage et la stérilisation

» Machine a laver ENIEM (3).

> Distillateur (4).

> Stérilisateur médical Han Sung HTA-50V (2).
> Autoclave 23 litres BEINGde class B (1).

E
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5.1.2

5.1.2.
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Figure 37 : Appareils de nettoyage et de stérilisation.

Le consommable
1 Equipements de protection individuelle (EPI)

Tenue du bloc et sabots.
Blouses de laboratoire (1).
Surblouses (2).
Charlottes de protection (2).
Surchaussures (2).
Lunettes de protection de laboratoire (2).
Visieres médicales de protection (5).
Masques de protection 3 plis (bavettes).
Masques de protection FFP2/NK95 : divers types selon la disponibilité (2).
Gants :
< En Latex/ Nitrile non poudrés : réservés uniquement au processus analytique
(3).
# Classiques poudrés : utilisés pour les opérations d’hygiéne et d’entretien ainsi
que pour le déballage des échantillons et leurs préparation
(nettoyage/étiquetage/vortexage) (4).

Figure 38: Equipements de protection individuelle.
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5.1.2.2 Matériel de prélévement et transport d’échantillons

Deux catégories appartenant a plusieurs marques ont été utilises/ traités selon leurs
disponibilités :

e Les milieux de transport de virus vivants (VTM) : permet de conserver des virus
vivants infectieux, mais une inactivation thermique peut étre faite a 60° pendant 30 a
60 minutes.

e Les milieux de préservation de virus inactivés : le virus est inactivé par voie
chimique (sels de Guanidium par exemple) mais le génome est stabilise. Ce type de
milieux permet de lancer 1’analyse sans inactivation thermique préalable.

Transport:
» Sacs isothermes.
» Glacieres isothermes.

5.1.2.3 Produits d’hygiéne et d’antiseptie pour les personnes

Figure 39: Produits d’hygiéne et d’antiseptie pour les personnes.

» Savon liquide classique et Savon antiseptique : I’un ou I’autre ont été utilisées
indifféeremment selon la disponibilité, les deux étant actif sur le virus.

» Gel hydroalcoolique : plusieurs points de dispensation ont été mis dans les locaux du
laboratoire.

> Solution hydroalcoolique 70° : préparée par divers éléments de la faculté de médecine
de Tizi-Ouzou puis au niveau du laboratoire SARS-CoV-2 lui-méme selon les
recommandations de I’OMSpour couvrir ses propres besoins.[199]

Cette derniére a été trés largement utilisée dans toutes les opérations d’antiseptise/désinfection
durant les premiers mois d’activité, elle a été par la suite réservée a la désinfection des mains

gantées avant de les faire sortir du PSM d’extraction en raison de sa facilité d’utilisation.

5.1.2.4 Produits de désinfection de ’environnement de travail
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Figure 40 : produits de désinfection de I’environnement du travail.

> Désinfectants a base de tensio-actifs prét a I’emploi : utilisés pour les besoins de
désinfection des surfaces et objets a I’intérieur du PSM/flux laminaire principalement
et du reste au matériel de laboratoire au besoin.

> Désinfectant en lingettes imprégnés prétes a I’emploi et a usage unique

» Desinfectant concentré : utilisé comme le prét a I’emploi aprés dilution, aussi pour la
pré-désinfection du matériel recyclable et pour le lavage du linge.

» Eau de Javel 12° : utilisé principalement pour la préparation de I’eau de Javel 0.5%,
aussi pour son pouvoir oxydant sur I’ADN en cas de suspicion de contamination des
objets et surfaces non métalliques par les amplicons. [199]

» Eau de Javel 0.5% préparée au niveau du laboratoire selon les recommandations du
CDC[200]utilisée en vaporisation pour la désinfection de I’air ambiant en fin de
journée de travail en particulier lors des périodes de forte activité et ce en complément
de I’aération et de I’ensoleillement en durant la journée.

> Papier essuie tout et surblouses usagées découpées pour 1’essuyage des surfaces.

5.1.2.5 Matériel utilisé dans la collecte des déchets

» Sacs autoclavables de différentes tailles (5).
> Bidons DASRI de différantes tailles (3), (4).
» Sachets DASRI (1).
» Sachets DAOM (2).
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Figure 41: Matériels de recueil de déchets.

Comme le laboratoire n’utilise pas de matériel PCT, I’ensemble des déchets sont stérilisés par
autoclavage avant leurs éliminations dans des sachets DASRI qui sont ensuite collectés

périodiquement par le service concerné du CHUTO.
5.1.2.6 Matériel, réactifs et consommable utilisés pour I’étape d’extraction

Kits d’extraction :

Extraction sur colonne de silice :
> QlAamp® viral RNA mini kit (QIAGEN) (3).
» NukEx pure RNA/DNA (GERBION) (2).
> DAO0591-RNA/DNA purification kit (spin column) (DaAnGene) (1).

Figure 42: Kits d’extraction manuelle par colonne.

Extraction par les billes magnétiques :
> commaXP® virus DNA/RNA extraction kit (magnetic beads) (4).
> biocomma® Nucleic Acid Purification kit (virus DNA/RNA Purification kit)
(prepacked magnetic beads) (3).
» NukEx Mag RNA/DNA (GERBION) (2).
MagMax™ pathogen RNA/DNA kit (Applied Biosystem) (1).
> Genolution® extraction plate (96Well) VN143.

A\
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Figure 43:Kits d’extraction par billes magnétiques.

Produits utilisés dans la regénération des réactifs :
» Ethanol absolu 96%.
» Iso-propanol 99%.
» Eau ultra-pure (DNAse/RNAse free).
N i

RN ']":,

Figure 44 : Produits utilisés pour la régénération des réactifs.

Matériel de préparation des colonnes et des plaques magnétiques :
Embouts a filtre (1).

Embouts sans filtre stériles (1).

Microtubes de 1.5 ul (2).

Tubes coniques (2).

Tubes en verre a fond rond (2).

Racks microtubes (60/96) (2).

YVVVYVVYVYY

Figure 45 : Matériel utilisé pour la préparation des colonnes et des plaques.

E
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5.1.2.7 Matériel, réactifs et consommable utilisés pour I’étape d’amplification

Kits de PCR :
» SuperScript ® 111 Platinum ® One-Step Quantitative RT-PCR System with ROX.
» BioGerm 2019-nCoV PCR.
> Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic Acid Diagnostic kit (PCR-Fluorescence
Probing) (Sansure Biotech).
Virella SARS-CoV-2 seqc real time RT-PCR Kit 2.0 (GERBION).
Real-Time Fluorescent RT-PCR Kit for Detection SARS-CoV-2 (BGI).
EurobioPlex SARS-CoV-2 Multiplex (RT-PCR en temps réel).
DA0930-Kit de détection pour I'ARN du nouveau coronavirus 2019 (2019-nCoV)
(PCR-Fluorescence Probing). (DaAnGene).
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Figure 46 : Kits de RT-PCR pour SARS-CoV-2.

Matériel :
> MicroAmp® Optical 8-Tube Strip (0.2 ml).
> MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode.
» Mic Tubes and Caps.

Figure 47 : Consommable des thermocycleus.

5.1.3 Petit matériel de laboratoire
5.1.3.1 Verrerie

De divers volumes, sont utilisés principalement :

> Les éprouvettes.
> Les pipettes jaugées avec pipteur.
> Les béchers.
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La verrerie a pour principal usagela mesure des volumes des réactifs comme 1’éthanol et
I’isopropanol. Dans certains cas (extraction par colonnes) elles sont utilisées comme bac a

déchets liquides (béchers).

Figure 48 : Verrerie.
5.1.3.2 Micropipettes

Plusieurs volumes de micropipettes simples (monocanal) et multicanaux adaptés a la cadence

et aux différents volumes de manipulation (0.5 & 1000 microlitres).

Utilisation d’un portoir de micropipettes pour faciliter leurs utilisations.

Figure 49 :Micropipettes.

E



CHAPITRE I : matériel et méthodes

6 Méthodes

6.1 Lasécurité au laboratoire SARS-CoV-2
C’est I’enjeu majeur de I’activité du laboratoire. Un Protocol strict de sécurité a été mis en

place pour assurer :

La sécurité du personnel du laboratoire SARS-CoV-2.

La sécurité de ’environnement a la reprise de I’activité universitaire.

La garantie de résultats fiables.

Ce Protocol consiste en I’application d’un certain nombre de régles d’hygi¢ne, de
normes vestimentaires, de 1’élaboration de circuit des circulations des personnes.et des
déchets.

Ce Protocol c’est inspiré des recommandations de I’OMS et des recommandations de
la societé frangaise de microbiologie. [151, 201]

v" NB : I’ensemble de ses protocoles de sécurité ont été rédigés et affichés.

DR NI NI N

<

6.1.1 Normes d’hygiéne

v Le nettoyage pluriquotidien de ’appareillage critique en plus du traitement par UV
avant et aprés utilisation.

v Aération et ensoleillement quotidien de tous les locaux.

v’ Désinfection quotidienne des bureaux et du matériel utilisé par plusieurs personnes
comme les claviers, ordinateurs, poignées ...

v Désinfection soigneuse du matériel utilisé dans le PSM et de tout ce qui sort de ce
dernier.

v Désinfection des glaciéres avant et apres ouverture.

v Désinfection des tubes de prélévements.

v’ Utilisation en grande quantité et a plusieurs points des gels et des solutions
hydroalcooliques.

v Vaporisation de I’air a la fin du travail avec de I’eau de Javel 0.5% en particulier lors
des périodes de grande cadence.

v" Nettoyage hebdomadaire des locaux.

6.1.2 Normes vestimentaires et de circulation du personnel

v Afin de minimiser le risque associé a I’erreur humaine et de faciliter la formation,
nous avons opté pour un travail avec groupe Maximal de 06 personnes se relayant un
jour sur trois (équipe de 02 personnes).

v Le personnel est tenu de porter une tenue adaptée a la salle de travail dans I’esprit de
la marche en avant.

v Un vestiaire permet de se changer et de mettre une tenue de bloc puis d’une blouse a
manches longues en plus d’une bavette. Ceci permet la circulation dans les bureaux et
a ’extérieur en cas de besoin.

v' Dans la salle d’extraction, le personnel utilise en plus, une surblouse et au besoin une
charlotte et des surchaussures et sont muni d’un masque FFP2 et de gants.

.
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v Les mains gantées sont systématiquement désinfectées a chaque sortie du PSM.
v’ La surblouse/gants doit étre enlevée en passant de la salle d’extraction a la salle de
préparation du mix.
v Alafin de la journée, les blouses/surblouses sont stockés dans la laverie en vue de
leurs recyclages.
Malgre cela, plusieurs événements ont risqué de contamination du personnel se sont produits,

nous les avons gérés de la sorte :

Tableau 6 : Les différents événements produits au niveau du laboratoire.

Nature de ’événement Cause Conduite
Ouverture de la glaciére Intégration d’un -fermeture de la glaciére.
dans le hall. nouvel élément a -désinfection des gants par gel hydroalcoolique.
I’équipe. -vaporisation de la glaciére et de I’air environnant

par la Javel 0.5%.

Fuite du contenu du tube Kit de transport de -vaporisation du sac avec un désinfectant.
de prélevement. mauvaise qualité. -élimination du tube.

-désinfection des gants par solution
hydroalcoolique.

-changement de gants.

Coupure d’électricité lors Panne de I’onduleur | -le manipulateur garde ses mains dans le PSM et se
du travail dans le PSM. du PSM. désinfecte les gants et les avants bras avec de la
solution hydroalcoolique.

-le manipulateur sort ses mains et ferme le PSM.
-vaporisation de 1’air environnant de solution
hydroalcoolique.

-élimination des gants et changement de surblouse.

Contamination massive par | Tubes optiques de -Arrét de I’activité du laboratoire.
les amplicons. mauvaise qualité qui | -Nébulisation de mélange chimique actif sur
éclatent a la fin du I’ ADN dans tous les locaux du laboratoire y
cycle de PCR. compris dans les PSM allumés en mode flux
laminaire.

-Controdle de qualité par utilisation de Master Mix
en contact avec I’air ambiant de tous les locaux et
du PSM.

6.1.3 Traitement des déchets
Les déchets sont traités difféeremment selon le poste desquels ils sont issus :

a) Déchets du poste d’extraction :
Représentant le risque infectieux pour le personnel et I’environnement et pour lesquels un sac

autoclavable et mis dans un bidon DASRI de 07 Litres.
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A sont remplissage aux deux tiers ce dernier est fermé hermétiquement puis aspergés de
solution désinfectante Apres quoi, il est directement acheminé vers 1’autoclave pour un cycle

de stérilisation de 121° pendant 15 minutes.
A sa sortie, le sac est mis dans un grand sachet DASRI.

b) Déchets du poste de préparation du Master-Mix :
Comme ils ne représentent théoriquement aucun danger infectieux ou de contamination aux

amplicons, ces déchets sont directement éliminés dans un sachet DASRI.

c) Déchets de I’amplification :
Malgré le risque faible lié a la nature méme de la gPCR, les tubes optiques en post

amplification sont les plus redoutables, en cas d’ouverture, ils peuvent engendrer une
contamination de I’environnement par de grandes quantités d’amplicons a 1’origine de PCR

faussement et fortement positive.

Cette contamination est trés rebelle, elle résiste a I’exposition aux UV ; aux désinfectants
classiques et a la stérilisation. Ceci peut finir par la fermeture temporaire du laboratoire
jusqu’a décontamination totale des locaux et tout ce qu’ils contiennent comme appareillage,

matériel et consommable par des produits tres agressifs.

A lafin du cycle de PCR, les tubes optiques sont délicatement enlevés pour éviter leurs
ouvertures, mis dans un double gant usagé, ce dernier et hermétiqguement fermé puis éliminé
dans un sac DASRI.

-
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6.1.4 Circuit des prélévements et de I’'information

CIRCUIT PRELEVEMENTS RENDU RESULTATS DISTRIBUTION

-PARTENAIRES
INDUSTRIELS /
SPORTIFS

HOPITAUX DE LA WILAYA
DE TIZI-OUZOU

LABORATOIRE
SARS-CoV-2

UMMTO

DIRECTION DE LA AUTORITEES
SANTE ET DE LA LOCALES
POPULATION

Figure 50 : Circuit des prélevements et de I’information.
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6.1.4.1 Circuit des prélévements

Le laboratoire recoit des prélevements provenant de 1’ensemble des secteurs sanitaires de la
Wilaya de Tizi-Ouzou et parfois d’autres Wilaya limitrophes (Alger, Boumerdes, Bejaia) dont

la réception est centralisée au niveau du service de Microbiologie du CHUTO.

Ce dernier affecte un numéro d’enregistrement qui lui est propre a chaque prélévement ainsi

que I’enregistrement des demandes d’analyses sur la plateforme de suivi de la COVID-19 du

MSPRH.

Le laboratoire assure aussi la réception et/ou le prélevement directe a la demande des

partenaires industriels et du personnes de ’'UMMTO.

6.1.4.2 Circuit de ’information

A évolué en deux temps :

e Entre le 01 Avril 2020 et le 23 AoQt 2020 : la totalité des résultats étaient saisis et
libérés par le laboratoire SARS-CoV-2 de 'UMMTO ; la livraison se faisait
directement dans une enveloppe scellée adressée a la direction générale du CHUTO
(1* relais) qui a son tour les distribue aux différents services du CHUTO et a la DSP
(2éme relais). Cette derniere assure la communication avec les hopitaux de la
périphérie et les autorités locales.

e Depuis le 24 Aot 2020 : les résultats sont saisis sur la plateforme de suivi de la
COVID-19 du MSPRH, mais 03 relais sont mis en place pour le transfert de
I’information : le laboratoire de microbiologie du CHUTO, la direction générale du
CHUTO et la DSP.

Ce circuit présente un inconvénient majeur de temps, en effet les résultats parviennent au

minimum apres 48h du préléevement au médecin traitant.

Le facteur temps est déterminant dans le succes de la prise en charge et de la limitation de la
contagion dans un contexte de maladie épidémique aigue, une amélioration du circuit par

acces direct du demandeur est nécessaire.

-
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6.2 Réception, enregistrement et préparation des prélevements
6.2.1 Préparation du laboratoire

Elle se fait quotidiennement comme suit :

FERMETURE OUVERTURE

DU DU
LABORATOIR LABORATOIR

Désinfection- Aération et des
Aération des locaux locaux

Entretient des
PSM et Appareils

Traitement des Elimination des
prélévements déchets

Stérilisation des
déchets

Figure 51 : Cycle de taches effectuées quotidiennement au laboratoire.

B :I’entretient des appareils et PSM consiste en ’allumage des UV pendant 15 minutes,
suivi du nettoyage soigneux des surfaces, du matériel (extracteur, PSM, hétes a flux
laminaire) et du ravitaillement en matériel et consommable nécessaire pour éviter les va et

vient lors des manipulations.

NB 2 :le ventilateur des PSM doit étre mis en marche AVANT d’ouvrir le PSM et doit étre
éteint APRES fermeture du PSM pour éviter que 1’air de I’espace de travail du PSM ne sorte

de ce dernier.

6.2.2 Réalisation du prélévement nasopharyngé
Le prélevement nasopharyngé (PN) peut étre extrémement traumatisant, engendrant malaise,
saignements, irritation de la cavité nasale et maux de téte prolongés selon les témoignages

recueillis de personnes 1’ayant déja subi.

Plusieurs centaines de prélevements ont été réalisés au profit des partenaires industriels,

sponsors, donateurs et personnel de 'UMMTO ce qui nous a permis la formulation d’un

E
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ensemble de recommandations afin d’améliorer la tolérance du PN en particulier chez les

personnes devant le subir plusieurs fois comme le personnel du laboratoire SARS-CoV-2
Nous recommandons de :

v Le préleveur doit étre revétue de sa tenue de prélevement : blouse, surblouse, masque
FFP2, gants, lunettes de protection ou visiere car le geste provoque souvent
d’importants éternuement / toux en plus des larmoiements.

v' Le tube doit étre identifié¢ avant la procédure, faire sortir 1’écouvillon par la pointe de
la tige sans jamais toucher ni le milieu de la tige ni la téte de I’écouvillon.

v" Subir le PN, ceci donne un bon apercu des ressentis, des textures et du rythme de
progression.

v Larégle globale pour le préleveur est d’étre doux et attentif lors du geste.

v' L’écouvillon : selon la marque peut étre fin ou épais, a tige rigide ou élastique, a téte
fine ou épaisse, lisse ou rugueuse. Dans tous les cas le préleveur doit étre tres patient,
en particulier avec les écouvillons a tete fine et rugueuse qui sont encore plus irritants.

v Le risque que 1’écouvillon casse n’est pas négligeable, il ne faut jamais forcer la
progression quand cette derniere bultte.

v" Nous avons observé qu’il y avait autant d’anatomies de la cavité nasale que
d’individus prélevés, la déviation de la cloison nasale est trés fréquente : il faut a ce
titre demander a I’individu s’il présente cette anomalie et s’il a I’habitude de Seigner.

v’ La procédure et les effets indésirables doivent étre expliqués au patient tout en le
rassurant.

v’ Les premiers centimétres sont critiques a la tolérance du geste, Aprés inclinaison de la
téte, surélever la pointe du nez pour révéler les narines externes toute en invitant le
patient a prendre un souffle profond et se décrisper le visage au cours du geste
(fermeture des narines).

v En raison de la fréquence de la déviation de la cloison nasale, en cas de résistance a
I’entrée, il ne faut surtout pas forcer mais aller vers I’autre narine.

v’ Une fois la téte entrée 1’écouvillon doit étre maintenu en en paralléle au palais, jusqu’a
atteindre le cornet inférieur (qui se traduit par une résistance latérale) dans ce cas
I’écouvillon glissera dans le sens du cornet.

v Rester attentif aux grimaces du patient et lui demander de signaler toute sensation de
douleur intense.

v Une fois arrivé au fond (le patient peut tousser, avoir un reflex nauséeux ou déglutir),
faire tourner treés délicatement I’écouvillon pour gratter les cellules.

v' Retirer délicatement I’écouvillon et le mettre 1’intérieur du milieu de transport puis le
casser selon la hauteur du tube soit a la base (en s’aidant du bouchon) soit au milieu
(en s’aidant de la paroi du tube) sans toucher la tige.

.




CHAPITRE I : matériel et méthodes

6.2.3 Traitement des prélevements
Les prélevements sont adressés par le CHU en un arrivage (entre 11h a 13h) dans des
glaciéres isothermes classiques. Ces dernieres sont mal adaptées au travail dans les PSM a

cause de leurs grands volumes.

Ces derniéres sont déposées a I’entrée du laboratoire (figure 52) ou elles sont vaporisées d’eau

de Javel 0.5% et laissées 10 minutes pour étre ensuite acheminées vers le PSM.

Figure 52 : Dépot des prélévements sus la table d’entrée.

Apres déballement, les glacieres sont vaporisées de I’intérieur et de I’extérieur par une

solution désinfectante avant d’étre sorties du PSM et redéposées a 1’entrée.
Les prélevements sont ensuite :

v/ Ordonnés : avant de les faire sortir du sac de transport ;

v' Examinés : pour rechercher une éventuelle fuite, le cas échéant le prélévement est
directement éliminé et ’analyse ne doit pas étre réalisée’ ;

v’ Vérifiés : pour la concordance entre 1’identification portée sur le sac de transport,
le tube et celle portée sur la plateforme du MSPRH ;

v Nettoyés les tubes pour éliminer tout risque de contamination ;

v" Numéroteés et Identifiés : un numéro du laboratoire SARS est affecté en plus d’un
numéro simplifié « du jour » qui servira pendant la manipulation. Les identifiants
en plus sont aussi mentionnés sur le tube au cas ou ils n’y figurent pas ;

v" Homogénéisés : par vortexage pendant quelques secondes, suivi d’une décantation
de quelques minutes.

1 : En cas de fuite de 1I’échantillon, une désinfection est réalisée afin d’éliminer le risque de
contagions. L’¢élimination du tube vient pour éviter le risque de contamination par les acides
nucléiques qui ne sont pas éliminés par la désinfection.
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6.3 Diagnostic de I’infection au SARS-CoV-2 par PCR
6.3.1 Lescontrdles de qualité

Nous réalisons des contréles de qualité a plusieurs échelles :
6.3.1.1 Les contréles de qualité internes au laboratoire

6.3.1.1.1 Controles de qualité de la procédure

IIs sont réalisés et validés quotidiennement voire méme pluri-quotidiennement si plusieurs
séries extraction-amplifications sont effectués le méme jour. Ces derniers sont essentiels pour
valider la technique, la manipulation et le contrdle de I’environnement.

Nous utilisons 05 points de controle :

v Une réaction d’extraction sans échantillon : la colonne ou le puit de billes
magnétiques est laissé sans aucun échantillon (uniqguement le mélange de lyse, les
lavages et 1’élution) permet de contrdler la qualité des réactifs d’extraction, la qualité
du consommable ainsi que celle de la manipulation.

v Le contréle interne standard (ISC) : inclus dans certains kits, il s’agit d’un géne
cellulaire universel (comme le gene de la Ribonucléase P), il doit constamment étre
positif dans chacune des réactions. 1l permet de contréler la qualité et le rendement de
I’extraction.

v" L’ARN de contréle (CQ-ARN) : fourni uniquement avec certains kits de gRT-PCR,
il est soit ajouté a I’extraction (joue le réle d’un deuxiéme controle interne standard),
soit directement au Master Mix jouant le role d’un controle positif.

v Le contrdle négatif (CQ-NEG) : permet le contr6le du Master Mix, fourni avec le kit
de gRT-PCR, doit étre obligatoirement négatif pour les cibles virales (peut étre positif
pour les contréles internes dans certains Kits).

v Le controle positif (CQ-POS) : permet le contréle du Master Mix, doit étre
obligatoirement positif pour toutes les cibles détectées dans la réaction (contréles
internes et génes viraux cibles).

Le tableau ci-aprés résume les différents cas de figure pouvant étre observés avec le contréle

de qualité :
Tableau 7 : Interprétation des différents résultats des contrdles.
CQ/PCR Extraction a | 1SC CQ-ARN* CQ-NEG | CQ-POS
vide
Bonne - + + - +
manipulation
Echec de - - - - +
I’extraction
Mauvais - + faible | - ou + faible - +
rendement
Mauvaise + + + - +

.
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manipulation
Inhibitionde la | - - - - -
PCRou
altération du
Master Mix
Contamination + fort + + +fort +
par les
amplicons ou
contamination
du Master
Mix***
*ajouté a 1’extraction.

** 1l sera positif s’il est ajouté directement au Master Mix.

*#* lancer un nouveau Master Mix a vide, s’il est positif, il s’agit d’une
contamination probable aux amplicons.

6.3.1.1.2 Verification des Machines
Effectué périodiquement pour chaque instrument ou au besoin en cas de perturbation des

résultats :

Exemple : La Calibration de I’AB7500 : effectuée tous les 06 mois pour s’assurer de la

fiabilité de la lecture, un contrdle du bruit de fond est recommandé mensuellement.
6.3.1.2 Contrdle de qualité externe
Nous avons participé a 1’évaluation organisé par le Laboratoire of the Gouvernement Chemist

(LGC Ltd) en Novembre 2020.

Nous avons recu deux standards titrés a 10 000 copies/ ml et 1000 copies/ mL respectivement.
Notre réaction a détecté le premier a un Ct de 26 mais pas le deuxieme. Il est fort probable

que ceci soit au mauvais état de livraison des standards.
6.3.2 L’extraction des acides nucléiques
6.3.2.1 Techniques manuelles

En colonnes, nous avons utilisé plusieurs kits d’extraction basés sur la séparation en colonne
de Silice (voir chapitre 3),le principe est le méme et les étapes sont généralement les mémes
a quelques nuances pres (chauffage, nombre de lavage, spécificité d’extraction pour I’ARN ou

extraction universelle d’acides nucléiques...) (voir annexes 7).

.
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6.3.2.2 Techniques automatisées

Suite a I’augmentation de la demande, nous avons introduit un automate d’extraction basé

sur les colonnes a systeme fermé (Qiagen QIAcube), ce dernier effectue 12 extractions

toutes les 02 heures et nécessite une préparation des échantillons et un ensemble de

consommable supplémentaire (tubes d’échantillon, embouts a filtre adaptés, bouteilles de

réactif, poubelles) et nettoyage minutieux avant et aprés chaque cycle d’extraction.

Depuis Juin 2020, nous utilisons un autre automate base sur les billes magnétiques

(Biocomma M32). Ce dernier est a systéme ouvert, a noter que I’extraction par billes

magnétiques offre les mémes rendements que celles des colonnes.

Les avantages et les inconvenients de chaque technigue sont résumés dans le tableau ci-apres :

Tableau 8 : Avantages et inconvéninets des différentes techniques d’extraction.

Technique Avantages Inconvénients
d’extraction
Extraction -Possibilité d’extraction unitaire. -Cadence dépendante du nombre de
manuelle par -adaptés aux faibles cadences et aux | centrifugeuses et de personnes.
colonnes de urgences si en nombre faible. -Non adaptée aux grandes cadences.
silice. -Risque de contamination croisée entre
échantillons et méme des réactifs non
négligeables en raison du grand nombre de
manipulations.
-Plus codteuse par extraction, contréle de
qualité compris.
-Ne permet pas de dépdt de I’extrait par
pipette multicanaux
Extraction -Adapté aux faibles cadences sans -Plus lente que I’extraction manuelle
Automatique urgences. -Systeme fermé : non programmable, non
sur QlAcube. recyclable, nombre important de
consommable.
-Préparation et entretient long exposant a
des erreurs.
-Automate et consommable colteux a
rentabilité limitée.
-Ne permet pas de dépot de 1’extrait par
pipette multicanaux
Extraction -Systeme ouvert, peu de -Rupture du ravitaillement en consommable
automatique consommable, possibilité de (plaques et tiges d’extraction).
par billes programmation de 1’appareil. -Automate colteux mais a rentabilité
magnétiques -possibilité de recyclage de importante.
sur Biocomma | I’ensemble du consommable.
M32. -extraction tres rapide pouvant aller
a 32 extractions toutes les 24
minutes.
-Entretient facile.
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-Possibilité d’achat de réactif prét a
I’emploi.

-adapté aux cadences moyennes.
-Prix par test moins cher que les
colonnes contrélent de qualité
compris.

De plus, deux des trés grands avantages du systéme Biocomma M32 est qu’il permet :

» La préparation des plaques et le dépot des échantillons a extraire pendant qu’un cycle
soit en cours, limitant le temps perdu en inter-cycle d’extraction.

» Une préparation des plaques réactionnelles et un dépot de 1’extrait dans le Master Mix
par pipette multicanaux, réduisant considérablement le temps de dépét, le risque
d’erreurs, d’oubli et de contaminations croises.

Au total, I’extraction par technologie billes-magnétiques a permis de lever considérablement
la pression sur le personnel du laboratoire en particulier lors du 2™ pic épidémique, sa

vitesse n’est en réalité limitée que par le nombre de thermocycleurs.

A titre d’exemple, dans notre cas, pour 144 tests, I’extraction sur Biocomma M32 nécessite 05
cycles d’extraction soit 02 heures (préparation et entretient compris), a titre de comparaison,
le QlAcube nécessiterait 12 cycles, autrement dit 24 heures en plus de 30 minutes au
minimum entre chaque cycle, pour préparation et I’entretient de I’appareil qui prend jusqu’a

30 minutes par cycle. (Un total approximatif de 30 heures).

La technique manuelle quant a elle nous prend habituellement 02 heures pour 44 extractions
toute étape comprise (correspondant a la capacité de centrifugation). Mais au-dela de 44

extractions, ce temps devient plus long en raison de la fatigue du personnel.

Nous avons pu résoudre le probléme des tests unitaires sur Biocomma M32 grace au

recyclage.

Dans les deux cas, en cas de forte cadence, le risque d’erreur et de contamination est plus
important.

Il semble donc que la technique automatisée a systeme ouvert soit 1’idéal pour faire face a une
épidémie nécessitant un grand nombre de tests.

6.3.3 L’étape d’amplification.
6.3.3.1 Preparation du Master Mix

L’opération s’effectue dans une salle physiquement séparée de celles d’extraction et

d’amplification, sous Hétte a flux laminaires ou équivalent.

.
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La préparation du master mix nécessite :

A. Des tubes optiques.

B. Des microtubes 1.5 ml.

C. Des cones et pointes sans filtre qualité PCR ou simples stérilisés.

D. Un Kit de gRT-PCR : Depuis Avril 2020 nous avons utilisé de nombreux kit de gRT-
PCR dont SANSURE BIOTECH Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic acid
diagnostic kit depuis Mai 2020 a ce jour.

Ces Kits sont tous basés sur la technologie Multiplex et en temps réel, ils contiennent

habituellement deux solutions A et B qui combinées donnent le Master Mix, un contréle

positif et un autre négatif.

Hormis le Protocol Charité (PCR simplex en temps réel), la préparation du Master Mix tout
kits confondus est simple et ce fait a partir de deux composantes :
e Une Solution A : contenant tout le mélange réactionnel nécessaire a la PCR hormis
les enzymes (Tampon réactionnel, amorces et sondes)

e Une solution B : contenant les enzymes.
Pour chaque Kit, les volumes réactionnels sont affichés dans le poste de préparation pour

faciliter les calculs.
La préparation du Master Mix obéit aux directives du fabriquant.(Annexe 8)

NB : certains Kits contiennent des controles internes d’extraction qu’il faut ajouter au mélange
de lyse.

6.3.3.2 Lacement d’un nouveau cycle PCR

Le cycle est préprogrammé pour chaque kit recu. Le fabricant précise dans le résumé des

caractéristiques du produit :

e Le nombre d’étapes (Maintient de température, cyclisation).

e Lestempératures et le temps de chaque étape.

e Les fluorophores ou les longueurs d’onde de lecture pour chaque géne recherché.
Pour chaque nouveau Kit de gqRT-PCR ces informations sont programmeés a vide et un

« exemplaire » est sauvegardeé tel quel pour étre utilisé a chaque nouveau cycle sans devoir
le reprogrammeé (Template), il suffit alors de « crée un nouveau cycle a partir d’un

exemplaire existant ».

-




CHAPITRE I : matériel et méthodes

6.3.4 Lecture et interprétation des résultats (amplification SANSURE)
Le diagnostic de I’infection SARS-CoV-2 a notre niveau est qualitatif : il apporte une réponse
(positif/négatif) ainsi qu’une estimation de la contagiosité de 1I’individu mise en remarque

dans le résultat.

Les valeurs seuils que nous avons utilisés ont évolué au cours du temps, en nous basant dans
un premier temps sur les recommandations du fabriquant puis en ajustant le Cycle seuil (Ct)

selon I’automate en question, le Kit de diagnostic et celui de 1’extraction.

Dans un 2°™ temps nous avons ajusté nos seuils selon les publications relatives a la

contagiosité des individus corrélée a leurs Ct. [202, 203]

A T’heure actuelle et pour cette étude, nous avons choisi les valeurs suivantes (SANSURE
BIOTECH):

Tableau 9 : Interprétation des Ct.

GENE! Ct

ORF1-ab <35 Cycles

N <35 Cycles?
Contrdle interne RNASE-P <30 Cycles®

1 : les positifs ne sont considérés que si la PCR est positive sur les deux génes, les cas
positifs sur un seul géne sont rarissimes (inférieure a 10 cas) et sont a recontrdler.

2 : les positifs de moins de 23 cycles sur le géne N sont rendus avec la remarque

« contagiosité élevée », ceux avec une PCR au-dela de 35 cycles sont rendu « PCR
positive tardive a la limite de détection, a confronter au contexte clinico-
épidémiologique ».

3 : fixé par observation comparative des Ct des genes viraux et du contrdle interne pour
différentes dilutions. Plus cette valeur est élevée plus le rendement de 1’extraction est
médiocre. Ceci se voie lorsque le prélévement ne récolte que peu de cellules.

6.3.5 Conservation des prélévements et des extraits
Depuis le 01 Avril 2020, I’ensemble des prélévements ont été conservés dans leurs tubes ou
dans des cryotubes au congélateur -80°C, ce dernier a permis le stockage de plus de 10.000

tubes.

Cependant, par mangue de place, depuis Novembre 2020 les prélevements sont stockés a -20°

apres sélection des positifs et élimination des négatifs.

Les extraits quant a eux sont conservés a 4°C jusqu’a validation de la PCR au cas ou elle sera
refaite le jour méme, si celle-ci nécessite d’étre refaite le lendemain ce dernier est onglé a -

20°, sinon les extraits sont directement éliminés.

.
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1 Apport du laboratoire sur le plan technique

1.1 Optimisation de ’extraction

Les modifications suivantes ont ét¢ apportés a 1’étape d’extraction, ayant permis d’améliorer

considérablement ’efficience de la technique tout en fournissant des résultats reproductibles

et sans altération des performances.

Réduction du volume
réactionnel

Reduction du temps
d’extraction

Interchangeabilité des

réactifs

-Applicable pour I’extraction par
billes magnétique ; le volume
total des différents réactifs a été
divisé par 4.

-Appliqué pour I’extraction par
billes magnétiques, réduit de 44
minutes & 24 minutes.

-Les colonnes peuvent étre
centrifugés a vitesse max
quelques secondes au lieu du
temps complet (30 sec a 01
minute) seulement entre lyse et
lavages, mais le gain global de
temps est négligeable.

-la lyse, les lavages et les billes
magnétiques sont
interchangeables entre différents
kits de méme nature mais pas
entre billes magnétiques et
colonnes de silice.

-La protéinase K et I’ARN carrier
sont interchangeables entre Kits
Colonnes de Silice et billes
magnétiques

1.2 Optimisation de ’amplification

Evaluation de la
reproductibilité des résultats

entre Kits gRT-PCR SARS-
CoV-2

Optimisation du
Volume de Master
Mixt

Evaluation de la
Stabilité du Master Mix2

-Résultats reproductibles au
méme Ct entre Sansure Biotech
et ’ensemble des autres kits
utilisés.

-Sur tubes optiques : possibilité
de division des quantités par 02*
-Sur plaques optiques possibilité
de division du volume par 04**

-Sansure Biotech est Stable 07
semaine a -20°C.

-Virella Sars-CoV-2 est stable
plusieurs mois a -20°C.

1 : la division des volumes a été réalisé sur le kit SANSURE BIOTECH, en raison du volume
important par rapport aux autres kits (30 pl).

2 : un réside de Master Mix correspondant a une ou plusieurs réactions, peut étre valorisé en

le congelant & -20°C.

*Applicable pour I’AB7500 et Mic-PCR, une division plus poussee donne un signale

irrégulier.

** Applicable uniqguement sur AB7500, les Ct sont les méme pour toutes les réactions mais
I’intensité de fluorescence est réduite.
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Figure 53: RT-PCR avec ¥ du volume du Master Mix. (1 : sur plaques/ 2 : sur tubes).

1.3 Evaluation de la PCR sans extraction
Suite a des publications relatives a 1’utilisation de milieux de transports alternatifs et de PCR
directement a partir de ces milieux, [204] nous avons tenté de reproduire 1’expérience a notre

niveau.

Nous avons procéde en 02 temps :

A) Dans un premier temps
Nous avons testé 05 échantillons comme suit :

» Remplacement de I’extrait par 10 pl de culot de centrifugation d’1.5mL de milieu de
transport de virus vivant.

» 100% de concordance avec méthode de référence ; cette méme expérience a été
étendue 96 autres échantillons avec un taux de concordance de 90%. Le seul milieu de
transport utilisé fut le Corning Transport medium.

Figure 54 : RT-PCR sans extraction (courbes vertes).

E
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B) Dans un deuxiéme temps :

Vu qu’a ce stade nous en recevions de nombreuses formes de milieux de transport, dont

certains étaient des milieux pour virus vivant et d’autres des milieux de préservation.

Nous avons voulu prouver la reproductibilité de cette technique sur d’autres milieux de

transport et si le rendement était comparable entre un dép6t direct ou apres centrifugation.
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Figure 55: RT-PCR sans extraction avec dépot direct.
Les résultats de la deuxieme expérience sont isomérisés dans le tableau suivant :
Tableau 10: Récapitulatif des résultats de I’expérience sans extraction.
Type SANS EXTRACTION SURNAGEANT CULOT
/ Cl N |ORFlab| CI N |ORFlab| CI N ORFlab
Milieu de
transport de 194.206|77.8%| 71% | 54.1% | 45% | 42.2% |28.18% | 76% 73%
virus (VTM)
Milieu de

Au total : les résultats de la PCR par dép6t direct concorde mieux avec ceux de la technique

de référence avec un décalage de Ct qui ne dépasse pas les 3 cycles,[204] comparant a celle

avec centrifugation (soit pour le surnagent ou le culot).

.
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Le caractére inhibiteur de la PCR a été prouvé par lancement d’une PCR dont le Master Mix

contient le milieu de transport et le contrdle positif.

NB : on a remarqué qu’entre les differents type de VIM il y en a ceux qui donne des resultats

plus reproductible que d’autre.

v Conclusion : une PCR directement a partir de I’échantillon peut étre une alternative
intéressante en cas de pénurit de kits d’extraction a condition que le prélevement se

fait sur des milieux de transport de virus vivant.
La technique de référence de cette expérience est une qrt-PCR avec extraction.

Pour les kits de préservation, nous avons observé une inhibition totale de la PCR. Pour
confirmer I’hypothése que ce type de milieu contient des inhibieurs de PCR, nous
avons lancé un cycle PCR avec un volume du milieu de présevation additinné de

contr6le positif.

Nous avons eu une PCR inhibée, ce qui confirme ’hypothése.

2 Expérience du laboratoire sur le plan logistique

2.1 Financement de I’achat de réactifs et du consommable
La plateforme biomoléculaire a été créé en réponse a I’éclosion de I’épidémie en Algérie afin

de prendre en charge les besoins diagnostiques de la Wilaya de Tizi-Ouzou.

Cette derniére a été mise en place dans le laboratoire de recherche / Laboratoire
d’Immunologie de ’'UMMTO contenant d’emblée I’essentiel du plateau technique qui,
néanmoins, nécessitait une mise en marche et une certification pour les PSM.
Le projet ¢’est rapidement heurté aux soucis financiers qui a duré tout au long de son
fonctionnement a ce jour.
Pour assurer sa survie et son indépendance, le laboratoire a fait appel a (aux) :

» Dons

De particuliers, de sociétés, laboratoires ou d’institutions publiques et privés, de dons de
matériel, d’achats divers directement livrés au laboratoire (kits d’extraction et de détection du
SARS-CoV-2 et consommable correspondant, sacs isothermes pour le transport des

prélévements, produits d’hygiéne et de nettoyage) ou de paiement de factures proforma.

.
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> Partenariats

Avec des industriels sous forme de contrats gagnant-gagnant, ou I’industriel assure une partie
du financement du laboratoire, en contrepartie ce dernier assure, en cas de besoin le

diagnostic de ces employés et une expertise sur la gestion locale de 1’épidémie.

Le partenariat gagnant-gagnant a rapidement prouvé son bénéfice a tous les niveaux et pour

tous les protagonistes :

v" Amélioration de la cadence globale du laboratoire qui est passée de 44
prelévements/jour a 140 prélevements/05 heures en apportant un extracteur
automatique et un deuxiéme thermocycleur. Ceci a permis notamment de consacrer
une partie du plateau technique aux urgences qui voient les résultats étre préts dans les
03 heures suivant la réception.

v" Amélioration de I’environnement de travail et du sentiment de bienétre du staff
technique en mettant a disposition une quantité suffisante de mateériel de protection,
d’hygiéne et de nettoyage ainsi que des repas de qualité en particulier pendant les
périodes de forte cadence.

v" Assurer pour le partenaire industriel le maintien de ’activité des usines griace au suivi
cibler des cas suspects/contacts, prélevement du personnel sur-site ou au niveau du
laboratoire au besoin et un rendu rapide des résultats.

v" Suivi des cas positifs jusqu’a négativation de leurs PCR ainsi que la dispensation de
toute information utile pour le maintien de I’activité industrielle et de la bonne santé
de la personne infecté ou non.

> Prétset Troc

Le laboratoire a bénéficié de Préts d’instruments (Mini-centrifugeuse, kits de calibration pour
AB7500 ainsi que de petits matériel de laboratoire comme des micropipettes et des pipettes

semi-automatiques qui ont été rendu a la demande du préteur.

Le troc a permis d’échanger avec divers laboratoires des biens non utilisables par leurs
équivalents adaptés au matériel sur place comme les tubes optiques de 0.1 ml adaptés au

RotorGene en échange de ceux a 0.2 ml adaptés a I’AB7500.
» Le recyclage et la revalorisation

Ont été le pivot de la politique de gestion logistique du laboratoire, en utilisant du matériel
connu d’emblée comme récupérable (verre, métal, certains plastics, tissus) puis d’évaluer la

recyclabilité d’autres au titre des plaques et tiges du Biocomma M32.

La revalorisation a été appliqué aussi bien au réactif qu’au matériel de protection ex :

.
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» Utilisation des réactifs d’extraction restant d’un kit pour augmenter le nombre de tests
avec un autre kit d’une autre marque apres avoir prouvé 1’interchangeabilité.
» Utilisation des surblouses qui ne sont plus utilisable comme tissus d’essuyage.

3 Impact financier de I’expérience technique

La politique de gestion basée sur la valorisation a permis au laboratoire maintenir son activité
en résistant aux chocs produits par les pics épidémiques et les ruptures d’approvisionnement

en réactifs, consommable et matériel d’hygieéne et de protection.

A titre d’exemple, pendant le Pic Octobre-Décembre, les économies découlant de
I’optimisation des étapes d’extraction et d’amplification sont évalués par réaction sont comme

suit :

Tableau 11 : Impact des améliorations technique sur le plan financier.

Article Prix unitaire (DZD) Prix aprés optimisation (DZD)
01 extraction sur Biocomma 1100 275
M32
01 Amplification SANSURE | 2500 625
BIOTECH
Consommable a usage unique | 100 100
Total / réaction 3700 1000
Total /Période d’étude 22.3 Millions de DZD | 6Millions de dinars
Economies sur le diagnostic 16.3 Millions de Dinars

4 Etude statistique

4.1 Contexte global de I’étude

Pour les caracteres : age, comorbidités, symptdmes sont étudiés que pour la période du
24/08/2020 au 31/12/2020. (En raison du manque d’informations durant la période du
01/04/2020 au 23/08/2020).

Entre la période du 01/04/2020 et le 31/12/2020, nous avons totalisé 12079 demandes de PCR
répartis sur la population comme suit :

.
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4.1.1 Répartition de la demande en tests PCR selon les caractéristiques
démographiques

M Homme
M Femme

Figure 56: Répartition de la demande en tests PCR selon le sexe (N=12079).
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Figure 57 : Répartition de la demande en tests PCR selon I’age (N=6021).

Les hommes représentaient 54.7% de la demande totale en tests PCR, avec un sexe ratio de

1.18.

Parmi I’ensemble des sujets, on retrouvait 57,5% de sujets de plus de 50 ans, avec un age

moyen de 55.8 ans.

E
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4.1.1.1 Pyramide des ages/sexe :
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Figure 58 : Répartition des demandes en tests PCR selon Figure 59 : Pyramide age/sexe de la population de la WTO en 2018
I’age et le sexe (N=6021) (N=1191 753).
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Rapporté a la pyramide des ages nous observons une distribution inversée entre la population concernée par les tests PCR et la population

générale.
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4.1.2 La provenance

Le laboratoire traite I’ensemble des prélévements provenant de la WTO et des régions

limitrophes (voir chapitre circuit de prélevements).
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Figure 60: Répartition des demandes en tests PCR selon la région de provenance
(N=12079).

Nous remarquons que globalement, la demande est superposable a la population des
différentes régions (les régions a population effectuent le plus de demandes en tests PCR), a
quelques exeptions prés, c¢’est ’exemple de la daira de DBK qui enregistre une demande
faible (2.5%) comparée & sa population (4°™ en termes de densité).[205] Ceci peut étre
expliqué par la proximité de cette derniére de la commune de Tizi-ouzou ou est le CHUTO.
Au contraire, la Daira de Tigzirt (malgreé sa densité faible) [205], a une demande comparable a

celle de grandes daira comme Azazga et Boghni.

-
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4.1.3 Services

100%
80%
60%
40%
20% : . - - =
0% :
> ORI T e e 2
LFFFTFFITFT T FLHE
O ¥ & & FF S TS
() RS 3 Q Q Q > > \% (]
.\QQ .&@ QV 'z‘b'o aoz %b &§ ‘Q,Q’ '2;& CJQ .~Q?
\\& -e? &Q’ @ 16® QQ & % Q C)\\Q
S & s & & S
CQQ @‘) QQ @ é@g
@Q

Figure 61: Répartition des demandes en tests PCR selon le service (N=5517).
Autres* : cardiologie, traumatologie, urologie, néphrologie.

NB : clinique SBIHI est une clinique spécialisée en gynécologie-obstétrique.

La demande provient principalement des services qui ont été dédiés a la prise en charge de
I’épidémie a savoir la consultation COVID, maladies infectieuses, pneumologie et

réanimation.

D’autres services ont été par la suite dégagés pour prendre en charge le nombre grandissant de

cas comme la rééducationfonctionnelle et I’endocrinologie.

A noter qu’un nombre non négligeable (8.64%) de tests PCR a été effectué¢ a la demande
(dépistage systématique) avant certains actes médico-chirurgicaux (hématologie, chirurgie,
Clinique sbihi ...).
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4.2 Etude des résultats des tests PCR

4.2.1 Evolution de la demande en tests PCR dans le temps
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Figure 62 : Evolution de la demande en tests PCR dans le temps (N=12079).

La figure montre que 1’activité est passée par deux périodes d’activité intense comprises entre
le début Juin-fin Aolt (X=56 prélevements/jour) puis de fin Octobre-fin Décembre (X=55
prélévement/jour) correspondant aux pics de consultation et d’hospitalisations liées a la
COVID-19.
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4.2.2 Evolution du nombre de positifs et des taux de positivité

4.2.2.1 Evolution globale

Figure 63:Evolution du nombre de positifs par jour (N=5905).
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Figure 64: Evolution du nombre de positifs par mois (N=5905).

Ces paramétres évoluent de maniereparallele a la demande en tests PCR : ils sont passés par
deux pics celui du mois de Juillet (X =37 positifs/jour avec un pic a 81% de taux de positivité)

et du mois de novembre (X =39 positifs/jour avec un pic a 90% de taux de positivité).
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Figure 65: Evolution des taux de positivité et de négativité par mois (N=12079).

Nous remarquons que les taux de positivité et de négativité évoluent de maniére inversée en
fonction du temps et de la position par rapport au pic de cas : augmentation progressive du
taux de positivité avant le pic, atteint un maximum lors du pic avant de se stabiliser puis de

diminuer apres le pic. La tendance inverse est observée pour le taux de négativite.

L’ensemble des paramétres étudiés ci-aprés sont abordés indépendamment du temps (sans

tenir compte des différences entre la période du pic et celle hors pic).

4.2.2.2 Répartition des cas positifs selon les caractéristiques démographiques

® Homme
M Femme

Figure 66: Répartition des cas positifs selon le sexe (N=5905).
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Les hommes représentent 52% des positifs contre 48% chez les femmes, Avec un sexe-ratio
égale a 1.08.

Selon 32 études chinoises, il a été estimé que les hommes représentent 55% des positive
contre 45% chez les femmes ce qui est comparable aux résultats trouvés dans notre étude.
[206]
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Figure 67: Répartition des cas positifs selon ’age (N=3240).

L’age moyen retrouvé chez la population positive est de 58.1 ans, avec 62.1% des sujets agés
de plus de 50 ans.

Femme
[90 ; 100]

[80 ; 90]
[70 ; 80[

[60 ; 70

[50 ; 60[
[40 ; 50[
[30 ; 40[
[20 ; 30[
[10 ; 20[

[1;10]

0;1
0311 - ~ o v
600 400 200 0 400 600

B Positifs B Négatifs

Figure 68: Répartition des cas positifs selon 1’age et le sexe (N=3240).
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L’age moyen de positivité est de 54.7 ans chez les femmes et de 61.3 ans chez les hommes.

Un total de 24 études a été inclus dont 20 études provenaient de Chine, 02 des Etats-Unis, 01
d'Ttalie et 01 de France, 1’dge moyen de positive est de 52,4 ans chez les femmes et de 64.1
ans chez les hommes, ces résultats sont concordants avec notre étude (1’age moyen des
positifs est plus élevé chez les hommes que les femmes).[207]

Le taux de positivité est d’autant plus important que 1’dge avance et ce chez les deux sexes.

4.2.2.3 Provenance

Négatifs
m Positifs

Figure 69 : Répartition des cas positifs selon la région de provenance (N=5905).

Elle suit globalement la demande, sauf pour la daira de Tigizrt ou le nombre de positifs est
plus important.

4.2.2.4 Services
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Figure 70: Répartition des cas positifs selon le service (N=2742).
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Elle suit globalement la demande, hormis le service de pédiatrie (3% des cas positives) ainsi
que les services de depistage systématique ou le nombre de positifs est tres faible par rapport

a la demande.

Des études chinoises ont confirmé ces résultats ou le taux de positivité des personnes agées de

moins de 15 ans presetaient 2.1% des patients testés comme COVID-19 positifs.[208]

4.2.2.5 Selon les comorbidités associées
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Figure 71 : Répartition des demandes en PCR selon la présence ou I’absence d’une
comorbidité associée et aussi selon les résultats de la PCR (N=6021).

Les sujets qui presentent des comorbidités représentent 23% des demandes en tests PCR dont

58.8% de ces derniers sont positive.
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mCOVID +

Figure 72: Répartition des comorbidités chez les cas positifs (N=820).

Les maladies cardiovasculaires et le diabete représentent 89.8% de I’ensemble des pathologies

associes aux cas positifs (54.3% pour les MCV et 35.5% pour le diabete).

Pour les cas positive les MCV présentent 29% des maladie associé suivi du diabéte de 11%

(avec un total de 40% des maladies associes). [207]

4.2.2.6 Symptdmes
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Figure 73 : Répartition des demandes de tests PCR selon la présence ou I’absence de
symptémes associés (N=6021).

Parmi les cas positifs, les sujets asymptomatiques représentent 15.8%, a noter que

« asymptomatique » regroupe aussi les individus n’ayant pas eu de fiche de renseignement

remplie sur la plateforme du MSPRH.

Selon 136 études sur un total de 12713 patient testé positif, 15.1% était asymptomatique.
[209]
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Les sujets symptomatiques représentent 80% des demandes en tests PCR, ce qui est expliqué

avec la politique de dépistage séléctif adoptée.
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Figure 74: Répartition des sujets symptomatique selon le type de symptomes (N=4864).

La triade la plus retrouvée chez les positifs est 1’association asthénie, toux et fiévre avec des
taux de positivité de ces derniers est de 57.3%, 57.8% et de 57.6% respectivement. 1l est a
noter que le taux de positivité chez les individus présentant une anosmie et/ou agueusie est

plus important (68%).
Des études ont montré que la triade fiévre, toux et asthénie est toujours dominatrice, avec un

pourcentage de 91.3% 67.7% et 51% respectivement, chez les cas positifs. [210]

L’asthénie et la toux sont proches de nos résultats tandis la fievre, nous observons une
discordance des résultats (91.1% contre 54% dans notre étude), ceci est di au fait que la

température n’est pas mesurée systématiquement, en particulier en ambulatoire.
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4.2.2.7 Evolution du nombre de positifs en fonction de la différence entre la DDS et la
DDD :
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Figure 75 : Evolution des demandes en PCR selon la différence entre la DDS et la DDD.

Les patients consultent le plus souvent entre le 6™ et le 9™ jour avec une médiane de 08

jours.

4.3 Etude des déces
Durant la période du 24/08/2020 au 31/12/2020, nous avons analysé 192 prélevements Post-

mortem dont 149 entre le début et la fin du second pic épidémique.
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4.3.1 Etude globale des déces

m Positifs
m Négatifs

Figure 76: Taux global de positivité chez les sujets décedés (N=192).
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Figure 77 : Evolution du nombre total de décés par jour (N=192).
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Figure 78: Evolution des décés COVID +/COVID - par jour (N=192).
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Figure 79 : Evolution des décés COVID +/COVID — par mois (N=192).
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Figure 80: Evolution des cas positifs et des décés COVID + par mois.
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Le taux global de positivité chez les patients décédés est de 60% soit 115 déces SARS-CoV-2
Positifs et 77 PCR négatives. Soit un ratio de létalité apparent de 3.5% (contre 2.6% a
I’échelle nationale et 2.2% a I’échelle mondiale) [211]son évolution dans le temps est

paralléle au taux de positivité de la population générale.

Nombre de décés dus al ladi
Ratio de létalité apparent (CFR,en %) = mr;,v re be der:es us af‘,g' m‘,l te = 100
ombre de cas confirmés

Cette différence pourrait étre expliquée par la politique de diagnostic a large échelle dans les
pays développés, mais pourrait aussi étre due a une sous-estimation du nombre réel de cas

positifs qui ne consultent pas.

4.3.2 Etude des décés selon les caractéristiques démographiques

® Homme
M Femme

Figure 81: Répartition des décés COVID + selon le sexe (N=115).
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Figure 82: Répartition des décées COVID + selon I’age (N=115).

H Déce...
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Figure 83: Répartition des décés COVID + selon I’age et le sexe (N=115).

Les patients décédés et confirmés COVID + avaient un &ge moyen de 73.5 ans (avec des

extrémités entre 30 et 100 ans).
On observe que 50% des déces COVID + ont plus 75 ans et 73% ont plus de 65 ans.

Selon le sexe 1’age moyen est de 75.6 ans chez les femmes et de 71.4 ans chez les hommes,

avec un sexe-ratio de 1.5.

Le taux de létalité apparent par sexe est de 3.1% chez le sexe féminin et de 4.2% chez le sexe

masculin.

Selon 70 études dont le total de déces est de 214 361, le taux de Iétalité pour les hommes et

les femmes étaient de 4,37% et 3,31% respectivement.[212]

Ces résultats confirment que les deux paramétres (sexe masculin et un age supérieur a 65 ans)
sont des facteurs de risque de mortalité dans la maladie COVID-19.

20
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4.3.3 Provenance

m Négatifs
m Positifs

Figure 84 : Répartition des déces selon la région de provenance (N=192).

Apreés la daira de Tizi-ouzou, Les dairas de LNI et de AEH ont enregistré le plus de déces

suivis de Tigzirt et de Boghni.

Azazga en revanche malgré un nombre élevé de positifs a enregistré un nombre faible de

déces.

En matiére de taux de létalité apparent, LNI a enregistré le taux le plus élevé avec 9.6% suivi

de AEH 3.3% et Tizi-ouzou 2.1%. Azazga a eu le taux le plus faible avec 0.3%.

4.3.4 Services
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Figure 85 : Répartition des déces du CHUTO selon le service (N=101).
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4.3.5 Comorbidité
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Figure 86 : Répartition des déces COVID +/COVID - selon la présence ou pas d’une
comorbidité associée (N=192).

mCOVID -
ECOVID +

Figure 87 : Répartition des décés selon le type de comorbidité associée (N=59).

Chez les patients COVID + les pathologies associées sont retrouvées dans 35% des cas contre

25% chez les négatifs.

La pathologie qui se distingue le plus chez les déces COVID+ reste la pathologie

cardiovasculaire suivi du diabéte.
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4.3.6 Symptomes
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Figure 88 : Répartition des déceés selon la présence ou pas de symptdmes associés
(N=192).
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Figure 89: Fréquence de symptémes présents chez sujets décédés (N=124).

Les patients décédés ont été le plus souvent hospitalisées pour une dyspnée fébrile

(conclusion : mortalité par SDRA)

Le dépistage des déces n’est pas systématiquement mais est a I’appréciation du médecin
réalisant le constat de déces ; selon 1’arrété interministériel du 13 ramadan 1441 /06 mai 2020
relative aux prescriptions applicable au transport et I’inhumation des dépouilles des défunts

dont le déceés est li¢ a I’infection par le Coronavirus, article 5.[213]

Ces symptdmes sont autant retrouvés chez les déces PCR négative faisant penser a :

e Le patient été positif mais il a été diagnostiqué en phase immunologique/lésionnelle
(non détecté par PCR).
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e [’augmentation de la prescription des dépistages post mortem de la COVID-19 suite a
I’augmentation globale de I’incidence de 1a maladie durant le second pic.
I1 est a noter que 2.6% (3 déces) ont ét¢ COVID+ mais asymptomatiques et 29% (n=34) n’ont

pas vu leurs fiches de renseignement saisie sur la plateforme du MSPRH.

04 études (N= 7031) ont démontré que 67.3% des patients hospitalisé pour une forme sévére
puis décédé par le SARS-CoV-2 présentaient une dyspnée.[214]

4.4 Etude de la corrélation entre la charge virale estimée par les Cts, la demande en
tests PCR et le nombre de positifs
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Figure 90: Hypothése de la corrélation entre la baisse des Ct et ’augmentation des
demandes en tests PCR ainsi que les cas positifs et les déces liés au COVID-19.
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Hypothese : la diminution du Ct moyen quotidien précéde un pic de demande et de cas

positifs.

Cette hypothése est basée sur une évaluation quotidienne du Ct moyen du gene N suivie de
son rapport a I’ensemble des cas positifs ; le Ct est le reflet direct de la charge virale et donc

du nombre de particules virales excrétés par un individu donné traduisant sa contagiosité.

Nous avons constaté qu’une baisse soutenue du Ct quotidien moyen s’accompagnait a court
terme d’une augmentation du nombre de cas positifs (RO du SARS-CoV-2 évalué a 3.3a5.7)

puis des déces qui en découlent, le processus inverse est observé apres que le Pic soit atteint.

Rationnel de ’hypothése : le Ct traduit la charge virale ; un individu contaminé contagieux
peut contaminer 5 a 7 personnes entrainant un décalage entre un cas découvert et les cas
secondaires correspondant a la période d’incubation et du délai entre 1’apparition des
symptomes et la confirmation de la PCR positive que nous estimons a 10 jours (02 jours avant

symptomes et une moyenne de 8 jour jusqu’au diagnostic).

Les déces par COVID représentent 3% du total des individus infectés et sont du aux formes

immulogiques et lésionnelles qui apparaissent plus tard apres le début des symptomes. [211]

De ce faite, notre raisonnement veux qu’une baisse soutenue des Ct prélude a une
augmentation du nombre de cas positifs qui a son tour précédé I’apparition des décés. Le

processus inverse s’observe alors apres le pic.

Objectif :
Basé sur des informations déja présentes au laboratoire (Ct, taux de positivité...), établir un

modele prédictif d’une nouvelle flambée épidémique qui permettrai de :

» Prévoir les besoins en matériel et consommable nécessaire au maintien de I’activité du
laboratoire.

» Intensifier les activités de sensibilisation (radio, communauté universitaire et
hospitalicre...)

» Informer les autorités au fur et a mesure sur I’évolution de 1’épidémie dans la région.

Résultats :
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Figure 91: Evolution journaliére des Ct.
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Figure 92: Evolution mensuelle des Ct.

Nous sommes en présence d'une série temporelle dont la variance change au cours du temps.
En effet, pendant les 8 premieres semaines, la variance de la série Ct est assez faible (et a peu
prés la méme sur toute cette période) puis les semaines suivantes, la variance est nettement

plus importante tout en restant a peu prés constante sur cet intervalle

Nous pensons donc étre en présence d'hétéroscedasticité conditionnelle,

La p-value est largement supérieur a 0.05, on rejette I’hypothése nulle de dépendance de

observations et on conclut que la séries est indépendantes.
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Figure 93: Evolution des CTs et de la demande en tests PCR par mois (N=6021).
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Figure 94: Evolution des CTs et des cas positifs par mois (N=3240).
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Figure 95 : Evolution des CTs et les décés COVID + par mois (N=115).
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Figure 96: Evolution hebdomadaire de la demande générale en tests PCR.
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Figure 97: Evolution hebdomadaire des cas positifs et des Cts moyens.
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Figure 98 : Evolution hebdomadaire des cas positifs et décés positifs.
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Nous observons que la baisse de la moyenne des CTs arrive vers la 8™ semaine (3°™
semaine d’octobre) a sa valeur minimale, avant de remonter plus lentement jusqu’a fin

décembre.

En parallée le nombre de positifs assure son assention a partir du point le plus bas du la
courbe des Ct, atteint un maximum 02 semaines plus tards pour amorcer sa descente

progressive tout au long du mois de décembre.

Le décalage de la courbe des décés par rapport a celle du nombre de positifs n’est pas visible

sur une échelle mensuelle, mais est bien visible sur une échelle hebdomadaire.

En effet ’ascension des décés COVID + est décalée de 03 semaines (20 jours) de celle du
nombre de cas positifs totaux, le pic des déces quant a lui est décalé de 02 semaines du pic de

cas positifs.
» En conclusion :

Notre hypotheése est graphiquement vérifiée et peut étre utilisée pour atteindre les objectifs

fixés ci-dessus.

La principale limite a I’application de ce mode¢le reste la difficulté d’acces a I’information ;
aussi elle n’est applicable qu’en cas de disponibilité a large échelle des kits de prélevements et

de diagnostic.

118






Conclusion et recommandations

Ce travail nous a permis de :

v’ Partager notre expérience en matiére de gestion technique ainsi que I’ensemble des
améliorations que nous avons apporté au processus en général.

v’ Partager notre expérience de gestion logistique de la plateforme biomoléculaire dédiée
au SARS-CoV-2 et ayant permis la continuité de 1’activité méme lorsque la demande a
été & son point culminant nous ayant permis méme de faire des économies
considérables.

En matiere de données de santé les résultats montrent que :

v Notre laboratoire a traité, au 31 décembre 2020, 12079 prélévements issus des
différentes structures sanitaires de la Wilaya de Tizi-Ouzou.

v Notre région est passée par deux pics épidémiques (Juin-Aout et Octobre-Décembre).

v Que le nombre total d’infections est corrélé a la densité de population sauf pour la
Daira de Tigzirt. La mortalité quant a elle, a enregistré la plus forte fréquence dans les
Daira de Tizi-Ouzou, LNI et Ain el Hammam.

v En matiére d’age nos données montrent qu’il s’agit d’une maladie qui touche
principalement le sujet &gé que ce soit en termes de morbidité ou de mortalité.

v' En matiére de sexe, le sexe masculin semble étre plus a risque que le sexe féminin.

v En termes de comorbidités, les maladies cardio-vasculaires et le diabéte viennent en
téte de liste.

v En termes de symptomatologie, la COVID bénigne est le principal motif de
prescription de tests PCR, en revanche chez les déces, le tableau de COVID sévere est
plus prédominant.

v Nous avons proposé un modéle de suivi de I’épidémie (inspiré de celui basé sur la
surveillance dans les eaux usées en France) et ce, a travers 1’observation des Ct
(Charges virales) moyens quotidiens des individus positifs, qui graphiquement est

concordant avec 1’hypothese proposée.

Les principales difficultés rencontrées durant ce travail sont de trois ordres :

v" La qualité de I’information mise a disposition du laboratoire, qui de plus et souvent

incomplete ou méme absente.
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v' Le caractére obsoléte de certains appareils qui rend leurs réparations difficiles voire
impossibles.

v L’absence de pré-nettoyage des prélévements au niveau du CHUTO qui retarde
considérablement le temps global de traitement des échantillons en particulier lors du
pic épidémique.

Enfin, en plus de ’ensemble des recommandations apportés dans la partie pratique, nous

conseillons vivement de :

v' Faire des prévisions et multiplier les Fournisseurs : lors d’une épidémie, 1’évolution de
la demande en tests est imprévisible de plus que le marche devient instable, il est
conseillé de multiplier les sources de ravitaillement et de faire des prévisions
mensuelles, qui sont permis par I'utilisation des systémes ouverts.

v Lavalidation de la PCR sans extractions a probablement été permise par la nature
méme du prélevement qui ne semble pas contenir des inhibiteurs de PCR. Elle reste
une alternative intéressante en cas de rupture de stocks en réactif d’extraction.

v La cohésion de I’équipe a été une condition sine qua none a la réussite de ce projet,
ainsi, dans le futur, au cas ou cette situation sanitaire serait passible de se reproduire,
nous recommandons de constituer une équipe de professionnels du domaine et de
leurs garantir une atmosphere de travail sereine, car, méme dans un contexte
épidémique, les pressions extérieures et les tensions internes, peuvent rapidement
dégénérer en particulier si la situation est appelée a durer.

v’ La situation sanitaire actuelle a nécessité la collaboration d’acteurs de différents
domaines : UMMTO, CHUTO, La Direction de la santé et de la population ... la
coordination entre ces différents acteurs est tres importante a la réussite de la prise en
charge de I’épidémie.

Nous avons eu la chance d’avoir des partenaires industriels de premiers choix qui nous ont
aidé sous forme d’association gagnant-gagnant, nous recommandons vivement de chercher de

pareille collaboration si la situation sanitaire 1’exige.
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Annexes

Azithromycine 2.12 8.65 >40 [>19
Spiramycin 7.95 10.45 >40 |>5
Omeprazole 17.06 38.01 >40 [>235
Oxprenolol hydrochloride | 20.22 >40 >40 |>2
Hydroxy-chloroquine 4.17 2549 >40  [>10
Clemizole hydrochloride 23.94 38.23 >40 |>17
Alprostadil 539 62.40 >40 [>74
Dolutegravir 22.04 42.81 >40 [>18
Sulfadoxine 3537 45.11 >40 |>1.13
Opipramol dihydrochloride | 5.05 597 >40 [>79
Quinidine hydrochloride 5.11 >40 >40 |>78
Vonoprazan 38.58 41.01 >40 |>1
Exemestane 7.51 9.86 >40 |53
Dyclonine hydrochloride 10.00 >40 >40 | >4
Spiperone 249 13.10 >40 [>16
Arbidol 10.7 15.2 >40° |>37
Remdesivir 7 exp 1.6740.59 |2.53+£0.67 |nd nd

Annexe

Annexe 1 : Les molecules a activité antivale approuvées par la FDA
ayant action sur le SARS-CoV-2.[215]
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O1F08 | Benoxinate hydrochloride | Local anesthetic 119
03GO8 | Clemizole hydrochloride | Antihistaminic, antibiotic, antincoplastic 101
05A10 | Tacrine hydmchloride CNS stimulant Rl
06D | Eplandrosterone Anabolic 107
07804 | Omeprazole Antiulcer 125
07G07 | Pregnenolone Anabolic, anti-inflammatory 1,66
07G09 | Chloroquine diphosphate | Anti-inflammatory, atimalarial, antiprotozoal | 1,35
07HO7 | Mirtazapine Antidepressant 103
08D06 | Exemestane Antineoplastic 110
081 | Hydroxychloroquine sulfate | Antimalarial, anti-inflammatory, atirheumatic | 1.43
08H03 | Dipivefrin hydmchloride | Antiglaucoma 101
09D04 | Opipramol dihydwchloride | Antidepressant 1,05
09K04 | Promazine hydrochloride [ Antipsychotic 1,16
10GO8 | Merbromin disodium salt | Antiseptic, antibacteral 112

Table 1. Inhibition index and detailed description of the 14 highest confident hit conpounds,

Annexe 2 :Caractéristique des vaccins candidats promoteurs contre la COVID-19 Et enjeu relatif de leur utilisation.[149]
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Type Caractéristiques Qualités Défauts
SRR e Procédés pour I'atténuation non validés
- Produit & partir d'un i i g8
Vivant atténué o a'pan d/u . Lok Compor s rncs Risque de retour & la forme sauvage
A Induction d'une immunité humorale et
3 Production nécessite des laboratoires sécurisés
cellulaire
L'intégrité des antigénes ciblés pourrait étre altérée
par le procédg d'inactivation
AR SR R Réponse immunitaire pourrait étre faible et un
. Le vaccin comporte plusieurs antigénes adjuvant nécessaire
Iaciivé Produit & partir d'une ) o .
favs souche virale inactivée Induction d'une immunité humorale et Possible isque augmenté d'nfection ou
cellulaire d'aggravation de la maladie par des anticorps non
: . fonctionnels comme constaté dans certaines études
Stabilité du vaccin sur le terain chez [animal
Production nécessite des laboratoires sécurisés
Privilégie la réponse humorale
. om s Risque de produire des anticorps avec faible affinité
Peptidique (spicule viral) ou Approche lagement éprouée . ) ) .
Protéinique sous-unitaire (région d'un Risque de maladie aggravée par des anticorps non
spicule vira) Stabilité du vaccin sur le terrain fonctionnels
Réponse immunitaire pourrait étre faible et un
adjuvant nécessaire
. ) o Réponse immunitaire pourait étre faible et un
Parculaie Nanoparticule ou patcule Approche novatrice mis déja réussie pour adjovant nécessaire
pseudovirale des vaccins autorisés (VHB, VPH, Zona)
Stabilité du vaccin sur e terrain incertaine
Approche novatrice avec un seul exemple de vaccin
Approche novatrice mais dja réussie pour autorisé chez [humain (Ebola)
- it des vaccins pour animaux ) _ ) )
Vecteur viral Avec ou sans multiplication Risque d'interférence causée par des anticorps
Induction d'une immunité humorale et dirigés contre e virus vecteur
cellulaire o
Effets secondaires importants

Type Caractéristiques Qualités Défauts
Approche novatrice, mais peu d'expérience avec des
Développement rapide & parfr d'une vaceing pour humain (un Seul vaccin autorisé
_ . plateforme générigue Ebola)
Brin d ARNim stablisé qui o
- doit s tégrer au Possibilté de production rapide & grande Effets secondaires importants
m r
c‘yt.oplasme deoelsde | ek Réonse immuntafe pourat étefable
it Induction d'un immunité humorale et L — o —
‘ Stabilté du vacein surl terain incertaine
cellulire
Risque théorique de tolérance génétique
Approche novatrice, meis pas encore aboutie pour
des vaccins pour [ humain (mas bien pour usage
Vétérinairg)
L"jll:l T:[?: AN Nécessite un vecteur ou une méthode de transport
Bin ADN stabiis ui dot pour atteindre e noyau des celules immuntares
AN sinigerauulpsne | Posi e rodcion e e Risque théorique de mutation énomique chez 'hte

de cellules de [hote

ohell

(non constaté chez ‘animal

Annexe 3 : Caractéristiques des vaccins candidats contre la
COVID-19 et enjeux relatifs a leur utilisation.[149]

Vaceins ‘off-target

Vaccin vivant atténué diigé
contre autre maladie (BCG,
rougeole, polio ora)

Sl i Réponse immunitaire pouraitéte fable
Risque théorique dnduction d'une tolérance
immunitare

Vaceing homologués

Disponibles en grande quanité sauf BOG)
Galendrier comportant une seule dose

Securité établie

Immunité de faible amplitude et potentielement de
courte durée

Délais pour 'apparition de I'mmunité (BCG)
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Suite annexe 3

Deux doses et adjuvant nécessaires
Effets secondaires mineurs
Stabilité sur le terrain probable

. Stade de fui
Compagnie Plateforme Nom développement Caractéristiques o Nom ; Stade de Caractérist
Phase 3 : Brésil,
Indonésie Technologie largement éprouvée Vaccin protéinique
. 7 ) . Codes : pour des vaccins recombinant constitué de
iy HEIIR ] | RO NCT04456595 Induction d'anticorps neutralisants et I prokéne spictlsre Pt o KR poug ke
66/UN6.KEP/EC/2 protecteurs chez le macaque Sanofi-GSK* produite par une Phase 1 un vaccin influenza autorisé dans
020 ' plateforme utilisant le plusieurs pays
baculovirus et d'un
Technologie largement éprouvée e
Phase 3 : Emirats pour des vaccins . . + oacal
Wuhan Institute of | Vaccin inactivé cultivé sur arabes unis Induction d'anticorps netralisants Particule pseudovirale ::gsﬁes; 'a?g:lna i@
Biological cellule Vero avec adjuvant | - Code: chez Phumain en Phase 1 Medicago podedpae Pas de résultats encore publiés
Products/Sinopharm | aluminium o i plantes et avec adjuvant Code:
ChiCTR2000034780 Effets secondaires mineurs et peu AS03 ou CpG1018 NCT04450004
fréquents
- Vecteur est un adénovirus du
Phase 3 : Emirats . i i chimpanzé
arabes unis Technologie largement éprouvée g S
Beiiing Institute of | Vacain inactivé cultivé pour des vaccins Induction d’une réponse humorale et
eijing Institute o accin inactive culivé sur Argentine ‘ o cellulaire préférentielle de type Thi
Biological cellule Vero avec adjuvant | - ) Peu d'information disponible quant chez Ianimal
Products/Sinopharm | aluminium Codes : aux résultats des études concemant i o
ChiCTR2000034780 ce vaccin Protection contre la pneumonie, mais
NCT04560881 non contre la multiplication du virus
Phase 3 : Royaume- dans le pharynx chez le macaque
Technologie largement éprouvée g"," Etgts-t{nts, Induction d'anticorps neutralisants
pour des vaccins —— C’:j' g e chez Phumain
Induction d'anticorps sériques University of multiplication basé surun | ChAdOx1-S h SRSTSNSQQS 104 Réponse améliorée aprés une
neutralisants protecteurs et d'une Oxford/AstraZeneca® | adénovirus de chimpanzé | /AZD1222 NCTO516745 deuxiéme dose
Nanopartcule composée réponse cellaire impliquantles CD4 detype AdS NCTOA540393 Peu de détails sur la nature de la
de la glycoprotéine Phase 3 : Royaume- gt SDB chez animal (souris et NCT04400838 réponse cellulaire chez humain
. , splculat;re (S) produite par | Nyx-Cov2373 Uni 4 ou?ns) _ = NCT04536051 Réponses humorales et cellulaires
ovaex recominalson al"ec U1 ARS-Cov-2 Code': Induction d'anticorps sériques affectées par la présence d'anticorps
saponine végetale 2020-004123-16 neutralisants et d'une réponse dirigés contre le vecteur
(Matrix-M1) comme cellulaire impliquant les CD4 de type A
adjuvant Th1 chez 'homme g

douleurs locales et figvre chez
environ 50 % des vaccinés

Signal d'effet indésirable sérieux
(myeélite transverse)




Phase 3 : Pakistan,

Induction d'anticorps protecteurs chez le
macaque

Induction d'une réponse humorale et
cellulaire chez 'humain avec production

, : d'anticorps neutralisants
CanSino/Beiing Vechrymony Russie 5 s
Intitte of muﬁlp!lcat{on basé S | pacol . Réponse immunologique amoindrie chez
Bictechnol un adénovirus humain Codes: les personnes agées
Hoiechinoiogy detype AcS NCT04526990 : .
NCTO4540419 Effets secondaires locaux et systémiques
fréquents
Vaccin autorisé en Chine pour la
vaccination de certaines catégories de
personnes
Utilisation de 2 adénovirus distincts pour
[a premire et seconde dose pour
minimiser les interférences liées aux
: anticorps dirigés contre le vecteur
Vect'eu'r V",al sansl Gam-COVID- Phase3: Russie, i . ;
multiplication basé sur Bidlorussie Dans deux essais de Phase 1, induction
Gamaleya Research | un adénovius humain | V& d'anticorps neutralisants et d'une
Institute de type Ad5 (une des Codes : réponse cellulaire avec CD4 et CD8
2,d0395) WAdZ | spoutiky :ggigggg?g Réponse immunologique plus élevée
(Fautre dose) avec le vaccin congelé que lyophilisé

Suite annexe 3

Effets secondaires fréquents, incluant
douleurs au site d'injection et fiévre chez
la moitié des participants

Annexe

Vecteur viral sans

Phase 3 : Etats-

Induction d’anticorps neutralisants

multiplication basé sur Xfr:::,u g‘g:'gih protecteurs chez le macaque
un adénovirus humain Philippines Pérou Dans une étude de Phase 1/2, induction
Johnson & Johnson | de type Ad26 Ad26.COV2.S Mexique : : d'anticorps neutralisants et d'une
- Janssens” exprimant la ’ ’ Colombie, Chili réponse cellulaire de type Th1 avec CD4
glycoprotéine Brésil Aréentiné et CD8 aprés une seule dose
ép;\c/uéawe du SRAS- Code : Réactions locales et systémiques chez
Vs NCT04505722 environ la moitié des vaccinés
Chez le macaque, induction d'anticorps
neutralisants protecteurs au niveau du
poumon et du pharynx et d’une réponse
gﬂl\:orpé?:::gei;;c;ﬁ:nt i cellulaire de type Th1 avec des CD4,
P P Phase 3 : Etats- mais sans CD8
du SRAS-CoV-2 dans Unis
Moderna* sa forme mRNA-1273 Dans étude de Phase 1, induction
préfusionnelle et Code : d'anticorps neutralisants
encapsulé dans une NCTDAa7Cect Effets secondaires généraux et locaux
nanoparticule lipidique chez la moitié des participants (certains
pouvant nécessiter une hospitalisation)
Conservation a -20 °C
Dans une étude de Phase 1, induction
d’anticorps neutralisants, avec titres
élevés apres la seconde dose, ainsi que
d’une réponse cellulaire avec CD4 et
ARN messager codant Phase 3 : Etats- CD8
la protéine spiculaire Unis, Argentine, La version BNT162b2 du vaccin s'est
Pfizer* du SRAS-CoV-2 et BNT162b2 Brésil, Turquie révélée moins réactogene et plus

encapsulé dans une
nanoparticule lipidique

Code :
NCT04368728

immunogéne que la version BNT162b1,
qui ne codait qu’une partie de la protéine
spiculaire

Effets secondaires locaux et systémiques
chez environ 50 % des vaccinés

Conservation a-70 °C




Divers

Annexe 4: lons et molécules inhibant la PCR

Vaccins préparés a
partir d'une des
souches du bacille
biié de Calmette et
Guérin (BCG) ou d'un
dérivé de nouvelle
géngration (VPM1002)

BCG
VPM1002

19 études de Phase
3 dans 13 pays
incluant une étude
au Canada avec le
vaccin VPM1002

Code:
NCT04439045

Annexe

Vaccins largement utilisés et dont les
caractéristiques sont bien connues

Vaccins sécuritaires si les contre-
indications sont respectées

Effet sur la COVID-19 lié au trained
immunity

Un essai randomisé chez des adultes
immunocompétents ageés de 65 ans amis
en évidence une protection de 'ordre de
80 % contre les infections respiratoires
excluant la COVID-19 non encore
présente et cela sur ung période de

12 mois

(rande capacité de production au niveau
mondial, mals acces limité au Canada
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Type of Type of
inhibitor Molecule or ion Source Mechanism/s?* inhibitor Molecule or ion Source Mechanism/s?*
Polysaccharides Feces Binding to polymerase Polymerase Al Sampling using Alters ion composition
g . 3 inhibitors aluminum-
Protcmas'cs Milk Degradation of polymerase haficdearabe
(plasmin)
. . . i Alginate Sampling with Adsorption of Mg?* or
Reverse transcriptase RT-PCR Competition with })NA poly- . calcium entrapment of polymerase
merase and /or formation of alginate swabs
complex with ssDNA
. - i Bile salts (cholic and Feces Direct effect on polymerase
Tannic acid Soil Binding to polymerasc deoxycholic acid)
Urea Urine Prevents non-covalent bonding, Calcium ions Milk Competition with the polymerase
acting directly on polymerase cofactor Mg?*
or hindering primer anncaling - : —
Collagen Bone Alteration of ion composition
Nucleic acid  Bilirubin Feces Competition with template by binding cations
inhibitors :
EDTA Anticoagulant Chelation of Mg?*
(Icll'ulos‘c, . Sampling filters Binding to DNA EeCl RSN
nitrocellulose 3
Eihanol DNA extraction  Precipitation of DNA Free radicals uv tf'catmcnt of Reaction with polymerase
PCR tubes
Ethidium bromide DNA extraction  Binding to DNA Fulicacd Soil Binding to polymerase
Formaldehyde Preservative Intcrlfcrcr-)cc ?\'nh DNA and DNA Heme Blood Release of iron ions and
POIyIOCTass competition with template
Heparin Anticoagulant Binc.ling to DNA, compctition KAc/K,Cr,O, DNA extraction/ Alteration of ion composition
}\1th tcr‘nplatgj and direct preservative
interaction with polymerase
. o Lactoferrin Blood Release of iron ions
Immunoglobulin G Blood Binding to ssDNA
. = = LiCl Growth medium  Alteration of ion composition
Isopropanol DNA extraction  Precipitation of DNA
Melanin Skin, hair Binding to polymerase
PEG DNA extraction  Precipitation of DNA
MgCl, Growth medium  Alteration of level of Mg?* in PCR
SYBR Green I Detection dye Binding to dsDNA with high
affinity Myoglobin Muscle tissue Release of iron ions
SYTOX Orange Detection dye Binding to dsDNA with high NacCl Alteration of ion composition
affinity NaOH DNA extraction Degradation of DNA,
TO-PRO-3 Detection dye Binding to dsDNA with high pH-mediated denaturation
affinity of polymerase
Fluorescence Humic compounds  Soil Fluorescence quenching, direct NH_Ac DNA extraction  ‘Altcration of ion composition
inhibitors interaction with polymerase Phenol Soil, DNA Denaturation of polymerase or
and primer anncaling purification binding to the polymerase via
Polymeric surfaces Miniaturized Binding of detection dye, c.g., yaroeca Donds
real-time PCR SYBR Green Phytic acid Feces Chelation of Mg?* or change in
instruments ion content if present as salt




Annexe

Annexe 5 :Application et technologies recommandé
pour le séquencgage du génome SARS-CoV-2.

[216]Annexe 6 : Fiche de notification des cas COVID-19.[217]

Application Recommended Recommended
l Fiche de notification de cas suspect, probable ou confi muemng plaﬁorms minimum 'ocal
| Déclaration initiale /__/ Déclaration mi: mverag.e
" (approximate)
e Transmission patterns, | MiSeq/NextSeq/iSeq/Nov | Amplicon-based | >100 bp >10x over >95%
Dat=depokfcaons LG A clade/lineage aSeq (Illumina), Ion (ARTIC, of genome
Nom : Préom; Sexe:Masculin/—/ | assignment, confirmation | Torrent (Thermo commercial, in-
Age:/_/_/_/enannée ;si(<lan):/_/_/enmois; ousi(<1lmois):/_//_, !
Profession : of Fisher), MinION (Oxford | house)
Adresse s ya:_ " . .
lite : N° té1/ reinfection, phenotypically| Nanopore), Sequel
Date de début des symptoémes:/_/_//_/_//_/_/_/_/ relevant mutations, data System (PBCBiO)
1-Symp ar C her tous les sy & rapportés) _ fepoﬂin
Fidvre (238°C) /_/, Toux//, Dyspnée// , Céphalées/_/, Asthénie / / 9
Douleurs musculaire /_/, Diarrhée /_/, Doul b le /_/ A ie /_/
rog=iee A iy e e P ——— Confirmation MiSeq/NextSeq/iSeq/Nov | Amplicon-based | >100 bp >500 over
s e e ires 77 otmodépression | Of reinfection andfor | aSeq (Tllumina), Ion S5 | (ARTIC, >95% of
et e | anit transm|s§|on. (in | series/Genexus (Thermo | commercial, in- genome
5-Maladie du foie/_/ X3 s £ £ cases where minority | Fisher) house)
6 ladie neur logi: ou - Autres . . .
Neur laire chronique/_/  préciser variants are required)
3-Hospl;alls=tlon
Service d’h ’ " .
Date hospitalisation: /. /7 /77 7—/—7—7./ In-depth genome analysis | MinION (Oxford Amplicon-based | >1000 bp >500x over
Patientintubé: Non/_/ Oui/_/ Inconnu/_/ Prélévement:Non/_/ Ou 9
Si oui, date de prélevement: /_/_/ /_/_/ /—/_/—/—/ et Type de prélevemen: | (arge indels, Nanopore), Sequel (>1000 bp >95% of
i i R 0 e A AR recombination, System (PacBio) fragments), genome
»TM thoraﬂque : Non / L Oul {4 =i ou images scannographiques en faveur I'ean’angements, quaSI_ Capture'based,
(S:io ::C::::O c.:sv::s‘:;ccta;_l; o:é;nnéo /ul;_;robable /—/ le lieu de contact (pr¢ SpeCleS hap'owms) - - untarwted
R T | Detection of un'known M|SeojNext§eq/|Seq/Nov Untargetgd RNA | >100bp >5Gbp data per
Date aeé ;ecepu:n c::s rlésultats Fesfif oo i pathogens or highly aSeq (Illumina), Ion S5 | sequencing, B-CoV- sample
e e M A ot divergent strains series/Genexus (Thermo | specific RT-PCR
B ] S L Lo Fisher), MinION (Oxford
~ Signature et cachet du médecin déclarant Nanopore)
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Annexe 7 : Protocole d’extraction manuelle.[218]

ﬂ(—O -'

AT |
A | —
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Annexe 8 : Protocole des kits d'amplification utilisé dans le laboratoire de diagnostique
moléculaire du virus SARS-CoV-2.

1- Le kit de PCR thermofisher :

https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/superscript onestep qrtpcr man.pdf?fbclid=IwAR04 Gt4DDOvVINJYe

ma4NTV1GInCl71Pe6RwsdBCuAyiH2kkEVtj703jT10
2- Le kit BGI:

https://www.fda.gov/media/136472/download?fbclid=IwAR0O1vsziLKuXlel YFkgU og6Uo
2kjyx940Bg pHyRcGynA7UfRgXto0bFO0

3- Le Kit sansure biotech :

https://www.fda.gov/media/137651/download

4- Le Kitvirella:

https://www.covid19aaz.com/pdf/Instructions-d%?27utilisation virellaSARS-CoV-
2%20segc v1.0%20FR 20200330.pdf

5- Le Kits Eurobioplex :

https://www.bmagrp.eu/fileadmin/user upload/images/news/FT EBX-041 SARS-Cov-2-FR-
EN-25032020.pdf

6- Daan gene kit :

https://www.who.int/diagnostics laboratory/eual/eul 0493 141 00 detection kit for 2019
ncov rna pcr flourescence probing.pdf

7- Le kit Qiagene :
https://www.fda.gov/media/137026/download
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https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/superscript_onestep_qrtpcr_man.pdf?fbclid=IwAR04_Gt4DDOv9NJYema4NTV1GJnCl7IPe6RwsdBCuAyiH2kkEVtj7O3jT1o
https://www.fda.gov/media/136472/download?fbclid=IwAR0O1vsziLKuXIelYFkgU_oq6Uo2kjyx94QBg_pHyRcGynA7UfRqXto0bF0
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https://www.fda.gov/media/137651/download
https://www.covid19aaz.com/pdf/Instructions-d%27utilisation_virellaSARS-CoV-2%20seqc_v1.0%20FR_20200330.pdf
https://www.covid19aaz.com/pdf/Instructions-d%27utilisation_virellaSARS-CoV-2%20seqc_v1.0%20FR_20200330.pdf
https://www.bmgrp.eu/fileadmin/user_upload/images/news/FT_EBX-041_SARS-Cov-2-FR-EN-25032020.pdf
https://www.bmgrp.eu/fileadmin/user_upload/images/news/FT_EBX-041_SARS-Cov-2-FR-EN-25032020.pdf
https://www.who.int/diagnostics_laboratory/eual/eul_0493_141_00_detection_kit_for_2019_ncov_rna_pcr_flourescence_probing.pdf
https://www.who.int/diagnostics_laboratory/eual/eul_0493_141_00_detection_kit_for_2019_ncov_rna_pcr_flourescence_probing.pdf
https://www.fda.gov/media/137026/download
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Résume:

L’éclosion de la COVID-19 en Algérie en Février 2020 a imposé des actions rapides pour
prendre en charge les malades ; le laboratoire de diagnostic moléculaire de 1’infection SARS-
CoV-2 de P'UMMTO est a notre connaissance le premier laboratoire universitaire Algérien a
s’étre impose comme principal acteur du diagnostic de la COVID-19 dans la Wilaya.

Nos principaux objectifs sont de partager I’expérience du laboratoire acquise durant ces mois
d’activités sur le plan technique et logistique puis de mettre la lumicre sur la situation
sanitaire liée a la COVID-19.

Au 31 Décembre 2020, nous avons traite 12079 échantillons, dont 49% de positifs étalés sur
deux pics épidémiques, ces derniers proviennent de I’ensemble des Dairas de la Wilaya de
Tizi-Ouzou. Celles qui sont les plus touchés par la mortalité sont Tizi-Ouzou, LNI et Ain el
Hammam.

La symptomatologie la plus fréquente est celle de la COVID bénigne chez les positifs de la
population générale et ceux de la COVID sévere chez les déces positifs, qui de plus, touche
les ages extrémes et plus le sexe masculin que le féminin.

Les comorbidités les plus récences sont les maladies cardiovasculaires et le diabéte.

Le suivi de I’évolution de la charge virale moyenne des positifs peut constituer un modeéle de
suivi de I’évolution de 1’état sanitaire lié¢ a la COVID-19.

Mots clés :gRT-PCR, COVID-19, SRAS-CoV-2, Coronavirus, charge virale, cycle seuil,
épidémie, Tizi-Ouzou, UMMTO.

SUMMARY:

COVID-19 outbreak in Algeria since February 2020 imposed quick healthcare measures to
take in charge patients, the UMMTO’S SARS-CoV-2 molecular diagnostic laboratory is to
our knowledge the first Algerian university laboratory to impose itself as the leader of
COVID-19 diagnosis in the Wilaya of Tizi-Ouzou.

Our main objectives were to share our experience in the technical and logistical fields then to
share our data on the health situation from our perspective.

By December 31% 2020, we tested 12076 samples, 49% were positive to SARS-CoV-2
throughout 02 epidemic peaks. The demand came from all the Dairas of the Wilaya of Tizi-
Ouzou. Those who recorded the highest death tall were the Dairas of Tizi-Ouzou, LNI, and
Ain El Hammam.

The main symptoms reported were those of benign COVID in general population positives,
and severe COVID in death’s positives, the latter were more prevalent in extreme ages and in
men more than in women.

The main comorbidities reported were cardiovascular diseases and diabetes.

The evolution of the daily mean viral load in positive individuals may constitute a model to
follow the global evolution of the health situation related to COVID-19.

Keywords :gRT-PCR, COVID-19, SARS-CoV-2, Coronavirus, viral load, threshold cycle,
epidemic, Tizi-Ouzou, UMMTO.



