) A i) 3 Ay g
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
ralad) Cadl) g Jlad) anlatll 31 39

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

Ne\y|#7) DES FRERES MENTOURI

Université des fréres Mentouri Constantine 1 Ahicd o gila 3 GAY) Aaaly
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie bl g Azl o gle 441
Département de biologie animale Ol L gl g anid

Meémoire de master présenté en vue de I’obtention du Dipléme de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences biologiques
Spécialité : Génétique
N° d’ordre :
N° de série :

Theme

Etude de I’association de facteurs de risque et de polymorphisme

I/D de L’ECA et la COVID-19

Présenté et soutenu par : MAIZOU Aymen Le :14 /7 /2021
CHOUGUI Ramazi
Jury d’évaluation :
Président : Dr BENHIZIA Hayet (MCA. Université des freres Mentouri Constantine 1)
Encadreur : Dr ZIADA-BOUCHAAR Hadia (MCB. Université des fréres Mentouri Constantine 1)

Examinateur : Dr GHARZOULI Razika (MCA. Université des freres Mentouri Constantine 1)

Année universitaire

2020-2021






Remerciement

Tout d’abord, nous remercions ALLAH le Tout
puissant, qui nous a donné la force et la patience
pour accomplir ce Modeste travail.



Remerciements

Nous adressons nos plus sincéres remerciements a notre promotrice,
Dr. Ziada-Bouchaar Hadia qui nous a aidé tout au long de ce travail,
par ses orientations, ses précieux conseils, sa compréhension et son
infatigable dévouement. Recevez nos meilleurs sentiments et notre profonde

considération

Nous remercions Dr.Benhizia Hayet ; pour ['honneur qu’elle nous a fait

en acceptant de présider ce travail.

Nous remercions Dr. Gharzouli Razika pour ["honneur qu’elle nous a fait en

acceptant d’examiner ce travail.

Nous remercions Pr. SATTA Dalila Responsable de notre filiere pour
tous les efforts qu’elle a déployé pour réussir et mener a bien notre formation

de génétique avec toute [’équipe de nos enseignants.

Je tiens & remercier toute I’équipe pédagogique responsable de la

filiere génétique a université fréres Mentouri

Nous tenons également a remercier tous nos amis (es) de la promotion «

Biologie Moléculaire et Génétique humaine 2020/2021 »

Et un grand remerciement a nos patients qui ont participé dans cette en
permettant de réaliser notre travail pratique.
Enfin, nous adressons nos remerciements a tous ceux qui ont participé de

pres ou de loin a la concrétisation de ce mémoire. Nous n’avons été que les
fédérateurs qui ont permis de fusionner leurs idées, savoirs et compétence.



Dédicace

A:

La femme la plus chere du monde, ma trés chére mere « OUAHIBA », la
source de tendresse qui a tout donnée sans rien recevoir (Je t’adore du fond
de mon cceur)

Le plus cher homme du monde, mon pére » ABDERRAHMEN » la source de
patience, de volonté, et de courage (Je t’adore du fond du mon coeur)

Mes chers fréres : Ramy, Habib, et le petit Rostom

Et bien str sans oublier mon binbme Aymen avec qui j ‘ai passé des beaux
moments

A mes collegues avec qui j'ai passé avec les jours de préparation de
memoire : Ines, Rania, Nadjib et rania

. A tous mes chers amis chacun par son nom : foued, karim, Aymen, Salah,
Sahraoui, Anis, Oussama

Tous mes collégues de la promotion génétique U.M.Constantine 2020-2021.

A tous ceux que j’aime ; Je dédie ce modeste travail.

RAMZIT



Dédicace

A:

Celle qui a passé sa vie pour moi, a celle qui a éclairé mon cceur et a écrit
mon nom sur les pupilles de ses yeux. Ma tres chére mere « DRIFA » (Je

t’adore du fond de mon cceur)

Le plus cher homme du monde, mon pére «ZOUAOUI» la source de patience
et
de volonté. (Que Dieu vous fasse miséricorde et nous rassemble avec vous au

paradis, si Dieu le veut)

Ma deuxieme maman : «<HASSINA» Que Dieu vous protege pour moi
A ma source d'inspiration, @ mon frére «BILEL», tu resteras toujours dans
mon cceur et dans ma mémoire. Que Dieu te bénisse et te fasse parmi les gens
du Paradis
Mes chers freres : Oualid, Seif et Zinou
Mes cheres sceurs : Nandjet, Razika, Mimi et Moufida
Mon binbme «RAMZI» Je te donne toutes les expressions de remerciements
et de gratitude. Tu es le frére de celui que ma mere n'a pas mis au monde
A mes neveux et niéces : Louai , Ouail, Bahaa Eddine , Nasro , Dayaa et
Abd EI-Rahmane
Mes copains de route : Nadjib , Rania , Ines et Rania
Tous mes chers collégues : Salah, Anis, Sahraoui, Chouaib et Oussama
Mes proches : Skander , Fayssal , Ahmed , Abd EI-Djalil et Abd El-Fateh

AYMEN



Table des matieres

Liste des tableaux
Liste des figures

Listes d’abréviations

Introduction
Chapitre |
Géneéralités sur le coronavirus
L GNEIANITES ...ttt reereene e enes 4
2.PIOPFIBLES VIFAIES ...ttt bttt 4
2.0 STTUCTUIE ..ttt h b et e e b bt et e e sbe e et e e e bb e e beesrbeebeeanneas 5
P ©1-] T4 oSSR 5
2.3 La réplication et PathOgENESE. .......ccuiiieiieeie ettt 6
2.4 La période d INCUDAION .....uviiiiiiiiiiie ittt e e seeesaee e e 7
3. Epidémiologie de la COVID-19 due aux différents variants ............c.ccccoeevveveieevnennenne. 8
3.1 Les differents variants de SArs COV 2.......cueieiueiuereeieseeseaieseeseeeseesseesseseessessseeneesnes 8
3.2 Epidémiologie des déférentes variants de 1a COVID-19........cccccocvvviviviiveeevierien, 11
3.3 Letaux de TBalith........ccoieieieee e 13
3.4 MOdE € trANSMISSION ...eevviiiieieieieeiie e esee e te e e e e e eesreesreeneesreesreaneesreeneeans 14
3.5 RESEIVOIT QU VITUS ...ttt sttt sttt 14
4. 185 SYMPLOMIES ...evveieieitieie ettt ettt s e et e e e et e e s be et e saeestaesseereeareenteennenneas 15
4.1 Populations partiCUlIEreS & MSQUE .........ccueieerieeiieiieseesiesee et e e sraesre e nre e 16
5. TeStS € DIAGNOSTIC ...ovveveeieieie ettt sttt sb e e sreesreenneereenne e 17
5.1 Test pour confirmation (RT-PCR) .........cccciveiiiiiiiecie et 17
5.2 TSt ANTIGANIGUE ...ttt ne e 17
T 2 Tolof 1o =1 o o RSO 18
8. Différences entre la grippe et 1e COVIA-19 ......ccoiiiiiiiiiiiie e, 18
CHAPITRE Il
Coronavirus et prédispositions génétiques
1. Facteurs de risque du COVI-19.........cccoiiiiiiiiiiiiii i 21



1.3 GrOUPES SANGUINS ...ttt bbbttt se bbbt ne e 22
LA HLA ettt e et e nenns 22
2. Antécédents des maladies et atteinte par 1a Covid 19 .........cccooveveiiieviiic v, 23
2.1 Insuffisance cardiaque et NYPEreNSION ........cccoveieeie i 23
2.2 ODESITE SEVETE ...ttt bbbttt e bbbt be st e et eneeneas 23
2.3 Diabéte et riSque d’infection.........ccueiiiririiiie e e 24
2.4 Maladies rénales et NEPAtIQUES .........oieririririieiie e e 25
2.5 ANOMAIIES GENEBLIGUES .....cveeeieieeee ettt et 26
2.6 Enzyme de conversion de ’angiotensine...........coocverieiriiiiniiiiniesise e 26
3 Les mécanismes d’action du SARS-COV-2.......ccccciiiiiiiiiiiii e 27

CHAPITRE 111

COVID-19etECA 1

1. L'enzyme de conversion de I'angiotensine type 1 (ECA 1) ...cccvviiiininiiininieieee, 30
1.1 DATINITION c.veie ettt b et b e e et 30
A 1Y (o] o USSR 30
1.3 Structure de la protéine et du gene de PECA ..o, 31
1.3.1 Structure de 12 Protéine ........ccceeieiieiieie e 31
1.3.2 Structure du géne de PECA ........oooiiii e 31

1.4 Métabolisme de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine ...........cccoceeerererereennnne. 32
2. Polymorphisme du gene ACE et ses effets biologiques potentiels ..........cccccoecereiennn, 34
3. Association polymorphisme I/D du gene ACE et maladies .........c.cccoveeeveivivceeneeniennn, 35
3.1 Polymorphisme I/D du gene ACE et Diabete.........ccceveiieiiciciieceee e, 35
3.2 Polymorphisme I/D du gene ACE et cancer colorectal (CCR) ........ccccovevveieiieennenn, 35
3.3 Polymorphisme I/D du gene ACE et infarctus du myocarde (IM) ........cccccoevveeveennenn, 35
3.4 Polymorphisme I/D du gene ACE et hypertension (HTA) .....c.ccoevveveiieve e, 36
4, COVIA-19 B ACEL ..ottt este e eesneenre e e eneennees 36
4.1 Le systeme renine-angiotensine-aldostérone (RAAS).......ccccoeeriri i ienieeeieeiees 36

4.2 Role de Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS) dans la pathogenese du
COVIDA19 .ottt ettt et e et e e ae e s e e st et e tesreeteereere e e eneees 36

Partie Pratique

Patients et méthodes

L PALIENTS .. nnnnnn 42



1.1 Populations d’tude..........cooiiiiiiiiiieiiiiee e 42

1.1.1 Population des tEMOINS ..o 42
1.1.2 Population des Malades ..........cccveieiieiieie e 42

p Y [=11 10T (o] (oo T SRS 42
2.1 QUESTIONNAITE .....euvieciie ettt ste ettt s e et e e st e e be e sab e e sbeesabeesbeesareesbaesnbeesteeenreeans 42
2.2 PréleVement SANQUIN .........oiviieiiesieeie ettt e e e et ta et e aseestaenneaneesnaenee e 43
2.3 EtUAE MOIBCUIAITE ..ottt n ettt 43
2.3.1 EXtraction d’ADN .......ooiiiiiiiiiiiiie sttt 43
2.3.2 Recherche du Polymorphisme I/D de PECA ... 43
2.3.3 Controle des produits de 1a PCR ........ccccviiiiiiiiiie e 45
3-ANAIYSES SALISTIGUES ....veevreeiiitieite ettt e e e ste e e reesreeeesnnenneas 46

1. ELUAE STALISTIGUE. ...ttt bbbttt 50
1.1 FACLEUIS TE FISTUE ...ttt bbbttt b bbbt 50
1.1.1 Répartition des patients SEION 1€ SEXE.......c.cvreririririiririre e, 50
1.1.2 Répartition des patients SElon PAZE........cccuvvviriiiiriiiieiicc e 51
1.1.3 Répartition de la population selon 1’indice de masse corporelle (IMC) ............. 52
1.1.4 Reépartition des patients selon le tabagisSme...........cccccveveiieiiere e, 53
1.1.5 Reépartition des patients selon le type de profession ...........cccccceeevieveiiccienenn, 54
1.2 les parametres EPIdEMIOIOGIGUES ........covveiieeieiie ettt 55
1.2.1 Répartition de la population selon le mode de transmission de virus.................. 55
1.2.2 Repartition de la population selon le lieu de transmission............cccccccverieeennen. 56
1.3 Les caraCtéristiques CHNIGUES .........oveeierieiieieee e 57
1.3.1 Répartition des patients selon les Symptomes apparus. ..........cccoveereereeereeneeennen, 57
1.3.2 Répartition des patients selon 1’état de CONSCIENCe ........coecvvrvviiiiiiiiiiiciiiiees 58
1.3.3 Reépartition des patients selon le type de test effectué...........ccoovevveiiiieiiennnen, 58
1.3.4 Reépartition des patients selon le type de prise en charge.........cccoccvvevveieieennenn, 59
1.3.5 Répartition des patients selon les antécédents pathologiques............cccccveeveeneee. 60
2. ETUAE GENELIGUE ...ttt e re e 61
2.1 Predisposition génétique due aux groupes SANQUINS.........ccurreiereerierenesiesesieeeenes 61
2.2 Etude de polymorphisme (I/D)de I” ECA.......couweeeeeeeeeeeeeeeeeesieeeeeseeeeesss s, 62
2.2.1 Repartition des fréquences genotypiques du gene ECA .......c.cccoovvvviiinienenn 62
2.2.2 Repartition des fréquences alléliques du gene ECA.......cccooeiiiiiiiiniiicieen 62

Conclusion



Références Bibliographiques
Annexe

Résumé

Abstract

uadle



\iste de tableau,r

TABLEAU 1 :
TABLEAU 2 :
TABLEAU 3:
TABLEAU 4 :
TABLEAU S :
TABLEAU 6 :
TABLEAU 7 :
TABLEAU 8 :

TABLEAU 9 :

VARIANTS PREOCCUPANTES ET VARIANTES INTERESSANTES DU SRAS-COV-2 ......... 9

RESUME DES CARACTERES DES VARIANTES PREOCCUPANTES DU SRAS-COV-2...... 10

MANIFESTATIONS CLINIQUES .......ciiiiiiiiiii s, 15
AMORCES UTILISEES POUR L'AMPLIFICATION DU GENE ECA. .....ccvvviiiiieeeiniieeee e 44
COMPOSANTS DU MILIEU REACTIONNEL DE LAPCR ..o, 44
CONDITIONS D’ AMPLIFICATION DE LA PCR. w.vtteiitiiieessiiieieessiineeesssinneeessnisneesssssnenas 45
CONTINGENCE POUR LE CALCUL DE L’ODDS RATIO ...eveiiiiiiiesiiiieeessniireeesssnneaesnnes 47
REPARTITION DES PATIENTS SELON LES ANTECEDENTS PATHOLOGIQUES ............. 60
FREQUENCES ALLELIQUES DE L’ECA CHEZ LES DEUX GROUPES ......ccccovvvviesiiiineeens 62

TABLEAU 10: REPARTITION DES FREQUENCES ALLELIQUES DU POLYMORPHISME I/D DE L'ECA..62



FIGURE 1. REPRESENTATION SCHEMATIQUE D’UNE PARTICULE VIRALE ET DE L’ARN

GENOMIQUEET DES ARN SUBGENOMIQUES D’UN CORONAVIRUS PROTOTYPE .....cccvvveveveeeee. 6
FIGURE 2 : CYCLE VIRALE DU SARS-COV=2 ..uviiiiiiiiiieeeittieeeseitteeeeseitteeeessbaeeessaasaseesanssesasssnsseneesns 7
FIGURE 3: PAYS, TERRITOIRES ET ZONES SIGNALANT DES VARIANTS ALPHA, BETA, GAMMA ET

1D = OSSPSR 13
FIGURE 4: LES SYMPTOMES DU COVID-19 ..ottt ettt 16
FIGURE 5 : STRUCTURE ET REPLICATION DU SARS-COV-2. ....ooiiiiiiiiiee et 28
FIGURE 6 : STRUCTURE DES GENES ET DES PROTEINES DE L'ACE ...ecovvveeiiiieeeitieeeiteeeeieeessnee e 31
FIGURE 7 : LOCALISATION ET STRUCTURE DU GENE DE L’ECA ....vviiitieeeitieeeiteeeeireeesnreessvne e 32

FIGURE 8 : LES DIFFERENTES VOIES DE SYNTHESE ET DE DEGRADATION DE L’ANGIOTENSINE ..33
FIGURE 9 : VUE GENERALE DU SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE-ALDOSTERONE EN CAS

D'INFECTION PAR LE COVID-19 ...ttt ettt aaee e 39
FIGURE 10 : PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES FRAGMENTS AMPLIFIES PAR PCR DU GENE ECA

SUR GEL D’ AGAROSE 290, .....ueiiiuieeeitiee ettt e sitteesitee e e ntee e steeesateeesnbaessnteessasaessseeesneeesseesanseeens 46
FIGURE 11 : PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES FRAGMENTS AMPLIFIES PAR PCR DU GENE ECA

SUR GEL D’ AGAROSE 290, .....ueeiiuieeiitiee ettt e siteeesitee e e stee e stee e sitaeesnbaeesnbeessaeeessaeessneeesseesanseeens 46
FIGURE 12 : REPARTITION DES PATIENTS SELON LE SEXE. ..eeiuvteeiuireeitieeeirreesisreesssneesssseessseeessnns 50
FIGURE 13 : REPARTITION DES PATIENTS SELON LES TRANCHES D’AGES.......ccccvveeiiiieeeeiiieeeeeans 51
FIGURE 14 : REPARTITION DE LA POPULATION SELON L’INDICE DE MASSE CORPORELLE (IMC)

.......................................................................................................................................... 52
FIGURE 15: REPARTITION DES PATIENTS SELON LE TABAGISME ....uvviriiieeeiiiiiiiieeeeeeeeeeeennnnneeeens 53
FIGURE 16 : REPARTITION DES PATIENTS SELON LE TYPE DE PROFESSION ......ccvvveeiiviieeeiiinneeeans 54
FIGURE 17 : REPARTITION DE LA POPULATION SELON LE MODE DE TRANSMISSION D’INFECTION

.......................................................................................................................................... 55
FIGURE 18 : REPARTITION DE LA POPULATION SELON LE LIEU DE TRANSMISSION .........ccccvveen. 56
FIGURE 19: REPARTITION DES PATIENTS SELON LES SYMPTOMES APPARUS. ......cccovitveeeeiirrenenns 57
FIGURE 20: REPARTITION DES PATIENTS SELON L’ETAT DE CONSCIENCE ......ccovvieeiiiieeeeeiveeeeans 58
FIGURE 21 : REPARTITION DES PATIENTS SELON LE TYPE DE TEST .uvviieiiittieeeiiireeeeeinreeeeeeinseeeens 58
FIGURE 22: REPARTITION DES PATIENTS SELON L'HOSPITALISATION......uvvvieiiiivieeeeiiiieeeeeinveeeens 59
FIGURE 23 : REPARTITION DES PATIENTS SELON LES ANTECEDENTS PATHOLOGIQUES .............. 60

FIGURE 24: REPARTITION DES PATIENTS SELON GROUPE SANGUIN.....cevttueitieeereeeeniieeseeereeeennns 61



Listes d’
abréviations

ADN: Acide désoxyribonucléique

Ang-1: Angiotensine |

Ang-11: Angiotensine Il

ARNmM: Acide Ribonucléique messager

AT1R: Récepteur de type 1 de I’angiotensine

CCR: Cancer colorectal

ECA: Enzyme de conversion de I’angiotensine

gACE: germinale enzyme de conversion de 1’angiotensine

HLA : systéeme d'antigéne leucocytaire humain
HRL1 : heptad repeat 1
HTA: Hypertension

I/D: Insertion/Délétion

IFN : interferon

IM: Infarctus du myocarde

IMC : indice de masse corporelle

MERS-CoV : syndrome respiratoire du Moyen-Orient
OMS : Organisation mondiale de la santé

ORF : open reading frame

PCR: Réaction de Polymérisation en Chaine
QTL: Quantitative tarit loci

RAAS: Systéme rénine-angiotensine-aldostérone



RTC : complexe réplication-transcription

SACE: somatique enzyme de conversion de angiotensine

SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigué

SDRA: Syndrome de detresse respiratoire aigue
SNP: Polymorphisme d’une seul nucléotide

SRAS-CoV-2 : Sever Acute Respiratory Syndrom Coronavirus
TMPRSS2 : transmembrane serine protease 2
VI : variantes d'intérét

VP : variantes potentiellement préoccupantes



Introduction



La Covid-19 est une maladie infectieuse causée par le coronavirus qui est apparu
dernierement. Ce nouveau virus et cette maladie étaient inconnus avant 1’apparition de la
flambée a Wuhan (Chine) en décembre 2019. Apres avoir été baptisé nCoV-2019 dans un
premier temps, ce nouveau coronavirus a été appelé SARS-CoV-2 (SARS pour "Syndrome
Aigu Respiratoire Sévére" et CoV pour "Coronavirus"). L’infection a Coronavirus (SARS
Cov-2), a brilé toutes les étapes en trés peu de temps, passant de la phase d’épidémie dans
une province de Chine (Hubei) a celle de pandémie en mars 2020, touchant quasiment tous
les pays (Zhu et al, 2020).

L’Algérie n’a pas échappée de ce virus rapidement transmissible. La pandémie s’y
propage a partir du 25 février 2020 lorsqu'un ressortissant italien est testé positif au
SARSCoV-2 alors que le premier foyer détecté et qui a fait propager le virus se trouvait dans
la wilaya de Blida le ler mars 2020. Depuis, toute 1’Algérie enregistre une évolution

constamment progressive de la pandémie (OMS, 2020)

Depuis, cette maladie n’a pas cessé de nous surprendre par son profil multiforme, sa
Propagation fulgurante, sa virulence et son apparente variable d’une population a I’autre et
d’une personne a 1’autre

Plusieurs chercheurs a travers le monde ont essayé a mettre en évidence certains facteurs de
risque et prédispositions génétiques qui pourraient avoir un impact sur 1’infection et/ou la
sévérité de I’atteinte.

Le systeme angiotensine semble étre impliqué dans la pathogenese du COVID-19.
Premierement, ACE2 est le récepteur cellulaire du SRAS-CoV-2, et I'expression du géne
ACE2 pourrait réguler la susceptibilité de I'individu a I'infection. De plus, I'équilibre entre
I'activité ACEL et ACE2 a été impliqué dans la pathogenése des maladies respiratoires et
pourrait jouer un réle dans la gravité du COVID-19. Les polymorphismes I/D fonctionnels
du gene ACE ont été associés au risque de maladies cardiovasculaires et pulmonaires, et
pourraient donc également contribuer a I'issue de COVID-19 (Yuki, 2020).

A cet effet, dans le présent travail nous avons assigné comme objectifs de :

= Décrire le nouveau coronavirus sur tous les plans, structural, génétique et fonctionnel
afin de mieux connaitre ses caractéristiques et savoir 1’étendue de sa gravité.

= Definir les differents variants du COVID-19 et leurs différentes caractéristiques ainsi
que chaque propre épidémiologie.



Identifier les facteurs de risque et les prédispositions génétiques qui puissent
contribuer a augmenter soit le risque de I’infection soit la gravité de la pathologie.
Déterminer le polymorphisme 1/D de ’ECA1 dans une population des témoins et une
population des patients ayant contracté la Covid19.

Comparer entre les fréquences génotypiques et alléliques entre les deux populations
d’étude.

Evaluer une éventuelle relation entre les alléles I ou D et I’infection par la covid19.
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Chapitre I Généralités sur le coronavirus

1.Généralités

La derniere menace pour la santé mondiale est I'épidémie en cours de la maladie
respiratoire qui a récemment recu le nom de maladie a coronavirus 2019 (Covid-19)
(OMS 2020).

Une nouvelle maladie respiratoire infectieuse a été découverte pour la premiére fois, dans la

province de Hubei, dans la ville chinoise de Wuhan, en décembre 2019 (Zhu et al, 2020).

C’était la premiére série d’infections dues a la transmission d’un animal a un homme a été
suivie d'une propagation rapide de la maladie parmi les humains. La maladie a été reconnue
comme étant causée par un nouveau coronavirus (SRAS-CoV-2) (Sever Acute Respiratory
Syndrom Coronavirus) et appelée maladie & coronavirus-19 (COVID-19). L'infection s'est

propagée en Chine et dans le monde entier, et elle a été déclarée pandémique par

I'Organisation mondiale de la santé (OMS) le 2 mars 2020 (Lai et al, 2020).

2.Proprietés virales

La COVID-19 est une maladie respiratoire virale causée par un nouveau coronavirus, appelé
le coronavirus associé au SARS (SARS-CoV-2). COV a été identifié pour la premiére fois
dans les années 1930 chez des volailles domestiques. La famille des Coronaviridae
comprend quatre genres, alpha, béta, delta et gamma coronavirus. Avant 1’apparition de ce
nouveau coronavirus, six d’entre eux étaient connus pour étre responsables d’infections
humaines : 02 alphacoronavirus (HCoV-NL63 ; HCoV-229E) et 04 bétacoronavirus (HCoV-
OC43. HCoV-HKUI. SARS-CoV-1. MERS-CoV) (Zhu, 2019).

L’analyse phylogénétique des génomes des coronavirus a révéleé que le SARS-CoV-2 est un
nouveau membre du genre betacoronavirus, qui comprend également le coronavirus associé
au syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-1), celui lié au syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS-CoV).

A ce jour donc, Sept virus de la famille des Corona sont connus pour provoquer des maladies
chez ’homme : quatre d’entre eux provoquent des symptdmes de rhume et trois ont subi
récemment des mutations qui leur permettent de provoquer des atteintes respiratoires plus

graves, tres épidémiques :
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e Le SARS-CoV Il a été identifié en 2002-2004, en Afrique Centrale, cause d’une épidémie
de syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS).
e Le MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome) a été identifié en 2012 au Moyen-
Orient ou il provoquait des syndromes respiratoires. Depuis, 27 pays ont signalé des
infections par MERS-Cov.

e Le SARS-CoV-2 est identifié fin 2019 comme la cause de la maladie COVID- 19 qui aurait
débuté a Wuhan en Chine et s’est propagé dans le monde entier provoquant une pandémie
qui dure jusqu’a ce jour, faisant, au 7 juillet 2020, 11. 626. 759 nouveaux cas et 538. 190
déces, dans 196 pays (Tang et al .2020).

2.1 Structure

Le virus est sphérique et enveloppé, comprend de I’extérieur vers I’intérieur, la
glycoprotéine Spike (S) (donne I’aspect en couronne au virus en microscopie €lectronique),
I’enveloppe, la membrane et la nucléocapside elle-méme, icosaédrique a symeétrie cubique.
Cette derniere contient une molécule de génome viral : de I’acide ribonucléique (ARN)

monocaténaire, non segmenté et positif (29 881 paires de bases). (Jia et al ,2005)

2.2 Génome

En tant que nouveau bétacoronavirus, le SRAS-CoV-2 partage 79% d'identité de séquence
génomique avec le SRAS-CoV et 50% avec le MERS-CoV. Son organisation génomique est
partagée avec d'autres bétacoronavirus. Les six cadres de lecture ouverts fonctionnels (ORF)
sont disposés dans I'ordre de 5 'a 3' (Chan. 2020). La plupart des protéines codées par SARS-
CoV-2 ont une longueur similaire aux protéines correspondantes dans SARS-CoV. Sur les
quatre genes structuraux, le SRAS-CoV-2 partage plus de 90% d'identité d'acides aminés
avec le SRAS-CoV, a l'exception du géne S, qui diverge (Lu et coll .2020) (Zhou. et al,
2020).

Le gene de réplicase couvre les deux tiers du génome 5 'et code pour une grande polyprotéine
(pplab), qui est clivée protéolytiquement en 16 protéines non structurales impliquées dans
la transcription et la réplication du virus.

La plupart de ces protéines non structurales du SRAS-CoV-2 ont une identité de séquence
d'acides aminés supérieure a 8 5% avec le SRAS-CoV (Chan, 2020).
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Figure 1: Représentation schématique d’une particule virale et de ’ARN génomiqueet des
ARN subgénomiques d’un coronavirus prototype (Tratner, 2020)

A. Représentation schématique d’une particule virale. L’enveloppe est formée des protéines S
(spike), M et (M’'membranaires) et E (enveloppe). La nucléocapside (NC), formée par 'ARN
génomique associé a la protéine N, est contenue dans la capside, elle-méme entourée de
'enveloppe.

B. Structure schématique de 'ARN génomique et des ARN subgénomiques d’un coronavirus
prototype. L'ARN génomique (brin+) code pour les protéines d’enveloppe et de
nucléocapside ainsi que pour la réplicase, transcrite a partir de 'ORF (open reading frame)
1a puis de 'ORF 1b par changement de phase de lecture. La polyprotéine produite par 'ORF
la/lb est ensuite protéolysée en diverses protéines qui forment le complexe réplicatif. Les
protéines structurales S, M, N et E sont traduites a partir de la premiere phase de lecture
(envert) des ARN minitiés en aval dans la séquence génomique du coronavirus. A I'extrémité
5 des ARN, une séquence 5 leader est présente, identique a I'extrémité 5 de 'ARN

génomique (boite rouge).

2.3 La reéplication et pathogeneése
Le cycle de multiplication sars-cov-2 dans la cellule comprend I’attachement, la pénétration,
la décapsidation, puis la synthése des macromolécules (proteines et acides nucléaires) en
trois étapes : précoce-immédiate, immédiate et tardive. Ces synthéses permettront
d’assembler des nucléocapsides, puis d’envelopper et de libérer des virions infectieux en
méme temps que les décompositions cellulaires infectées. Ce cycle lytique existe dans les

cellules respiratoires infectées par le virus.
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Le virus s’attache spécifiquement au récepteur de la cellule sensible grace a une interaction
de haute affinité entre la protéine S virale et I’ACE2 (Angiotensin-converting enzyme),
récepteur cellulaire de 1’hote. En effet, la protéine S est constituée de deux sous-unités
fonctionnelles : la sous-unité S1 permet la liaison du virus au récepteur de la cellule hote et
la sous-unité S2 assure la fusion de I’enveloppe virale et la membrane cellulaire. Le clivage
de la protéine S par les proteases de la cellule héte active la fusion au niveau de deux sites
en tandem, heptad repeat 1 (HR1) et HR2. Ainsi, ’ARN viral est libéré dans le cytoplasme.
Le complexe réplication-transcription (RTC) assure la réplication du génome, la synthese
des protéines. Les protéines de structure s’auto-assemblent en capsomeres puis en
nucléocapside par intégration du génome répliqué. Formation de bourgeons, les vésicules

contenant les virions fusionnent avec la membrane plasmique pour étre libérées (Yu, 2020).
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Figure 2 : Cycle virale du sars-cov-2 (Kumar, 2020)
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2.4 La période d’incubation

C’est I’intervalle entre la date d’un premier contact potentiel avec un patient suspect ou
confirmé de Covid-19 et la date d’apparition des signes cliniques, notion importante pour
déterminer la durée de 1’isolement afin de contrdler la propagation de I’infection. La période
d’incubation varie de deux a quatorze jours (médiane cing jours). Or, I’étude de Guan et al.,
réalisée sur un large échantillon, a suggéré une moyenne de trois jours, avec une extréme

arrivant a 24 jours (Backer et al, 2020).

3. Epidémiologie de la COVID-19 due aux différents variants

3.1 Les differents variants de sars cov 2

les virus évoluent avec le temps par des mutations, il faut donc s’attendre a 1’émergence de

nouveaux variants.

- Les variants peuvent présenter une ou plusieurs mutations. Les mutations peuvent rendre
le virus plus facilement transmissible, augmenter la gravité de la maladie ou influer sur

I’efficacité des tests de diagnostic, des traitements ou des vaccins

- Si ces variants augmentent le risque pour la santé humaine, ils sont considérés comme des
variants préoccupants. Quand il y a beaucoup d’infections dans une population, la probabilité

que le virus mute augmente (OMS, 2021).

L'OMS, en collaboration avec les autorités nationales, les institutions et les chercheurs,
évaluent systématiquement si les variantes du SRAS-CoV-2 modifient la transmission ou les
caractéristiques de la maladie, ou ont un impact sur les vaccins, les thérapies, les diagnostics
ou les mesures de santé publique et sociales (MSPS) appliquées par les autorités nationales
pour contrbler la maladie diffusée. Des systémes ont été mis en place pour détecter les
signaux des variantes potentiellement préoccupantes (VP) ou variantes d'intérét (V1) et les
évaluer en fonction du risque posé pour la santé publiqgue mondiale. Au fur et & mesure que
ces risques évoluent, I'OMS met a jour la liste des VVPs et VIs mondiaux (tableau 2) pour
soutenir la définition des priorités en matiére de surveillance et de recherche, et finalement

orienter les stratégies de riposte (OMS, 2021).
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Tableau 1 : Variants préoccupantes et variantes intéressantes du SRAS-CoV-2 (OMS, 2021)

Généralités sur le coronavirus

Variants Type Nomenclature | Premiers Date de
des clades et | échantillons | désignation
lignages documentés

Alpha Variantes GR/501Y.V1 | Royaume-Uni, | 18-Dec-2020

préoccupantes Sep-2020

Béta Variantes GH/501Y.V2 Afrique  du | 18-Dec-2020

préoccupantes Sud,
Mai-2020

Gamma Variantes GR/501Y.V3 Brésil, 11-Jan-2021

préoccupantes Nov-2020

Delta Variantes G/AT8K.V1 Inde, 11-Mai-2021

préoccupantes Oct-2020

Epsilon Variantes GH/452R.V1 Etats-Unis 5-Mar-2021

d'intérét d'Amérique,
Mar 2020

Zéta Variantes GR/484K.V2 Brésil, 17-Mar-2021

d'intérét Avr-2020

Eta Variantes G/484K.V3 Plusieurs pays, | 17-Mar-2021

d'intérét Dec-2020

Héta Variantes GR/1092K.V1 Philippines, 24-Mar-2021

d'intérét Jan-2021

lota GH/253G.V1 24-Mar-2021
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Variantes Etats-Unis
d'intérét d'Amérique,
Nov-2020
Kappa Variantes G/452R.V3 Inde, 4-Avr-2021
d'intérét Oct-2020
Lambda Variantes GR/452Q.V1 Pérou, 14-Juin-2021
d'intérét Aout-2020

Gréace a des études récentes sur les souches, des variables inquiétantes se sont vu attribuer

plusieurs caractéristiques (tableau), ce qui permet de savoir beaucoup sur le mode de

propagation et d'essayer de trouver des moyens de le contréler (OMS, 2021).

Tableau 2 : Résumé des caractéres des variantes préoccupantes du SRAS-CoV-2 (OMS,

2021)

Alpha

Béta

Gamma

Delta

Transmissibilit

Augmentation

Transmissibilit

Transmissibilit

Augmentation

é de la|é accrue | é accrue | de la
transmissibilité | (Tegally H et | (Curran et al, | transmissibilité
et du taux | al, 2021). 2021). et du taux
d'attaque d'attaque
secondaire secondaire
(Buchan SA et (Cherian al,
al, 2021). 2021).

Gravité de la | Risque accru | Non confirmé, | Non confirmé, | Non confirmé,

maladie d'hospitalisation | risque  accru | risque  accru | risque  accru
, risque accru | possible de | d'hospitalisatio | d'hospitalisatio

de
gravité et de
mortalité (OMS,
2021)

possible

mortalité a
I'népital
(Pearson,
2021).

n possible
(Funk et al,
2021)

n possible
(PHE, 2021).
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Risque de | Activité Réduction de | Réduction Réduction de

réinfection neutralisante I'activite modérée de | l'activité
conservée, le | neutralisante I'activité neutralisante
risque de | signalée ; La | neutralisante signalée
réinfection reste | réponse  des | signalée (Planas D et al,
similaire lymphocytes T | (Naveca F et al, | 2021)

(Gallais F et al, | provoquée par | 2021)
2021). le virus D614G
reste  efficace
(Wibmer CK et

al, 2021)
Impacts sur Impact limité — | Aucun impact | Aucun signalé | Aucun signalé
Diagnostique Echec de la|sur la RT-PCR | ace jour ace jour

cible du géne S | ou les Ag RDT
(SGTF) ; aucun | observés (Li R
impact sur le | etal, 2021)
résultat global
de la RT-PCR a
cibles multiples,
Aucun  impact
sur les Ag
observé (OMS,
2021)

3.2 Epidémiologie des déférentes variants de la COVID-19

Les variants du COVID-19 se sont propagés a une vitesse inhabituelle, occupant presque

toutes les regions du monde de maniere terrible (Figure 3).
Comme il a été indiqué dans les statistiques du mois de juin 2021 qu'il est en

La Région africaine a notifié plus de 132 000 nouveaux cas et plus de 1 900 nouveaux cas
déces, une augmentation de 39 % et 38 % respectivement par rapport a les semaines

précédentes, la plus forte augmentation en pourcentage signalée dans le monde (OMS,2021).

11
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La Région des Amériques a signalé plus de 1,1 million de nouveaux cas et plus 30 000
nouveaux déces, un nombre similaire de cas et une baisse de 4% des décés par rapport a les

semaines précédentes (OMS,2021).

Apres deux mois de baisse de l'incidence hebdomadaire des cas, I'Est La Région
méditerranéenne a notifié plus de 195 000 nouveaux cas et plus de 3 400 nouveaux cas déces,

nombres similaires a ceux de les semaines précédentes (OMS,2021).

La Région européenne a notifié plus de 324 000 nouveaux cas et plus de 6 400 nouveaux cas
déces, une baisse de 6 % et de 12 % respectivement par rapport a les semaines précédentes
(OMS,2021).

La Région de I'Asie du Sud-Est a notifié plus de 600 000 nouveaux cas et plus de 19 000
nouveaux déeces, respectivement une baisse de 21 % et de 26 % par rapport a les semaines
précédentes (OMS,2021).

La Région du Pacifique occidental a signalé un peu moins de 124 000 nouveaux cas, un
nombre a la semaine précédente, et un peu plus de 2000 nouveaux déces, une augmentation
de 9% par rapport a la semaine précédente. Alors que la Région a signalé une baisse tendance
au cours des deux dernieres semaines, certains pays, dont Fidji, la Mongolie et Singapour a
enregistré une augmentation du nombre de cas cette semaine par rapport a les semaines
précédentes (OMS,2021).

12
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D Alpha (170 pays) : Béta (119 pays)

D Gamma (71 pays) Delta (85 pays)

Figure 3: Pays, territoires et zones signalant des variants Alpha, Béta, Gamma et Delta
(OMS, 2021)

3.3 Le taux de létalité

Le taux de 1étalité d’une infection représente la probabilité de mourir pour une personne
infectée, qu’elle aille ou non a I’hopital. Le taux de 1étalité des cas (sous-entendu cliniques)
concerne quant a lui la probabilité de mourir pour une personne infectée qui est suffisamment
malade pour se présenter dans un hopital ou une clinique. Ce taux est donc plus élevé que le
taux de létalit¢ de D’infection, car les personnes qui se présentent a [’hopital sont
généralement plus gravement malades. Il est plus adapté de I'utiliser dans le cadre d’un
dépistage de masse, tandis qu’il sera plus important en cas de diagnostic ciblé chez les

malades présentant des symptomes et des facteurs de risque.

Le 30 mars 2020, une modélisation réalisée a partir de 44 672 cas confirmés a travers le
monde dont 1 023 déceés estimait un taux de létalité ajusté de 1,4 %, atteignant 6,4 % dans
la population agée de plus de soixante ans (Verity et al, 2020)

13
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3.4 Mode de transmission

Selon les informations disponibles jusqu’a présent, la covid-19 se propage de fagon
prédominante :
o Par les gouttelettes respiratoires générées lorsqu’une personne infectée parle, tousse ou
éternue
« Par contact étroit et prolongé entre les personnes (moins de 2 métres, plus de 15 minutes)
o Par des aérosols crées par la toux, les éternuements et la respiration, entre autres
o Par contact indirect ou surfaces et objets contaminés (ASPAM, 2020)
Le risque de transmission est augmenté dans des espaces restreints, ventilés de facon
inadéquate, a forte densité d’occupants et lorsque la durée d’exposition est prolongée
Le virus peut se propager lorsque de petites particules liquides sont expulsées par la bouche
ou par le nez quand une personne infectée tousse, éternue, parle ou respire profondément.
Ces particules liquides sont de différentes tailles, allant de grosses « gouttelettes
respiratoires » a des « aérosols » plus petits.
La transmission par aerosols peut se produire dans des contextes spécifiques, en particulier

dans des espaces intérieurs, bondés et insuffisamment ventilés.

La COVID-19 soit contractée lorsque le virus entre dans la bouche, le nez ou les yeux (WHO,
2020).

3.5 Réservoir du virus

Les chauves-souris sont des hotes naturels importants des alphacoronavirus et des
bétacoronavirus. Le plus proche parent du SRAS-CoV-2 connu a ce jour est un coronavirus
de chauve-souris détecté chez Rhinolophus affinis de la province du Yunnan, en Chine,
nommé " RaTG13 ", dont la séquence du génome pleine longueur est identique a 96,2% a
celle du SRAS-CoV-2. Ce virus de chauve-souris partage plus de 90% d'identité de séquence
avec le SRAS-CoV-2 dans tous les ORF du génome, y compris le S et 'ORF8 hautement
variables (Zhou et al, 2020).

Au-dela des chauves-souris, les pangolins sont un autre hote faunique probablement lié au
SRAS-CoV-2. Virus multiples liés au SRAS-CoV-2 ont été identifiés dans les tissus de
Malayen pangolins passés en contrebande en provenance d’Asie du Sud - Est dans le sud de
la Chine de 2017 a 2019 (Liu et al, 2020) (Lam, 2020).

14



Chapitre I Généralités sur le coronavirus

Les données disponibles sont insuffisantes pour interpréter les pangolins comme I'h6te
intermédiaire du SRAS-CoV-2. Jusqu'a présent (Mars2021), aucune preuve n'a montré que
les pangolins étaient directement impliqués dans I'émergence du SRAS-CoV-2 (Shi J et coll,
2020).

4. les symptomes

Les symptémes du COVID-19 vont de la fievre a la toux séche, fatigue, congestion,
maux de gorge et diarrhée pour pneumonie. Bien que des études récentes fournissent des
preuves d’un grand nombre de patients qui ne présentent pas de symptdmes qui sont le
principal réservoir de développement de I’infection. Les affections graves peuvent
rapidement se transformer en syndrome de détresse respiratoire, qui peut étre mortel (Lai et
all, 2020). La période d’incubation est en moyenne de 4 a 5 jours avec une apparition des

symptomes qui débute au 5° jour en moyenne apres la contamination.

Tableau 3: manifestations cliniques (OMS, 2021)

Type de symptome Example
Les symptomes les plus courants . Fiévre
. Toux seche
. Fatigue

Symptdmes moins courants peuvent | . Perte du goit et de I’odorat

toucher certains patients . Congestion nasale

. Conjonctivite (yeux rouges)

. Mal de gorge

. Maux de téte

. Douleurs musculaires ou articulaires
. Différents types d’éruption cutanée

. Nausées ou vomissements

. Diarrhée

. Frissons ou vertiges

Les symptomes grave de COVID-19 . Essoufflement
. Perte d’appétit

Douleurs ou sensation d’oppression
persistantes dans la poitrine

. Température élevee (supérieure a 38° C)
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D’autres symptomes moins courants . Irritabilité

. Etat confusionnel
Altération de la conscience (parfois
associée a des crises)
. Troubles anxieux
. Dépression

. Troubles du sommeil

Systemic Disorders Respiratory Disorders
Fever, Cough, Fatigue, Rhinorrhoea,
Sputum Production, Sneezing, Sore Throat
Headache L)
% ,g Pneumonia
Haemoptysis, . ‘<};§,

Acute Cardiac Injury Ground-glass Opacities

Hypoxemia ~
RNAaemia, Acute

Dyspnoea, R Respiratory Distress
Lymphopenia Syndrome

Diarrhoea

Figure 4: Les symptdmes du covid-19 (Kumar, 2020)
4.1 Populations particuliéres a risque

Toute la population est a risque de maladie covid-19. Toutefois, certains sujets sont plus

susceptibles d’avoir de graves formes d’admissions réanimation ou de déces :

e Les personnes de plus de 65 ans

e Les personnes atteintes d’une maladie chronique ou fragilisant leur systéme
immunitaire (notamment antécédents cardiovasculaires, diabéte et obésité, pathologies
chroniques respiratoires, cancers, insuffisance rénale, cirrhose, splénectomie,

drépanocytose...)
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« Les femmes enceintes au 3°™ trimestre de grossesse. (OMS, 2020)
5. Tests et Diagnostic
Le diagnostic de I’infection COVID-19 peut-étre réalisé de deux maniéres :
e Soit en identifiant directement un élément spécifique de la structure virale, ou en isolant
le virus sur la culture cellulaire
e Soit indirectement en détectant des anticorps spécifiques produits par une personne
infectée. (OMS, 2020)

5.1 Test pour confirmation (RT-PCR)

Dans la plupart des cas, un test moléculaire est utilisé pour détecter le SRAS-CoV-2 et
confirmer I’infection. La réaction polymere en chaine (PCR) est 1’essai moléculaire le plus
couramment utilisé. Des échantillons du nez et/ou de la gorge sont préleves avec un
écouvillon. Les tests moléculaires détectent le virus dans 1’échantillon en amplifiant le
matériel génétique viral & des niveaux détectables. Pour cette raison, un test moléculaire est
utilisé pour confirmer une infection active, généralement dans les quelques jours suivant

I’exposition et autour du temps les symptomes peuvent apparaitre (OMS, 2020).

5.2 Test antigénique

» Les tests antigenes rapides (parfois appelés tests diagnostiques rapides - TDR)
détectent les protéines virales (appelées antigenes). Est un test direct manuel, sur un
boitier en plastique, ressemblant a un test de grossesse, ils sont vendus en pharmacie.
Un prélévement sanguin est nécessaire et doit étre appliqué dans le puit réservé a cet
effet, la réaction obtenue aprés quelques minutes (de 10 a 30 minutes) est affichée
sous forme de barres qui apparaissent sur le boitier et indiquent la présence ou
I’absence des IgM et des IgG, un TDR négatif n’indique pas 1’absence de
contamination (OMS, 2020)

» Tests antigéniques : ce test détecte le virus directement dans un préléevement
nasopharyngé, en vérifiant la présence de protéines spécifiques au SARS-CoV-2. Ces
tests sont moins chers que la PCR et offriront des résultats plus rapidement, ils
peuvent étre "assez douloureux™, mais "ils sont plus efficaces car ils sont réalisés
dans les zones ou le virus se multiplie le plus. Bien qu'ils soient généralement moins

précis. Ces tests fonctionnent mieux (OMS, 2020)

Les tests salivaires constituent une alternative prometteuse aux prelevements nasopharyngés

pour le diagnostic du Covid-19. Toutefois, de plus amples recherches sont nécessaires avant
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d'introduire de maniére plus systématique les échantillons de salive dans les diagnostics du
SARS-CoV-2 (banet, 2020).

*Les tests sérologiques peuvent aider a diagnostiquer des infections aigues tardive (RT-PCR
négative ou non faite), ils sont importants pour diagnostiquer des infections guéries non

diagnostiquées au paravent

*Le test diagnostique moléculaire, la RT-PCR, reste le « Gold standard » pour le diagnostic

biologique, il permet la détection précoce de la COVID-19.

*la sérologie et les tests moléculaires sont tous deux importants dans les efforts actuels pour

diagnostiquer, traiter et limiter la propagation du SARS-CoV-2 (Amhis, 2020).

6. Vaccination

Actuellement il existe beaucoup de vaccins qui sont utilisés. Le premier programme de
vaccination de masse a débuté début décembre 2020, et le nombre de doses de vaccination
administrées quotidiennement est mis a jour. Au moins 13 vaccins différents ont éte

administrés (sur 4 plateformes).

Comme les vaccins COVID n’ont été mis au point que ces derniers mois, il est trop tot pour
dire combien de temps dureront les vaccins COVID-19. Des recherches sont en cours pour
répondre a cette question. Cependant, il est encourageant que les données disponibles
suggerent que la plupart des personnes qui se rétablissent de COVID-19 développent une
réponse immunitaire qui fournit au moins une certaine période de protection contre la

réinfection. (Annexe 3) (Annexe 5)

7. Différences entre la grippe et le covid-19

Durée d'incubation. La grippe a une période d'incubation plus courte que le Covid-19 :
entre 1 et 3 jours pour la grippe contre 3 a 5 jours (parfois jusqu'a 14 jours) pour le Covid-
19.

Rapidité de transmission. Le coronavirus a un intervalle sériel (rapidité de transmission du
virus entre 2 cas qui se suivent sur la chaine de transmission) de 5 a 6 jours tandis que la
grippe a un intervalle sériel de 3 jours. La grippe se propage donc plus rapidement que le
Covid-109.
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Taux de reproduction. Le taux de reproduction du Covid-19 (nombre d'infections

secondaires provoquées par un individu infecté) est 2 fois a 2.5 fois plus élevé que celui de
la grippe.
Personnes touchées. Les enfants sont des vecteurs importants de transmission du virus de

la grippe dans leur entourage. Pour le Covid-19, les études indiquent que les enfants sont
moins touchés que les adultes et que les taux d'attaque cliniques chez les 0-19 ans sont bas.

Complications. Le Covid-19 a des taux de formes sévéres et de complications plus élevés
que la grippe. Parmi les complications d'une infection au coronavirus : syndrome de détresse

respiratoire aigu, insuffisance rénale aigué voire défaillance multi-viscérale...

Mortalité. A date, 30 950 personnes sont décédées du Covid-19 en France. La grippe, elle,
tue chaque année "entre 10 000 a 15 000 déces, principalement chez les sujets fragiles” en

France, selon I'Institut Pasteur.

Vaccin. Plusieurs dizaines de vaccins contre le Covid-19 sont en cours de mise au point,
mais il n'y a actuellement aucun vaccin contre cette maladie. En revanche, chaque année, un

vaccin contre la grippe est disponible.

Traitements. Plusieurs traitements contre le Covid-19 font actuellement I'objet d'essais
cliniques, mais aucun traitement homologué n'est disponible. En revanche, il existe des

antiviraux contre le virus de la grippe (Pierre, 2020)

19



CHAPITRE
|

Coronavirus et
prédispositions

genetiques



Chapitre I'I Coronavirus et prédispositions génétiques

Coronavirus et prédispositions genétiques

La maladie de la covid 19 peut se manifester sous plusieurs formes selon des symptémes qui
apparaissent aprés incubation. Afin d’expliquer certains cas séveres de la maladie il a été
observeé que 95 % des malades présentant des formes graves ont des facteurs de risques bien
identifiés : ils ont plus de 50 ans ou des comorbidités, parfois les deux. Des scientifiques
s’interrogent sur 1’existence de facteurs génétiques favorisant les cas graves de Covid-19.
Une hypothese qui pourrait expliquer pourquoi des personnes jeunes ou en bonne santé sont
parfois durement touchées. Et si 1’'un des mystéres du Covid-19 se cachait dans les genes

humains (ferney, 2020).

1. Facteurs de risque du covid-19

1.1 4ge

Les scientifiques ont utilisé un modele pour comprendre si la susceptibilité a I'infection
pouvait a elle seule expliquer la distribution de la mortalité observée dans trois pays,
le Japon, I'ltalie et I'Espagne (WHO, 2020). Malgré les différences entre pays, la distribution
de la mortalité selon les tranches d'age est comparable entre ces trois pays. Les chercheurs
en concluent que la susceptibilité a I'infection ne varie pas avec I'age. Cela ne permet pas
d'exclure totalement que les personnes agees soient plus sensibles a I'infection, mais cela ne
semble pas influer de facon significative le nombre de patients touchés par la Covid-19
(Kern, 2020).

Si la susceptibilité ne varie pas avec I'age, la sévérité de la maladie, l'apparition des
symptomes et la mortalité sont, quant a elles, bien reliées a I'dge des malades. L’age constitue

alors 1’un des facteurs de comorbidité les plus importants (Kern, 2020).

1.2 Sexe

Les données de recherche « Global Health 50/50, 2020 » confirment que les hommes
développent plus souvent des formes séveres de COVID-19 et décédent plus fréqguemment
de l’infection. Ainsi, la probabilité de décéder de la COVID-19 pour les hommes infectés
est plus élevée en Suisse, aux Pays-Bas et en Thailande par rapport aux femmes infectées

(Global Health 50/50, 2020). A I’échelle européenne, la proportion d’hommes hospitalisés
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en unité de soins intensifs est plus élevée, s’¢élevant a 70—80% sur 1’ensemble des cas des

deux sexes (Steck,2021)

Les raisons exactes de cette différence entre les sexes sont encore obscures. Sur la base des
données de 1’épidémie de SARS dans les années 2002/2003, il est suspecté que le récepteur
de ’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA-)2, qui est présent a la fois dans le sang
et dans la membrane cellulaire, joue un réle central dans les différences entre les sexes. La
protéine permet la pénétration cellulaire du SARS-CoV-2 (Gebhard, 2021).

Une étude récemment publiée a montré que les hommes atteints d’insuffisance cardiaque
chronique présentent des concentrations sanguines d’ECA-2 plus élevées que les femmes
atteintes d’insuffisance cardiaque. De méme, la concentration sanguine d’ECA-2 augmente

plus fortement chez les garcons durant la puberté que chez les filles (Swérd, 2020)

Des études expérimentales chez I’animal laissent en outre a penser que les cestrogenes
abaissent a la fois I’expression de I’ECA-2 dans la membrane cellulaire et inhibent
I’interaction du SARS-CoV-2 avec I’ECA-2 dans les poumons (Cathérine 2021).

1.3 Groupes sanguins

Une autre piste génétique pourrait étre a I'origine de la sensibilité au COVID-19. Il s’agit
du groupe sanguin ABO, un caractére génétiquement déterminé dont I’expression est trés
polymorphe. Une étude évaluant 1’association entre I’infection au SARS-CoV et le groupe
sanguin avait indiqué que les individus portant le groupe sanguin O présentaient un risque
plus réduit (OR, 0.18; IC & 95%, 0.04-0.81). D’autres études avaient constaté que les
anticorps anti-A pourraient bloquer spécifiquement 1’interaction entre la protéine S du
SARS-CoV et le récepteur ACE2. Méme conclusion dans une étude cas-témoins qui avait
constaté que les individus de groupe sanguin A avaient plus de risque par rapport aux
individus de groupe sanguin non-A, tandis que les individus de groupe sanguin O étaient
moins susceptibles d'étre infectés (Zhao, 2020).

1.4 HLA

Une attention particuliere est accordée au systeme d'antigene leucocytaire humain
(HLA). Dans plusieurs pathologies virales, les mutations dans les genes HLA influencent
la réponse du systéme immunitaire et influencent la sévérité de la maladie. D’autant plus
gue ces genes sont caractérisés par leur grande diversité allélique. Une étude se basant une

analyse in silico qui a évalué 1’affinité de liaison entre les peptides immunogenes dérivés
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du virus SARS-CoV-2 et les molécules HLA de classe | codées par 145 genotypes avait
montré que I’alléle HLA-B*46:01 présente moins de peptides de liaisons pour le virus. A
l'inverse, 1’allele HLA-B*15:03 présente des peptides SARS-CoV-2 hautement conservés.
On pourrait conclure que les individus porteurs de 1’alléle HLA-B*15:03 seraient protégés
contre le COVID19 alors que les porteurs de 1’allele HLA-B*46:01 pourraient étre
particulierement vulnérables (Nguyen, 2020).

2. Antécédents des maladies et atteinte par la Covid 19
2.1 Insuffisance cardiaque et hypertension
Plusieurs études ont montré que les patients hypertendus qui ont eu des résultats COVID-19

positives pires que ceux sans hypertension (Kang et al. 2021).
2.2 Obésite sévere

L’obésité considérée comme un risque depuis la premiere vague, Plus de 50% des patients
hospitalisés en soins intensifs pour une forme grave du Covid-19 au présentaient un indice
de masse corporelle supérieur a 30 (Simonnet, 2020). "Une obésité (IMC> 30) et une obésité
sévere (IMC> 35 kg) sont respectivement présentes dans 47,6% et 28,2% des cas. Les
chercheurs constataient alors que 85% des patients ayant un indice de masse corporelle

supérieur a 35 avaient di étre placés sous respirateur (Simonnet, 2020).

Les personnes en surpoids (ou obéses) sont plus sensibles au coronavirus , car un surpoids
(ou une obésité) s'accompagne généralement d'une mauvaise respiration - essoufflement a
I'effort, diminution des capacités respiratoires, asthme, apnée du sommeil... ce qui favorise
le développement d'une détresse respiratoire en cas d'infection par le coronavirus (Simonnet,
2020) selon certaines études, L'obésité rendrait plus sensible aux infections virales et
bactériennes en atteignant directement le systéme immunitaire : une porte ouverte au Covid-
19.

Les scientifiques ont observé que les personnes en situation de surpoids ou d'obeésité
souffrent souvent de maladies associées en particulier, de pathologies cardiovasculaires et
diabéte. Celles-ci constituent des comorbidités pour la maladie, et contribuent au

développement de symptdmes séveres du coronavirus (Topsante.com 2021).
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2.3 Diabéte et risque d’infection

Selon les données actuelles, les personnes diabétiques ne semblent pas étre plus susceptibles
a I’infection par le SARS-CoV-2. Les méta-analyses des études chinoises ont montré que la
prévalence du diabéte chez les patients atteints de Covid-19 était entre 8 et 10 % ce qui

correspond & la prévalence du diabéte dans la population générale (Fadini, 2020).

Les mémes constatations ont été observées dans la population italienne et américaine ou la
prévalence du diabete chez les patients atteints de Covid-19 : 8,9 % pour la cohorte italienne
et 10,9 % pour la cohorte américaine était identique a la prévalence du diabete dans la
population générale, Par contre, les formes séveres et la mortalité sont plus élevées chez les
diabétiques (Docherty, 2020).

L’age avancé, I’hypertension artérielle, les maladies cardiovasculaires et 1’obésité
étroitement liés au diabéte sont des facteurs de risque qui expliquent en partie la sevérité de
Covid-19 chez les patients diabétiques. Cependant, le diabéte est un facteur de risque
indépendant de sévérité de I’infection. Plusieurs mécanismes sont incrimings : forte affinité
et entrée cellulaire du virus, diminution de la clearance du virus, diminution de la fonction
des lymphocytes T. En outre, le diabéte est un état pro-inflammatoire et pro-coagulant avec
production excessive de cytokines notamment 1’interleukine-6, ce qui prédispose les patients

diabétiques au choc cytokinique de I’infection Covid-19 (Wu, 2020).

L’enzyme de conversion de I’angiotensine de type 2 (ACE2) semble jouer un role
particulier dans la susceptibilit¢ du sujet diabétique a I’infection Covid-19. L’ACE2
exprimée au niveau des poumons, du cceur, des vaisseaux, des reins, du pancréas et de
I’intestin peut étre considérée comme une arme a double tranchant. D’une part, elle
catabolise I’angiotensine 2 en angiotensine {l- 7} qui a des effets bénéfiques
antiinflammatoires, antioxydants et vasodilatateurs contrecarrant les effets
proinflammatoires de 1’angiotensine 2 protégeant ainsi les poumons contre le syndrome de
détresse respiratoire aigu€ (SDRA) lors de I'infection Covid-19. D’un autre coté, I’ACE2
est le recepteur cellulaire sur lequel va se fixer le SARS-CoV-2 par le biais de sa protéine de
structure S (Spike) pour entrer au niveau de la cellule et se multiplier. Le virus est par la
suite libéré dans la cellule grace a I’action de protéases dont la Furin et TMPRSS2. Dans le
diabete, I’expression de I’ACE2 est diminuée, le SARSCoV-2 entraine également une
régulation vers le bas (down régulation) de I’ACE2 (Pal, 2020).
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On pourrait supposer que la diminution de I’expression de I’ACE2 serait bénéfique en
diminuant I’entrée cellulaire du virus, mais d’un autre c6té, la diminution de I’expression de
I’ACE2 favorise I’inflammation pulmonaire et le choc cytokinique et il semblerait que ce
soit plutot ce risque inflammatoire qui I’emporterait chez le diabétique et qui pourrait

expliquer la susceptibilité des patients diabétiques a I’infection Covid-19 (Pal, 2020).

Par ailleurs, I’expression de I’ACE2 par les cellules B pancréatiques peut favoriser leur
infection et leur destruction par le SARS-CoV-2 prédisposant ainsi au développement de
diabéte de novo. Des observations d’acidocétoses diabétiques séveéres au moment de
I’admission pour infection Covid-19 ont été rapportées. Les diabétiques qui ont des
comorbidités associées cardiovasculaire, respiratoire ou rénale sont plus a risque (Bornstein,
2020).

2.4 Maladies rénales et hépatiques

Des les premiers mois de la pandémie, plusieurs études ont rapporté une atteinte rénale
extrémement fréquente chez les patients atteints de COVID-19. Cette atteinte peut se
présenter sous forme d’une insuffisance rénale aigué (5-35% des patients), d’une hématurie

(30-40%) et/ou d’une protéinurie (40- 65%) (Cheng, 2020).

Cette atteinte rénale est associée a la survenue de complications majeures, dont
I’insuffisance respiratoire, le besoin de ventilation mécanique invasive et le déces,

indépendamment des comorbidités et autres facteurs de risque (Gross, 2020).

Les mécanismes et le type d’atteinte rénale au cours de l’infection par le nouveau
coronavirus restent a déterminer. L’analyse par PCR d’organes de patients décédés de la
COVID-19 a révelé que les reins sont parmi les organes-cibles les plus fréquemment

touchés par le virus, apres les poumons (Puelles, 2020).

La fréquence ¢élevée de I’atteinte rénale est expliquée par la présence du récepteur viral
ACE2 et de ses co-récepteurs a la surface de cellules rénales. Le virus est ainsi susceptible
d’affecter plusieurs compartiments du rein, dont les glomérules, 1’endothélium et le tubule

proximal (Varga, 2020) (Farkash, 2020).

Des données récentes, non encore publiées, suggerent une dysfonction tubulaire proximale
tres fréquente chez les patients avec COVID-19, causant protéinurie de bas poids
moléculaire  (béta-2-microglobulinurie),  aminoacidurie,  hypophosphatémie et

hypouricémie dans un bon nombre de cas. Ces anomalies, exceptionnelles dans la
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population générale, sont spécifiques de la COVID-19 et sont associées a un pronostic
défavorable. 11 est donc hautement probable que 1’atteinte rénale par le coronavirus puisse

aider a un diagnostic précoce, et qu’elle soit un marqueur fiable de la sévérité de la COVID-

19.(Morelle et al., 2020).

2.5 Anomalies génétiques

Le premier article publié dans Science décrit ainsi des anomalies géenétiques chez des
patients atteints de formes séveres de Covid-19 au niveau de 13 genes déja connus pour régir
la réponse immunitaire contrdlée par les IFN de type | contre le virus grippal. Des mutations
de ces génes sont la cause de certaines formes sévéres de grippe. La principale conséquence
de ces mutations est un défaut de production des IFN de type I. C'est, par exemple, ce qu'ont
montré les laboratoires d'Ali Amara et Vassili Soumelis (2020) a I'Institut de Recherche
Saint Louis a partir des cellules d'un patient porteur d'une mutation dans le gene IRF7(Zhang,
2020).

Quel que soit leur age, les personnes porteuses de ces mutations sont plus a risque de

développer une forme potentiellement mortelle de grippe ou de Covid-19 (Inserm, 2020).

2.6 Enzyme de conversion de I’angiotensine

Le systéeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (RAAS) semble jouer un rdle important dans
la pathogenése de la COVID-19. L’enzyme de conversion de ’angiotensine (ACE ou
ACE1) catalyse la synthése de 1’angiotensine-11 (Ang-1I) a partir d’Ang-I, et ACE2
hydrolyse Ang-1l en Ang-1-7. Ang-ll se lie au récepteur ATl conduisant la
vasoconstriction, la fibrose, I’inflammation, la thrombose, entre autres réponses, tandis que
Ang-1-7 se lie au récepteur AT2 avec une vasodilatation accrue et une fibrose, une
inflammation et une thrombose réduites. L’ACE et ’ACE2 sont ainsi considérés comme
des acteurs opposés dans la balance qui détermine le risque de développer une hypertension
et une maladie cardiovasculaire. Dans les poumons, ACE2 entraine une réponse protectrice
en réduisant I’cedéme, la perméabilité et les 1ésions pulmonaires Il convient de noter que
I’hypertension et les maladies cardiovasculaires sont des comorbidités fréquentes de la
COVID-19 et sont fortement associées au risque d’hospitalisation et de décés chez les

personnes exposées au SARS-CoV-2 (Gémez 2020)
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3 Les mécanismes d’action du SARS-COV-2

Le cycle de vie du virus avec 1’hote comprend les 5 étapes suivantes : attachement,
pénétration, biosynthese, maturation et libération. Une fois que les virus se lient aux
récepteurs de 1’hote (attachement), ils pénétrent dans les cellules hotes par endocytose ou
fusion membranaire (pénétration). Une fois que le contenu viral est libéré a I’intérieur des
cellules hoétes, I’ ARN viral pénétre dans le noyau pour se répliquer. L’ARNm viral est utilisé
pour fabriquer des protéines virales (biosynthése). Ensuite, de nouvelles particules virales

sont fabriquées (maturation) et libérées.

Les coronavirus sont constitués de quatre protéines structurelles ; Spike (S),
membrane (M), enveloppe (E) et nucléocapside (N). Spike est composé d’une glycoprotéine
trimétrique transmembranaire dépassant de la surface virale, qui détermine la diversité des
coronavirus et du tropisme de 1’hote. Spike comprend deux sous-unités fonctionnelles ; s; la
sous-unité est responsable de la liaison au récepteur de la cellule héte et S, la sous-unité est
destinée a la fusion des membranes virale et cellulaire. L’enzyme de conversion de
I’angiotensine 2 (ACE2) a été identifiée comme un récepteur fonctionnel du CoV-SRAS.
L’analyse structurelle et fonctionnelle a montré que le pic pour le SARS-CoV-2 était
également lie a ACE2.

L’expression d’ACE2 était €¢levée dans les poumons, le coeur, 1’iléon, les reins et la vessie.

Dans le poumon, ACE2 est fortement exprimé sur les cellules épithéliales de poumon.

Apreés la liaison du SARS-CoV-2 a la protéine hote, la protéine spike subit un clivage de la
protéase. Un clivage séquentiel de la protéase en deux étapes pour activer la protéine spike
du COV-SRAS et du COV-MERS a été proposé comme modele, consistant en un clivage au
site de clivage S1/S2 pour I’amorgage et un clivage pour I’activation au site S'2, une position
adjacente a un peptide de fusion dans le SS» sous-unité. Apres le clivage sur le site de clivage
S1/S2, S1 et Sy les sous-unités restent non liées de maniére covalente et le S distal la sous-
unité contribue a la stabilisation du S ancré a la membrane, sous-unité a 1’état de perfusion.
Le clivage ultérieur au site S"2 actives vraisemblablement la pointe pour la fusion de

membrane par des changements conformationnels irréversibles (figure 5).

Le pic de coronavirus est inhabituel chez les virus car une gamme de protéases différentes
peut le cliver et I’activer. Les caractéristiques propres au SARS-CoV-2 chez les coronavirus

sont I’existence d’un site de clivage de la furine (séquence « RPPA ») sur le site S1/S2. Le
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site S1/S2 du SARS-CoV-2 a été entierement soumis au clivage pendant la biosynthése,
contrairement au pic du SRAS-CoV, qui a été incorporé dans 1’assemblage sans clivage.
Bien que le site S1/S2 ait également été soumis au clivage par d’autres protéases telles que
la sérine transmembranaire protéase 2 (TMPRSS2) et la cathepsine L, 1’expression

omniprésente de la furine rend probablement ce virus trés pathogene(Yuki, 2020).
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Figure 5 : structure et réplication du SARS-CoV-2 (Yuki, 2020).

Représentation de I'entrée du SARS-CoV-2 dans la cellule, principalement le pneumocyte de type
2, et de son cycle de réplication. Apreés fixation de la protéine S sur le récepteur ACE2 et activation
par clivage de S par la protéase membranaire TMPRSS2 (1), le complexe viral est endocyté. La
fusion membranaire libére la nucléocapside dans le cytosol (2) ou le géne réplicase (orfla et orflb)
de I’ARN viral est traduit en polyprotéines pp1a et pplab (3). La protéolyse de ces polyprotéines par
la protéase encodée par orfla (4) donnera les protéines formant un vaste complexe de transcription
et de réplication (5). Ce complexe protéique permet de reproduire 'ARN génomique et, via la
synthése d’ARN sous-génomique, de former les protéines de structures virales (6). Les nouvelles
particules virales sont assemblées a partir de 'ARN génomique, de la protéine de capside et des
glycoprotéines d’enveloppe (7). La diminution de I'expression membranaire d’ACE2 résultant de
'endocytose du complexe viral pourrait activer localement le systéme rénine-angiotensine-
aldostérone et aggraver les Iésions pulmonaires. Abréviations : ORF opening reading frame ;
TMPRSS2 Transmembrane protéase serine 2; ACE Enzyme de conversion de I'angiotensine; IEC
inhibiteur de 'enzyme de conversion; ARA2 inhibiteur du récepteur a I'angiotensine 2.
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1. L'enzyme de conversion de |I'angiotensine type 1 (ECA 1)
1.1 Définition

L’ECA (enzyme de conversion de lI'angiotensine I. peptidyl-dipeptidase A, a d'abord
été identifiée comme un composant clé de systeme rénine-angiotensine, dont la fonction
principale dans ce contexte était de transformer I'angiotensine | en angiotensine Il et

dégradent la bradykinine.

En association avec la rénine, il semblait que le réle clé de 'ECA chez les mammiferes faisait
partie du mécanisme homéostatique responsable du maintien d'une pression artérielle
normale et I'équilibre électrolytique. L'activité de I'ECA chez les mammiféres est
généralement reconnue en mesurant la réduction de clivage du substrat en présence

d’inhibiteurs spécifiques d'ECA tels que le captopril et le lisinopril (Corvol, 1995).

1.2 Historique

- L’hypothése d’un réle du gene rénine a été évaluée a la fin des années 1980 chez une
population de patients hypertendus avec antécédents familiaux d’hypertension suivis a
I’hopital Broussais en comparant la fréquence allélique de variants du géne rénine a une
population témoin normotendue, sans qu’une différence puisse étre notée (Soubrier
al,1990).

- Les chercheurs ont montré dans certaines hypertensions familiales sévéres une relation
entre le génotype de I’angiotensinogene (le taux de 1’angiotensinogéne plasmatique) et
I’hypertension artérielle (Jeunemaitre et al,1992). Il existe une relation entre le génotype I/D
de I’enzyme de conversion de ’angiotensine I et son taux plasmatique qui est doublé chez

les patients porteurs du génotype DD (Rigat et al, 1990).

- Forte probabilité d’une participation des genes du systeme rénine-angiotensine dans

certaines formes d’hypertension ou dans d’autres affections telles que la néphropathie

diabétique (Marre M et al, 2000).

- Parmi les résultats inattendus, il a été noté qu’en I’absence de systéme rénine fonctionnel,
une anémie, suggérant que I’angiotensine II pourrait jouer un réle dans I’hématopoiése (Cole

J et al, 2000).
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1.3 Structure de la protéine et du géne de PECA

1.3.1 Structure de la protéine
Chez les mammiferes, deux isoformes de 'ECA existent, I'une est exprimee dans le tissu
somatique (SACE, 1306 résidus) et l'autre dans les cellules germinales des testicules méales
(QACE, 732 résidus) (Figure 5). Les deux formes different en ce que la forme gACE a un

seul site actif, tandis que SACE a deux sites actifs (figure 6).
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Figure 6 : Structure des génes et des protéines de I'ACE (Coates, 2003)

La forme somatique de I'ECA est codée par une duplication en tandem formant une protéine
a deux domaines avec un domaine N et un domaine C (SACE), et transcrite a partir d'un
promoteur somatique en amont du géne (Spro). La forme germinale (JACE) est exprimée a
partir d'un promoteur interne spécifique (Gpro) et comprend un exon spécifique germinatif.
Séquences dans la région centrale (violet) montrent une tres forte homologie de séquence,
délimitant I'étendue de la duplication. Le ou les sites actifs (jaune) sont disposés autour des
résidus qui agissent comme des ligands du zinc. Toutes les formes d'ECA ont un peptide
signal N-terminal (vert). Les formes de vertébrés ont une région hydrophobe C-terminale
(orange) qui agit comme l'ancre membranaire C-terminale, tandis que les isoformes
d'invertébrés (illustrés par AnCE) n'ont pas la membrane ancre, et sont donc des protéines

solubles extracellulaires.

1.3.2 Structure du géne de PECA
Le géne de ’ECA humain est localisé sur le chromosome 17 en position 17923
(Cambien et al., 1995), s'étend sur 21kilobases, et comprend 26 exons et 25 introns. Son
transcrit mature, ayant une taille de 4,3 Kb, et est transcrit du premier au 26° exon, cependant
I’exon 13 est enlevé de ’ARNm par excision. L’ARNm de I’isoenzyme germinal est

transcrit seulement du 13°au 26° exon (Dhar et al., 2012).
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Le gene présente deux promoteurs fonctionnels, le premier codant pour la forme somatique
de ’ECA est localisé du c6té 5° du premier exon, alors que le deuxiéme promoteur du géne
codant pour la forme germinale de I’ECA se situe au niveau de I’intron 12 du c6té 5° de
I’exon 13. Le promoteur somatique de ’ECA est actif dans plusieurs cellules alors que le
promoteur germinal n’est seulement activé que dans les cellules germinales males (Nigel,
1996).

Les deux formes de ’ECA ont un peptide signal a l'extrémité N-terminale, requis pour le
passage a travers le réticulum endoplasmique. Le peptide signal pour la forme germinale est

codé par un I’exon supplémentaire 13 (Langford et al., 1991).

Promoteur somatigue Promoteur germinal
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Figure 7 : Localisation et structure du géne de ’'ECA (Mehri et al., 2005)

1.4 Métabolisme de I’enzyme de conversion de ’angiotensine
La biosynthese de I’angiotensine se fait selon deux voies :

- La voie classique connue depuis longtemps, mettant en jeu la rénine et I’enzyme de
conversion.

- Lavoie de connaissance plus récente, mettant en jeu d’autres enzymes, une chymase
jouant le méme rdéle que I’enzyme de conversion de 1’angiotensine et d’autres
enzymes permettant la transformation directe de 1’angiotensinogéne en angiotensine

Il (figure.7).
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Figure 8 : Les différentes voies de synthése et de dégradation de I’angiotensine (Allain,
2021).

« L’angiotensinogeéne est une glycoprotéine, de poids moléculaire de 50 000 a 100 000,
synthétisée par le foie qui la libére dans le plasma. Sa concentration plasmatique est
suffisante pour ne pas étre le facteur limitant de la formation d’angiotensine I.
D’autres tissus, le rein (tubule), les vaisseaux (adventice) et certaines parties du

cerveau synthétisent également 1’angiotensinogene.

e La rénine est une enzyme qui assure la production d’angiotensine I a partir de
I’angiotensinogene. C’est une protéase acide de type aspartyl de nature
glycoprotéique, de poids moléculaire d’environ 40 000, qui coupe la liaison leucine-
valine et détache ainsi 1’angiotensine 1 de 1’angiotensinogéne. La rénine est
synthétisée, sous forme de prorénine, par la partie juxtaglomérulaire du néphron qui
la libere dans le plasma sanguin ou sa demi-vie est de 15 a 30 minutes et a partir
duquel elle se fixe dans les tissus : foie, cceur, vaisseaux. Le rein la synthétise et les

autres tissus peuvent la fixer et peut-étre méme la synthétiser.

o L’enzyme de conversion transforme I’angiotensine I inactive en angiotensine II

active et inactive la bradykinine. C’est une enzyme a zinc présente au niveau de
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I’endothélium vasculaire, plus particulierement celui des vaisseaux pulmonaires, de

I’endocarde, du cerveau. Elle est é¢galement retrouvée dans le plasma.

e L’aminopeptidase A détache ’acide aspartique de 1’angiotensine II qui devient

I’angiotensine IIL.

o La chymase est une enzyme présente dans divers tissus dont le cceur, catalyse la
transformation de I’angiotensine I en angiotensine II. Son action est spécifique, c’est-

a-dire qu’elle n’agit pas sur d’autres substrats tels que la bradykinine.

o Dr’autres enzymes, comme la cathepsine, peuvent catalyser directement la formation

d’angiotensine II a partir de I’angiotensinogene.

La régulation du systéme est assurée pour I’essentiel par la rénine.

La deuxieme voie semble jouer un rdle certain dans la synthése d’angiotensine II mais on
n’a gucre de données concernant la régulation de son fonctionnement. Elle reste

fonctionnelle quand la voie rénine/enzyme de conversion de I’angiotensine est inhibée

(Allain, 2021).

2. Polymorphisme du gene ACE et ses effets biologiques potentiels

Un total de 78 variants moléculaires ont été identifiés pour le gene ACE (Rieder MJ et
al,1999). Parmi ces polymorphismes, le plus important est I'insertion ou la délétion d'une
séquence de 287 pb dans I'intron 16 du géne. Cet élément Alu a été supposé étre une insertion
(plutdt qu'une délétion) car sa sequence a la plus grande similitude avec d'autres éléments
Alu spécifiques a I'hnomme (Batzer MA et al, 1994) et la PCR de I'ADN de chimpanzé a

révélé un fragment compatible avec un manque d'Alu (Dufour C et al, 2000).

Puisque le polymorphisme 1/D est un marqueur intronique, il est fonctionnellement neutre
mais il est présente un fort déséquilibre de liaison avec une autre mutation fonctionnelle non
observée au sein du géne ACE. En particulier, Tiret et ses collaborateurs ont montré pour la
premiere fois que l'activité ECA est significativement influencée par un locus de caractére
quantitatif (QTL) (Tiret L et al, 1992).

Les difféerents degres de déséquilibre de liaison entre le polymorphisme QTL et I/D dans
différentes populations ethniques (par exemple Afro-Caraibes, Caucasiens, Chinois,
Japonais) peut expliquer certains résultats négatifs dans les études de génotype ACE I/D et

troubles cardiovasculaires (McKenzie et al, 1995).
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Le taux sérique intra-individuel de I'ECA est plutot stable. Cependant, la variation
interindividuelle est élevée, ce qui peut étre attribué aux variants de I'ECA (Brice, 1995;
Tomita, 1997).

Le polymorphisme de I'ECA a attiré beaucoup d'attention ces derniéres années. Jusqu'a
maintenant, le seul résultat sans équivoque est probablement le lien entre le génotype I/D et
le taux sérique d'ECA. lla été rapporté que le taux sériqgue d'ECA est déterminé par le
polymorphisme ACE 1I/D dans I'ordre suivant : DD > ID > II. De plus, le polymorphisme 1/D
peut représenter 47% du total de la variation phénotypique de I'ECA sérique (Rigat et al,
1990). Ce résultat est confirmé dans diverses populations, y compris les centenaires frangais
(Delanef et al, 1998), les Indiens Pima (Foy et al, 1996) et les Blancs (mais pas les Noirs)
des Etats-Unis (Bloem et al, 1996). Puisque le polymorphisme I/D est le plus largement

marqueur utilisé pour les études des maladies cardiovasculaires.

3. Association polymorphisme I/D du géne ACE et maladies

3.1 Polymorphisme I/D du gene ACE et Diabete

Le polymorphisme I/D est associé a la sensibilité a I’insuline et au risque d’intolérance au
glucose dans une population non diabétique. Ces données sont en faveur de I’existence
d’interactions entre le systéme rénine-angiotensine et le métabolisme du glucose (S

Maimaitiming et al, 2008).

3.2 Polymorphisme I/D du géne ACE et cancer colorectal (CCR)

Les résultats d’une méta-analyse (Zhou et al, 2015) suggérent que le polymorphisme ACE
I/D n'est pas associé au risque de CCR. D'autres études a grande échelle et bien concues dans

diverses populations sont nécessaires pour le confirmer.

3.3 Polymorphisme I/D du gene ACE et infarctus du myocarde
(IM)

Le polymorphisme I/D du gene ACE a probablement une certaine association avec I'lM chez
les patients, en particulier s'il est intégré a d'autres facteurs de risque environnementaux et

génétiques (Settin et al,2009).
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3.4 Polymorphisme I/D du géne ACE et hypertension (HTA)

Les personnes agées hypertendues porteuses du génotype D/D du gene de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine ont montré des réponses altérées de la pression artérielle aprés
I'exercice aérobie, en particulier pendant le sommeil, et une variabilité de la fréquence
cardiaque réduite pendant les 24 heures apres l'exercice aérobie. En outre, les génotypes de
I'enzyme de conversion de I'angiotensine avec la présence de l'allele D (D/D et 1/D) ont
entrainé une altération de la libération d'oxyde nitrique apres une séance d'exercice aérobie.

Donc il y a une association avec I'HTA (Moreira et al, 2016).

4. Covid-19 et ACE1

4.1 Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS)

Le systéme rénine-angiotensine a été deécrit comme un systéme endocrine par H. Goldblatt
en 1934 (Goldblatt ,1947).

L un des principaux complexes de régulation de la pression sanguine, est distribué entre le
sang circulant et I’espace péricellulaire de I’interstium tissulaire. Il participe en physiologie
et en pathologie de la régulation de la vasomotricité et du remodelage tissulaire dans le
systeme cardiovasculaire. Dans le cadre de ces effets, le systeme rénine-angiotensine
tissulaire agit sur les cellules musculaires lisses vasculaires et les fibroblastes, tandis que le
systeme rénine-angiotensine plasmatique a pour cibles les cellules endothéliales et les
leucocytes circulants. L’angiotensine II, peptide actif du systéme, déclenche différentes
voies de signalisation aboutissant a une réponse fonctionnelle immeédiate (hypertension
artérielle), puis a une réponse structurale hypertrophiant et, enfin, a des réponses pro-

inflammatoires et procoagulantes.

Dans des modeles expérimentaux d’athérosclérose, la perfusion d’angiotensine II induit la
formation d’anévrismes, qui a ¢té reliée a 1’activation des leucocytes circulants. Des
antagonistes de 1’angiotensine II ont, dans ce type de modéle, un effet bénéfique sur le

ralentissement de la formation des Iésions d’athérosclérose (Lannoy et al ,1997).

4.2 Réle de Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS)
dans la pathogenése du COVID-19

Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (RASA) semble jouer un réle important dans la

pathogenese de la maladie COVID-19 (Ingraham et al, 2020). L'enzyme de conversion de
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I'angiotensine (ACE ou ACEL) catalyse la synthese de I'angiotensine-I1 (Ang-11) a partir de
I'Ang-1, et 'ACE2 hydrolyse I'Ang-11 en Ang-1-7.

L'Ang-1l se lie au récepteur AT1, entrainant une vasoconstriction, une fibrose, une
inflammation, une thrombose, entre autres réponses ; tandis que I'Ang-1-7 se lie au récepteur
AT?2, entrainant une vasodilatation accrue et une réduction de la fibrose, de I'inflammation
et de la thrombose. Les sites ACE et ACE2 sont donc considérés comme des acteurs opposés
dans I'équilibre qui détermine le risque de développer une hypertension et une maladie

cardiovasculaire.

Dans le poumon, I'ACE2 entraine une réponse protectrice en réduisant l'cedéme, la
perméabilité et les dommages pulmonaires (Imai et al., 2005 ; Baoet al., 2020 ; Annoni et
al., 2019). Il convient de noter que I'nypertension et les maladies cardiovasculaires sont des
comorbidités fréquentes dans les cas deCOVID-19, et sont fortement associées au risque
d'hospitalisation et de déces chez les personnes atteints par le SRAS-CoV-2 (Zhou et al.,
2020 ; Guoet al., 2020 ; Shi et al., 2020 ; Bonow et al., 2019).

Les facteurs acquis et héréditaires associés a des différences dans I'expression et la fonction
des composants du SRAA pourraient expliquer les différences entre le risque de développer
un COVID-19 et des évenements indésirables. Par exemple, I'expression de I'ACE2dans les
poumons diminue de fagcon marquée avec I'age et est plus importante chez les hommes que
chez les femmes (Xie et al.2006). Cela pourrait expliquer le risque plus élevé d'événements

indésirables chez les personnes agées et les hommes.

En général, les conditions liées avec une expression réduite de I'ACE2 augmenteraient le
risque d'hypertension, d'hypertrophie cardiaque et d'insuffisance cardiaque (Patel et al., 2012
; Luoet al., 2019). Par opposition, une activité élevée de I'ACE augmenterait le risque de
maladies pulmonaires et cardiovasculaires par une activité accrue de I'axe Angll/AT1R. Des
variants communs aux deux génes ACE ont été associés au risque d'hypertension, de

maladies cardiaques, d'insuffisance rénale et de maladie pulmonaire.

En fait, lI'insertion/délétion (1/D) de I'ECA est I'un des polymorphismes humains les mieux
caractérises. Les personnes présentant un génotype D/D presentent les taux sanguins d'ECA
les plus élevés, et cette expression accrue expliquerait le risque plus élevé de maladies
cardiovasculaires et respiratoires chez les individus qui sont homozygotes par délétion.

Certains auteurs ont établi un lien entre ce polymorphisme et I'issue du syndrome de détresse
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respiratoire aigué (SDRA), ainsi qu'entre ce polymorphisme et la progression de la
pneumonie dans le cas du SRAS (Marshall et al., 2002 ; Matsuda et al., 2012).

Le géne ACEZ2 se trouve sur le chromosome X et plusieurs polymorphismes de nucléotides
simples (SNP) ont été identifiés. Ces (SNP) ont été étudiés en tant que facteurs de risque
d'hypertension et d'insuffisance cardiaque, notamment un changement de G en A au
nucléotide + 4 de I'intron 3 (SNP rs2285666) (Van et al., 2008 ; Zhang et al., 2018 ; Lu et
al., 2012). Le fait que ACE2se trouve sur le chromosome X a été considéré comme un
désavantage pour les hommes porteurs d'alléles liés & un taux d’ACE2 plus faible chez les
porteurs masculins d'alléles liés a une plus faible expression de 'ACE2, et pourrait expliquer
la plus grande prévalence de la COVID-19 sévére chez les hommes. Le CoV du SRAS régule
a la baisse I'expression de I'ACE2 dans le myocarde, ce qui pourrait expliquer I'inflammation
et les Iésions myocardiques ainsi que les résultats cardiaques défavorables chez les patients
atteints du SRAS (Oudit, 2004).

Les connaissances actuelles soutiennent un role pour le déséquilibre ACE/ACE2dans la
pathogenése du COVID-19. Dans ce contexte, les variants de ces génes associés a des
différences dans I'expression des genes et la fonction des protéines pourraient expliquer la
prédisposition de l'individu a manifester les symptdmes de la maladie et le risque

d'hospitalisation et de déces (figure 8).

De plus, certains auteurs ont émis I'hypothése que des différences régionales dans les
fréquences alléliques pourraient expliquer les différences entre les maladies et le taux
d'incidence et de mortalité (Yamamoto et al., 2020 ; Devaux et al., 2020 ; Delanghe et
al,2020 ; Cao et al., 2020 ; Hatami et al., 2020).

Le polymorphisme ACEI/D était associé au risque de développer une COVID-19 sévere
selon du statut de I'nypertension. Le variant ACE2 rs2285666 était associé a I’hypertension
dans les populations agées, sans différence significative entre les patients COVID-19 légers

et séveres (Gomez et al ,2020).
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Figure 9 : Vue générale du systéme rénine-angiotensine-aldostérone en cas d'infection par

le COVID-19 (Anne-Claire, 2020)
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Patients et Méthodes

1. Patients

L’étude que nous avons entreprise est transversale et prospective de type cas-témoins.
Elle a été effectuée durant les mois de Mai et de Juin 2021. Notre travail pratique a été réalisé
au niveau de laboratoire de Biologie Moléculaire et cellulaire (cheabet erssas) et laboratoire

de Biologie Moléculaire a I’Université Fréres Mentouri, Constantine.

1.1 Populations d’étude

Notre prospection a porté sur deux populations résident dans I’Est algérien : 1’une
des témoins et I’autre des malades.
1.1.1 Population des témoins
Des personnes qui se sont portés volontaires appartenant a la population générale
notée de référence. Cette population est formée d’un groupe de 30 sujets sains (présumés en
bonne santé), des deux sexes agés de 19 a plus de 60 ans.
1.1.2 Population des malades
Cette population est constituée de 20 malades des deux sexes ayant guéris et bien rétablis

apres leurs affections par la Covid-19. lls sont agés de 24 a 60 ans.
» Criteres d'inclusion

Tout sujet ayant guéris de son infection par le coronavirus au moins depuis deux a 3
mois. Les sujets deux des sexes résidents a Constantine, agés de 19 a 60 ans ne présentant
aucune pathologie décelable cliniguement au moment de prélévent sanguins ; ils étaient

tous consentants pour leur participation a cette étude.
» Criteres d'exclusion

Les sujets refusant le préléevement. Les sujets ayant subi une transfusion récente, et les

sujets malades.

2. Méthodologie

2.1 Questionnaire

Un questionnaire a été réalisé afin d'enregistrer toutes les informations nécessaires a
notre étude a savoir : 1’age, le sexe, les données cliniques et les antécédents personnels et
familiaux.... (Annexe 1). Un interrogatoire minutieux est mené prés des patients

sélectionnés dans notre étude pendant une entrevue durant 10 a 15 minutes.

42



Patients et Méthodes

2.2 Prélévement sanguin

Le prélévement sanguin préconisé pour I’extraction de I’ADN en vue de I’étude moléculaire
a été réalisé selon les critéres d’inclusions dans notre étude si le patient est consentant. Pour

chaque patient, il a été recueilli stérilement dans un tube a EDTA de 5 ml de sang total.

Le prélevement de sang a été réalisé au niveau du pli du coude aprés la pose d’un garrot par
des professionnels de la santé (Infirmier(e)s). Les patients doivent étre en position demi-
assise. Les tubes portent des étiquettes portant les noms et prénoms des sujets ainsi que la

date du prelevement

2.3 Etude moléculaire

Notre étude moléculaire s’est effectuée selon deux étapes : une étape d’extraction de
I’ADN suivie d’une PCR (polymérase chaine réaction digestion) pour la recherche du
polymorphisme 1/D du géne ECAL.

2.3.1 Extraction d’ADN
Pour réaliser les études génétiques, des échantillons d’acide nucléique doivent étre
fourni, la source majeure d’ADN est contenue dans les leucocytes sanguins, les autres
sources cellulaires peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales ...).

Nous avons employé la méthode non organique d’extraction utilisant du NaCl.
» Principe

Les leucocytes sont séparés dans le sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par
un détergent (SDS) et une protéinase K. L'ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les
protéines qui lui sont associés sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl. La pelote
d'’ADN est formée dans le surnageant par précipitation avec I'éthanol pur (protocole en

annexe).

2.3.2 Recherche du Polymorphisme I/D de ’ECA
Le polymorphisme 1/D da I'ECA a été mis en évidence par la détection de la présence
(alléle I, insertion) ou de I'absence (allele D, délétion) d'une séquence de 287-pb dans I'intron
16 du géne de I'ECA par une technique de PCR classique d’une électrophorése sur gel

d’agarose.
» Amplification par PCR

La PCR, réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction), est une

technique permettant d'obtenir, a partir d'un échantillon d'ADN, d'importantes quantités
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d'une séquence d'ADN spécifique. Cette amplification repose sur la réplication d'une matrice
d’ADN double brin. Elle se réalise en trois phases : une phase de dénaturation, une phase
d'’hybridation avec des amorces et une phase d'élongation. Les produits de chaque étape de
synthese servent de matrice pour les étapes suivantes, ainsi on réalise une amplification

exponentielle.
» Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Un milieu réactionnel de la PCR ou un mix de PCR d’un volume final de 10 pl a été
préparé. Le mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates, une enzyme
d’amplification in vitro (la Taq polymérase), un environnement réactionnel (tampon,

MgCI2, H>O) et deux amorces oligonucléotidiques (tableau 4).

Tableau 4 : Amorces utilisées pour I'amplification du gene ECA.

Les amorces Séquence nucléotidique
ECA 1F (Forward) 5’-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT-3
ECA 1R (Reverse) 5’-CTG GAG ACC ACT CCCATCCTT TCT-3’

Apres avoir préparé le mix de la PCR (tableau 5), selon le nombre d’échantillon, nous avons

pris 9 ul de ce mélange avec 1ul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet.

Tableau 5 : Composants du milieu réactionnel de la PCR

Mix Concentration Volume (pul)/tube
finale de PCR

H20 / 4.02

dNTP (10 mM) 2mM 1.6

MgCI2 (50 mM) 1.5mM 0.3

Tampon 10X 1X 1

ECA 1F (20 pmol/l) 2.5 pmol/l 1

ECA 1R (20 pmol/l) 2.5 pmol/l 1

Taq polymérase 0.04U 0.08

Total du volume 9ml 9ml

ADN 1

» Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR est assuré par un thermocycleur (Eppendorf) et les

conditions d’amplification sont présentés dans le (tableau 6).
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Tableau 6 : Conditions d’amplification de la PCR.

Nombre de | Etapes Température (°C) | Durée

cycles

X1 Dénaturation initiale 94 5 min
Dénaturation 94 30s

X35 Hybridation 57 30s
Elongation 72 30s

X1 Elongation finale 72 3 min

2.3.3 Controéle des produits de la PCR

> Préparation du gel d’agarose a 2 %
Le controle de la PCR s’effectue sur un gel d’agarose a 2 %. Le gel est préparé en mélangeant
2 g d’agarose et 100 ml du TBE 1X (Tris Borate EDTA) additionné de 10 pl du BET

(Bromure d’éthidium).

Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale ou I’on a déposé un peigne pour

créer des puits de dépbt. Nous laissons le gel se polymériser a I’air libre.
» Migration électrophorétique et révélation par autoradiographie

En fonction des génotypes, les sujets ont été classés : homozygotes I, hétérozygotes 1D

et homozygotes DD du géne ECA été faite par migration électrophorétique des produits de
PCR sur gel d’agarose a 2%, contenant de BET (Bromure d’éthidium).
Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 pl de produit d’amplification mélangé avec 2
pl d’un tampon de charge qui permet d’alourdir les fragments et de suivre le front de
migration. Parallelement un échantillon sans ADN (blanc), est inclu dans la série a amplifier
et sert de contrble négatif (-).

Un marqueur de poids moléculaire 100 pb est déposé dans le dernier puit pour déterminer
approximativement la taille des fragments. Le dép6t se fait du coté cathode (-) et le systeme
est soumis a une migration sous un courant de 100 volts pendant 30 minutes.
Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV. Les molécules de Bromure d’Ethidium
fixées aux ADN émettent une lumiere visible et photographiable et permettent de visualiser
les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents de méme taille. Ce contréle
permet aussi de confirmer 1’amplification de notre ADN et d’exclure toute contamination

d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le blanc.

45



Patients et Méthodes

» Profil électrophorétique

La photo de migration des ampliméres du géne de I’ACE sur gel d’agarose a 2% sont donne :

- Dans le cas de I'insertion une taille des bandes attendue de 490 pb ;
- Dans le cas de la délétion, 190 pb
- Dans le cas d'hetérozygote représente deux bandes de 190 et 490 pb, ce qui nous

permet d’identifier les trois génotypes : 11, ID et DD (Figure 10)

Figure 10 : Profil électrophorétique des fragments amplifiés par PCR du gene ECA sur gel
d’agarose 2%.

Figure 11 : Profil électrophorétique des fragments amplifiés par PCR du géne ECA sur gel
d’agarose 2%.

3. Analyses statistiques

Dans cette étude, nous avons utilisé certains tests et lois statistiques descriptifs pour

tous les résultats obtenus des parametres étudiés et ont été traités par I’Excel

a- Calcul de I’odds ratio
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Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence, il est présenté sous
forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est présenté

en colonne et le caractere exposé/non exposé en ligne (Tableau 7).

Tableau 7 : contingence pour le calcul de I'odds ratio

Cas (malades) Témoins  (non- | Total
malades)

Présence du facteur
présumé de risque de | A B a+b
maladie (exposés)

Absence du facteur
présumé de risque de | C D c+d
maladie (non-exposés)

Total a+c b+d a+b+c+d

Le calcul de I’odds ratio se fait par la formule suivante :

OR =a*d/b*c
L'odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence<5%).

Dans ce cas l'odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait

une enquéte de cohorte pour la population.

b- Les intervalles de confiance (I1C)

Les intervalles de confiance ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche
estimative de I'analyse statistique vise a quantifier I'effet étudié et le degré de Certitude de
cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une fourchette
de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a 95% de trouvé la
valeur réelle. La notion d’un intervalle de confiance repose sur 1'idée suivante : Si la méme
étude était réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas
identiques, mais Seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu. L’intervalle de

confiance estime cette variation due a I'échantillon.
c- Choix de la ""p value™
Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque). Si la valeur de p calculée a posteriori est

inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement

47



Patients et Méthodes

significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité de la
présentation des résultats. L'usage a retenu de maniere consensuelle I'ensemble des seuils
(0.05, 0.01, 0.001) qui représentent des risques raisonnables pour prendre une décision. Le
seuil 0.01 doit étre choisi lorsqu'en complément d'une étude épidémiologique descriptive, on
teste le lien entre deux variables sans que I'on puisse a priori argumenter quand il existe une

relation logique entre ces variables.

Dans notre étude on a utilisé le logiciel « statistiques médicale et épidémiologiques » pour

vérifier nos résultats
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Dans cette partie expérimentale, nous avons procédé en la répartition et au classement
des cas ayant contracté la Covid19, en fonction de facteurs de risque : sexe et de 1’age et
IMC au moment du diagnostic. Ensuite, ont été prises en considération certaines
caractéristiques cliniques et parameétres épidémiologiques : symptomes, antécédents des
pathologies et mode de contagiosité ... Puis nous nous sommes intéressés a décrire 1’aspect
génétique concernant les groupes sanguins et le génotypage (I/D) de I’ECA dans les deux

populations de témoins et celle des malades.

1. Etude statistique

1.1 Facteurs de risque

1.1.1 Répartition des patients selon le sexe

Sexe

B Femme B homme

Figure 12 : Répartition des patients selon le sexe.

Dans notre étude, nous remarquons que la COVID-19 est présente dans 80% des cas
chez les femmes (Figure 12). Cette prédominance féminine ne confirme pas les données de
la littérature de toutes les références consultées qui montrent qu'il y a une prédominance
masculine avec 58.1 % chez les hommes versus 41,9 % chez les femmes (DGPPS Algérie,
2020).

Ainsi, la probabilité de détecter la COVID-19 chez les hommes infectés est 1,6 fois plus
élevée en Suisse, deux fois plus élevée aux Pays-Bas et méme 2,6 fois plus élevée en
Thailande par rapport aux femmes infectées. Tandis que 53% de toutes les personnes testées
positives au SARS-CoV-2 en Suisse sont de sexe féminin, les femmes ne représentent que

40% de toutes les hospitalisations liées a la COVID-19 et 42% de tous les déces liés a la
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maladie. A I’échelle européenne, la proportion d’hommes hospitalisés en unité de soins

intensifs est encore plus élevée, s’élevant a 70-80% (Steck, 2021).

On peut expliquer la prédominance féminine dans notre étude par les raisons suivantes :
- il y a plus de participation des femmes qui ont accepté de nous aider dans notre étude.

- les femmes survivent plus que les hommes, ce qui refléte leur nombre.

1.1.2 Répartition des patients selon 1’dge

Age

m[20-35]
m[35-50]
[50-65 [

Figure 13 : Répartition des patients selon les tranches d’ages.

Selon les données obtenues, on peut constater que la tranche d'age la plus touchée est
celle comprise entre 35 et 50 ans, dont la proportion s'éleve a 60%. Ce résultat est en accord
avec 1’étude algérienne menée par (Abdelbassat et al 2020), ainsi que d’autres travaux
étrangers (Carignan ,2020). Vient ensuite les patients agés entre 20 et 35 ans avec une
proportion de 25% et en troisieme lieu les patients agés entre 50 et 65ans pour une
proportion de 15%. On remarque que 1’ordre de contraction des tranches d’age par le SARS-
COV-2 convient avec le taux de certains chiffres enregistrés par I’Institut national de santé

publique du Québec ((« Données COVID-19 par age et sexe au Québec » 2021)

Nos résultats ne présente aucun cas de COVID19 chez les enfants n’a été enregistré. Aux
USA, parmi 149 000 cas de COVID-19, 1,7% étaient des enfants et seulement 5,7 % étaient
hospitalisés. Selon (Mercier, 2020), au fur et a mesure que la pandémie a COVID-19 se
développait dans les différentes régions du monde, il était constaté que les enfants ne

constituaient qu'une faible proportion (2 %) des patients infectés.
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1.1.3 Répartition de la population selon I’indice de masse corporelle
(IMC)

IMC

m 16,5 18,5

m18,5-25

M25-35
35<

Figure 14 : Répartition de la population selon I'indice de masse corporelle (IMC)

Les résultats de notre étude montrent qu’il y a 10% des sujets qui sont obeses (IMC>35) sans
négliger les 55% présentant un surpoids (25<IMC<35) alors que 35% des patients avec poids
normal. Il semble qu’il existe une association entre 1’obésité et ’infection par la COVID-19

dans notre étude (figure 14).

Nos résultats rejoignent plusieurs études qui ont montré que 1’obésité accroit le risque de
contamination par la COVID-19 : Une prospection réalisée sur 8699 patients souffrant de
COVID-19 et traités en USI en Angleterre a révélé que 35,2 % d’entre eux étaient en

surpoids, 31,0 % étaient obéses, et 7,6 % souffraient d’obésité morbide

Une autre étude réalisée au Royaume-Uni conclut que la surcharge pondérale augmente de
44 % le risque contamination par la COVID-19 (Popkin et al,2020). En outre, on a démontré
gue I’obésite est la comorbidité la plus fréquente (42 %) chez les patients atteints de la forme

grave de la COVID-19 (Zhou Y et al, 2019).

Il a été également prouvé que les patients obeses sont potentiellement plus contagieux que
les personnes sveltes. L’obésité prolonge la durée de 1’excrétion virale. Les patients obeses
ont tendance a excréter le virus pendant une durée plus longue de 42 % par rapport aux
personnes qui ne sont pas obéses (Zhou Y et al, 2019 ; Abdalazim A et al, 2020). L’excrétion
virale prolongée peut étre liée a la réduction de la capacité a produire des interférons, ce qui

peut permettre le prolongement de la réplication du virus (Abdalazim A et al, 2020).
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Comme d’autres comorbidités, 1’obésité est liée aux graves problémes de santé. Plusieurs
études ont établi une corrélation étroite entre 1’obésité et un risque élevé de progression de
la maladie, notons une hausse des hospitalisations et des admissions en unité de soins
intensifs (USI), nécessitant souvent la ventilation mécanique. (Huang Y et al, 2020 ; Zhou
Y etal, 2019).

Méme si les personnes agéees de moins de 60 ans développent souvent la forme bénigne de

la maladie, mais leur hospitalisation est étroitement liée a 1’obésité (Yang J et al, 2020).

1.1.4 Répartition des patients selon le tabagisme

Tabagisme

90%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30%
20%
10% -
0%

AN Y

Non Fumeur Fumeur Ex Fumeur

Figure 15: Répartition des patients selon le tabagisme

Dans notre population d'étude, la quasi-totalité de nos cas sont des non-fumeurs, ceci est
expliqué par la prédominance féminine (80%) dans note échantillons, les femmes ne fument

pas dans la majorité des cas.

Donc nos résultats ne sont pas en accord avec la plupart des études qui confirment que le

risque d’infection par la covid-19 augmente en fonction de la consommation du tabac :

L’usage du tabac sous toutes ses formes, qu’il s’agisse de fumer ou de macher, est associé
de facon significative a des résultats graves liés a la COVID-19. Il a été constaté que les
comorbidités préexistantes chez les utilisateurs de tabac, telles que les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, les maladies respiratoires et 1’hypertension, aggravaient

davantage les manifestations de la maladie, ce qui rendait le traitement de ces patients
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atteints de COVID-19 plus difficile en raison de leur détérioration clinique rapide (Gupta,
Nethan, et Mehrotra 2021).

1.1.5 Répartition des patients selon le type de profession

12

10

o N B~ O o

profession de la santé autre profession

Figure 16 : Répartition des patients selon le type de profession

Notre étude montre que les patients qui travaillent dans le secteur de la santé semblent
moins touchés par I’infection (8 patients) que ceux qui exercent d’autres professions (12
patients) (figure 16). Ces résultats sont en accord avec les résultats de I'étude menée par
I'OMS qui montrait que les professionnels de la santé représentent 2.09 % des personnes
infectées (OMS,2020).

On peut expliquer ces résultats que les professionnels de la santé sont plus prudents et
soucieux d'appliquer les consignes de prévention, contrairement a ceux qui travaillent dans
d'autres secteurs. Cependant on ne peut le confirmer car il y avait eu de nombreux cas

victimes de coronavirus dans le secteur de santé entre état graves et méme des déces.

En outre, le respect des consignes de précaution et de sécurité découle d’un caractere
personnel qui ne se rapporte pas avec le type de fonction de la personne, ainsi,

malheureusement le coronavirus a eu de ceux les plus prudents.
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1.2 les parameétres épidémiologiques

1.2.1 Répartition de la population selon le mode de transmission de
virus

MODE DE TRANSMISSION

50%
40%

30%
I membe de famille
20%
H lieu public

0,
10% M lieu de travaille
0%

membe de
famille

lieu public
P lieu de

travaille

Figure 17 : Répartition de la population selon le mode de transmission d’infection

Notre étude a révélé que le mode de transmission de la maladie est largement sur le lieu de
travail de 50%, suivi par les lieux publics de 30%, cela justifie le manque de respect des
méthodes préventives dans les lieux de travail et les lieux publics. En revanche, la
transmission de l'infection par les membres de la famille occupe le dernier rang avec 20%
(figure 17). En comparaison avec les résultats de I'étude menée par La Hanzhong Université
of Science and Technologie (en Chine), dont on a étudié des données médicales concernant
105 patients adultes diagnostiqués "positifs" au Covid-19 ainsi qu'a leurs 392 contacts
familiaux - conjoints et enfants. Leurs résultats indiquent que le taux de contamination chez
les contacts familiaux était d'environ 16,3 %, ce qui signifie qu'une personne atteinte par le
Covid-19 aura environ 1 chance sur 6 de transmettre le coronavirus Sars-Cov-2 aux membres
de sa famille.

Il est a noter que le taux de contamination était plus élevé dans le cas de conjoint(e)s des

malades (d'environ 27,8 %). En revanche, le taux de contamination chez les enfants était
plus faible (d'environ 4 %) (OMS ,2021)
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1.2.2 Répartition de la population selon le lieu de transmission

Lieu de contamination

M voyage

u ville de résidance

Figure 18 : Répartition de la population selon le lieu de transmission

Selon les réponses révélées par les sujets étudies (figure 18), on note que le taux de
transmission de la maladie dans la ville de résidence a été estimé a 60% du nombre total de
personnes infectées, alors que 40% de personnes infectées ayant voyagé pendant la période

pandémique.

Selon ’OMS, la propagation du virus est fortement augmentée dans clusters se
situant dans les moyens de transport, sachant que les trains et les avions sont généralement
des environnements clos, les risques de contaminations entre les passagers augmentent
exponentiellement entre 1’environnement de transport, la configuration des passagers et le
temps de voyage. Ce qui a induit des décisions de la majorité des gouvernements a réduire,
voire a stopper la circulation des différents moyens de transports publics, aériens,

ferroviaires, terrestres et marins.
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1.3 Les caractéristiques cliniques

1.3.1 Répartition des patients selon les symptémes apparus.
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Figure 19: Répartition des patients selon les symptémes apparus.

Concernant les signes cliniques et les plaintes notées par nos patients , on constate que la
fatigue, les courbatures et la fievre sont les symptémes les plus répandus avec 80%,70% et

65% respectivement.

D’autres symptomes non spécifiques, notamment le mal de gorge, la toux, la difficulté
respiratoire, et la diarrhée, ont été également signalés (50%, 30-20%). Une perte de 1I’odorat
(anosmie) ou du gout (agueusie), qui précede 1’apparition des symptomes respiratoires, a été
souvent déecrite dans plusieurs études telles celles de Chow et Tong qui confirment que les
symptdémes les plus remarquables de la COVID-19 sont fiévre (87,9 %), toux (67,7 %),
myalgies (44 %), pharyngite (13,9 %), céphalées (13,6 %), vomissements (5 %), diarrhée

(3,7 %) et méme quelques cas de conjonctivite (0,9 %).

L'absence de fievre au moment du diagnostic dans quelques cas, ce qui rend plus difficile
leur détection (Chow,2020 ; Tong,2020).
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1.3.2 Répartition des patients selon I’état de conscience

Etat de conscience
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Figure 20: Répartition des patients selon I’état de conscience
Dans notre étude, nous remarquons que I'état de conscience de la majorité des patients est
normale 80% et seulement 20% des patients sont agités .Ces résultats sont en accord avec
ceux de I'étude menée par Juan Gomez et son équipe ou était I'étude sur 204 patients COVID-
19 (137 cas non séveres et 67 cas séveres) (Gémez J et al,2020).

Nous pouvons expliquer nos résultats par le fait que notre population est majoritairement

composée de jeunes qu'ils ont plus de résistance a I’atteinte.

1.3.3 Répartition des patients selon le type de test effectué

i | —

test sérologique TEST RT-PCR TEST NASAL

Figure 21 : Répartition des patients selon le type de test

Dans notre étude, nous notons que pour la majorité des patients, le diagnostic de la maladie
de COVID-19 a eté effectue par le test serologique (12 patients) cela est di a la faisabilité
et I'efficacité de cette analyse pour la détection des anticorps IgG et IgM. Ce dernier est une
indication de la présence du virus dans I'organisme. Quant au test RT-PCR a été réalisé pour

5 patients et dont la performance est garantie ce qui aide a détecter le virus a tout moment
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de I’infection surtout chez les cas avancés. Le test sérologique NASAL est tres peu utilisé (1
patient) (Figure 21).

Nos résultats sont en accord avec I'étude menée par Service Presse - Haute Autorité de Santé
(HAS) dans laquelle elle prouve que les tests sérologiques peuvent étre utilisés de fagon
optimale a partir d’une semaine aprés 1’apparition des symptomes et chez tous les patients
au l4eéme jour et ils détectent des anticorps spécifiques produits par 1’organisme et dirigés
contre le virus SARS-CoV?2 et les tests RT-PCR permettent un diagnostic lors de la phase
aigué du COVID-19 (Florence Gaudin, 2020).

1.3.4 Répartition des patients selon le type de prise en charge

Hospitalisation
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20%
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Figure 22: Répartition des patients selon I'hospitalisation

A partir de nos résultats nous observons que 30% des sujets inclus ont été admis a I'ndpital
(figure22) alors que les reste a regu un confinement a la maison. Ces fréquences sont en
accord avec de nombreuses études : de Richardson et al 2020 aux USA, de Chaolin Huang
et al 2020 en Chine et de Docherty et al 2020 au Royaume-Uni, qui rapportaient une

fréquence d’admission & I'hdpital de 14,2 %, 32 % et 17 % respectivement.

Nos résultats pourraient étre expliqués par le fait que notre population est majoritairement
composée de jeunes, En effet, les personnes jeunes sont beaucoup plus sujettes a présenter
des formes simples, peu symptomatiques ou asymptomatiques de la maladie, quoique
quelques formes graves ont éte décrites chez des sujets jeunes dans la littérature (Placais L
et al,2020).
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1.3.5 Répartition des patients selon les antécédents pathologiques

Tableau 8 : Répartition des patients selon les antécédents pathologiques

Antécédents Pathologiques | N %
la migraine 1 5
Thyriodectomie 1 5
Hypothyroidienne 1 5
Allergie 2 10
Aucun 15 75

Antécédents Pathologiques

-
M Aucun

m Allergie

\\
N
o

i hypothyroidienne
thyriodectomie

M |la migraine

Figure 23 : Répartition des patients selon les antécédents pathologiques

Dans notre recherche nous avons suspecté plusieurs antécédents de maladies qui pouvaient
aggraver ’état de la personne affectée par la covid19, cependant le groupe des sujets inclus
n’a présenté que dans 5% de la migraine, 5% thyroidectomie 5%, I'nypothyroidienne et
10% ‘allergie (tableau 8) et la plupart des patients ne souffrent d'aucune autre maladie (75
%),cela de peut déduire aucune relation significative entre les antécédents de pathologies

et la covid19.

Nos résultats ne concordent pas aux résultats de la littérature a cause de nombre limité de

patients inclus dans notre recherche .
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Cependant plusieurs I'études ont signalé I'impact de maladies préexistantes telles que
I'nypertension, les maladies cardiaques, les maladies pulmonaires (allergie), le cancer ou le

diabéte (OIM,2020) sur le développement d’une forme grave de COVID-19 en particulier
les personnes agées.

Cette association de maladies rend le traitement de ces patients atteints de COVID-19 plus

difficile en raison de leur détérioration clinique rapide (Gupta, Nethan, et Mehrotra 2021).
2. Etude genétique

2.1 Predisposition genétique due aux groupes sanguins

Groupe Sanguin

35
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M Positif
15

m Négatif
10

Négatif

Positif

Figure 24: Répartition des patients selon groupe sanguin.

Dans notre étude, nous avons trouvé un taux d'infection modérément augmentée (figure 24)
parmi le groupe sanguin O et parmi les individus Rh-positif 35%. Ce résultat semble étre
une preuve d'associations entre les groupes sanguins ABO et Rh et COVID-19 dans notre
population . Les patients aux groupes sanguins B, AB et A successivement semble avoie
des fréquences proches. Contrairement a certaines études dans lesquelles il a été affirmé que
la prévalence d'infection est élevée parmi les groupes sanguins non-O et parmi les individus

Rh-positif. Le risque d'intubation était augmenté parmi les types AB et B et types A (Zietz
M et al, 2020).

On peut expliquer cette différence de résultats par :
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-le risque de déces était augmenté chez les individus de type AB et les types A, B et Rh-
positif en raison de notre étude basée sur des patients ayant déja récupére.

- la petite taille de notre échantillon non représentative statistiquement

2.2 Etude de polymorphisme (I/D)de I’ ECA

L’étude génétique du polymorphisme de I’ ECA | a concerné 31 témoins et 12
malades.
Le polymorphisme 1/D du gene ECA indique la présence de formes délétéres ou insérées
pour une séquence de 190 Pb montre I’existence de deux all¢les : I (Insérée) de 490 Pb et D
(Déleté) de 190 Pb, donc on a Trois génotypes sont possibles, deux homozygotes (Il et DD)
et un hétérozygote (ID).

2.2.1 Répartition des fréquences génotypiques du géne ECA
Le tableau 9 montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et les

malades atteints de Covid 19

Tableau 9 : fréquences alléliques de ’ECA chez les deux groupes

Témoins Covid 19
N % N %
I/l 2 6.45 0 0
I/D 16 51.61 0 0
D/D 13 41.93 12 100
Total 31 100 12 100

Nos résultats montrent une fréquence élevée du génotype I/D considéré comme le génotype
normal chez les témoins 51.61 %, suivi par le génotype D/D qui est présent par 41.93% et
enfin le génotype I/l avec une fréquence trés réduite (6.45). Cette répartition n’est pas
respectée dans le groupe de nos malades du moment que tous appartiennent aux génotypes

homozygote DD avec 100 % (tableau 9)

2.2.2 Répartition des fréquences alléliques du géne ECA

Tableau 10: Répartition des fréquences alléliques du polymorphisme I/D de I'ECA

Allele | D
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Nombre % Nombre %
Témoins 10 32.25 21 67.74
Covid 19 0 0 12 100

Selon le calcul des fréquences alléliques, nous remarquons que 1’alléle | est présent chez le
tiers des témoins alors que I'autre allele D présente les deux tiers, cependant chez la

population des patients Covid19 on note une absence totale de 1’allele 1.

D’aprés ces résultats on peut expliquer une association de I’alléle D avec I’infection par la
Covid19 ou on peut déduire que les porteurs de génotype DD sont plus prédisposeés a étre

infecter.

Selon les calculs effectués par le site de statistique médicales et épidémiologiques afin de
mesurer le degrés d’association de facteur D dans le groupe des malades et des témoins ainsi
le test de Q yules égale a 1 (IC 95%) ce qui confirme une forte association entre cet allele

et I’infection par la covid

Cependant la taille de notre échantillon ne permet pas de tirer aucune constatation qui

confirme une liaison de covid et la présence de ’all¢le D.

et la liaison entre un facteur d'exposition et une maladie

Malades Non malades
(Cas dans les enguétes cas/témoins) (Témoins dans les enquét: ‘témoins)
A B
Exposés | 12 | | 21 |
C D
Non exposés [o | |10 |
5.04 |X2 (Khi carré ou chi carré) : test de liaison permettant de vérifier 5'il existe une relation entre le risque d'exposition et la maladie

[ 2.24 | Ecart-réduit (loi normale) - interprétation
|1 | Coefficient Q de Yule - interprétation (il mesure lintensité de la liaison entre les deux variables (maladie/risque di  I'exposition)
|36.36 |% Taux de la maladie chez les individus exposés = T(ex) = (A/A+R)
[0 |% Taux de la maladie chez les individus non exposés = T(nex) = (C/C+D)
|27.91 |% Taux de la maladie chez I ble des individus étudiés = Tt = (A+C/A+B+C+D). Selon I'enquéte ce taux pet la prévalence ou incidence
|14.5 | % - Intervalle de confiance i 95 % pour le taux de la maladie chez I' ble des individus étudiés : borne inférieure
|41.32 | % - Intervalle de confiance a 95 % pour I taux de la maladie chez I' ble des individus étndiés : borne supérieure
| 100 |2% Taux d'exposition au facteur de risque étudié chez les individus malades = (A/A+C)
| 67.74 | % Taux d'exposition au facteur de risque étudié chez les individus non malades = (B/B+D)
|36.36 |%Ri$qlle attribuable (RA) ouv (en excés) : c'est la différence entre les tanx de la maladie chez les individus exposés et non exposés = T(ex) - T(nex)
| Infinity | Risque relatif (RR) = Le rapport des taux de la maladie chez les individus exposés et non exposés = T(ex)/T(nex) = (A/VA+B)/{(C/C+D)
| Infinity | 0dds Ratio (Rapport des cotes) = (A*D/B*C) - interprétation
| NaM | - Intervalle de confiance pour Odds Ratio (Méthode Woolf) : borne inférieure
| Infinity | - Intervalle de confiance pour Odds Ratio (Méthode Woolf) : borne supérieure
| Infinity | - Intervalle de confiance pour Odds Ratio (Méthode Miettinen) : borne inférienre
| Infinity | - Intervalle de confiance pour Odds Ratio (Méthode Miettinen) : borne supérieure
— T T P ———
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Résultats et Discussion

Certaines études se sont intéressées au méme objectif que le nbtre afin d’évaluer
I’association de polymorphisme de ECA et Covid tel que 1’étude de (jaroslav 2021) qui a
conclu de sa part que le polymorphisme ACE I/D pourrait avoir le potentiel de prédire la
gravit¢ de COVID- 19, les homozygotes I/l étant a risque accru de COVID-19

symptomatique.

Ainsi d’autres chercheurs indiquent que le déséquilibre ACE1/ACE2 prédit que les patients
covid-19 avec I’allele D d’ACE1, en particulier le génotype DD auront une gravité plus
élevée de la maladie. Ces données sont réconfortées par une prospection qui suggere que le
génotype ACE1 peut avoir un impact sur l'incidence et les résultats cliniques de COVID-19
et servir de marqueur prédictif du risque et de la gravité du COVID-19 (Sushma Verma,
2021)

Cependant, un autre rapport a révélé que le polymorphisme d’I/D ACEI n’est pas
directement lié a la susceptibilité a 1’infection par le COV-SRAS ni au développement du
SRAS (Yamamoto et al. 2020).
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Conclusion et perspectives

La pandémie Covid-19 a engendré une crise sanitaire sans précédents depuis plus
d’unssiécle. Les variants du COVID-19 se sont propagés a une vitesse inhabituelle, occupant

presque toutes les régions du monde de maniere terrible.

Depuis I’évolution rapide de cette pandémie, d’énormes progres sont déployés par la
communauté scientifique pour la connaissance approfondie de ce virus en termes de lutter

contre sa diffusion et sa virulence.

Certaines études ont focalisé leur attention sur les facteurs de risque et les
prédispositions génétiques comme les groupes sanguins, HLA et le systéeme rénine
angiotensine qui pourraient étre la clé de cette variabilité de comportements de 1’organisme

vis-a-vis | atteinte.

De notre part, notre étude qui comporte 20 cas covid 19 a montré une prédominance féminine

dont la tranche d'age la plus touchée (60%) est celle entre 35 et 50 ans.

Parmi les facteurs de risque étudiés, 1’obésité semble avoir une association avec I’infection

par la COVID-19 tandis que le tabagisme n’a présenté aucun impact.

Nous avons trouvé que les patients qui travaillent dans le secteur de la santé semblent étre
moins touchés par ’infection ; et 50% du mode de transmission de la maladie sont liés au

lieu de travail.

En ce qui concerne les caractéristiques cliniques de notre population d’étude, on constate
que la fatigue, les courbatures et la fievre sont les symptomes les plus répandus avec
80%,70% et 65% respectivement alors que seulement 20% des patients avaient un état de
conscience agité ainsi 30% des sujets inclus ont été admis a I'hdpital. Dans la majorité des
cas le diagnostic de la maladie de COVID-19 a été effectué par le test sérologique.

Notre travail a révélé que le taux d’infection est augmenté parmi les individus du groupe
sanguin O et Rh positif, cependant on n’a pas noté dans notre échantillon de comorbidités
des pathologies chroniques comme le diabéte, HTA ....

Concernant 1’étude génétique de polymorphisme d’I/D ACE1 les résultats obtenus entre
témoins (31) et malades (12) ont suggeré une association de 1’all¢le D avec I’infection par
la Covid19 qui nous laisse a déduire que les porteurs de génotype DD sont plus prédisposés
a étre infecter. Cependant la taille de notre échantillon ne permet pas de tirer aucune

constatation qui confirme cette liaison.
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Conclusion et perspectives

Dans I’avenir, et afin de valider ces résultats il serait mieux de mener des études
approfondies impliquant de grande effectif de populations. D'autre part étudier autres

facteurs de risque en relation étroite avec le virus (ECA2).

Les recherches ne cessent pas dans ce domaine car la pandémie de Covid-19 risque fort de
n’étre que la premiére d’une longue série. "Les pandémies futures seront plus fréquentes, se
propageront plus vite, feront plus de mal a I’économie et tueront plus de personnes" si on ne

fait rien.
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Annexe 1

FICHE DE RECUEIL D’ INFORMATION : Covid-19

1<)

Situation civile : célibataire Lmarié(e) [divorcé(e) [
Nombre d’enfants : ............

Symptoémes :

1. Début des symptémes

Fievre CToux [Fatigue [Difficultés respiratoires [
Courbatures [Mal & la gorge ™

Perte du gout [ del’odorat L Diarrhée

L Autres

2.Avez-vous un traitement en cours ? Corticoides [biothérapie ' chimiothérapie [

3. Avez-vous pris des Anti-inflammatoires non stéroidiens  si oui nom
dumédicament ................cooiiiiiiiiiiinnn... Quand.

4, Combien de temps ont duré vos symptomes ? ............cceevvveennnnn. Je ne
sais pas

[]

5.Quand avez-vous eu ces symptdémes ou signes de la maladie ? (préciser la date si
possible)

6. Avez-vous consulté un médecin L ou été hospitaligé suite a ces symptdmes

ou signes de la maladie.
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Examens et analyses :

1.Vous a-t-on fait un test pour savoir si ¢’était le Coronavirus (COVID-19) ?
2. Quel était ce test :
- test sérologique (immunologique) Quel a été le résultat de ce test? (+) [ ou (-)

...... 017 PP
- test RT -PCR Quel a été le résultat de ce test ? + ou £ 0

Groupe sanguin : ............... Sp02 ..o

TA ........ /o, FNS .. VS:1lh......... 2h ...l CRP.......

Etat de conscience : normal @gité  €onfusion  Résultats du scanner et pourcentage
de I’atteinte pulmonaire

Données cliniques :

Tabac Non fumeur “Fumeur CEx fumeur [
Si arrét depuis.............e.......

Personnes agées de 70 ans et plus

Antécédents cardiovasculaires Hypertension artérielle Comp"quée C
Antécédents d’AVC U

Antécédents de coronaropathie
Chirurgie cardiaque ™

Insuffisance cardiaque’

Diabéte sucré

Pathologie respiratoire chronique et/ou
allergie

Pathologie cancéreuse

Pathologie thyroidienne

Pathologie psychiatrique

Pathologie neurologique

Autres (ostéoporose et insuffisance
rénale chronique)
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Eléments épidémiologiques :

1. Avez-vous voyagé récemment a I’intérieur du pays C

2. Siouipréciserlaville : ...

3. Avez-vous été en contact avec une personne qui est rentrée au cours des 14

derniers jours de 1’étranger

4, Avez-vous été en contact avec une personne qui a récemment voyagé en Algérie
0 Siouipréciserlazone .......................

5. Y a-t-il une personne de votre entourage ou avez-vous été en contact chez qui le

diagnostic de COVID-19 a été établi I

6.Peniez-vous des mesures de précaution pour éviter d’attraper le Coronavirus (COVID-
19) ? oui (bavette ,gel hydro alcoolique et distanciation) non U L

7. Pensez vous que vous avez été contaminé suite a I’une de ces situations dont le

virus a été transmis :

- par des personnes de votre entourage qui ont des symptdmes comme de la fiévre
et de latoux . 0

- par des personnes qui n’ont pas de symptomes C

- par survie sur des surfaces inertes comme les poignées de porte ou les barres dans

les transports en commun ~ C
- dans I’air ambiant —

- lors d’une réunion [

- lors d’un repas de famille ou entre collégues! : - au sein de votre famille
C

- en allant faire des courses au magasin d’alimentation”
-en prenant les transports en commun L]

Annexe 2

L’extraction de L'ADN génomique a partir du sang humain et PCR

Une étape importante qui précede la procédure de 1’extraction de de I’ADN est

d’avoir le matériel biologique par prélevement sanguin.

» Mode de préléevement

Le prélevement du sang se reéalise au niveau du pli du coude aprés la pose d’un
garrot. Ce prelevement sanguin est recueilli stérilement dans un tube de type
Vacutainer a EDTA (anticoagulant et un inhibiteur des nucléases) en quantité de 6
a10 ml.

> Conservation
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L’extraction de I’ADN est réalisée normalement sur du sang frais. Il arrive dans
certains cas de non possibilité technique, que 1’échantillon sanguin soit stocké

pendant une semaine a +4°C.

I- Etapes de I'extraction et la purification de I'ADN

1- Préparation des leucocytes

Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45 ml
avec du TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au
fond de tube.

Rajouter le TE 20: 5 au culot jusqu’a 25-30 ml , agiter pour le remettre en
suspension et laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes.

Remargue : Si on s’arréte a ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du

TE 10:1 et les conserver a -20°C dans un congélateur.
2- Extraction de PADN

Décongeler les leucocytes et les centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm si on les a
gardé préalablement.

Aprés obtention d’un culot de leucocytes : Dilacérer le culot de leucocytes
soigneusement afin de les prendre complétement et les mettre dans un tube Falcon
conique de 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2).
Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)

Ajouter 100 pL de protéinase K a 10 mg / ml.

Dans I’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain ; refroidir dans la glace.

Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a la main.

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml , ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube
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plusieurs fois : la formation de la méduse visible a I’ceil nu . (laisser éventuellement
30 min a —20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).
- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol
a 70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.
3-Solubilisation de ’ADN :
- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 puL de TE 10:1 selon la grosseur
de la pelote et la concentration souhaitée.
- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a
dissolution compléte ( de 1 jusqu’a 3 jour).
4- Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN
La pureté de I'ADN et sa concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV.
La pureté de I'ADN est déterminée par le rapport de DO2gonm/ DO2gonm. La densité
optique ou DO a 260 nm des solutions diluées au 1/100 est utilisée également pour le
dosage de I’ADN, ce qui permet de calculer sa concentration, sachant que lunité DO
correspond a 50 mg/ml d'ADN.
La pureté de I’ADN est essentielle. Dans le cas ou I’ADN est contaminé (par des protéines
oude I’ARN), ce dernier ne laisserait pas aboutir a un bon résultat dans les étapes
suivantes de son analyse par PCR.
La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un controle de taille des molécules d’ADN par
¢électrophorese sur gel d’agarose 0,8% soumis sous tension d’un courant électrique de 100

volt pendant 2h.

Annexe 3

Le vaccin Pfizer/BioNtech Comirnaty a été inscrit sur la liste des utilisations d’urgence de
I’OMS (EUL) le 31 décembre 2020. Les vaccins SII/Covishield et AstraZeneca/AZD1222
(développés par AstraZeneca/Oxford et fabriqués respectivement par I’Institut d’Etat de
I’Inde et SK Bio) ont recu I’EUL le 16 février. Le Janssen/Ad26.COV 2.S développé par
Johnson & Johnson, a été coté pour EUL le 12 mars 2021. Le vaccin Moderna COVID-19
(ARNm 1273) a été inscrit a ’EUL le 30 avril 2021 et le vaccin CoVID-19 de Sinopharm a
été inscrit sur la liste EUL le 7 mai 2021. Le vaccin Sinopharm est produit par beijing Bio-

Institute of Biological Products Co Ltd, filiale de China National Biotec Group (CNBG).
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Annexe
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SARS-CoV Tor2
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-
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o
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SARS-CoV-2 China/Shenzhen/SZTH002/202001
SARS-CoV-2 USA/CA1/202001
SARS-CoV-2 Singapore/14Clin/202002
SARS-CoV-2 Japan/DP0346/202002
SARS-CoV-2 Australia/VIC04/202003
SARS-CoV-2 Germany/NRW06/202002
SARS-CoV-2 China/Wuhan/WIV04/201912
SARS-CoV-2 Vietnam/CM295/202003
SARS-CoV-2 Italy/CDG1/202002
SARS-CoV-2 USA/NYUMCS8/202003

Bat Hp-betacoronavirus Zhejiang2013
Rouserttus bat coronavirus HKU9
- Rousettus bat coronavirus GCCDC1
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related
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Hibecovirus
Nobecovirus r
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Merbecovirus 100 {
|
Embecovirus I
100 |
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Pipistrellus bat coronavirus HKUS
Tylonycteris bat coronavirus HKU4
MERS-CoV

Human coronavirus HKU1
Murine hepatitis virus

Human coronavirus OC43

Arbre phylogénétique des séquences géenomiques completes du SRAS-CoV-2, du

Annexe
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SARSr-CoV et d'autres bétacoronavirus.

Comparaison de certains vaccins anti-Covid-19

Coat
Societé Modeéle Doses Quelle Conservatio o
efficacité* n dose
= = Vecteur x2 62-90% Température 2 167
Oxford Uni- viral (virus normale du FCFA
A traZancca génétiquement réfrigérateur (%$4)
modifie)

= ARN (partie du | x2 95% -20C jusqu’a 18 052

s code génétique 6 mois FCFA
Moderna du virus) ($33)
= 4 ARN x2 95% -70C 10 835
Pfizer- FCFA
BioNTech ($20)
— Vecteur viral x2 92% Températur 5 416

/ e normale FCFA
Gamal?ya du ($10)
(Sputnik V) réfrigérateur
(sous forme
seche)

*résultats préliminaires en phase Ill, non encore validés
Source : Entreprises respectives, OMS BEEE
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Résumé

La maladie COVID-19 est caractérisée par la grande variabilité d’un malade a un autre. Cette
variabilité est liée a certains facteurs et prédispositions génétiques.

Le systeme angiotensine semble étre impliqué dans la pathogenese de la COVID-19.
L’ECAZ2 étant le récepteur cellulaire du SRAS-CoV-2, son expression pourrait réguler la
susceptibilité de I'individu a I'infection. Alor que 1’équilibre entre l'activité de 'ECA1 et
L’ECA2 a été impliqué dans la pathogenese des maladies respiratoires et cardiovasculaires
et pourrait jouer un réle dans leur gravité. Le polymorphismes I/D fonctionnel du géne ECAL

semble donc contribuer a l'issue de la COVID-19.

Nos Obijectifs sont focalisés a déterminer les fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme du géne de 'ECAL dans Les deux population infectée (covid-19, témoin),
afin d’évaluer s’il existe une association entre ce polymorphismes I/D et Covid-19.
Patients et méthodes : Notre étude a porté sur 20 patients et 31 témoins suite a un
questionnaire comporte tous les renseignements cliniques et épidémiologiques. La

recherche du polymorphisme I/D du gene de I'ECA a éte réalisé par PCR.

Résultats et discussion : Notre étude a révélé une prédominance féminine 1’obésité et le
groupe Sanguin o+ sont corrélés au tour de I’infection dont la fatigue et la fiévre sont les

majeurs symptémes.

Le polymorphisme D du gene ECA1 semble étre liée a la susceptibilité de 1’infection
Cependant la taille de notre échantillon ne permet pas de tirer de conclusion il devrait élargir

I’effectif de la recherche et étudier d’autre facteur de risque

Mot clés : Gene ACE, enzyme ECA, polymorphisme D, COVID-19
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Abstract

COVID-19 is characterised by high variability from patient to patient. This variability is

related to certain genetic factors and predispositions.

The angiotensin system appears to be involved in the pathogenesis of COVID-19. Since
ACE?2 is the cellular receptor for SARS-CoV-2, its expression may regulate the individual's
susceptibility to infection. While the balance between ACE1 and ACE2 activity has been
implicated in the pathogenesis of respiratory and cardiovascular diseases and may play a role
in their severity. Functional I/D polymorphisms in the ACE1 gene therefore appear to
contribute to the outcome of COVID-109.

Our objectives are to determine the allelic and genotypic frequencies of the ACEL gene
polymorphism in the two infected populations (covid-19, control), in order to assess whether

there is an association between this I/D polymorphism and Covid-19.

Patients and methods: Our study included 20 patients and 31 controls following a
questionnaire with all clinical and epidemiological information. The search for the 1/D

polymorphism of the ACE gene was performed by PCR.

Results and discussion: Our study revealed a female predominance, obesity and the o+ blood
group are correlated with the course of the infection, of which fatigue and fever are the major

symptoms.

The D polymorphism of the ACEL gene seems to be related to the susceptibility of the
infection. However, the size of our sample does not allow us to draw any conclusion and we

should enlarge the research and study other risk factors.

Key words: ACE gene, ACE enzyme, D polymorphism, COVID-19
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Anneée universitaire : 2020-2021 Présenté par : MAIZOU Aymen / CHOUGUI Ramzi

Etude de I’association de facteurs de risque et de polymorphismes
I/D de L’ECA et la COVID-19

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Génétique

Lamaladie COVID-19 est caractérisée par la grande variabilité d’un malade a un autre. Cette variabilité
est liée a certains facteurs et predispositions genétiques.

Le systeme angiotensine semble étre impliqué dans la pathogenése de la COVID-19. L’ECAZ2 étant le
récepteur cellulaire du SRAS-CoV-2, son expression pourrait réguler la susceptibilité de I'individu a
I'infection. Alor que 1’équilibre entre l'activité de ’ECAI et L’ECA2 a été impliqué dans la
pathogenése des maladies respiratoires et cardiovasculaires et pourrait jouer un role dans leur gravité.
Le polymorphismes I/D fonctionnel du gene ECA1 semble donc contribuer a I'issue de la COVID-19.
Nos Objectifs sont focalisés a déterminer les fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme
du gene de I'ECAL dans Les deux population infectée (covid-19, témoin), afin d’évaluer s’il existe une
association entre ce polymorphismes I/D et Covid-19.
Patients et méthodes : Notre étude a porté sur 20 patients et 31 témoins suite a un questionnaire
comporte tous les renseignements cliniques et épidémiologiques. La recherche du polymorphisme I/D
du géne de I'ECA a été réalisé par PCR.

Reésultats et discussion : Notre étude a révélé une prédominance féminine 1’obésité et le groupe Sanguin
o+ sont corrélés au tour de I’infection dont la fatigue et la fievre sont les majeurs symptomes.

Le polymorphisme D du géne ECAL semble étre liée a la susceptibilité de I’infection Cependant la
taille de notre échantillon ne permet pas de tirer de conclusion il devrait élargir I’effectif de la recherche

et étudier d’autre facteur de risque

Mot clés : Gene ACE, enzyme ECA, polymorphisme D, COVID-19

Mots clés: Géne ACE, enzyme ACE , polymorphisme ID , COVID-19
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Laboratoire de Biologie Moléculaire, Université Fréres Mentouri, Constantine 1.
Laboratoire de Biologie moléculaire et cellulaire, Université Fréres Mentouri, Constantine 1.

Président du jury : BENHIZIA Hayet (Maitre de conférences A - UFMC1).
Encadreur : ZIADA- BOUCHAAR Hadia (Maitre de conférences B - UFMC1).
Examinateur : GHARZOULI Razika (Maitre de conférences A - UFMC1)
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