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En Décembre 2019, a Wuhan, dans la province du Hubei, en Chine, il y a eu découverte d’une
pneumonie d’étiologie inconnue dle a la transmission interhumaine qui a fini par causer une
pandémie. L’OMS a nommé, le 11 Février 2020, la maladie respiratoire provoquée par le virus
SARS-CoV-2 appartenant a la famille des Coronaviridae avec un materiel génétique de nature
ARN monocaténaire : la COVID-19. Comme le nombre de cas et de déces augmentient
quotidiennement, en particulier dans certains pays, ou la propagation est trés forte et atteint un
pic trés élevé de I’infection, par exemple I’Inde, les Etats-Unis d’ Amérique et le Brésil, elle est
considérée comme urgence de sante publique a portée internationale. En plus le virus est devenu
de plus en plus contagieux et s’adapte a cause des mutations, ce qui pose des problémes dont
la majorité des gouvernements sont incapables de résoudre a cause de leurs systémes de santé
fragiles et a cause du le manque de personnel médical, surtout en absence de traitement,
manquede disponibilité de vaccins dans certains pays, la vision négative des gens pour les
vaccins et le confinement qui n’est pas une solution a long terme parce qu’il cause des dégats a
1’économie mondiale. Donc la solution efficace est d’effectuer le dépistage pour identifier les

personnes infectées avec ou sans symptomes pour les isoler (Nadin, 2020).

Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), le dépistage consiste a identifier de maniere
présomptive, a ’aide de tests appliqués de fagcon systématique et standardisée, les sujets atteints

d’une maladie ou d’une anomalie passée jusque-la inapercue (Haute Autorité de sante , 2006).

Ce besoin de dépistage a donné 1’occasion aux industries de biotechnologie de fabriquer
plusieurs Kits de dépistage pour faciliter le diagnostic médical, la prise en charge clinique ainsi
que I’¢tude de 1’épidémiologie de la maladie et la prévention contre I’infection. Ces kits sont

basés sur plusieurs techniques qui incluent :

- les méthodes moléculaires : la réaction de transcription inverse de I’ARN suivie d’une
réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel (RT-gPCR) et la

réaction de polymérisation en chaine numérique en gouttelettes (dd-PCR).

- les méthodes immunologiques qui consistent a la détection de l'antigene spécifique du
SARS-CoV-2 par la technique de dosage d'immunoabsorption par enzyme liee
(ELISA) ou les tests rapides basés sur d’immunochromatographie a flux latéral (
IFL).

- les tests sérologiques pour la détection des anticorps sériques en utilisant ’ELISA et

IFL ou le test de neutralisation.

11 |
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Toutes ces méthodes présentent des principes et des objectifs différents.

Dans notre étude théorique, nous visons a préciser la différence entre ces techniques utilisees,

I’objectif et le principe de chacune d'elles ainsi que la procédure d’application et leurs limites.

12 |
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1.1: Les coronavirus

1.1.1 Définition

Le terme coronavirus fait référence a la sous-famille des coronavirinae, appartenant a
la famille des coronaviridae, elle-méme faisant partie de 1’ordre des Nidovirales (Kina,
2016).

Les coronavirus sont des virus enveloppés pléomorphes dont la taille varie de 80 a 200
nanometre (nm). L’observation en microscope électronique permet de distinguer des
projections d’environ 20 nm a la surface du virion. Ces projections, sont constituées d’une
protéine de surface S « Spike », qui est ancrée dans la membrane virale et confere au
coronavirus son aspect du couronne, d’ou 1’origine de nom de ces virus, dans lequel le terme

latin « corona » signifie couronne (Kina, 2016).

Le matériel génétique de ces virus est un ARN monobrin a polarité positive non segmenté
et polyadénylé. De taille avoisinant les 30 kilo-bases (kb). C’est donc le plus grand génome de

virus a ARN répertoriés a ce jour (Kina, 2016).

Ces coronavirus sont connus a la communauté vétérinaire depuis la fin des années
1930.Apres, dans les années 1960 les premiers coronavirus humains (HCoV) ont été identifiés
et sont, HCoV-OC43 et HCoV-229E isolés de la decharge nasale de patients qui avaient
contractés le rhume. Une vingtaine de coronavirus infectant les animaux ont été identifiés
chez la dinde, la souris, la vache, le cochon, le chat et le chien. Certains coronavirus sont les
agents des infections hépatiques et respiratoires chez les mammiféres et les oiseaux (Ye,
2020).

Il existe trois groupes antigéniques chez les coronavirus qu’on peut considérer comme trois

genres différents qui sont :

- Genrel: Alpha-coronavirus, infecte les mammiféres (canin, félin, porcin) et
I’homme.

- Genre2 : Beta-coronavirus, infecte les mammiferes (bovin, porcin rongeurs) et
I’homme.

- Genre3 : Gamma-coronavirus, infecte les oiseaux (poule et dinde) (Pasquier, 2013).
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1.1.2 Les coronavirus qui infectent I’homme « HCoV

Ils sont a I’origine des infections respiratoires plus au moins séveéres selon la population étudiée.
A ce jour sept (7) coronavirus sont decrits : les HCoV-229E et HCoV-NL63 qui sont des alpha-
coronavirus et les HCoV-OC43, HCoV-HKU-1, Les SARS-CoV-1, le MERS-CoV et les SARS-
CoV-2 qui sont des Beta-coronavirus. lls ont tous les mémes caractéristiques générales des

coronavirus et a une origine zoonotiques (Ye, 2020 ; Kin, 2016).

La figure suivante présente les alpha-CoVs et les beta-CoVs :

HCoVs-NL63
alpha-CoVs L
HCoVs-229E

HCoVs

HCoVs-0OC43

HCoVs-HKU1

beta-CoV's

SARS-CoV

MERS-CoV

SARS-CoV2

Figure 1 : Les différents types des coronavirus qui infectent ’homme (Yazdanpanah, 2021).
On peut les classer en trois groups selon les années de découverte et d’émergence.

I Les coronavirus classique « HCoV-OC43 et HCoV-229E »

Ils sont appelés classiques parce qu’ils sont les premiers coronavirus infectant 1’homme
identifiés dans les années 1960. En 1966 le HCoV-229E a été isolé des voies respiratoires de
patients atteints d'une infection des voies respiratoires supérieures puis ils’est adapté pour qu’il
puisse se développer dans les cellules pulmonaires. Plus tard en 1967, le HCoV-OC43 a été
isolé de la culture d'organes et du passage en série subséquent dans le cerveau de souris

allaitantes.
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Les patients infectés par ces virus présentaient des symptémes courant du rhume,
notamment des maux de téte, des éternuements, des malaises et des maux de gorge, avec fiévre
et toux observeés dans 10 a 20% des cas. Ces symptomes ne se distinguent pas du point de vue
symptomatique de l'infection par d'autres agents pathogénes des voies respiratoires tels que les
virus de la grippe A et les rhinovirus (Ye, 2020 ; Kin, 2016).

Ces virus ont tendance ase transmettre dans la saison hivernale d’un climat tempéré a
n’importe quelle région dans le monde, leur temps d’incubation est moins d une semaine suivie
par une de maladie d’environ 2 semaines, dans laquelle des patients en bonne santé développent
un rhume doux, mais des cas d’immunodéprimés présentent une infection sévere des voies

respiratoires inférieures (Ye, 2020 ; Kin, 2016).

1. Les coronavirus nouveaux «HCoV-NL63 et HCoV-HKU1 »

HCoV-NL63 a été isolé chez un enfant de 7 mois des Pays-Bas en 2004, ou il est tres repandu
chez les enfants, les personnes ageées et les cas immunodéprimés souffrant des maladies
respiratoires. Ce virus provoque des fievres, des broncho-trachéites,des bronchiolites, du
coryza, et de la conjonctivite. Le HCoV-NL63 est aussi associé a une laryngite obstructive
«croup» qui est une inflamation de larynx empéche les cordes vocales de se mouvoir
normalement (Ye, 2020).

Ils représentent environ 4,7% des maladies respiratoires courantes et que son incidence

maximale survient au début de I'été, au printemps et en hiver (Ye, 2020).

Dans la méme année le virus HCoV-HKUL1 a été isolé chez un homme de 71 ans qui
avait été hospitalise pour une pneumonie et une bronchiolite a Hong Kong. Outre quela
pneumonie communautaire et la bronchiolite, le HCoV-HKUL1 a été associé a une exacerbation

aigué de lI'asthme chez les cas immunodéprimés (Ye, 2020).

Les coronavirus classiques et nouveaux se sont bien adaptés aux humains. Donc, ils
deviennent moins virulents ou pathogénes. Et sont généralement moins susceptibles de muter
pour provoquer des maladies hautement graves, sauf exception le cas rare d'un sous-type plus
virulent de HCoV-NL63, qui a récemment été signalé comme causant une infection grave des

voies respiratoires inférieures en Chine (Ye, 2020).
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En plus des pathologies respiratoires les virus HCoV peuvent provoquer une maladie entérique
modérée (gastro-entérite, diarrhées), qui n’est pas encore définie comme une conséquence
indirecte ou directe (Ye, 2020).

D’autres données suggerent un potentiel neuro-invasif de ces coronavirus selon des
études anciennes ou ils sont observés des particules similaires aux HCoV dans le cerveau des
personnes mortes de sclérose en plaques (SEP), ainsi que des anticorps dirigées contre le HCoV
classique. Des études récentes ont permis la détection des ARN de ces HCoV dans les fluides
cérébraux-spinaux,ou dans le cerveau des patients SEP ou d’autre trouble neurologique, malgré
cela TI’implication des HCoV dans le développement des pathologies neurologiquesreste
débattue (Ye, 2020).

M. Les coronavirus émergents

Comme leur nom I’indique ce sont des HCoV qui ont déja causes des épidémies et des

pandémies mondiales, il y on a trois :

A- Le SARS-CoV-1 «syndrome respiratoire aigué sévere-1- »

C’est le premier coronavirus humain qui a causé une pandémie de syndrome respiratoire
aigué sévere, connu aussi sous le nom de la pneumonie atypique. Le premier cas était a Foshan
city, dans la province du Guangdong en Chine. Chez un homme de 40 ans qui est un
intermédiaire entre les fournisseurs d’animaux vivants et les restaurants. L’émergence de
I’épidémie a été déclarée en Novembre 2002, dont laquelle 8096 cas ont été rapportés avec 774
déces (Pasquier, 2013). Dans 32 pays et pendant 144 jours (Kina, 2016).Le taux de mortalité
globale est de 10% et il a atteint les 50% pour les personnes agees. Ce virus est caractérisé par
une période d’incubation de 2 a 14 jours. Apres une période de la maladie caractérisée par des
symptdmes précoces (forte fievre plus de 38°C ainsi qu’un syndrome respiratoires modére, des
toux, des maux de téte ou de gorge et un état de fatigue générale). Puis les symptdmes évoluent,
provoquant un syndrome de détresse respiratoire aigiie ainsi qu’une lymphopénie, jusqu’a la

pneumonie sévere et le déces du patient (Kina, 2016).

Chez nombreux patients surtout a Hong Kong des troubles digestifs avec des diarrhées liquides
on été observés plus que les symptomes respiratoires. Du coup, le virus a été observé dans
différents prélevements comme les cellules de I’épithélium intestinal aprés 20 jours de

symptomes dans les selles qui sont un indice d’une infection trés forte. Sa présence dans ces
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deux prélévements ont été expliqués par une virémie ou le virus a été détecté dans le sang des

patients apreés le début des symptdémes (Kina, 2016).

B- Le MERS-CoV « middle east respiratory syndrome coronavirus»

En septembre 2012 le virus MERS-CoV a été identifié chez un patient de 60 ans a 1’hopital de
Jiddah (Arabie saoudite) a partir d’un prélévement pulmonaire (Ye, 2020). Le 21 mars 2016
L’OMS a déclaré 1694 cas de MERS-CoV dont 605 morts dans 26 pays de continents différents
(Kina, 2016).

Ce virus est caractérisé par une période d’incubation de 2 a 13 jours, son potentiel de
transmission d’un humain a un autre est faible par rapport au SARS-CoV ce qui peut
étreexpliqué par la charge faible de ce virus dans les prelevements respiratoires élevée par

rapport aux préléevements respiratoires bas (Kina, 2016).

Les manifestations cliniques de MERS-CoV sont semblables a celle de SARS-CoV-1
(pneumonie progressive) mais se distingue des autres HCoV par une insuffisance rénale
développee chez certains patients. 1l est aussi observé que 30% des patients présentant des

symptdmes gastro-intestinaux : diarrhées et vomissements (Ye, 2020).

Au 14 février 2020 durant la pandémie de SARS-CoV-2, plus de 2500 casde MERS-
CoV confirmée aux laboratoires ont été signalés avec un taux de mortalité élevée de 34.4% (Ye,
2020).

C- Le SARS-CoV-2 «syndrome respiratoire aigué sévere-2- »

Qui est le sujet le plus intéressant actuellement.

1.2 Le coronavirus SARS-CoV-2

1.2.1 Historique

En Décembre 2019, un nouveau coronavirus était identifié dans la ville de Wuhan, province de
Hubei en Chine, chez des patients qui présentaient des pneumopathies séveres inexpliquées. En
février 2020, ’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a attribué le nom de COVID-19 pour
désigner la maladie causée par ce virus, initialement appelé nCoV-2019, puis SARS-CoV-2 par

le comité international de taxonomie des virus (V. Bonnya, 2020). A travers le monde, le 17
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septembre 2021, 227062289 cas étaient confirmés globalement et 4688334 déces par ’'OMS,
200 989 cas et 5 651déces en Algérie et 121984 cas et 3115 décés en Ouganda (OMS, 2021).

Le nombre de personnes inféctées dans le monde le 17septembre 2021 était 227062289
personnes, parmi lesquelle 41853266 aux Etats Unis et 33263542 en Inde c’est pour ¢a ces deux
pays sont considérés comme les pays a infection plus haute. Mais aussi il y’a un trés grand
nombre de guérissions des personnes infectées dans le monde il atteint u nombre total de
196817174 dés le début de la pandémie jusqu’a 2 septembre 2021 dans le monde. On s'attend
a ce que le taux d'infection diminue aprés la vaccination du plus grand nombre possible de
personnes le nombre des personnes qui sont vacciner (tous les doses) est 2,4 millions dans le
monde en 17 septembre 2021 (OMS, 2021).mais il faut que la sensibilisation et la responsabilité

augmente aussi (Moyou, 2021)

1.1.1 Classification des coronavirus
La famille des Coronaviridae est subdivisée en deux sous famille ; les letovirinae et les
Orthocoronavirinae qui regroupe quatre genres differents selon les analyses phylogénétique et

la structure du génome ; Alphacoronavirus, Bétacoronavirus, Gammacoronavirus et

Deltacoronavirus (Halemy, 2020).

Le genre bétacoronavirus regroupe des virus a ARN simple brin enveloppés, de sens positif,
d'origine zoonotique comme le cas de SARS-CoV-2, la majorité des coronavirus qui infectent
I’homme appartient a ce genre sauf Les HCoV-229E et HCoV-NL63 qui appartiennent au
genre Alphacoronavirus (Ye, 2020).

Selon la Comité international de taxonomie des virus ICTV la classification de coronavirus
SARS-CoV-2 est la suivante : (ICTV, 2021).

Royaume : Riboviria

Regne : Orthornavirae
Embranchement : Pisuviricota
Classe : Pisoniviricetes

Ordre : Nidovirales

Sous-ordre : Cornidovirineae
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Famille : Coronaviridae
Sous-famille : Orthocoronavirinae
Genre : Betacoronavirus
Sous-genre : Sarbecovirus

Espece : SARSr-CoV

Individum: SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1
(ICTV, 2021).

1.1.2 Architecture et structure

Le SARS-CoV-2 est un virus sphérique comprend un enveloppe de 60-220 nm.
Structurellement, le SARS-CoV-2 contient quatre types des protéines de 1’extérieur vers
I’intérieur, qui sont ; la protéine de pointe (S) responsable a 1’aspect couronne au virus en
microscopie électronique, la protéine d'enveloppe (E), la protéine de la membrane (M) qui
constitue avec les deux protéines précédentes I’enveloppe viral, et la protéine de nucléocapside
(N) qui protéege L’ ARN viral. Ces protéines partagent une similitude de séquence élevée avec

la séquence de la protéine correspondante du SARS-CoV et du  MERS-CoV (Amir, 2020).

La nucléocapside a une forme icosaédrique asymétrie cubique, elle contient le génome viral qui
est un acide ribonucléique (ARN) de 29881 paires de bases monocaténaire, non segmenté et
positif (Amir, 2020). L’ARN positif se comporte comme un ARN messager (ARNm) et donc
peuvent étre traduits directement en protéines, contrairemnt a I’ARN monocaténaire a polarité
négative qui ne péeut pas etre traduit directement en protéines, il nécessite 1’intervention d’une
enzyme dit ARN polymerase-ARN dependante (ARN replicase) pour synthétiser a partir cet
ARN négatif un ARN messager et donc un ARN positif pour permettre la traduction (Germain,
2021).
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Protéine de spicule (S)

Protéine de membrane (M)

Protéine d’enveloppe (£)

Protéine de nucléocapside (N)
associée a I’ARN génomique

80-120 nm

Figure 2 : Représentation schématique de la structure du coronavirus SARS-CoV-2
(Gozlan, 2020).

Comme tous les autres coronavirus, le génome du SARS-CoV-2 code pour quatre protéines

structurales et 16 protéines non structurales (Ahmad, 2020).

l. Protéines structurales

a- La protéine de pointe (S) ou Spike :

Il s’agit d’une protéine transmembranaire de type I présente sur I’enveloppe virale
sous la forme d’un homotrimére de nature glycoprotéique. Elle joue un role important dans la
pathogenese en se liant a la cellule héte via sa fragment RBD (receptor binding domain) qui est
la partie la plus variable du SARS-CoV-2 et déclenche I'infection en collant le virion a la cellule
hote. La protéine S est composée de 1273 résidus d'acides aminés contenant trois sous-unités,
a savoir S1, S2 et S2'qui agissent difféeremment au cours du processus d'adhésion a la cellule
hote (Ahmad, 2020).

La sous-unité S1 est impliquée dans I'attachement des virions a la membrane de la cellule hote

en interagissant avec I'ACE2 humaine qui initie par la suite le processus d'infection.

Au cours de ce processus, la protéine S subit des changements de conformations
induits lors de son entrée dans les endosomes de la cellule hdte. Les mutations de la protéine S
semblent induire des changements conformationnels, qui peuvent provoquer une antigénicité
altérée. Plusieurs mutations ont été trouvées dans la région de liaison au récepteur S1 du SARS-
CoV-2 (Ahmad, 2020).
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L'autre sous-unité de la protéine S, S2 fonctionne comme la protéine de fusion qui aide a la
fusion du virion avec la membrane cellulaire des mammiferes. Pendant le processus de fusion,

la protéine S2 apparait dans trois états de conformation principaux :

i.  Etat natif de pré-fusion.
ii.  Un état intermédiaire pré-épingle a cheveux.

iii.  Etaten épingle & cheveux post-fusion.

Il est intéressant de comprendre comment ces états de conformation dynamiques
orchestrent le mécanisme d'entrée virale dans la membrane de la cellule héte car cela pourrait
conduire au développement de thérapeutiques efficaces, mais malheuresement il y a peu

d’information sur ce point (Ahmad, 2020).

Et enfin la sous-unité S2’ clivée restante de la protéine S fonctionne comme un peptide de
fusion. Avec la sous-unité S2 ces deux protéines forment la tige structurale de la protéine Spike
(Ahmad, 2020).

b- Proteines d'enveloppe (E)

Elle est relativement petite (75 acide amines) et joue un rdole important dans la
morphogenése, I'assemblage et la libération des virions, dans laquelle elle agit comme des
viroporines qui s'assemblent dans la membrane de I'h6te formant des pores protéine-lipide

impliqués dans le transport ions.

Les séquences de cette protéine présentent une région hautement conservées similaire chez le
SARS-CoV-1 et le SARS-CoV-2 mais légerement différent chez le MERS-CoV (Ahmad,
2020).

c- Protéine membranaire (M)

Chez tous les coronavirus, c’est une protéine structurale caractérisée par trois
domaines transmembranaires, constituée de 222 acides aminés, qui fonctionnent en accord avec
les protéines E, N et S et jouent un rdle majeur dans I'encapsidation de I’ARN viral. La
composition en acide aminés est commune chez plusieurs coronavirus . La protéine M est trés

abondante et fournit I’architecture spécifique des coronavirus (Ahmad, 2020).
d- Nucléoprotéine (N)

Il s’agit d’une phosphoprotéine de 50 kDa codée par le gene ORF9b hautement

immunogeéne (cliniscience, 2021) et hautement conservée a travers les CoV partageant 90%
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d'identité de séquence avec celle du SARS-CoV-1. La protéine N du SARS-CoV-2 est souvent
utilisée comme marqueur dans les tests de diagnostic et est considérée comme unecibles

medicamenteuse potentielle (Ahmad, 2020).

Cette protéine se lie a I’ARN viral par son domaine spécifique et joue un rdle important
dans le conditionnement de I'ARN viral dans la ribo-nucléocapside et elle assure I'assemblage
de la particule virale en interagissant avec le génome viral et la protéine M, qui sont utiles dans
l'augmentation de la transcription et de la réplication de I'ARN viral. Donc elle est impliquée
dans la réplication du génome viral ainsi que dans la modulation des voies de signalisation

cellulaire.

Des études suggérent que des anticorps contre la protéine N du SARS-CoV reconnaitraient
probablement la protéine N du SARS-CoV-2 (Ahmad, 2020).

1. Protéines non structurales (NSP)

En plus des protéines structurales, le génome viral code pour de nombreuseprotéines non
structurales qui sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, notamment la
réplication du génome viral, le traitement des protéines, la transcription et la protéolyse. Ces
proteines sont impliquées dans la liaison a l'activité endopeptidase, ’activité transférase, la
liaison a ’ATP, la liaison a l'ion zinc, I'ARN- activité ARN polymérase 5'-3 'dirigée, activité
exoribonucléase produisant des 5'-phosphomonoesters, et activité méthyl transférase (Ahmad,
2020).
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Tableau 1 : Liste des protéines non structurales du SARS-CoV-2 et de leurs fonctions
moléculaires (Ahmad, 2020)

Nom de la | Description Fonction

protéine

NSP1 Le produit N-terminal de la | Inhibiteur de la traduction de la protéine leader de
réplicase virale I’hote. assure la réplication et le traitement de I'ARN,

impliqué dans la dégradation de 'ARNmM

NSP2 | Produit de réplicase, | Modulation de la voie de signalisation de la survie de
essentiel pour la relecture de | la cellule héte en interagissant avec les protéine de
la réplication virale I'ndte la prohibitine( PHB) et la prohibitine-2 (PHB-2)

NSP3 C’est une protéinase de type | Fonctionne comme une protéase pour séparer la
papaine contenant plusieurs | polyprotéine traduite en ses proteines distinctes
domaines.

NSP4 | C’est une protéine couvrant | Permet d’ancrer le complexe de replication-
la membrane, elle contient | transcription virale aux membranes du réticulum
le domaine | endoplasmique modifiées (pas encore confirmee)
transmembranaire 2

NSP5 | Protéinase de type 3C et | clivage des polyprotéines virales pplaet pplb lorsde
proteinase principale la réplication.

NSP6 protéine transmembranaire | Joue un rdle dans [l'induction initiale des auto-
située pres du réticulum | phagosomes a partir du réticulum endoplasmique de
endoplasmique I'note.

NSP7 C’est une ARN polymérase | forme un super-complexe hexadécamérique avec
—ARN dépendante NSP8 qui adopte une structure cylindrique creuse

impliquée dans la réplication

NSP8 | ARN polymérase | forme un super-complexe hexadécamérique avec
multimérique, réplicase NSP7 qui adopte une structure cylindrique creuse

impliquée dans la réplication

NSP9 | Une protéine virale de | Participe a laréplication virale en agissant comme une
liaison a 'ARN simple brin | protéine de liaison a I’ARN monocaténaire
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Suite et fin du tableau 1.

NSp10 | Protéine de type facteur de | Dans la transcription virale en stimulant les activités
croissance contient deux | exo-ribonucléase nspl4  3-5" et nsplo 2/,
motifs de liaison au zinc O- méthyl-transférase joue donc un rdle essentiel dans

la méthylation de la coiffe (5’-cap) des ARNm viraux

NSP11 | Composé de 13 acides | Inconnu
aminés et identique au
premier segment de Nsp12.

NSP12 | ARN polymérase ARN- | Responsable de la réplication et de la transcription du
dépendante génome de I'ARN viral

NSP13 | Domaine de liaison au zinc, | Un domaine central d'hélicase qui lie I'ATP. Le
domaine NTPase / hélicase, | domaine de liaison au zinc est impliqué dans la
ARN 5'-triphosphatase réplication et la transcription

NSP14 | Relecture du domaine Exo- | Activité exo-ribonucléase agissant dans une direction
ribonucléase 3'a 5’ et activité N7-guanine méthyl-transférase.

NSP15 | EndoRNAse; - activité endoribonucléase Mn?*dépendante

NSP 16 | 2’-O-ribose méthyl- | Méthyl-transférase qui assure la médiation de la
transférase méthylation du 2'-O-ribose de I'ARNm cap vers la

structure 5'-cap des ARNm viraux

1.1.3 Génes et génome du coronavirus SARS-CoV-2

L'organisation génomique du SARS-CoV-2 partage environ 89% d'identité de séquence avec

d'autres coronavirus. Comme tous les coronavirus, le SARS-CoV-2 a un ARN simple brin de

sens positif. Caractérisé par une taille d’environ 29,9 Kb et un pourcentage de Guanine-

Cytosine (GC%) égale a 38% et contenant 11 genes codant pour les protéines, avec 12 protéines

exprimeées. Le génome du SARS-CoV-2 est composé de 13 a 15 cadres de lecture ouverts (ORF)

(12 fonctionnels) contenant environ 30,000 nucléotides. Ces ORF sont organisés en réplicase
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et protéase et en protéines majeures S, E, M et N, qui suivent un ordre d'apparition typique de
5'a 3' (Ahmad, 2020).

Le génome entier du SARS-CoV-2 code pour une poly-protéine longue d'environ 7096 résidus
qui se compose de nombreuses génes qui code pour les protéines structurales et non structurales
(NSP).

Le contenu nucléotidique du génome viral est principalement constitué par deux cadres de
lectures ouverts ORF1a et ORF1ab présentant les deux tiers de la totalité du génome suivis par

les génes qui codent pour les protéines structurales (Ahmad, 2020).

Les polyprotéines ppla et pplab sont codées par les ORF 1a et 1b, ou la polyprotéine pplab
est codée par le mécanisme de décalage de cadre ribosomal du gene Ib. Ces polyproteines sont
ensuite traitées par des protéinases virales codées et produisent 16 protéines non structurales,

qui sont bien conservees dans tous les CoVs appartenant a la méme famille (Ahmad, 2020).

N SARS-CoV-2 genome
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Figure 3 : Organisation du génome du SARS-CoV-2 (Valere, 2020).
1.1.4 Lecycle viral
Le SARS-CoV-2 a la capacité d’envahir deux types des cellules pulmonaires ; les

cellules du gobelet produisant les mucus et les cellules ciliées qui éliminent les débris des

poumons (Haque, 2020).
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A partir du premier contact du virus avec la cellule hote une liaison s’installe entre la
protéine de la pointe S virale et le récepteur ACE2.Ce recepteur est utulisé également pour
I’entré de SARS-CoV-1 et HCoV-NL63 mais 1’¢fficacité de liaison par la protéine S de SARS-
CoV-2 est dix a vingt fois supérieure a celle de SARS-CoV-1. Ainsi que plus forte que les
laisons avec autres recepteurs comme le dipeptidyle peptidase-4 (DPP4) pour MERS-CoV et
aminopeptidase N (APN) pour HCoV-229E. Ce qui explique la contagiosité forte de ~ SARS-

CoV-2 par rapport au autre coronavirus infectant I’lhomme (Guo, 2020).

La sous unité S1 de la protéine S virale détermine la gamme virus-hote et le tropisme cellulaire
avec le domaine de fonction clé-RDB. Apreés la fixation, la protéine S va étre clivée en deux
par un des protéases de la cellule héte pour exposer le peptide de fusion qui s’insére dans la
membrane cellulaire pour rapprocher et fusionner 1’enveloppe virale avec la membrane
plasmique de la cellule héte. Une autre voie, la voie endosomale du virus contenant la protéine
de pointe est considérée comme un processus sensible au pH, dans lequel les virions
endocytosés subissent une etape d'activation assurée par un pH endosomal acide, conduisant a
la fusion des membranes virales et endosomales, libérant ainsi le génome viral dans la cellule
cytoplasme (Haque, 2020).

Une fois ’ARN viral est dans le cytoplasme, il va détourner la machinerie de traduction
cellulaire a son profit pour synthétiser deux polyprotéines ppla et pplab, ces deux polyproteines
vont subir un traitement par des protéinases virale pour donner les protéines non structurales
NSP1-11 et NSP11-16 respectivement (Ahmed, 2020).

Ces NSP forment un complexe de réplication-transcription (RTC) dans une vésicule a
double membrane. Le RTC réplique I’ARN génomique et synthétise en continu un ensemble
imbriqué d’ARN sous génomique qui codent pour des protéines structurales et accessoires. Ces
dernieres s’assemblent avec I’ARN génomique néoformé a I’aide de 1’appareil de Golgi et du
réticulum endoplasmique puis se transporte au milieu extra cellulaire par exocytose (Guo,
2020).

Il faut environ dix minutes pour qu’un virion infecte une cellule hote, environ 10 heures
pour générer une nouvelle particule de virion, et chaque cellule hote peut libérer jusqu’a 1000

particules virales pendant la durée de I’infection (Mariana, 2020).

Le schéma suivant donne une idée de cycle viral des coronavirus SARS-CoV-2 ;

27|



Chapitre 1 : Coronavirus SARS-CoV-2 | 2021

The life cycle of SARS-CoV
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Figure 4 : Cycle de vie du coronavirus SARS-CoV-2 (Wikimedia Commons, 2020)

1.1.5 Réservoirs naturels du coronavirus et sa transmission

Les premiers cas a Wuhan sont tous associés au marché des animaux vivants de Hunan

ou la premiere hypothése d’origine zoonotique de SARS-CoV a été déclarée.

Plusieurs études y compris des analyses comparatives du génome du SARS-CoV-2 indiquent
des similitudes trés observables avec le génome des coronavirus infectant les chauves souris,
ces résultats sont une preuve que la source du SARS-CoV-2 sont les mammiferes, précisément
les 2 espéces Rhinolophus affinis et Rhinolophus mallaynus et donc les réservoirs naturels du
SARS-CoV-2. Les CoV ont besoin d'hdtes intermédiaires ou amplificateurs au sein desquels le
SARS-CoV-2 a pu acquérir une partie ou la totalité des mutations nécessaires avant d'étre
transmis a ’homme (Mahdy, 2020).
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Il est aussi intéressant de noter que l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE2) des
humains et des chiens partage une identité de séquence élevée (13 sur 18) et donc leur liaison
au pic RBD du SARS-CoV-2 c’est a dire ’attachement de virus au cellule hote de I’homme ou
de chien est assez similaires. Aussi sur la base de la similitude significative de certains genes
une origine probable liée au Pangolin Malais (Manis javanica) du SARS-CoV-2 a également été
suggéree. Donc les chiens et les pangolins peuvent étre I’hote intermédiaire le plus probable du
SARS-CoV-2.

Le SARS-CoV-2 peut étre transmis de I’homme aux autres animaux comme les chats, les chiens,
les hamsters, le vison et autres, mais pas le contraire par ce qu’il y a aucune preuve pour dire
que ces animaux sont des intermédiaires sauf les visons qui sont capable de transmis le virus a
I’homme figure 5 (Mahdy, 2020).

La transmission aux animaux est soit a partir des humains infectés, soit de 1’environnement

contaminé ou a partir d’autres animaux infectés (e, 2020).

La transmission interhumaine est le mode de transmission principale de ce virus; il peut
pénétrer dans I’organisme par contact avec les yeux, le nez, la bouche ou avec les mains
contaminées, par inhalation de gouttelettes ou secrétions d’un malade, ou indirectement par un
contact avec des surfaces infectées. Les personnes contagieuses peuvent étre symptomatique,

asymptomatique ou pre-symptomatique (Amir, 2020).
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Figure 5: Role possible des animaux dans la transmission du SARS-CoV-2, hotes
intermédiaires potentiels, infection naturelle et expérimentale des animaux (Mahdy, 2020).

1.2 La maladie infectieuse respiratoire COVID-19

1.2.1 Définition et épidémiologie de la maladie

Ce terme COVID-19 fait référence a « Coronavirus Disease 2019 », la maladie
provoquée par unvirus de la famille des Coronaviridae : Le SARS-CoV-2. Cette maladie
infectieuse est une zoonose, dont l'origine est encore débattue. Le COVID-19 est une maladie
respiratoire contagieuse pouvant étre mortelle chez les patients fragilisés par I'dge ou une autre
maladie chronique. Les premiers cas de COVID-19 ont été détectés le 31 décembre 2019 a
Wuhan, une ville de la province de Hubei en Chine. Apres s'étre propagé dans plusieurs pays,
principalement en Europe, 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré le 11 mars
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2020 que le COVID-19 était une pandémie, avec plus de 20000 cas confirmés et pres de 1000

déceés parmi les Européens.

Cette épidémie a continué de se propager rapidement d'une fagon anormale dans le monde
entier, ou le nombre de déces di a ce virus (COVID-19) était de 545481 personnes dans
lemonde au 06 juillet 2020. Actuellement en 17 septembre 2021 il a atteint le chiffre de 4688334
déces et 227062289 cas. En conséquence, une stratégie de quarantaine a été suivie pour réduire
le nombre d'infections (OMS, 2021).

Les facteurs de risque de propagation de ce virus sont ’dge parce que I’immunité
humaine devient plus en plus faible avec 1’age et les maladies chroniques surtout les maladies
cardio-vasculaires et cérébro-vasculaires. Le 30 mars 2020, une modélisation réalisée a partir
de 44672 cas confirmés a travers le monde dont 1023 déces estimait un taux de létalité ajusté

de 1,4 %, atteignant 6,4 % dans la population &gee de plus de soixante ans (Amir, 2020).

Des études ont montrés que les femmes ont une réponse immunitaire plus forte et un taux de
mortalité plus faible par rapport a ce virus. Le taux de propagation de ce virus varie dans les
différentes régions géographiques di aux donnees démographiques différentes, la génétique et
les differents comportements de la prévention pratiquée. La transmission virale est aussi élevée
dans les environnements peuplés comme les maisons de retraite, les prisons, les orphelinats
(Amir, 2020).

Selon les médias et le Ministre de la santé en Algérie, la premiére apparition du virus
était le 25 février 2020 chez un ressortissant italien. A partir du ler mars 2020, un foyer de
contagion se forme dans la wilaya de Blida, ou seize membres d'une méme famille ont été
contaminés par le coronavirus lors d'une féte de mariage a la suite de contacts avec des
ressortissants algériens en France. Progressivement, I'épidémie se propage pour toucher toutes
les wilayas algériennes. Et donc I'Algérie était considérée comme le premier foyer d'Afrique
(France télevision, 2020). Le 12 Mars 2020, le premier cas de déces par le SARS-CoV-2 a été
déclarer a Blida . Le lendemain autres cas d’infection par le virus ont été signalés a Alger et
autres wilayas (itriinsights, 2021). Le président Algérien a ordonné la fermeture des écoles, des
universités et de tous les établissements d'enseignement, suivie de la fermeture des mosquées
et de la suspension de tous les rassemblements religieux le 13 Mars, et le 19, les restaurants et
toutes les formes de transports publics et privés ont été fermés. Blida qui était alors I'épicentre
du COVID-19 a €té confiné le 23 Mars et un confinement partiel dans le reste des wilayas a été

annoncé quelques jours apres en raison de la propagation de la maladie.
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Selon les statistiques observées le 08 mars 2021, le plus grand nombre des cas se trouvait
a Alger (6506cas), suivi de Blida (4435cas), Oran (4248) comme illustré dans la figure 6. Cette
répartition de nombre des cas est liée a plusieurs facteurs comme la démographie de la

population, I’4ge, le sexe et autres (Carte épidémiologique Cas de COVID-19 en Algérie, 2021).
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Figure 6 : Variation du nombre de cas positifs de Covid-19 dans les différentes régions
d’Algérie.

Le nombre de cas a continué a augmenter, I'Algérie ayant le taux de létalité le plus élevé
en Afrique avec 15,7% en 13 avril 2020 (OMS, 2020). Selon I'étude sur un total de 615 patients
positifs au COVID-19 par (Lounis M. , A brief review of clinical features of coronavirus disease
in Algeria, 2021), de multiples manifestations cliniques ont été observées .la toux (66 %), la
fievre (64,6 %) et lI'asthénie (53,3 %) étaient les plus frequentes. Ces symptomes, en association
avec la dyspnée étaient les plus rapportés dans les cas graves. Ainsi que d’autres symptomes

moins fréquents comme le tableau ci-dessous indiquent :
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Tableau 2 : Les différentes manifestations cliniques chez 615 patients étudiés par
Lounis, M. en Algérie (Louniss, 2021).

Symptémes Total des cas (%) Cas séveres (%)
Fiévre 64.6 52.8
Toux 66 57.5
Diarrhée 32.3 10
Asthénie 53.3 58.8
/Anosmie/agueusie 30.8 /
Myalgie/douleur 26.7 10.2
Nausées/ Vomissements 9.2 10
Douleur abdominale 6.5 /
Mal de téte 25.5 8.7
Hémoptysie 1.9

Dyspnée 27.5 56
Détresse respiratoire / 23
Irritation pharyngee/ 10.9 16
Odynophagie

/Anorexie 50 /
Douleur thoracique 5.8 /
brilure oculaire 1.1 /
Rhinorhée 1.1 /
Vertige 1.1 /
Confusion 0.9 /
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L’age est un facteur qui controle la propagation de virus. Un pourcentage important des cas
positifs a était observé chez les personnes entre 25 et 49 ans (21582 cas), suivis par les patients
de 60 ans et plus (18388 cas), puis 50-59ans (9 384 cas), 15-24 ans (1882 cas), 1-14 ans (692
cas). Et enfin, le nombre des cas plus bas observé chez les nourrissons de moins de 1 an (79
cas) comme illustré dans la figure ci-dessous (Carte épidémiologique Cas de COVID-19 en
Algérie, 2021)

dan 15U 505 ans

Figure 7 : Histogramme de la variation du nombre de cas comfirmés positifs pour la
COVID-19 par tranches d’age en Algérie.

Comme tous les pays africains, en Algérie le nombre des cas positifs du COVID-19
est légérement plus élevé chez les hommes (53,8 %) que chez les femmes (46,26 %) au
08/03/2021 (Carte épidémiologique Cas de COVID-19 en Algérie, 2021). Cette incidence plus
¢levée chez les patients masculins pourrait étre expliquer par 1’exposition plus grande des
hommes au virus dans les endroits de travail et publique par rapport au femme et aussi la

concentration plus élevée de ACE-2 chez les hommes que chez les femmes (Lounis,2020)
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Figure 8 : Répartition des cas confirmés positifs pour la Covid-19 par sexe en Algérie.

Le 20-3-2020, le premiere cas de COVID-19 a été déclare par le ministre de la santé
de I’Ouganda. C’était un homme de 36 ans provenant de Dubai a 1’aéroport d’Entebbe qui avait
une température corporelle d’environ 38°C puis il a subi un test PCR a partir d’un
écouvillonnage nasal avec résultats positifs pour la COVID-19 (The republic of Uganda
ministry of health, 2020). A ce moment-I3, les Emirats arabes unis n'étaient pas considérés
comme un pays de catégorie 1, de sorte que les 84 autres voyageurs sur le méme vol que le
premier cas de I’Ouganda ainsi que d'autres personnes qui avaient voyagés aux Emirats arabes
unis au cours des derniéres semaines, n'étaient pas en quarantaine institutionnelle et avaient
donc eu des contacts avec les membres de la communauté. Certaines personnes ont éte testées,
d’autres non. Parmi celles qui étaient testées, certaines sont revenues positives du COVID-19
(Ajari, 2020). Une quarantaine obligatoire de 14 jours a été introduite pour toutes les personnes
voyageant en provenance des pays a haut risque, mais en raison des codts élevés, certaines se
sont échappées des centres de quarantaine. En raison de la menace d’avoir plus de cas importés,
le 26 mars, le président de I’Ouganda a annoncé des mesures de confinement strictes, fermant
complétement toutes les frontiéres ainsi que I'aéroport international. Tous les rassemblements
publics étaient interdits et les écoles ont été fermées (Ajari, 2020). L'Ouganda est un pays
enclavé et la plupart des marchandises entrent via les ports du Kenya et de la Tanzanie, au
moyen des camions de cargaisons (Kadowa, 2020), cela a entrainé un inconvénient : car les
chauffeurs de camion ont été autorisés a continuer a l'intérieur du pays, apres avoir effectués
les tests mais avant d’obtenir les résultats. Certains ont été testés positifs et avaient déja eu des

contacts avec des membres du public, d’ou I’inconvénient. Au 30 mars 2020, le nombre de cas
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en Ouganda était passé a 33, la plupart étant des cas importés de Dubai, d'autres d'Afghanistan,
des Etats-Unis d'Amérique et du Royaume-Uni. En outre, quatre cas de transmission
communautaire ont été signalés, dont un bébé de 8 mois dont le pére s'était rendu a Kisumu au
Kenya et un commercant qui n’avait aucun antécédent de voyage, entrainant ainsi des mesures
plus strictes de suspension de toutes les activités et commerces a I'exception des marchés et
magasins alimentaires établis, des hopitaux et des pharmacies, interdiction de circulation des

personnes par tous les moyens de transport et un couvre-feu.

Les patients présentaient des symptomes légers a modérés et certains étaient
asymptomatiques avec une mortalité trés faible (Ajari, 2020). Les symptomes incluent la fiévre,

la toux, ’écoulement nasal, la faiblesse générale et difficulté a respirer.

La population Ougandaise est en grande partie jeune avec 48,1% de la population &gée de moins
de 15 ans, et 49,4% entre 15 et 65 ans, avec seulement 2,5% au-dessus de 65 ans (Kadowa,
2020). Le plus grand nombre de cas observé, est dans la tranche d’age de 30 a 39 ans et le plus
bas chez les 90 ans et plus (Ministry of health, COVID-19 response info hub, 2021). Et selon
les études d'Ajari et al, c'était I'explication probable de zéro incidence des decés en Ouganda,
en raison du plus grand nombre de cas chez les jeunes (30-39ans) a partir de la date de
découverte du cas index au 6 mai 2020, car le taux de mortalité augmente avec I'age (Ajari,

2020). Pour mieux comprendre voire la figure suivante :
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Figure 9 : Variation des cas comfirmes positifs pour la Covid-19 par tranche d’ige en

Ouganda.

36



Chapitre 1 : Coronavirus SARS-CoV-2 | 2021

Il est également observé que le pourcentage des femmes Ougandaises qui sont testées
positives (38.84%) pour le SARS-CoV-2 est inferieur a celui des hommes (61.16%), comme
illustré dans le diagramme ci-dessous (Ministry of health, COVID-19 response info hub, 2021)
par rapport aux statistiques du 18/08/2021. De nombreux chercheurs soulignent que le
comportement social des hommes est la raison de ces pourcentages (Ajari, 2020). Ainsi que la
concentration plus élevée de recepteur ACE-2 chez les hommes que chez les femmes
(Aggarwal, 2020).

Male vs. Female

@ Male: 29754 Female : 18892

Figure 10 : Répartition des cas confirmés positifs pour la Covid-19 par sexe en Ouganda.

Selon le ministere de la Santé de I'Ouganda, 14 laboratoires sont accrédités pour
effectuer des tests COVID-19 dans tout I'Ouganda et le plus grand nombre de cas est observé
dans la région centrale : Kampala et Wakiso (Ministry of health, COVID-19 response info hub,
2021). Selon Ajari et al, ca pourrait étre d au fait que Kampala et Wakiso ont les densités de
population les plus élevées en Ouganda, et se trouvent a proximité du seul aéroport international
d'Entebbe et la plupart des centres de quarantaine et de traitement institutionnels se trouvent

exactement a Kampala et Wakiso (Ajari, 2020).

La figure ci-dessous montre le nombre de cas de COVID-19 dans les 81 districts de I’Ouganda.
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Figure 11 : Variation des cas positifs de Covid-19 dans les différentes régions en Ouganda.

Pendant la pandémie COVID-19, on a constaté que le nombre des cas confirmés par un
dépistage et le taux de mortalité sont différent dans région a un autre. Ca peut étre liée a
plusieurs facteurs ; le risque de comorbidité et les variables démographiques, économiques et
politiques, le pourcentage des personnes agées dans la population, ainsi que la période de la
propagation de virus car il a commencé de se propager dans certains pays plus tot que d'autres
(Sorsi, 2020). Pour voire les variations de nombre des cas de COVID-19 entre deux pays qui
sont I’Algérie et I’Ouganda on a réalisé un histogramme on se basant sur les statistique de Our

World in Data (Ritchie, 2021) entre la période Février 2020 a Aodt 2021.
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Figure 12: Evolution des cas de Covid-19 en Algérie et en Ouganda.

Dans une premiere vu on constate que le nombre des cas en Algérie a était presque

toujours plus important par rapport au nombre des cas en Ouganda sauf dans 2 mois ; Juin 2021

et Aolt 2021, ainsi que la pandémie a débuter en Algérie plus tét qu’en Ouganda.

Pour I’ Algérie les nombre des cas était fluctuant dans les cing premier mois. Aprés on

peut constater qu’il y a quatre pics observable, la premiére était on Juillet 2020 ou le nombre

des cas dépasse le 15000 (16487) ce qui peut étre explique par le confinement tard et

progressive ainsi que les gens ne respecte pas les mesures de protection, le deuxieme pic a était

plus importante que la premiére ou le nombre des cas atteint 25257 en Novembre 2020. Apres

cette pic, la propagation de la maladie continua a diminuer jusqu’a Mars 2021 ( 4100 cas),
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soudainement une augmentation forte a était signalé en Juillet 2021 ou le nombre était le
maximale dans la période d’étude il atteint 31766 cas , a cause de I’apparition de nouveau
variant delta qui est plus contagieux ce qui provoque une saturation des hépitaux et un manque
d’oxygene et donc un taux de Iétalité trés élevé en Aodt il ya comme méme une diminution

mais pas tres importante.

Dans I’autre c6té, Ouganda a marquer des nombres bas fluctuant dans la période entre
Février 2020 et Aot 2020, due au confinement strict qui a était appliquer juste apreés I’annonce
du premier cas. Puis, une évolution des chiffres a était observé dans laquelle le nombre des cas
continua a augmenter jusqu’a atteint 14760 en Décembre 2020 d{e au mesures de protection
qu’ils n’étaient pas respecter durant les séminaires politiques, les gréves et les manifestations
de peuple. Aprés le nombre est diminuer dans les trois mois suivant de Février 2021 au Mars
2021, il atteint une valeur minimale de 510 cas. Puis une faible augmentation durant I’ouverture
des écoles a était constaté en Mai 2021. Le nombre augmente fortement en Juin 2021 pour
marquer la valeur maximale 32830 cas a cause de I’apparition de nouveau variant Delta et la

surpopulation scolaire, ce nombre diminue aprés 1’application de confinement.

1.2.2 Physiopathologie de la Covid-19

Le SARS-CoV-2 pénétre dans le corps via les cellules épithéliales nasales ou il se
réplique en se liant au recepteur ACE-2 de I’hote. Puis il migre vers les voies respiratoires
supérieures, les cellules infectées libéerent le motif C-X-C du ligand de chimio-kines 10 et des
interferons ; IFNP et IFNA. Dans les cas graves rencontrés par certains patients, le virus envahit
les cellules épithéliales alvéolaires de type 2 via le récepteur ACE-2 ; les pneumocytes infectes
libéerent différentes cytokines et marqueurs inflammatoires. La cytokine storm agit comme un
chimiotactique pour les neutrophiles, les cellules T auxiliaires CD4 et les cellules T CD8
cytotoxiques qui attaquent plusieurs organes, entrainant unun syndrome de déstresse

respiratoire sévere, et une défaillance de plusieurs organes (Parasher, 2020).

Le schéma suivant donne une idée sur la physiopathologie de la Covid-19 ;
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Phase
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symptomes

Symptémes

séveres

asymptomatique

Apparition des

des cellules ciliées de la voie respiratoire conductrice

Une fois dans I’organisme, le virus se lie aux cellules épithéliales
nasales, subit une réplication puis une propagation locale + infection

interférons IFN-B et IFNA par les cellules infectées.

Invasion et Infection de la voie respiratoire supérieure ; réponse
immunitaire ; libération des C-X-C motifs chemokine ligand 10, les

Implications de la voie respiratoire inferieure, le virus
envabhie les cellules épithéliales alvéolaire de type 2
.Ces cellules infectés liberent des cytokines, des
marqueurs inflammatoires, les interleukines (IL-1, IL-
6, IL-8, IL-120 et IL-12), des facteurs du nécrose
tumoral -a, IFN-B et IFNA et C-X-CL10, monocyte
chimioattractant-protein-1 et protéine
inflammatoire des macrophages 1a, pour stimuler la
lutte contre ce virus (cytokine Storm)

Guérison
chezla

plupart des

patients

Chimio-attraction des neutrophiles, des lymphocytes T-CD4 et des
lymphocytes cytotoxiques CD8 par la cytokine Storm

~

Inflammation et Iésion pulmonaire ultérieur ce qui
provoque une apoptose avec libération des nouveaux
virions qui envahit les cellules adjacentes

Lésion cellulaire limité
et guérison de malade
(cas rare nécessite une
intervention médicale)

Lésion cellulaire persistante et donc perte des

Symptomes pneumocytes de type 1 et 2 puis une lésion alvéolaire

critique

qui conduit finalement a un syndrome de déstresse
respiratoire sévere.

Figure 13: Physiopathologie de la COVID-19 (Parasher, 2020).
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1.2.3 Manifestation clinique

Cette maladie peut étre asymptomatique ou symptomatique. L’apparition des
symptomespeut aller de 6 a 41 jours avec une moyenne de 14 jours apres I’entrée du virus dans

I’organisme, cela de dépend I’4ge et de 1’état du systéme immunitairede la personne inféctée.

Les premiers symptdmes sont modérés : fievre, fatigue, maux de téte, anosmie,
agueusie, la toux, écoulement nasal et diarrhée. Puis ils se développent pour devenir séveres :
hémoptysie, lymphopénie, dyspnée et hypoxie. Et dans des cas tres rares le systéme immunitaire
n’arrive pas a lutter contre ce virus ce qui conduit a ’apparition de Ssymptomes critiques comme
le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), le choc encéphalopathie, I’insuffisance

cardiaque et tout cela peut conduire a la mort du patient (De Greef, 2020).

Il existe des similitudes générales dans les symptomes entre le SARS-CoV-2 et le béta
coronavirus précedent. Cependant, SARS-CoV-2 a montré certaines caractéristiques cliniques
uniques qui incluent le ciblage des voies respiratoires inférieures comme en témoignent les
symptdmes des voies respiratoires supérieures comme la rhinorrhée, les éternuements et les
maux de gorge. De plus, les patients infectés par SARS-CoV-2 ont developpé des symptomes
intestinaux comme la diarrhée, seul un faible pourcentage de patients MERS-CoV ou SARS-
CoV presentait une diarrhée (Rothan, 2020).
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Systemic Disorders Respiratory Disorders
Fever, Cough, Fatigue, £ Rhinarrhoea,
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: Pneumonia
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Hypoxemia ¥ ‘,-..~_-~-'; \
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Diarrhoea .||

Figure 14 : Manifestation clinique de la Covid-19 (Rothan, 2020).

1.2.4 Préventions

Pour prévenir la transmission de la Covid-19 il faut que chaque membre de la société

prenne les mesuresde prévention pour se protéger et protéger ceux qui lI'entourent :

- On laisse une distance d’au moins un métre entre vous et les autres.
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- Il faut qu’on considére le port du masque comme normal lorsque on est avec d'autres
personnes. Pour que les masques soient aussi efficaces que possible, il est essentiel
de les porter, de les ranger et de les laver ou de les jeter correctement.

- On évite les espaces clos, trés fréquentés, ou on sera en contact étroit avec d'autres
personnes.

- On laver les mains régulierement et soigneusement avec une solution hydro-alcoolique
ou avec de I’eau et du savon.

- On évite de se toucher les yeux, le nez et la bouche.

- En cas de toux ou d’éternuement, on se couvre la bouche et le nez avec le pli du coude
Ou avec un mouchoir.

- Il faut nettoyer et désinfecter les surfaces fréquemment, en particulier celles qui sont

régulierement touchées.

On reste chez soi lorsqu’on ne se sent pas bien (OMS, 2021).

Pour plus de détails voir :

e ANNEXE 3: lavage des mains (OMS, Friction lavage, 2006)
e ANNEXE 4 : Prevention (OMS, 2020)

1.2.5 Types de vaccins

Les vaccins entrainent le systeme immunitaire a l'aide d'une forme inoffensive du
virus, et stimulent une réponse immunitaire sans provoquer de maladie. Chaqgue type de vaccin
contre la COVID-19 fonctionne différemment pour introduire des antigénes du ~ SARS-CoV-
2 dans le corps humain. L'antigeéne déclenche une réponse immunitaire spécifique qui renforce
la mémoire immunitaire, afin que le corps puisse lutter contre le SARS-CoV-2 a I'avenir (british

society of immunology, 2021).
a- Vecteur viral comme vaccin contre la Covid-19

Ce type de vaccin contiennent une version affaiblie d’un virus inoffensif non apparenté
(le vecteur viral) pour I’humain dans lequel une partie du matériel génétique du SARS-CoV-2
a €eté introduit. Lorsqu'elles sont administrées, les cellules humaines utilisent le matériel
génétique pour produire une protéine virale spécifique, qui est reconnue par le systeme

immunitaire et déclenche une réponse. Cette réponse renforce la mémoire immunitaire, afin que
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le corps puisse combattre le virus a l'avenir ; figure 15. Exemple le vaccin Astra-Zeneca

développe par de I'Université d'Oxford. (british society of immunology, 2021)

Des virus vecteurs inoffensifs  Les cellules infectées Le systéme immunitaire
possédant a leur surface les synthétisent des protéines S.  réagit et fabrique des
protéines S sont injectés. anticorps capables de

lls pénétrent dans les cellules. neutraliser le coronavirus.

i

o
>

=/ M
.\(\'&

Figure 15 : Mécanisme d’action d’un vaccin de type vecteur viral pour la COVID-19 (Cité
science , 2021)

b- Vaccins génétiques

Ces vaccins contiennent un segment de I’ARNmessager du virus SARS-CoV-2 entouré
de lipides pour empécher sa dégradation trop rapide et lui permettre ainsi de pénétrer dans les
cellules, et non pas le virus entier, ils ne peuvent donc pas donner la COVID-19. Ces vaccins
n’affectent pas, n’interagissent pas et n’altérent pas I’ADN de I’homme car I’ARN messager ne
pénétre pas dans le noyau de la cellule. Mais plutét dans le cytoplasme pour que les ribosomes
de la cellule hote fabriquent a partir de ce ARN une protéine de spicule (protéine S) identique
a celle qui se trouve a la surface du SARS-CoV-2, ce qui va stimule le systéme immunitaire de
I’homme pour qu’il se défende en produisant des anticorps et des lymphocytes. Cette réponse
renforce la mémoire immunitaire, afin que le corps puisse lutter contre le SRAS-CoV-2 a

l'avenir. Exemple : Les vaccins BioNTech développé par Moderna et Pfizer.

Les vaccins a ARN messager sont efficaces de 60 a 80 % pour prévenir la COVID-19. Selon
les données d’efficacité québécoises, ils sont efficaces a prées de 98 % contre les
hospitalisations. Des données récentes du Royaume-Uni et de I’Ontario suggérent une efficacité

plus faible contre le variant Delta a la suite d’une seule dose de vaccin COVID-19 ARN
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messager. Par contre, apres deux doses, la protection contre les infections symptomatiques est
estimée a environ 90 % et celle contre les hospitalisations demeure trés élevée, soit plus de
90 %. (msss,qc, 2021)

La figure suivante donne une idée plus claire sur le vaccin ARNm.

CORONAVIRUS

COMPRENDRE LE VACCIN ARNM

COMPOSITION DU VIRUS COMPOSITION DU VACCIN

Virus ARN* Particules de lipides dans lesquelles on introdult
de F'ARNmM* codant pour SPIKE
Enveloppe

Protéine SPIKE =
clef pour entrer Fragment —\ s .
dans la collule d’ARNmM S i3~
(M= messager d
ARN viral = >
patrimoine N e ~—— =
génétique ! 2
devires VACCIN F
a2
* Trés fragile, nécessite des conditions de conservation de -70°C & -20°C g
* ARN : Acide Ribonuckéique, qui code pour toutes les protéines pour &re protégé des secousses dues au transport, puils 3 une
du virus dont la protéine SPIKE température entre +2 et +8°C pendant 5 3 30 | selon le vaccin
<
LE VACCIN DANS LU’ORGANISME
3
-
|
3
S

VACCIN

of Fabrication de la protéine SPIKE
’N par les ribosomes =

Production des ANTICORPS

LOBULES BLANC diés
Cytoplasme = pour éliminer SPIKE*

-
vy » ’{@
AR vake

\’,\f\‘(\ y Présentation de SPIKE

Dégradation rapide de 'ARNmM *SPIKE nest qu'une partie du virus et ne rend pas malade

rageds La widdo du Doctewr Nattan Pa e Smada ol

EN CAS DE CONTACT AVEC LE VIRUS

Les anticorps et globule
—\ - . blancs fabriqué
sulte 3 la vaccination
e ’ protége mi patient

Non vaccinég, non protége Vaccine, protégeé
......

Votre pharmacien est 3 votre écoute pour toutes questions YR

Figure 16 : Mécanisme d’action d’un vaccin génétique pour la COVID-19 (USPO, 2021)
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c- Vaccins inactivés

Ce type de vaccin contient le virus SARS-CoV-2 tué, qu’il est incapable d’engendrer des
symptomes et de se multiplier , ce vaccin contient un adjuvant ; figure 17 qui de compenser la
moindre activation de nos défenses. Cette vaccination est bien toléré chez des personnes
immunodéprimées et I’immunité est moins performante : ¢’est pour ¢a plusieurs injections ou
rappels sont nécessaires. Aprés injection le virus inactivé est reconnu par le systeme
immunitaire pour déclencher une réponse sans provoquer la maladie. Cette réponse renforce la
mémoire immunitaire, afin que votre corps puisse lutter contre le SRAS-CoV-2 a l'avenir. (Cité
science , 2021)

- » .
Vaccin inactiveé
(o] \\\
o I
\\—-
v
¢ © r
Les virus inoculés sont Le systéme immunitaire
inactifs. Le vaccin contient réagit et fabrique des
des adjuvants. anticorps capables de

neutraliser le coronavirus.

Figure 17 : Mécanisme d’action d’un vaccin inactivé pour la COVID-19 (Cité science ,
2021).

d- Vaccins atténués

Ce type de vaccin contient le virus SARS-CoV-2 affaibli. C’est I’un des plus anciens
procédes. Il consiste a inoculer le microbe entier privé de son caractére pathogeéne. Il contient
évidemment la protéine S et stimule donc le systeme immunitaire. Ces vaccins vivants atténués
sont déeconseillés aux personnes dont le systéeme immunitaire est affaibli. Celles-ci sont en effet
moins aptes a lutter contre des microbes qui bien qu’atténués se multiplient encore (Cité science

, 2021) , la figure suivante donne une idée sur le mécanism d’un vaccins atténues
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Vaccin vivant atténué
)\-

) g

Les virus injectés sont non Le systéme immunitaire

pathogénes. réagit et fabrique des
anticorps capables de
neutraliser le coronavirus.

Figure 18 : Mécanisme d’action d’un vaccin atténués pour la COVID-19 (Cité science ,
2021).

e- Vaccins protéiques

Les vaccins a protéine sous-unitaire contiennent la protéine S et non le virus entier.
Certains contiennent une substance auxiliaire, un adjuvant pour induire une réponse
immunitaire plus robuste. Apres la vaccination, le systéme immunitaire de ’homme reconnait
que cette protéine est étrangere et produit des lymphocytes T et des lymphocytes B pour la

neutraliser (msss,qc, 2021).

La figure ci-dessous simplifie ’explication du mécanisme d’action d’un vaccin protéique pour
la COVID-19.
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Seules les protéines S sont Le systéme immunitaire

utilisées. Le vaccin contient réagit et fabrique des

des adjuvants. anticorps capables de
neutraliser le coronavirus.

Figurel9 : Mécanisme d’action d’un vaccin protéique pour la COVID-19 (Cité science ,
2021).
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2.1 Méthode de dépistage immunologique

Les tests immunologiques pour le SARS-CoV-2 sont des tests de depistage direct pour la
détection des antigenes viraux principalement la protéine S : la sous unité S1 et /ou le domaine
de liaison au récepteur RBD, ou la protéine de nucléocapside N ( Centers for disease control
and prevention, 2021).

IIs sont majoritairement sous forme de Test de Diagnostic Rapide (TDR) basé sur

I’immunochromatographie a flux latéral et la technique d’ELISA.

2.1.1 L’objectif des tests antigéniques
Ils sont destiner a accélérer et faciliter la réalisation du test et son rendu de résultat afin

notamment de réduire les risques de transmission virale (Haute autorité de santé, 2020).

2.1.2 Principe
Ces tests sont basés sur une réaction antigene-anticorps pour produire un résultat qui
s’affiche avec des signaux colorés observables si le test est positif (Haute autorité de santé,
2020).

2.1.3 Les antigenes cible

Un antigéne est une macromolécule étrangere a I'organisme susceptible de déclencher

une réponse immunitaire spécifique visant a I'éliminer (clinisciences, 2020).
Les antigenes cible dans le dépistage immunologique de coronavirus SARS-CoV-2 sont :

- La protéine de nucléocapside N qui est la protéine la plus abondante des coronavirus.
C’est une phosphoprotéine hautement immunogéne. En raison de la conservation de la
séquence de la protéine N et de sa forte immunogeénicité, elle est choisie comme outil
de diagnostic

- La protéine Spike « S ». La protéine S joue un rdle important dans I’infection par le

SARS-CoV-2 et I’induction de la réponses immunitaire (clinisciences, 2020).
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2.1.4 Détection des protéines antigéniques virales par les tests de détection
rapide basée sur 'immunochromatographie a flux latéral

C’est un test rapide basé sur I’immunochromatographie a flux latéral pour la détection
des antigénes de SARS-CoV-2 a partir d’un échantillon nasal ou nasopharyngique selon les Kits
utilisés. lls sont présentés sous forme des casettes ou de kits. Des versions simples sont
disponibles pour la réalisation du test & la maison, dans les pharmacies et les points de services
(Gala, 2020).

. Objectif

Le test de detection basé sur I’immunochromatographie a flux latéral est un test moins
couteux complémentaire et/ou alternatif de la Rt-gPCR, nécessaire au diagnostic qualitatif
direct.

Il permet un dépistage direct rapide précis essentiel pour la détection de l'infection pour

I’orientation médicale.
Il permet un dépistage a proximité du patient ou méme a domicile.

1. Principe

Sur un support solide une membrane de nitrocellulose est placée, et il est divisé en
plusieurs régions. En extrémité en trouve une zone de dépdts pour recevoir I’échantillon qu’il
est migré par une force de capillarité fournée par la membrane vers la zone conjuguée ou il y a
des anticorps immobilisée (IgG ou IgM) spécifique aux antigénes cibles marquées avec des
nanoparticules d’or colloidal et une réaction antigéne (échantillon) anticorps (IgG, IgM

marquées) s’installe.

Le complexe antigene-anticorps formé va migrer vers la zone de détection (ligne de test
et ligne de contrdle) qui contient des anticorps monoclonaux immobiliser de type IgM et/ou
IgG spécifique au premiers anticorps marquées donc ce sont des anti-anticorps qui vont capter
le complexe anticorps-antigene précedent la condensation de ce complexe a ce niveau va génére
une coloration visible a I’ceil nu due a la nanoparticule d’or pour expriment le test positive

(Gallota, 2016).
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Les composants des tests a flux latéral.

Les tests a flux latéral sont composés de plusieurs compartiments comme la figure ci-dessous

montre :

Analyte

\

Sample Pad IgM 196 Control Line

/L‘cmjugate Pad / /

Figure 20 : Schéma du test immunochromatographique a flux latéral (JOYSBIO, 2021).

Les anticorps monoclonaux ( 1gG, IgM) : Un anticorps monoclonal est un anticorps
synthétisé in vitro par un seul clone. Les anticorps monoclonaux sont donc des
molécules toutes identiques ayant toutes la méme propriété de reconnaissance d'un
épitope et d'un seul. Il fournit une spécificité tres grande au systeme de détection, dans
lequel il capte un complexe antigéne-anticorps en se liant avec 1’anticorps de détection

(Maugras, 2021).

Les anticorps de détection : sont des anticorps spécifiques au antigene cible, ils sont
produits in vitro ou provenant de lapins, ils sont marqués par des nanoparticules d’or

colloidal ou de latex.

Les nanoparticules d'or colloidal concentrées de marquage (AuNP) : ils sont des
marqueurs liés avec des anticorps de détection pour permet la visualisation de test a
I’ceil nu lorsque ces anticorps de détection se lie avec des anticorps de capture et

s’accumule dans la zone de détection (Pan, 2018).

La membrane de nitrocellulose : le compartiment de base car il permet la migration
des anticorps de détection et d’échantillon par capillarité, et il sert comme un support

pour I’immobilisation des anticorps de capture (Gallota, 2016).
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- La zone de dép6ts (sample pad) : est une zone imprégné de sels de tampons et autres
liquides tensioactifs, pour controler la répartition d’échantillon, son débit de migration,

et facilite son interaction avec le systéme de détection (Gallota, 2016).

- La zone de conjuguée (conjugate pad) : elle contient un tampon conjugé contenant
des glucides qui jouent le role de conservateur et d'un agent de solubilisation lorsque les
particules détectrices conjugées sont seéchées, les molécules de sucre forment une
couche autour d'elles stabilisant leurs structures biologiques.Une fois I'échantillon
pénétre dans le tampon conjugué, les molécules de sucre se dissolvent rapidement en
transportant les particules détectrice dans le flux de fluide. Donc le role principale de
cette zone est de retenir les particules détectrices et de les maintenir fonctionnellement

stables jusqu'a ce que le test soit effectué (Gallota, 2016).

- Tampon absorbant : géneralement constitué de filtre en cellulose, dont le role et

d’évacue le fluide a travers la membrane et collecte le liquide traité (Gallota, 2016).

V. Procédure

Plusieurs kits sont disponible dans le marcheé pour cette étude on choisirent comme
exemple
Le kit Diaquick Covid-19 Ag.

Ce test peut étre réalisé de deux fagons : un prélévement d’un échantillon sur écouvillon

nasopharyngique ou sur un échantillon écouvillon nasal (AximedFrance, 2021) .
a) Prélevement nasopharyngique :

On insert I’écouvillon stérile dans le nasopharynx d’une narine et tourner 5 a 10 fois en

frottant les parois du nasopharyx figure 21 .On évite I’excés de prélévement.
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Comment faire un prélévement a visée diagnostique au niveau nasopharyngé ?

NASOPHARYNX

OROPHARYNX
Langue

HYPOPHARYNX

Amygdale

Figure 21 : Schéma montrant le prélévement de I’échantillon nasopharyngique

(DocDeclic, 2021).

b) Prélevement nasal :

On insert I’écouvillon stérile dans le nez sur environ 2 cm dans la cavité nasal figure
10 ,on fait pivoter 5 a 10 fois pendant 20 second contre la paroi nasale, on ne force pas
I’écouvillon afin de ne pas blesser le nez. On repéte les manipulations dans la seconde narine

avec le méme écouvillon.
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Figure 22 : Schéma montrant le prélévement de I’échantillon nasal (NG BIOTECH,
2020)
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Les étapes de la procédure son schématiser dans la figure suivante :

10 drops GiXkTes a
— 1 ll
] | "‘
@ ’lL.)
s l [ 'f D
000 Ho» o (D) » |t 2N »
| oooo | ® 4 .‘f_f':" ’, B
S 1 minute s
( 4 drops of solution 3
- c
i T T
. w ’ (ovon . .
ne Posiive ~ Negative Invalid

Figure 23: Schéma du protocole de dépistage immunologique par
I’'immunochromatographie a flux latéral (AximedFrance, 2021).

- On effectue le test a température ambiante 15-30°C, I’échantillon doit étre utilisé

immédiatement jusqu’a 1 heure maximum.
- On met 10 gouttes de tampon d’extraction, dans un tube stérile.

- On décharge I’écouvillon contenant I’échantillon dans le tube on effectuant 6
mouvements rotatifs au minimum, puis on laisse le tube sans mouvement pendant une

minute.

- Ensuite, on presse le tube avec les doigts et on déplace I’écouvillon de haut en bas au
moins 3 fois pour expulser toute solution du prélévement de I’écouvillon et puis on retire

I’écouvillon.
- On ferme le tube par son bouchon.

- On retire la cassette de test de son étui, on verse 3a 4 gouttes (75-100ul) de contenant

de tube dans la cassette. Le test doit étre effectué dans I’heure, le plus tot sera le mieux.

- On démarre le chronometre et attend que les lignes colorées apparaissent. Puis on Lire

le résultat aprés 15 min (AximedFrance, 2021).
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2.1.5 Dépistage immunologique par la technique d’ELISA

Le test ELISA (dosage d’immunoabsorption par enzyme liée) est une méthode utilisée
pour détecter de fagon quantitative et qualitative les peptides, protéines, hormones, antigénes
ou des anticorps dans un échantillon. Les tests d’ELISA sont réalisés sur les plaques de
micropuits de polystyrene ou polyvinylchloride qui ont 96 ou 384 puits d’échantillons
individuels. En cas de SARS-CoV-2 cette technique est utilisée dans le dépistage direct des
antigenes en utilisant ’ELISA en sandwich ou la détection des anticorps sériques dirigés vers

le SARS-CoV-2 par ’ELISA indirect (Slieman, 2020).
Il existe 4 types d’ELISA selon les éléments utilisés la figure 24 :

e [L[’ELISA direct : ’anticorps de détection primaire est celui qui porte une enzyme
conjuguée (Direct ELISA).

e [L[’ELISA indirect: ce type utilise 2 types des anticorps; I’anticorps primaire et

I’anticorps secondaire qui porte 1’enzyme conjuguée (Indirect ELISA).

e [ELISA compétitive : I’anticorps présent dans le sérum compete avec I’anticorps

conjugué avec I’enzyme pour I’antigene (Competitive ELISA).

e Sandwich I’ELISA : ce type utilise un anticorps de capture qui est immobilisé sur la
phase stationnaire et un anticorps de détection, I’analyte est mis en sandwich entre ces
2 couches (Sandwich ELISA) (Slieman, 2020).

‘Substrate

‘Substrate /) \

Substrate
Secondary Antibody
/AN Conjugate ./ L mﬂ:ﬁrJL
Primary Antibody
) Conjugate ./) \ Y/Capture Antibody /)L\

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Substrate

Figure 24 : Les différents types d’ELISA. (Booster antibody and ELISA experts, 2021)
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I Objectif

L’objectif consiste a détecter qualitativement et quantitativement I’infection virale de SARS-
CoV-2 d’une fagon directe c’est-a-dire recherche des antigénes viraux pour le diagnostic et

I’orientation clinique.
A fournit un outil des études épidémiologique, et les mesures de prévention.

1. Principe

C’est une technique immuno-enzymatique de détection qui se fait en laboratoire de
niveau BSL-2 ou BSL-3 qui permet de visualiser une réaction antigene-anticorps grace a une
réaction colorée produite par ’action sur un substrat d’une enzyme préalablement fixée a un
anticorps de détection. Le sandwich ELISA est utilisé pour détecter les antigenes du SARS-
CoV-2 dans les échantillons (Carter, 2020). Un anticorps de capture est immobilisé sur une
plague multi-puits pour capter I’antigéne d'intérét. Cet antigéne sera reconnu et lié a un
anticorps secondaire de détection qui porte un enzyme une fois la réaction antigene-anticorps a
licu I’enzyme catalyse son substrat présent dans le milieu réactif pour donner un signal coloré

détectable et mesurable (Abcam, 2021).

1. Les éléments du test ELISA

e Les plaques revétues : les plaques en polystyréne a 96 puits revétues d'un antigene ou
d'un anticorps inactivé. Ce revétement est le site de liaison pour les anticorps ou les
antigenes dans I'échantillon. Les anticorps ou antigenes non liés dans I'échantillon sont

éliminés par lavage aprés incubation.

e Le diluant d'échantillon : la plupart des tests nécessitent une dilution spécifique de

I'échantillon avant de les placer sur les plaques revétues.

e Les contrdles: le contrble positif est une solution qui contient un anticorps ou un
antigene. Le contrble négatif est une solution sans anticorps ni antigene. Les contrdles
aident a normaliseroua standardiser chaque plaque. Des contréles sont également

utilisés pour valider le dosage et pour calculer les résultats des échantillons.

e Le conjugué : les conjugués d’ELISA sont des anticorps ou des antigénes marqués par

une enzyme qui réagissent spécifiguement avec des analytes des échantillons liés aux
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plaques ou avec I’anticorps primaire dans le cas d’ELISA indirecte. Le conjugué non

lié est éliminé par lavage apres incubation et avant I'ajout de substrat.

e Lesubstrat : pour les conjugués de peroxydase, le substrat est un mélange de peroxyde
d'hydrogene et d'un chromogéne qui réagit avec la partie enzymatique du conjugué pour

produire une couleur.

e Le concentré de lavage : le concentré de lavage est une solution tamponnée contenant

un détergent utilisé pour éliminer les matériaux non liés sur des plagues.

e Lasolution d'arrét : la solution d'arrét arréte la réaction enzyme-substrat et par

conséquent le développement de la couleur (Mahdi, 2018).
V. Procédure
Plusieurs Kkits ELISA sont disponible pour chercher les antigenes de SARS-CoV-2 certain
ciblent la protéine de la pointe S autre ciblent la protéine de nucléocapside N comme le cas

de kit Genetex d’ELISA en sandwich pour la détection de la protéine de nucléocapside N
de SARS-CoV-2.

Les etape de la procédure sont schématiser dans la figure suivante :
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Assay Procedure

@

Incubate covered at room
temperature for 2 hours.

—_—

Add 50 ul standard or Aspirate and wash
sample to each well. each well six times.

@/ﬁ

Tt Incubate covered at room
temperature for 1 hour.

ﬁ
Add 50 ul 1x Conjugate Aspirate and wash
Solution to each well. each well six times.
Incubate in darkness at room /f

Add 100 ul TMB Add 100 ul Stop
Solution to each well. Solution to each well.

Measure absorbance of each well at 450 nm (within 15 minutes). 1

Figure 25 : Schéma explicatif de la procédure du test ELISA kit Genetex (Genetex, 2021).

1. On place tous les réactifs et I’échantillon sanguin a une température ambiante 18-25°C

avant de commencer la procédure.

2. Dans un support on place le nombre approprié de bandes a 8 puits. On met des étiquettes
selon la conception expérimentale. Il est recommandé d’exécuter tous les réactifs et

I’échantillon en duplicata.

3. Onajout 50 pl de chaque réactifs et d’échantillons dans les puits appropriés de la plaque
qu’on la couvre par le papier aluminium et on I’incube & une température ambiante
pendant 2 heures ; figure 25, étape 1.
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&

On aspire la solution des puits, et on réalise un lavage en distribuant 350 ul de tampon
de lavage dans chaque puits qui sera par la suite aspiré complétement aussi. Cette étape

doit étre répéter 6 fois au total ; figure 25, étape 2.

5. On élimine le tampon résiduel en retournant la plaque puis la tapoter sur un papier

absorbant.

6. On ajoute 50 pl de tampon conjugué dans chaque puits de la plaque qu’on couvre
précédemment par le papier aluminium et on la laisse dans une température ambiante

pendant 1 heure pour I’incubation ; figure 25, étape 3.
7. On répéte la 4éme étape ; figure 25, étape 4.

8. Dans chaque puit on ajout 100 pul de solution TMB ( 3.3° 5°5 tétra-méthyl benzidine,
substrat de la peroxydase de raifort HRP), puis on couvre la plaque ; figure 25, étape 5.

et 'incube a I’obscurité pendant 15 minutes a température ambiante,

9. On ajout 100ul de la solution d’arrét dans chaque puits; figure 25, étape 6 et on lire

densité optique a 450nm pendant 15 minutes; figure 25, étape 7.

Pour la préparation des réactif, des echantillons et des solutions, ainsi que plus information sur
ce kit voir la notice sur: ANNEXE 1: Kit D'ELISA en Sandwich pour la détection de la
proteine N du SARS-CoV-2

2.2 Deépistage par les tests sérologiques
2.2.1 Définition et principe
Les testes sérologiues sont des tests qui permettent la détection de la réponse immunitaire a

un agent infectieux.

Pour SARS-CoV-2 ces tests permettent un mesure qualitative et/ou quantitative des
anticorps seriques (IgM et IgG principalement) développés contre les antigenes viraux qui sont

: la protéine N et la protéine S ; la sous unité S1 et le domaine de liaison au récepteur.

Ces tests sont réalisés soit aux laboratoires d’analyse médicale spécialisés (cas d’ELISA) ou

aux laboratoires d’analyse de biologie délocalisée (cas du test de détection rapide des anticorps
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basé sur I’immunochromatographie a flux latéral) a partir d’échantillon sanguin afin de

déterminer les personnes immunisés déja infectés (Gala, 2020).

2.2.2 Objectifs

L’objectif consiste a évaluer la sensibilité ou la résistance a une réinfection et étudier la
Cinétique d’apparition des anticorps pour le développement des vaccins

C’est un outil aussi pour les études épidémiologiques ; si une personne est déja infectée ou non

(Gala, 2020).

2.2.3 Evolution des anticorps sériques

Les anticorps, sont des protéines sécrétées par une famille de cellules;
les lymphocytesB, dont la principale propriété est de reconnaitre le « non-soi ». Les substances
chimiques reconnues comme étrangéres, qu'elles soient des associations de molécules ou des
molécules simple, sont appelées antigénes. L'anticorps identifiera l'antigéne grace a la
complémentarité entre une partie de l'anticorps et une partie de I'antigéne, I'épitope. Chaque
anticorps est synthétise par une population cellulaire issue d'un seul lymphocyte B
nommeé clone. La synthese dans I'organisme humain, lors d'une maladie infectieuse, d'anticorps
dirigés contre un antigene a épitopes multiples conduit a la formation de différents anticorps
dirigés chacun contre les différents epitopes de l'antigene. Ce mélange d'anticorps est

appelé polyclonal (Maugras, 2021).

Chez I’homme, les personnes immunocompétents développent une réponse immunitaire
adaptative suite a une infection par le SARS-CoV-2, par les cellules B et T due aux réponses
humorales et réponses immunitaires cellulaires, respectivement. La réponse humorale
comprend des anticorps dirigés contre les protéines S et N ; ce sont les IgM, les IgA, et les IgG
conférant une bonne immunité protectrice durant une période qui peut aller jusqu’a 6 mois (

Centers for disease control and prevention, 2021).

Les IgM commencent a apparaitre de maniere inconstante dans les 5 a 7 premiers jours suivant
I’apparition des symptomes. IIs sont bien détectable apres 15 jours ensuite ils diminuent assez

rapidement jusqu’a disparition totale aprées 6 a 7 semaines. Plus tardivement les 1gG deviennent
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détectables d’une fagon claire 15 jours aprés le début de I’infection, leur taux croit

progressivement jusqu’a la cinquiéme ou sixiéme semaine aprées le début des symptomes.

Le taux des anticorps est différent d’un patient a un autre et dépend de I’age, du sexe et du statut

immunitaire (Gala, 2020)

2.2.4 Dépistage sérologique par le test immunochromatographiques a flux
latéral
. Objectif

L’objectif est de réaliser une détection rapide et simple des anticorps pour réduire le taux
de reproductivité de la SARS-CoV-2 par la mise en jeu des pratiques nécessaires.
Ces tests sont utilisés comme un outil dans les études epidémiologiques (Aloisi, 2020).
1. Principe

Comme illustré dans la figure 26, une goutte de sang est placée dans la zone de dép6t
(sample pad) et migre par capillarité le long d’une bandelette de nitrocellulose (nitrocellulose
membrane) vers la zone conjugé (conjugated pad) sur laquelle des antigénes marques (AuNP
SARS-CoV-2 Antigen conjugate)sont déposés. En cas de présence d’anticorps dans le sang
(SARS-CoV-2 IgM/1gG) , ceux-ci se lient aux antigenes et les entrainent le long de la bande. Un
anticorps anti-humain (Anti-Human IgM antibody, Anti-humain IgG antibody) greffé sur la
ligne de test (test line) est capable de repérer et d’immobiliser le complexe antigéne-anticorps
formé précédemment. L’indicateur coloré s’active et une ligne apparait pour signifier que le

test est positif (Aloisi, 2020).

IgMtestline IgGtestiine Controlline

Flow -.

Sample pad . % '/[ Nitrocellulose membrane
Plastic support
Conjugate pad
'*I,./ ' SARS-CoV-2IgM r %ﬂé‘;’:;:;".':e Y Anti-Human IgM Antibody " Anti-Rabbit IgG Anti

AUNP SARS-CoV-2
Y SARS-CoV-21gG % et ol b Y Antl-Human IgG Antibody

Figure 26: Schéma montrant le dépistage sérologique par la méthode
d’immunochromatographie a flux latéral (Peng, 2020)
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1. Procédure

On a choisient le kit NG.TEST®/ 1gG-IgM COVID-19 comme exemple pour ce test

Les étape de procedure sont illustrés dans la figure 27.

N —
=
N
NETTOYER LE DOIGT PIQUER LE DOIGT COLLECTER LE SANG VERSER LE SANG
ATTENDRE POUR \
OBTENIR LE RESULTAT INTERPRETATION DES RESULTATS
Eon Eon | 0 Eon
' wecane (1) vosme CID) (1)
@ 19G IgM  1gG&IgM
LX) Eon EO0n Ton
VERSER 1 5 . INVALIOE =
LE DILUANT min. L J

Figure 27 : Schéma montrant le protocole de dépistage sérologique par un test a
flux latéral. (NG BIOTECH, 2020)

A T’aide d’une lingette d’alcool stérile on désinfecte le doigt majeur ou annulaire et

on laisse secher; figure 27,étape 1.
- On pique I’extrémité latérale du doigt;figure 27,étape 2.

- On maintient la pipette horizontalement et on collecte le sang jusqu’au trait sans

presser la poire ; figure 27,étape3 .

- Ondéposer le sang dans la zone de dépdt en pressant la poire puis; figure 27,étape
4.

- on ajout trois goutes de solution tampon dans la méme zone en tenant le flacon

verticalement; figure 27,étape 5.

- Onattend 15 minutes pour a lecture des résultats (NG.biotech laboratory, 2021).
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2.2.5 Dépistage sérologique par la technique d’ELISA

l. Objectif

L’objectif consiste a détecter qualitativement et quantitativement des anticorps

produits contre les antigéne de SARS-CoV-2 pour le diagnostic et ’orientation clinique.

Fournit un outil pour les études épidémiologique, et pour suggérer les actions qui doivent étre

mis en place pour réduire le taux de productivité de ce virus.

1. Principe
L’ELISA indirect est utilisée pour détecter les anticorps sériques 1gG ou IgM diriges contre les
proteines du virus SARS-CoV-2

L’antigéne spécifique du virus SARS-CoV-2 (la protéine N contenue dans la
nucléocapside virale ou le récepteur de liaison du virus dit RBD) est fixé pendant une nuit dans
le fond des puits d’une plaque a 96 puits. Les anticorps présents dans I’échantillon vont se fixer
spécifiquement sur ’antigéne. Un anticorps de détection va ensuite fixer les anticorps humains
a doser (detection). Ces anticorps de détection sont couplés préalablement a une enzyme qui
catalyse son substrat présent dans le milieu réactif et le transforme en produit de réaction
détectable et mesurable grace a I’apparition d’une coloration. L’intensité de celle-ci est
proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et donc a la concentration d’anticorps

recherchés (Gala, 2020).

1. Procédure

Le kit choisi comme exemple pour la procédure de dépistage sérologique par la technique
d’ELISA est le kit EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2 ELISA (1gG).

- On transfert 100 ul de différent solution (contrbles positifs, contrbles négatifs,
échantillon dilué) dans les puits de microplaque revétu, avec la sous unités S1
recombinée, puis on l'incubé pendant une heure a 37°C.

- Apreés incubation il faut vider les puits et les laver en versant 300 pl de tampon de lavage
qu’en le laisse 30 a 60 secondes par cycle de lavage puis en vide les puits de la plaque

a nouveau en la tapotant sur du papier absorbant.
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On ajout 100 pl de conjugué enzymatique (anti-humaine IGG marquée a la peroxydase)
dans chaque puit de la microplaque et on I’incube 30 minutes a 37°C

Apres incubation on vide les puits et on les laves, en répétant la deuxieme étape.

On ajout 100 pl de solution chromogeéne/substrat dans chacun des puits de la
microplaque, puis on I’incubé 30 minutes a température ambiante et a I’abri de la
lumiere direct de soleil.

On ajout 100 pl de solution d'arrét dans chaque puit de la microplaque on suivant le
méme ordre et la méme vitesse de 1’ajout de chromogeéne.

On ajoute la solution d’arrét en on lire la densité optique a 450 nm dans 30 minutes

(EUROIMMUN 2020).

2.2.6 Test de neutralisation

C'est un test qui utilise une dose fixe de virus qui détruit 100% des cellules sensibles

dans le mélange de la réaction, apres qu’un échantillon sanguin est ajoute, pour tester si le sang

contient des anticorps neutralisants contre le virus pour protéger les cellules de l'infection virale
(Institut Pasteur Paris, 2020).

Pour le SARS-CoV-2, il y a trois types de ce test qui sont applicables mais un seul est

autorisé par la FDA (Food and Drug Administration).

Ces tests sont les suivants ;

Les tests de neutralisation virale (VNT): utilisent des isolats cliniques de SARS-CoV-2
ou des SARS-CoV-2 recombinant exprimant des protéines reporters. Ce test est non
autorisé il nécessite un laboratoire de BSLS3.

Les tests de neutralisation par des pseudo-virus (pVVNT) : utilisent des pseudo-virus
recombinés (comme le Vesiculas stomatitis virus ou les lentivirus) qui incorporent la
protéine S du SARS-CoV-2. Ces tests basés sur des pseudo-virus recombinés peuvent
étre effectués dans les laboratoires BSL-2. Il n'existe actuellement aucun PVNT autorisé
par le FDA.

Des tests de neutralisation compétitifs (cNT) : Ces tests ont également été développés
et un a été autorisé par la FDA. Ce sont des tests d'anticorps de liaison congus pour
détecter qualitativement les anticorps potentiellement neutralisants, souvent ceux qui
empéchent l'interaction du RBD avec le récepteur ACE-2. Le test imite I'interaction de

RBD avec ACE-2 dans un format ELISA (semblable a RBD sur une particule virale se
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liant & un récepteur ACE-2 de surface cellulaire) et la capacité des anticorps spécifiques
du RBD a interférer avec l'interaction est détectée en utilisant une diminution de signal
basé sur le reporter fusionné RBD. Ces tests peuvent étre effectués dans les laboratoires

BSL-2 car ils ne nécessitent pas de virus vivant (CDC, 2021).

l. Objectif

L’objectif consiste a détecter et mesurer et détecter les anticorps neutralisant anti
SARS-CoV-2 en fin de savoir si le systeme immunitaire adaptative du patient est capable de
combattre le virus du SARS-CoV-2 et aussi d’étudier 1’efficacité des vaccins (CDC, 2021).

1. Principe

Le kit cPassTM de Genescript pour la détection des anticorps de neutralisation, est un
outil de détection en format d’ELISA utilisant le domaine RBD purifié et le récepteur de la
cellule hote ACE2.Ce test est congu pour imiter 1’interaction virus-hOte par une interaction
directe protéine-protéine entre le domaine RBD et la protéine ACE2. Dans une micro-plate
multi-puits, cette interaction peut étre inhibée par des anticorps neutralisants s’ils sont présents
dans I’¢chantillon, ils vont exercer leurs effets sur le domaine RBD pour empécher I’interaction

protéine-protéine.

Le kit contient deux composants clés : le fragment RBD recombinant SARS-CoV-2

conjugué a la peroxydase de raifort (HRP) : (HRP-RBD) et la protéine du récepteur hACE2.

L’échantillon et le contrdle sont dilués par un tampon de dilution et pré-incubés avec le
complexe RBD-HRP pour assurer que ce dernier soit lié aux anticorps neutralisants présents
dans I’échantillon. Ce mélange est ensuit ajouté dans une plaque de capture déja recouverte par

la protéine hACE2.

Les RBD-HRP non liée et les RBD-HRP liée a I’anticorps non-neutralisant seront
capturé sur la plaque. Tandis que le complexe HRP-RBD-anticorps neutralisant qui circule reste
dans le surnageant est éliminé lors du lavage. Apres un cycle de lavage on ajoute une solution
substrat TMB (33’ 55° tetramethyle benzidine ; substrat de HRP) suivie par une solution

d’arréte, et un virage de couleur aura lieu (Genscript, 2020)
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1. Procédure du test réaction de neutralisation

- Dans trois tubes séparer on mélange la solution de la peroxydase de raifort recombiné
avec le domaine de liaison au récepteur ( HRP-RBD) dilué avec I’échantillon dilué , le
controle positif et le contrdles négatif, puis on incube les trois a 37°C pendant 30

minutes.

- Onverse 100 pL des mélanges dans les puits qui lui correspondants, puis on couvre la

plaque par un scellant et on I’incube a 37°C pendant 15 minutes.

- On retire le scellant et on réalise 4 lavages successifs par puits en utilisant 260 pL de

solution de lavage.

- Dans chaque puits on ajoute 100 puL de solution du 3,3', 5,5’-tétraméthylbenzidine

(TMB), puis on incube la plaque a 1’obscurité a 20 - 25°C pendant 15 min.

- Pour arréter la reaction on ajoute 50 pL de solution d'arrét dans chaque puits.On passe

immédiatement a la lecture de la microplaque a 450 nm (Genscript, 2020).

2.3 Deépistage par les techniques moléculaires (PCR)

Les tests de dépistages basés sur les acides nucléiqgue ou nommes les tests
d’amplification des acides nucléiques (TAAN) sont un moyen de diagnostic direct de I’infection
SARS-CoV-2, dont la plus connue est la réaction de polymérisation en chaine (PCR) qu’elle

est considée comme un test de référence pour la détection de I’ARN viral dans un échantillon.

La réaction de polymeérisation en chaine (PCR) est une technique moléculaire de base
développée par Kary B. Mullis une biochimiste ameéricaine. Elle est utilisée in vitro pour
amplifier des séquences cibles a partir d'une matrice d'’ADN de maniere exponentielle. La PCR
est utilisée aussi pour ’obtention d’une grande quantité d’ADN qui est exigée dans plusieurs
expériences et procedures en biologie moléculaire, en médecine légale, et pour les diagnostics
médicaux (Anollés, 2003).

2.3.1 Principe de la PCR
Cette technique est basée sur les processus naturel qu’une cellule utilise pour répliquer

un nouveau brin d’ADN (Encyclopaedia Britannica, 2019). La PCR est basée sur la capacité de

I’ADN polymérase a synthétiser le brin complémentaire d’'un ADN servant de matrice a partir
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d’une amorce. La technique se fait par une succession des cycles comportant trois étapes dans

un thermocycler (Figure 28).

i.  La dénaturation de ’ADN a la chaleur 94°C pendant 20 a 30 secondes pour
séparer les 2 brins d’ ADN.
ii.  L’hybridation de chaque brin avec une amorce spécifique a ~55°C pendant 20
a 60 secondes.
iii.  Extension de ces amorces grace a une ADN polymérase thermorésistante a 70°C

pendant 30 a 60 secondes (Baumforth, 1998).

Les résultats sont détectés par électrophorese sur gel, par des méthodes colorimétriques ou par

le séquencage.

Les composants de la réaction de PCR sont : I’ADN polymerase thermostable, un

tampon de réaction avec un pH entre 8,5 et 9 et composé des détergents et les sels, MgCI2, 2

amorces, un fragment de I’ADN matrice cibles, les déoxynucléotides triphosphate (dATP,
dCTP, dTTP, dGTP).

DNA primers DNA nucleotides

- - polymerase (dTTPR, dCTP, dATP, dGTP)
( oo BB R y R ;
Step1_ DNA template strand x l ( d
denaturing X
i smm
Step 2:
two DNA strands ar(l::f:;g * fgct:eo:r:;horr:g '_gz
©
5
3
N,
S
repeat cycle IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|II |””l”'”|||”I”|“l"”””"””””“mm | =
(20-40 times) l\:
new DNA strands -~ 0

M

foauir DNA atrande

Figure 28 : Schéma récapitulatif des cycles d’amplification par PCR (Encyclopaedia
Britannica, 2019)

Les prélévements possibles sont :

- Prélevement nasophyringique qui est le plus significatif et le plus utilisé dans tous les

Cas.
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- Prélevement salivaire pour les cas symptomatique. Il est insuffisant pour les cas
asymptomatiques. Il est utilisé pour les jeunes enfants ou pour les patients avec des
troubles psychiatriques.

- Prélevement des selles. 11 est possible mais rarement utilisé, il est juste complémentaire

parce que la positivité de test ne signifie pas que le patient est contagieux ou pas.

Il'y a plusieurs types de PCR. Dans le cas de coronavirus SARS-CoV-2, on a une qui est
largement utilisé et elle est devenue une nécessité pour confirmer I’infection. Il s’agit de la
rétro-transcriptase PCR en temps réel ou RT-qPCR. Bien qu’elle soit devenue une méthode
standard, il y a toujours le probléeme des faux—négatif surtout dans 1I’échantillon a faible charge
virale. Les chercheurs explorent la faisabilité de la PCR numérique par gouttelettes (ddPCR)
pour la détection clinique des acides nucleiques du SRAS-CoV-2 par rapport a la gRT-PCR en

utilisant les mémes ensembles d'amorces/sondes (Suo, 2020).

2.3.2 Reverse transcriptase PCR en temps reéel

C’est un type de PCR ou on distingue deux étapes clés: la premiere est la transcription
reverse de I’ARN viral a acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNCc), et une seconde

étape ou deux processus font en méme temps qui sont I’amplification et la détection.

I1'y a plusieurs type de kits RT-PCR soit selon le nombre des genes cible, RT-PCR singleplex
pour tester un seul géne et la RT-PCR multiplexe dans laquelle plusieurs génes sont testé dans
le méme kit. Selon le nombre d’étapes ; le kit a une seule étape dans laquelle la retro-
transcription et I’amplification se font dans le méme dispositif ; le kit a deux étapes ou il y a

deux dispositifs un pour la retro-transcription et un autre pour I’amplification (Suo, 2020).

l. Principe

Cette technique commence par la conversion in-vitro de I’ARN génomique viral en ADNc¢ par
un ADN polymérase ARN dépendant, ’amplification de I’ADNc repose sur 1‘utilisation des

petites amorces d’ADN qui sont complémentaires et specifiques a des régions cible de I’ADNc.

L’ADNc est détecté a I’aide de sondes spécifiques au géne cible marquées au cours de
I’élongation du produit d’amplification. Ces sondes émettent une fluorescence spécifique suite
a leur hydrolyse par ’activité 5’ nucléase de la Taq-polymérase ce qui provoque la séparation
du rapporteur et de I’extincteur. La mesure de I’intensité de fluorescence en temps réel est

relative a ’accumulation des produits d’amplification (Suo, 2020).

70 |



Chapitre 2 : Les méthodes de dépistage du coronavirus SARS-CoV-2 | 2021
1. Objectif
L’objectif consiste a détecter qualitativement et quantitativement I’ARN du virus ~ SARS-

CoV-2 d’une fagon directe et significative pour le diagnostic et la prévention  (Carter, 2020).

1. Procédure générale de la RT-PCR

La figure suivante présente un resumé de la processus :

1 Aswab is used to take a sample of the virus from the back

of the nose or throat where the virus usually gathers.The swab
should go in deep enough to get adequate amount of virus.

5 For amplification,

primers, fluorescent probes,
nucleotides, enzymes are
put in vial o increase copies
of viral genefic material.

-

@ The vial is put in a RT-PCR - .
4%,  machine and amplification ngzg'?g?‘::ﬂ:{‘%":ﬁgf
g #%a"  process is automated. This 1Su eremmine g
ggr'll'z i;\?:?;ésb%l#;&g[‘gﬁén w is a 2-hour long multi-step presence or absence of virus
which preserves the virus till the process (menfioned below): s
time the sample is processed /”

Y
Y

8 1y ; ; a) Denaturing or opening DNA helix to single 1
?h The genetic material in 4The viral RNA is ) sfrands. This is done at 95C 6 Primers have ﬂuqrescent
e sample,viral, bacterial converted fo DNA using ; : : probes or dyes which are
and human, is extracted an enzyme, reverse m“zg?r:z plrcokc:gs";? rge?ig:g or:]u%?ifif:ﬁ’:g released affer each cycle
and purified using buffer transcriptase, which ahngali cfn Fdone ol gs_ 65°C. of replication
solutions. induces the process of g

¢) With the help of enzyme polymerase and
nucleotides, copies of the strand are made at
72°C and called extension step.

d) The process is repeated around 40 times to get
a few billion copies of the viral genetic material.

reverse franscripfion. This
step is needed as only DNA
can be amplified.

Figure 29 : Les étapes de la reverse transcriptase polymérase chain reaxcion : RT-PCR
(Varshney, 2020).

- On réalise un prélévent nasopharyngique par un écouvillon pour collecter
I’échantillon.

- Dans une aliquote qui contient un tampon (pour maintenir le virus intact pendant le
stockage ou jusqu’a I’utilisation) on décharge I’écouvillon.

- On extraire ’ARN viral.

- Par I’enzyme dit rétro-transcriptase on synthétise un ADN complémentaire
(ADNC) a partir de I’ARN viral.

- On réalise une amplification PCR classique dans un thermocycleur, et on détecte la
fluorescence.

- Par un équipement spécialiser On lire et analyse les résultats.

2.3.3 La PCR numérique en gouttelettes (ddPCR)
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La PCR numérique est une nouvelle génération de réaction en chaine par polymérase
quantitative traditionnelle (QPCR), qui peut étre utilisée pour la quantification absolue des
acides nucléiques cibles. Dans un essai numérique, I'échantillon est compartimenté dans
plusieurs petits bioréacteurs, dont chacun a zéro, une, deux, ou plus copies des acides nucléiques
cibles. Chaque gouttelette a une zone encapsulée particuliere qui empéche la contamination

croisée entre les micro-bioréacteurs (Kojabad, 2021).

La PCR numérique a base de gouttelettes (ddPCR) est un type de PCR numérique qui utilise un
fluide non miscible dans I'huile pour générer des gouttelettes sub-microlitres. Les acides
moléculaires, peuvent étre encapsulés de maniére stochastique a l'intérieur des gouttelettes en
tant que chambres de réaction. Un petit pourcentage des gouttelettes contient une copie ou
aucune de la matrice dacide nucléique et sont ensuite amplifiées dans chaque
microgouttelette. Aprés amplification PCR de routine, les concentrations sont déterminées sur
la base de la proportion de partitions non fluorescentes par distribution de Poisson  (Kojabad,
2021).

I Objectif

L’objectif consiste a détecter I’ ARN viral d’une fagon plus sensible, par ce que I’effet des

inhibiteurs de I’amplification est trés minimis¢ .

1. Principe

Tout d'abord, un mélange de réaction PCR comprenant des amorces cibles et des
marqueurs fluorescents qui sont des sondes Tagman est préparé, les génes cible sont le gene de
la nucléocapside et le gene orflab qui code pour la polyprotéine ORFlab. Ensuite, des
gouttelettes d'émulsion eau-dans-huile sont générées a l'aide d'une puce micro-fluidique avec
des canaux de croisement . Les gouttelettes générées d'un diamétre compris entre 90 et 120 um
peuvent contenir zéro, une ou plusieurs molécules cibles. La distribution des cibles dans les
partitions suit une distribution de Poisson. Les gouttelettes sont ensuite chauffées par un
thermocycleur pour I’amplification apres les cycles thermiques, le nombre des molécules cible
dans les gouttelettes qui contiennent une ou plusieurs des molécules augmentent jusqu'a des
dizaines de milliards, de sorte que le signal fluorescent dans les gouttelettes peut étre
détecté. Ensuite, les gouttelettes sont contr6lées par un systeme de détection photoélectrique

compose de lasers et de tubes photomultiplicateurs.
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Selon I'amplitude du signal, chaque goutte est classée comme positive ou négative. En utilisant
la distribution de Poisson, la fraction de gouttelettes positives est calculée pour déterminer le
nombre absolu de copies de molécules d’acides nucléiques cibles dans le mélange réactionnel

d'origine.

1. Procédure générale de la ddPCR

La figure suivante présente un resumé de la procédure de la ddPCR.

A)  Collect samples and Lyse or inactivate samples Extract RNA Generate cDNA
transport to BSL-2 o Hea, Buffer % SE5%7 [2uL RT Master Mix
Gt - y: o =4 Variable RNA volume
'\. (x| B b - »-«'h Water up to 10 pL
: - -
S PN T - 37°C for 15 min
=z \J w vy 85°C for 5 sec
4°C infinite time
B) Prepare ddPCR Prepare ddPCR Generate Amplify droplet targets by PCR
ready Mastermix reaction mix droplets
Primer(s) . m
Probe(s) - e -
ddPCR l o ‘
Supermix Q

Read amplified droplet targets
Distribute the e — .
mastermix in | p
different wells Z

—_— >4
and add cDNA 1T

Figure 30 : Procédure de la ddPCR (Nyaruaba, 2021).

- A l’aide d’un écouvillon on réalise un prélévement nasophyringique pour collecter les
échantillons qui vont étre transporté par la suite aux laboratoires de biosécurité niveau
2 (BLS-2).

- On lyse ou inactive les échantillons par I’application d’un choc thermique puis On les

mets dans un tampon.
- On extraire ’ARN viral.

- Par un enzyme de rétro-transcription on synthétise un ADN complémentaire (ADNCc) a
partir de I’ARN viral.

- On ajoute des sondes marquées et les amorces pour préparer le super-mix
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On prépare le mélange réactionnel PCR Tagman, on distribuant le super-mix dans les

différents puits puis on ajoute I’ADNec.
Par un générateur des gouttelettes on géneére les gouttelette d’amplification.
On lance amplification PCR classique.

On passe a la lecteur des résultats par équipements spécialisés (Nyaruaba, 2021).
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3.1Dépistage par les techniques immunologiques
3.1.1 Le test immunochromatographique a flux latéral

l. Résultats

La lecture des résultats vous offre la possibilité de déterminer la présence des antigénes du virus
SARS-CoV-2, comme I’indique la figure 31 ;

- Lorsqu’une bande colorée apparait au niveau de la ligne de lecture T, ainsi qu’une bande
colorée au niveau de la ligne de contrdle C, le résultat est positif. L’intensité de la ligne
colorée au niveau de la ligne T dépendra de la quantité¢ d’antigenes du virus présents

dans ’échantillon.

- Lorsqu’ une bande colorée apparait au niveau de la zone de contrdle C et aucune autre

bande n’est présente, le résultat est négatif.

- Lorsqu’une bande colorée apparait au niveau de la zone T, et aucune bande au niveau
de la zone C. Ou si aucune bande n’apparait sur la cassette, le test n’est pas valable
(AximedFrance, 2021).

by
61-QIN0D
by
61-QIN0D
by
61-0IN0D
by
61-QIN0D

S S S S
Positive Negative Invalid

If there is no line visible, or only
one line at “T,” the result is invalid

Figure 31: Résultats observés avec les tests immunologiques a flux latéral (Clinitest, 2021).

On vérifie la présence de la bande colorée de contrdle (C), parce qu’elle garantit que le

préléevement était assez important. On n’interpréte les résultats qu’apres 20 minutes.
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Un résultat négatif ne garantit pas obligatoirement que le patient ne soit pas infecté par le virus
SARS-CoV-2. Le résultat dépend en effet des conditions de prélevement et notamment de la

durée d’incubation.

La période d’incubation est de 1 a 14 jours, mais principalement de 3 a 7 jours. Le test devra

donc étre idéalement réalisé dans ce laps de temps.

1. Avantages du dépistage immunologique par le  test
immunochromatographique a flux latéral

- Le dépistage immunologique par les tests d’immunochromatographie a flux latéral
permet une détection des antigene spécifique du SAR-CoV-2 d’une fagon rapide (10-30
minutes), simple (procédure simple et lecture sans instruments) et moins couteux avec
une bonne fiabilité et une spécificité elevée (>97 %). Ce test est donc utile en particulier
lorsque des décisions rapides doivent étre prises, par exemple tester les voyageurs a
I'aéroport ou aux frontiéres d’un pays, sur les lieux de travail, tester les agents de santé
publique et applique dans les écoles.

- Le dépistage immunologique par les tests d’immunochromatographie a flux latéral
offrent la possibilité d’¢largir ’acces aux tests et de réduire les délais de diagnostic en
permettant un dépistage décentralisé des patients qui présentent des symptomes
précoces.

- Les TDR-Ag offrent une bonne performance chez les patients qui ont une charge virale
élevée, ce qui est souvent le cas dans la phase pré-symptomatique (1 a 3 jours avant
I’apparition des symptomes) et dans la phase symptomatique précoce (pendant les 5 a 7
premiers jours de la maladie). Cela offre la possibilité d’établir un diagnostic précoce et
d’interrompre rapidement la transmission du virus grace a un isolement ciblé et un
regroupement des cas les plus infectieux et de leurs contacts proches.

- Les résultats TDR-Ag sont suffisants pour permettre une lutte efficace contre les
infections dues aux valeurs prédictives positives et négatives.

- Au contraire des autres tests les tests TDR-Ag ne nécessitent pas une réfrigération et

donc leur stockage est facile.

77|



Chapitre 3 : Discussion | 2021

M. Inconvénients du dépistage immunologique par le test
immunochromatographique a flux latéral

- Durant le dépistage immunologique par le test immunochromatographique a
flux latéral les réactions croisées avec d’autres espéces dans la matrice
d’échantillons sont trés probable ce qui réduit la spécificité de test.

- Pour la réalisation d’un test de détection rapide des antigénes, il faut
que 1’échantillon liquide avoir une viscosité qui se situe dans une certaine plage
car la flux de 1’échantillon a une effet sur la mélange de I’échantillon avec les
réactifs immunologique dans la zone de conjuguée et ’efficacité de la réaction.

V. Limites du  dépistage  immunologique par le  test
immunochromatographique a flux lateral

- Lasensibilité des tests de detection rapide des antigenes (TDR-AQ) est moins faible par

rapport aux techniques d’analyse des acides nucléiques (TAAN).

- Les tests de détection rapide des antigenes (TDR-Ag) du SARS-CoV-2 sont trés peu
nombreux a avoir fait I’objet d’un examen réglementaire rigoureux. Un kit permet

d’effectuer une seule réaction et ils sont a usage unique.

- Les tests de detection rapide des antigenes (TDR-AQ) réalises a partir des échantillons
des voies respiratoires supérieures (écouvillons nasaux ou nasopharyngique) semblent

avoir une sensibilité trés variable.

- La probabilité d’avoir des faux négatifs avec les TDR-AQ est plus élevée chez Les
patients qui consultent plus de 5 a 7 jours apres I’apparition des symptdmes parce que

la charge virale dans ces cas est tres faible.

Tous les échantillons ayant donné des résultats positifs aux TDR-Ag doivent étre envoyes aux
laboratoires disposant des moyens nécessaires pour effectuer des tests TAAN a des fins de
confirmation (OMS, 2020).
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3.1.2 La technique d’ELISA pour la détection des antigenes

Le test ELISA donne trois types différents de données :

> Données quantitatives : les données ELISA peuvent étre interprétées par rapport a une
courbe standard (une dilution en série d'un antigene connu et purifié) afin de calculer
avec précision les concentrations d'antigénes dans divers échantillons.

» Données qualitatives : les données ELISA peuvent également étre utilisées pour
obtenir une réponse par oui ou par non indiquant si un antigéne particulier est présent
dans un échantillon, par rapport a un puits vide, ne contenant aucun antigéne ou un
antigéne de contréle indépendant en observant le changement de couleur.

> Données semi-quantitatives : les données ELISA peuvent étre utilisées pour comparer
les niveaux relatifs d'antigenes dans les échantillons de dosage, car l'intensité du signal
variera directement avec la concentration en antigénes (Booster antibody and ELISA
experts, 2021).

Qualitativement, un changement de couleur est observé dans les micro-puits contenant
I'antigéne aprés l'ajout du substrat chromogene, la densité optique est mesurée par rapport aux

contréles positifs et négatifs, un résultat positif ou négatif est enregistre.

Quantitativement, la densité optique du contr6le négatif, du contréle positif et de I'échantillon
est mesurée a l'aide d'un lecteur de plaque, puisque le contr6le positif est de concentration
connue, une courbe standard de concentration, en fonction de la densité optique est tracée apres
avoir soustrait I'absorbance obtenue du contrdle négatif de la densité optique de tous les
échantillons. Puis une courbe dumeilleur ajustement et de régression linéaire est tracée par des
logiciels spécifiques ou par Excel pour obtenir une équation et pour calculer la concentration
des antigenes par interpolation (CUSABIO, 2020).

l. Résultats d’ELISA pour la détection des antigénes

Pour obtenir les résultats dans notre exemple, on commence par le calcul de I’absorbance
moyenne pour chaque série d'étalons en double et échantillons puis on trace la courbe standard
avec la concentration sur l'axe des x et ’absorbance sur I'axe des y et enfin on calcule 1'équation

linéaire représentant la droite du meilleur ajustement (Genetex, 2021).

La figure 32 présente I’exemple d’un tableau de concentration des antigénes dans I’échantillon

(picogrammes/ml)) avec I’absorbance correspondante. Ce tableau est ensuite traduit en courbe
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standard avec la concentration sur l'axe des x (SARS-CoV-2 N protéine concentration (pg/ml))

et I’absorbance sur I'axe des y (Absorbance a 450 nm).

Concentration Zero standard

(pg/ml) subtracted (OD)
4000
0 . 0000 350 S
12 0,007 g 3000 o
24 0.009 5 290
- 8 2000 /
49 | 0.016 8 1500 Y
98 0.029 gro00 | f
ey " = 0500 ¢
195 _ 0.060 , 0.000 ’
391 0123 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
781 0 235 SARS-CoV-2 N protein concentration (pg/iml)
1963 0489
3125 | 0.902 _
6220 16%
12500 | 2.837
25000 3.566

Figure 32: Résultats d’un test d’ELISA (Genetex, 2021).

La concentration peut étre déterminée par l'équation de régression linéaire. Si la valeur

d'absorbance est au-dessus de la plage linéaire, des dilutions de I'échantillons sont suggérées.

La concentration des antigenes peut alors étre déduite en fonction des Kits, contréles négatif et
positif et il y aura 3 résultats possibles : positif, invalide ou négatif. Le résultat positif indique
la présence d'antigenes viraux, le résultat négatif indique son absence et résultat non valable

indique que les résultats sont indéterminés.

1. Avantages du test d’ELISA

Les kits d’ELISA détectent des antigenes en picogrammes de maniére tres spécifique
en raison de l'utilisation d'anticorps ce qui offre une sensibilité et une spécificité élevees

donc moins des risque d’avoir des faux positifs et des faux négatifs.
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- Les kits ELISA commerciaux sont normalement disponibles dans un format de plaque
a 96 puits, mais le dosage peut étre facilement adapté aux plaques 384 puits, donc on
peut analyser plusieurs échantillons en méme temps en utilisant un seul kit :ce sont donc

des Kits & haut débit.

- Les protocoles des kits ELISA sont faciles a suivre et nécessitent peu de temps de

manipulation.

- Le test est trés spécifique a cause de I’utilisation des anticorps monoclonaux, qui sont
spéecifiqgues a un seul type d’epitope et trés sensibles a I’utilisation d'anticorps

secondaires.

- L’ELISA ne nécessite pas la présence d'appareillage spécialisé pour la détection du

signal.

- Le test est réalisable a partir de différent types d’échantillons ; sérum, plasma, extraits

cellulaires et tissulaires, urine et salive entre autres (Abcam, 2021).

- L’ELISA permet un dépistage quantitatif par détermination de la concentration

d'antigénes dans un échantillon.

1. Inconvénients du test d’ELISA

- La détection des antigenes est basée sur des réactions enzyme/substrat ce qui rend la
lecture temporaire donc elle doit étre obtenue dans un laps de temps réduit (Abcam,
2021).

- Les étapes de procédure sont simples mais nécessitent une répétition multiple des
lavages apres chaque étape : la procédure ne peut donc pas étre automatisée ('Younes,
2020).

- L’application de la procédure nécessite des personnels qualifiés pour minimiser les
erreurs de travail, ainsi que des laboratoires de niveau BSL-2 ou BSL-3 pour éviter la
contamination par le virus qui est trés contagieux et dangereux (Younes, 2020).

- Latechnique est dépendante de la température, du pH et de la lumiére parce que elle

est basée sur une réaction enzymatique (Magniez, 2008).

Les tests d'antigénes sont effectués pour rechercher des fragments de protéines qui

composent le virus SARS-CoV-2, et déterminer si la personne a une infection active.
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Un test d'antigenes positif signifie que la personne testée a eu une infection SARS-CoV-2
active. Un test d'antigene négatif signifie que les protéines virales du SARS-CoV-2 n'ont pas
été détectées mais, un test négatif n'exclut pas que le sujet ait eu la COVID-19 parce que il

peut y avoir des faux négatifs causés par ;

1. Une faible quantité des protéines présentes dans 1’échantillon qui ne peuvent pas
étre détectees.

2. Par des erreurs de manipulation.

3. Par lasensibilité.

Par la spécificité des tests (PCHD, 2020).

&

3.2 Les techniques de dépistages sérologiques

3.2.1 Le test immunochromatographique a flux latéral (test rapide de détection
des anticorps)

l. Résultats du test rapide de détection des anticorps

Comme la figure 33 indique :

-lorsque les trois bandes (la ligne de test 1gG, la ligne de test IgM, la ligne de Contréle) sont
colorées, ou une des deux lignes du test Immunoglobuline (IgG ou IgM) et la ligne de Controle

sont colorees, le résultat est positif ;
-lorsqu’il n’y a que la bande de Contrdle qui est coloree, le résultat est négatif :

-lorsque la bande de Contréle est non colorée, le test est non valable méme si les deux autres
bandes d’immunoglobulines sont colorées (NG BIOTECH, 2020).
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ATTENDRE POUR
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Figure 33: Résultats et interprétations d’un test des anticorps par un test

immunochromatographique a flux latéral (NG BIOTECH, 2020).

1. Avantages du test rapide de détection des anticorps

La réalisation des tests rapides de détection des anticorps est tres simple et compatible
avec plusieurs types d’échantillons (le sérum, le sang total, le plasma), et les resultats

sont obtenu en 10 a 15 minutes sans équipements de lecture.

La surveillance simultanée des IgM et des IgG rend la détection hautement efficace.

Les cassettes de test sont stockées a une température ambiante.

Les tests seérologiques aident les scientifigues a comprendre 1’étendue de la

propagation du coronavirus dans les populations.

Les tests de détection rapide d’anticorps sont un outil épidémiologique efficace pour
déterminer le pourcentage de la population qui a déja été infectée méme si certains

n’ont jamais présenté de symptomes (Cliniscience, 2021).

M. Inconvénients du test rapide de détection des anticorps

- Lessujets immunodéprimés sont incapables de produire des IgM et des 1gG mémes s’ils
sont infectés par le virus ce qui donne des résultats faux négatifs en utilisant les tests de
détection rapide d’anticorps.

- La détection des anticorps n’est pas toujours valable parce qu’elle est liée a leur
cinétique d’apparition.

- Letest peut donner des faux positifs en raison de I'nomologie des anticorps en particulier

IgM avec celui de I'anti-SARS-CoV et les autres coronavirus humains.
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- Les résultats finaux dutest peuvent étre affectés par 1’interférence avec les autres

composants de la matrice, tels que I'némoglobine (MEGANA, 2020).

V. Limites du test rapide de détection des anticorps

- Les tests de détection rapide des anticorps sont moins instructifs pour estimer les

infections futures.

- Les résultats faux négatifs sont trés probables avec ce test a cause de la chronologie

d’apparition des IgG et des IgM.

- Plusieurs kits sont disponibles est chacun a une fiabilité et une sensibilité différente. Les
tests de detection rapide des anticorps sont incapables de donner des résultats
quantitatifs, ils sont limités a la détection qualitative des anticorps anti-SARS-CoV-2

dans le serum, le plasma et le sang total.

- Les résultats négatifs nécessitent un test PCR pour la confirmation et la prise en charge
clinique et ils ne doivent pas étre utilisés comme seule base pour les décisions de prise
en charge des patients parce que ces résultats n'excluent pas l'infection par le SARS-
CoV-2 (MEGANA, 2020).

3.2.2 Letest ’ELISA

I Lecture et interprétation du test d’ELISA pour la détection des
anticorps

Il y a plusieurs fagons de lire et d’interpréter les résultats de ce kit du test d’ELISA. La plus

simple est basée sur le calcul du ratio selon la formule suivante :

DO échantillon

Ratio = DO calibreur

L’interprétation selon EUROIMMUN est la suivante :
Ratio < 0,8 : négatif = pas d’I1gG
Ratio > 0,8 a <I,1 : limite = quantité non détectable
Ratio >1.1 : positif = présence d’IgG (EUROIMMUN , 2020).

Pour les autres kits qui ciblent les IgM on applique la méme méthode d’interprétation.
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1. Avantages du test d’ELISA pour la détection des anticorps

L’utilisation des anticorps monoclonaux donne une sensibilité trés haute au test ELISA
parce que ces anticorps monoclonaux sont spécifiques a un epitope d'une protéine
particuliére du virus.

Le test ELISA peut étre utilisé pour identifier les individus qui développent une réponse
immunitaire adaptative au SARS-CoV-2 pour dire que I’infection est récente ou
antérieure.

Les échantillons sanguins utilisés sont homogenes (c’est-a-dire répartition homogéne
des anticorps dans les échantillons).

La procédure du test est trés simple ainsi que le prélevement et le stockage parce que
les anticorps sont plus stables.

Le prélevement d’échantillon pour réaliser le test ELISA pour la détection d’anticorps
ne cause pas I’inconfort du patient a dépister.

Le test est rapide, facile et pas couteux.

Les anticorps sont détectables méme aprés des semaines aprés 1’apparition des
symptdmes parce que les anticorps peuvent rester dans le sang pour plusieurs jours

contrairement aux antigéenes et les acides nucleiques viraux (Younes, 2020).

M. Inconvénients du test d’ELISA pour la détection des anticorps

Le test peut donner des faux négatifs parce que les anticorps ne peuvent pas étre détectés
pendant les premiers jours de I’infection, ils sont détectables 3 jours aprés d’apparition
des symptémes.

Le test ELISA pose un inconvénient dans le tracage et 1’étude des personnes infectées
et les statistiques peuvent étre faussées parce que certaines personnes avec les
symptdmes légers ne développent pas d’anticorps (Younes, 2020).

Les anticorps dirigés contre les coronavirus humains présentent une certaine homologie
ce qui peut conduire a des réactions croisées qui donne des résultats faux-positifs.

Les résultats finaux peuvent étre affectés par interférence avec d’autres composants de
la matrice, tels que I'némoglobine, les triglycérides et la bilirubine. L'hémoglobine peut
interagir avec d'autres protéines et possede une activité catalytique de type peroxydase

ce qui suggeére la possibilité que cette molécule puisse imiter I'action de la peroxydase
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de raifort dans les systémes ELISA & base de peroxydase et produire des résultats

faussement positifs.

V. Limites du test d’ELISA pour la détection des anticorps

Le test ELISA ne doit pas étre utilisé comme seule base pour prendre des décisions de
prise en charge des patients parce que les résultats négatifs n'excluent pas I'infection par
le SARS-CoV-2.

Des résultats faux positifs sont possibles surtout pour les 1gG en raison d'une réactivité
croisée avec des anticorps préexistants des autres coronavirus qui infectent I’homme.
Les résultats positifs doivent étre confirmés par un test alternatif pour la confirmation
du diagnostic.

Un résultat négatif peut apparaitre si la quantité danticorps dirigés contre le virus SARS-
CoV-2 dans I'échantillon est en dessous de la limite de détection du test, ou si le virus a
subi une ou des mutations mineures dans la région de I’acide ribonucléique (ARN viral)
qui code pour I’epitope reconnu par I'anticorps utilisé dans le test.

Le systeme de test est valide pour la détermination qualitative des 1gG, des IgM ou les
IgA anti-SARS-CoV-2 dans le sérum humain ou plasma uniquement.

Il faut bien contréler la température dans toutes les étapes du processus parce que
I’activité de liaison des anticorps et I’activité de I’enzyme sont sensibles a la température
sinon on risque d’avoir de faux résultats.

Un lavage insuffisant de microplaque donne de fausses lectures.

3.2.3 Le test de neutralisation

I Résultats et interprétation du test de neutralisation

Les anticorps neutralisants empéche 1’interaction de domaine de liaison du récepteur (RBD) du

virus SARS-CoV-2 avec I’enzyme de conversion de I’angiotensine-2 (ACE-2) de la cellule hote

en se liant avec I’ACE-2 et empéchent 1’émission de signal a la fin. Ce signal est observable a

une longueur d’onde donnée selon le kit utilisé pour un lecteur de plaque.

Le peroxyde de raifort recombiné au domaine de liaison du récepteur (HRP-RBD) non lié est

¢liminé par lavage et ’interaction de domaine de liaison au récepteur (RBD) du virus  SARS-

CoV-2 avec I’enzyme de conversion de 1’angiotensine-2 ( RBD-ACE?2 lié) est détecté par

colorimétrie. Les anticorps neutralisants circulants contre le SARS-CoV-2 inhibent de maniére
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compétitive l'interaction RBD-ACE2. Le pourcentage d'inhibition est calculé en mesurant la

différence de RBD marqué entre les échantillons de test et les échantillons de contrdle

(Putchaoen, 2021).

Apres lecture de la densité optique, on calcule le seuil d'inhibition du signal (PIS) de 30% pour

I'interprétation du taux d'inhibition du signal selon la formule suivante (Genscript, 2020).

PIS = (1—

DO échantillon

DO controle négatif

)xlOO

L'opérateur peut déterminer le résultat de I'échantillon en comparant ce pourcentage au tableau

suivant :

Tableau 3 : Résultats d’un test de neutralisation

Valeur des résultats Résultats Interprétation

>30% Positif des anticorps neutralisants contre SARS-CoV-2
sont détectés

< 30% Négatif les anticorps neutralisants contre SARS-CoV-2 ne
sont pas détectés

1. Avantages du test de neutralisation

Le test de neutralisation offre une grande sensibilité et une fiabilité élevée.

Le test de neutralisation donne une information sur les anticorps contenus dans le sang
du patient pour savoir s’ils sontcapables de neutraliser le virus ou pas.

Le test de neutralisation peut aider au développement et a l'efficacité des vaccins. Les
tests peuvent identifier les parties du virus auxquelles le systeme immunitaire réagit et

doivent étre ciblés pendant le développement du vaccin (Egbuna, 2021).

1. Limites du test de neutralisation

Le test de neutralisation ne donne pas des résultats qualitatifs, il indique seulement la

quantité d’anticorps neutralisants présents dans 1’échantillon.

C’est un test trés dangereux parce que certaines de ces tests utilisent les virus vivant qui
peuvent étre une source de contamination. C’est pour cela qu’il est utilisé uniqguement

dans les conditions de l'autorisation d'utilisation d'urgence de la FDA.
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- Les résultats négatifs d’un test de neutralisation n'excluent pas l'infection par le SARS-
COV-2, surtout chez les personnes qui ont été en contact avec le virus ¢’est pour quoi il
faut évaluer l'infection aigué par le SARS-CoV-2 chez les individus symptomatiques par
un autre dépistage direct.

- Les resultats positifs peuvent étre dus a une infection actuelle ou passée par un
coronavirus non-SARS-COV-2, tels que HKU1, NL63, OC43 ou 229E.

- Les résultats positifs sont insuffisants pour indiquer une infection antérieure par le
SARS-CoV-2. Il faut prendre en considération d’autres informations, comme les
antécédents cliniques et la prévalence locale de la maladie pour évaluer le besoin d'un

autre type de tests sérologiques pour confirmer la réponse immunitaire.

- Le kit de détection d'anticorps de neutralisation cPass SARS-CoV-2 est connu pour ses

réactions croisées avec des anticorps neutralisants SARS-CoV-1 (Genscript, 2020)

3.2.4 Interprétation et résultats possibles de I’analyse sérologiques du
SARS-CoV-2.

Aprés une analyse sérologique 4 résultats sont possibles (Atlantic clinic, 2020).

a- IgM négatifs, 1gG négatifs

- Iln’yapas évidence d’une infection actuelle ou antérieure.

- Il faut se rappeler qu’un minimum de 4 jours depuis le début des symptomes ou de 7
jours apres I’exposition au virus est nécessaire pour qu’apparaissent les anticorps
comme positifs. Ceci signifie que le test des anticorps ne peut pas détecter une infection
dans la phase initiale de la contagion.

- Siun doute d’infection récente existe, en dépit de ce résultat, un test de PCR peut étre

réalisé. Une autre option étant de refaire un test d’anticorps quelques jours plus tard.

b- IgM positifs, 1IgG négatifs
Ce résultat suggere une infection dans la phase initiale de la maladie.
Si le résultat ne coincide pas avec la réalité clinique du patient (par exemple s’il n’y a pas de
symptémes) il se pourrait que ce soit un faux positif. Le résultat peut étre confirmé par un test

de PCR ou, s’il s"agit d'un test rapide d’anticorps, par un test ELISA, qui est plus fiable et

spécifique.
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c- IgM positifs, 1gG positifs

Ce résultat suggére une infection dans la phase intermédiaire de la maladie. Il est probable que

la possibilité d"infecter d“autres personne soit basse.

d- IgM négatifs, 1gG positifs

- Ilaune guérison de la maladie et le patient n"est plus contagieux.

- Un certain niveau d'immunité contrele coronavirus SARS-COV-2 est possible, bien qu”il
n’est pas possible d’affirmer dans quelle mesure ni pour combien de temps. Il est donc

recommandé de continuer a étre prudent.

3.3Le dépistage par les techniques moléculaires

3.3.1 Le dépistage par la PCR numérique en gouttelettes (ddPCR)
I Résultats et interprétation

e Lorsque les gouttelettes présentent une intensité de fluorescence élevée, le résultat est
positive : c’est-a-dire les gouttelettes cibles contiennent I’ARN viral du SARS-CoV-2,
figure (34, ¢)

e Lorsque les gouttelettes présentent une intensité de fluorescence faible, le résultat est
négatif c’est-a-dire qu’elles ne contiennent pas I’ARN viral du SARS-CoV-2,
figure (34, c).

Pour interpréter les résultats quantitativement, I’intensité de fluorescence est tracée sur un
graphique en fonction du temps (figure 34, d).Le nombre de cibles partition suivra
I'encapsulation de distribution normale de Poisson de I'ARN viral qui se produit de maniére

aléatoire (figure 34, a-b).

Diverses méthodes permettent d’interpréter I'intensité de fluorescence des gouttelettes. La plus
populaire d'entre elles utilise un microscope a fluorescence ou un lecteur de gouttelettes. Les

données acquises sont visualisées dans un graphique par différents logiciels (figure 34, d).

La valeur seuil indique l'intensité de la fluorescence lorsque les particules positives sont
séparées des négatives. Bien que cette valeur soit définie automatiquement par le logiciel, elle

peut étre ajustée manuellement (Kojabad A. a., 2021).
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Figure 34: Résultats de la ddPCR, voir le texte pour plus de détails (ThermoFisher, 2021).

On prépare un super mix qui contient I’ARN viral provenant de I’échantillon et les
différents réactifs nécessaires pour I’amplification PCR (figure 34, a), par un generateur de
gouttelettes. On repartit I’ARN viral aléatoirement dans de nombreuses réactions PCR
individuelles (figure 34, b). Puis on passe au lecteur de I’intensité : plus I’intensité est forte plus
la quantité d’ARN viral est importante, par contre 1’intensité faible ou absente traduit une
quantité tres faible ou absence d’ARN viral (figure 34, c). Cette intensité est représentée par un
graphique en utilisant un appareillage et un logiciel spécifiques pour quantifier les copies de

I’ARN viral avant et aprés I’amplification (figure34, d) (ThermoFisher, 2021).

1. Avantages du dépistage par la PCR numérique en
gouttelettes(ddPCR)

- La PCR numérique en gouttelettes donne I’opportunité d’analyser des mélanges

complexes.

- Elle est considérée comme un test qui se déroule parfaitement car il est tres tolérant aux
inhibiteurs en raison de la répartition des inhibiteurs contenus dans le mélange

réactionnel en gouttelettes minimisant ainsi leurs effets.

- La dd-PCR est un test a précision accrue grace a un partitionnement massif des
échantillons, qui garantit des mesures fiables dans la séquence d'acide nucléiques

souhaitée en raison de la reproductibilité.
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- Encomparant avec la PCR classique, les taux d'erreur sont plus faibles avec la dd-
PCR en raison des différences de changement plus petites qui peuvent étre détectées

dans la sequence d'acide nucléiques

- Ladd-PCR utilise des volumes plus réduits de réactifs nécessaire et réduit donc le codt

de l'expérience.

- Ladd-PCR est hautement quantitative car elle ne repose pas sur la fluorescence relative

de la solution pour déterminer la quantité d'’ADN cible amplifié.

- Ladd-PCR n’exige pas de références ou des normes (ThermoFisher, 2021).

M. Inconvénients du dépistage par la PCR numérique en gouttelettes
(ddPCR)

- A cause de ses différentes étapes et de 1’équipement utilisé, le test PCR nécessite un

personnel tres qualifié et des laboratoires bien équipés, ce qui rend le test couteux.

3.3.2 Dépistage par la PCR en temps réel

I Résultats et interprétation du dépistage par la PCR en temps réel

L'augmentation de I'ADNCc viral peut étre suivie en temps réel en suivant I'augmentation du
signal fluorescent. Lorsque le niveau de fluorescence dépasse un certain seuil, nous pouvons
étre sOrs que le signal est nettement supérieur au bruit de fond (Wiesbauer, 2021). La ligne de
seuil est le niveau de détection ou une réaction atteint une intensité fluorescente supérieure au
bruit de fond. Le cycle de PCR pour lequel I'échantillon atteint ce niveau est appelé Cycle
Seuil(Ct). La valeur Ct est utilisée dans la quantification ou la détection de I’ARN. Elle
apparaitra toujours au cours de la phase exponentielle d’amplification comme ¢’est illustré dans
la figure 35. En comparant les valeurs Ct d'échantillons de concentration inconnue avec une
série d'étalons, la quantité d'ADNc dans une réaction inconnue peut étre déterminée avec

précision (ThermoFisher, 2021).
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Figure 35: Courbe montrant le cycle de PCR durant lequel I’échantillon atteint une

intensité fluorescente au-dessus du fond (cycle seuil ou Ct) (ThermoFisher, 2021).

Le concept du « cycle seuil » est a la base d’une quantification précise et reproductible pour les
techniques fluorescentes en PCR. Les valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours de
chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons produits en un point précis dans la réaction.
Plus il y a de matrices a amplifier au départ de la réaction PCR, moins éleve sera le nombre de
cycle requis pour atteindre un point ou le signal d’émission de fluorescence sera statistiquement
et significativement plus éleve que le bruit de fond. La valeur du Ct peut étre traduite par un

résultat quantitatif en le comparant avec les valeurs du Ct générées avec des matrices de

quantification connues (Elyse, 2002).

Les résultats peuvent étre positifs ou négatifs selon la figure suivante :
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Figure 36: Résultats du dépistage par la RT-PCR (Carr, 2005).

1. Avantages du depistage par la PCR en temps réel

- Pendant le processus de la PCR en temps réel une augmentation du signal fluorescent
reporté est directement proportionnelle au nombre d'amplicons générés, lI'amplification
est suivie en temps réel.

- La RT-PCR, est considérée comme le test standard pour le diagnostic du virus SARS-
CoV-2.Ce test est également utilisé comme un test de confirmation apres les tests
antigeniques, car il est trés précis avec une sensibilité et une spécificité supeérieures a
95%.

- La recherche démontre que la RT-PCR est moins susceptible de produire de faux
négatifs par rapport a d'autres techniques d’analyse.

- Le test RT-PCR est également utile pour déterminer si un individu a une infection
COVID-19 active (Egbuna, 2021).

M. Inconvénients du dépistage par la PCR en temps réel

- La preécision des résultats de la RT-PCR dépend fortement du moment de prélévement,
du type d’échantillon, des conditions de stockage, de la manipulation et du traitement
des échantillons. Un résultat faussement négatif est possible si I'échantillon n'est pas
correctement obtenu ou si un individu est testé trop tot apres lI'exposition au virus ou
trop tard dans son infection.

- Les tests diagnostiquent uniguement une infection active ; ils ne peuvent pas détecter si

un individu a déja été infecté.
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- Dans les derniers stades de la maladie c’est-a-dire 7 jours aprés l'exposition, les
échantillons des voies respiratoires inférieures (expectorations, sécrétions trachéales,
lavage broncho-alvéolaire) peuvent donner des taux de détection plus élevés mais sont
plus invasifs pour le patient. La technique de I'écouvillonnage nasopharyngique profond
s'est avérée trés inconfortable pour certains adultes et petits enfants.

- Les tests de diagnostic moléculaire sont compliqués et colteux a réaliser et prennent du
temps avant ’obtention des résultats. Ils nécessitent du personnel de laboratoire
compétent en matiere d'utilisation d'équipements et des réactifs de laboratoire
spéciauxs. En attendant les résultats de la RT-PCR qui durent assez longtemps, les
personnes infectées par la COVID-19 peuvent transmettre le virus a d'autres sans le
savoir (Egbuna, 2021)

3.4 La validité des tests

Durant la pandémie actuelle causée par le coronavirus SARS-CoV-2, plusieurs Kits de tests de
dépistage sont disponibles et nouvellement introduits sur le marché etont tous une validité
différente. Un test avec une validité élevée, est un test qui est capable de classer correctement
un grand nombre de personnes malades et non malades. La validité du test est directement liée
aux parametres que sont la sensibilité et la spécificité. Le test qui est plus probable de donner

des faux négatifs et des faux positifs est un test de validité trés basse (Wiesbauer, 2021).

La sensibilité est la proportion d'individus malades correctement classés. La sensibilité peut
étre calculée par le nombre de malades correctement classés divisé par tous les individus

malades multipliés par 100.

ey epegs vrais positifs
sensibilité = x 100
nombre total de malades

La spécificité est la proportion de personnes non malades correctement classés. La spécificité
est calculée par le nombre d'individus non malades correctement classés divisé par I'ensemble
des individus non maladesmultipliés par 100.

vrais néegatifs

spécificité = x 100
pectf nombre total des cas négatifs

Ces 2 parametres affectent la précision des tests, ou des faux négatifs et des faux positifs

peuvent étre observés et ceci est provoqué par un certain nombre de facteurs qui incluent :
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> La reactivité croisée avec les autres coronavirus humains. On parle de la réactivité
croisée lorsqu’un anticorps est capable de se combiner avec les antigénes différents mais
dont les déterminants antigéniques sont trés proches (Thiebaux, 2021).Ceci est d0 a
I'nomologie des différents acides aminés des protéines du SARS-CoV-2 avec les autres
coronavirus humains, conduisant a des faux positifs dus a la liaison de ces anticorps
contre les autres coronavirus humains aux épitopes des antigenes SARS-CoV-2 ou
a la liaison des anticorps contre le SARS-CoV-2 aux épitopes des antigenes d'autres
coronavirus humains, en particulier le SARS-CoV (Li, 2021).

> L’obtention de faux positifs et de faux négatifs est aussi fortement liée a la cinétique de
I’infection et de la séroconversion illustrées dans la figure 37. Il est préférable de réaliser
un test sérologique environ 14 jours apres le début des symptomes. Lorsque la personne
est guérie, la recherche du virus par PCR ou par test antigénique est négative. Le seul
test qui reste positif est la sérologie, c’est une sorte de « cicatrice » de I’infection au
SARS-CoV-2. Le test antigénique permet d’affirmer la présence du virus
lorsque I’examen est positif mais, il est inutile chez les personnes sans symptémes a
cause de la charge virale faible. Enfin la PCR est le test avec une validité trés élevée par
comparaison avec les tests sérologique et immunologiques parce que parce que méme
les charges faible d’ARN viral sont détectables par la PCR numérique en gouttelettes
(Hantz, 2020)

[ Détection ™\ = [~ . : B\
\_ improbable P, PCR fréquemment positive (& PCR fréquemment négative /»

| Détection des anticorps

Sars-CoV-2

Semaine -2 Semaine -1

—_— PCR sur prélévement naso-pharyngée

Apparition des symptomes
Anticorps IgM

P Anticorps IgG
Figure 37: Cinétique des marqueurs diagnostiques en fonction du stade de I’infection
(Hantz, 2020).
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> Les tests moléculaires sont réalisable & partir d’échantillons différents tels que des
écouvillonnages nasopharyngés, des échantillons de sang, d'expectorations,
d'excréments, d'urine, d’échantillons nasaux, du liquide de lavage broncho-alvéolaire et
de la biopsie a la brosse du fibrobronchoscope. Ces types d'échantillons prélevés ont
une influence sur la sensibilité. Wenjie Tan et al (2020) ils ont observé que le taux de
positivité était comme suit : les échantillons de liquide de lavage broncho-alvéolaire ont
montré les taux de positivité les plus élevés, suivis par les expectorations, les
écouvillonnages nasaux, la biopsie au fibrobronchoscope au pinceau, les
écouvillonnages pharyngés, les féces et le sang. Aucun des échantillons d'urine n'a été
testé positif (Tan, 2020).

> La limite de détection (LOD) de la RT-PCR indique la quantité minimale d'ARN que
le test détectera 95 fois sur 100. Si la LOD pour un test est trop élevée, les patients qui
sont infectés par le SARS-CoV-2 peuvent présenter des résultats négatifs lorsque la
charge virale dans leur échantillon est faible, ce qui entraine un taux élevé de faux
négatifs. Si la LOD pour un test est trop faible : la contamination peut devenir un
probleme majeur, car le test détectera les plus petites quantités d’ARN viral (Prinzi,
2020) ; dans le cas ou la synthése des longus oligonucléotides contenant des séquences
de SARS-CoV-2 utilisées comme les contréles positifs peuvent contaminer les réactifs
(Bezier, 2020). Ceci conduit a des résultats de test faussement positifs, c'est-a-dire des
personnes qui ne sont pas infectées par le SARS-CoV-2 seront testées positives au lieu
d’étre negatives (Prinzi, 2020).

» De nombreux risques et erreurs sont rencontrés depuis le prélevement de I'échantillon
jusqu'a l'annonce des résultats. Ces risques et erreurs qui peuvent conduire a de faux
résultats sont regroupés en cing classes (tableau 4) :

- Facteurs liés aux matériaux et aux échantillons,

- Facteurs liés aux manipulateurs,

- Facteurs liés a la procédure et a la manipulation,

- Facteurs liés a I'équipement

- Facteurs liés a I'environnement
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Tableau 4 : Résumé des facteurs qui influencent la validité d’un test (Bezier, 2020)

Facteurs liés a

Exemples

L’échantillon

e Une charge virale faible

e Un mauvais prélevement

La procédure et la manipulation

«Mauvaise organisation conduisant a une
contamination de I'échantillon :
L'échantillon peut étre contaminé par les
surfaces mal désinfectées, les gants et les
équipements de protection des techniciens
de laboratoire et les réactifs utilises.

*Mauvais transport de l'échantillon par
lequel 'ARN qui est une molécule trés

instable peut facilement se détériorer.

Le manipulateur

e Manque d’attention.

L’environment

e Si [Ienvironment dans lequel la
procédure est faite est contaminé par le
SARS-CoV-2, les échantillons peuvent

étre contaminés.

L’equipment

e Mangque ou contamination de

matériels.

3.5 Discussion

La technique d’ELISA est considérée comme la technique de sensibilité la plus haute,

pour la détection des anticorps, et aussi des antigenes. Mais elle nécessite un déplacement du

patient, ce qui est déconseillé durant cette pandémie, surtout chez les cas positifs, les cas

immunodéprimés ou les personnes agées.C’est pour cela qu’elle est remplacée par des tests

sérologiques ou antigéniques rapides basés sur I’immunochromatographie a flux latéral.lls

donnent des résultats dans des délais trés réduits, ils sont réalisables au niveau des pharmacies

ou méme a la maison, donc ils minimisent la propagation du virus et améliorent la prévention.

Mais il faut bien choisir les kits pour éviter les fraudes (Gala, 2020).

Les tests sérologiques rapides, donnent I’opportunité de détecter les IgG et les IgM se trouvant

dans le sang sur le méme Kit ce qui est impossibleles kits d’ELISA.

97 |




Chapitre 3 : Discussion | 2021

Un autre test pour la détection des anticorps est disponible, il s’agit du test de
neutralisation. Malgré sa fiabilité, il pose des risques trés élevés pour les manipulateurs, ainsi il
nécessite des laboratoires spécialisés donc il est rarement utilisé. Par contre les tests
antigéniques rapides sont un outil de dépistage direct de virus dans les voies respiratoires

superieures en cherchant certaines protéines virales (Egbuna, 2021).

Malgré leur utilité, les tests sérologiques et immunologiques ne donnent pas toujours
des bons résultats. D’une part, les tests antigéniques donnent des résultats positifs pour les
personnes contagieuses, c'est-a-dire a partir d’un prélévement des voies respiratoires
supeérieures dans une période ou la charge virale est maximale. 11y a un risque de faux négatifs
chez les personnes asymptomatiques avec une charge virale faible. D’autre part, les tests
sérologiques sont liés a la cinétique de la séroconversion, donc des faux négatifs sont probables
chez les cas immunodéprimés ou personnes agées parce que leurs corps n’ont pas développé
une immunité contre ’infection. C’est pour cela qu’il faut toujours prendre en considération la
phase de la maladie, le type de prélévement et 1’état du patient. Les faux-positifs sont aussi un
probléme lorsqu’on parle de la spécificité et la sensibilité variables des Kits de tests. Donc, il
faudra tenir compte du choix des kits diagnostiques et de leur fiabilité, tout autant que les

conditions dans lesquelles les dosages ont été effectués (Egbuna, 2021).

les méthodes de dépistage immunologique ou sérologique seules, ne sont pas suffisantes
pour le diagnostic et la prise en charge de patient. Ils nécessitent toujours une confirmation par
un test moléculaire qui est la PCR, et qui permet d’affirmer au moment du prélevement si le
patient est un porteur ou non du SARS-CoV-2 et constitue ’examen clé pour le diagnostic de
I’infection COVID-19. Dans ce test le cas des faux positifs est rare. Mais il existe des situations
ou le test PCR peut étre négatif alors que la personne est porteuse. C’est le cas en particulier
chez les patients symptomatiques, mais qui font leur test PCR trop tardivement, plus d’une
semaine apres le début des signes. Deux types de kits PCR pour le dépistage de SARS-CoV-2
sont disponibles :RT- PCR en temps réel et la ddPCR (Kojabad, 2021).

La PCR la plus utilisée pour le dépistage de SARS-CoV-2 est la RT-PCR, parce qu’elle est
rapide, moins couteuse et facile a réaliser par rapport a la PCR numérigue en gouttelettes qui
donne des résultats quantitatifs plus exacts, mais elle nécessite un équipement et des logiciels
trés couteux ainsi qu’un personnel trés qualifié, c’est pour ¢a qu’elle est plus utilisée dans le

domaine de la recherche scientifique et non dans le diagnostic médical (Gala, 2020).
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Conclusion et perspectives

Les différents kits de diagnostic pour le dépistage du SARS-CoV-2 ont des principes, une
sensibilité et une spécificité différents. Leurs différents principes sont basés sur leurs
méthodologies, leurs constructions ainsi que I'échantillon a tester. De nombreux aspects doivent
étre pris en considération lors du choix de la technique a utiliser afin de prévenir la transmission
élevée du SARS-CoV-2 et de la prise en charge des patients. Le dépistage du SARS-CoV-2 peut
étre effectué soit dans un laboratoire, soit sur le lieu de soins au voisinage du patient. Les Kits
de tests a flux latéral antigénique ou sérologique peuvent étre utilisés pres du patient sans aller

au laboratoire. Ces tests donnent des résultats plus rapides que la RT-PCR.

Les techniques de dépistage comme L’ELISA, la RT-PCR, la dd-PCR, et le test de
neutralisation nécessitent un laboratoire bien équipé ainsi que le personnel qualifié, ce qui peut
prendre beaucoup du temps et nécessite un déplacement du patient ou le transport
d’échantillons, ce qui est déconseillé dans les cas ou des décisions d'intervention rapides

seraient nécessaires.

Les tests sérologiques ne sont pas utilisés dans le diagnostic direct de COVID-19, ils indiquent
seulement la présence d’une réponse immunitaire adaptative contre le SARS-CoV-2.
Parmi les tests sérologiques,seulle test de neutralisation permet de tester la capacité d’anticorps
inhibant le virus. Par contre, les tests moléculaires et immunologiques sont utilisés pour le

dépistage direct de virus.

La période de prélévement d’échantillon affecte fortement les résultats d'un test ; parce que
chaque molécule a tester : ARN, antigéne ou anticorps a une période durant laquelle la molécule
est plus détectable. Par contre, il y a des périodes ou les molécules disparaissent ou ils sont a
une quantité faible non détectable. Cela est influencé par plusieurs facteurs comme I’état du
systéme immunitaire et I’dge de patient, ce qui donne des faux-négatifs. Par conséquent, les
techniques a utiliser pour le dépistage du COVID-19 doivent étre choisies en tenant compte de
nombreux facteurs pour réduire la transmission qui pourrait étre causée par des résultats
erronés, un temps limité et l'accessibilité. Autre facteurs peuvent affecter les résultats comme
le prélevement et le transport d’échantillons, ainsi que les capacités du manipulateur et la

contamination ; par conséquent, un control appropriée tout au long du processus doit étre suivi.

Comme perspective, il faut penser a I’importance de réaliser le dépistage méme si on n’est pas

symptomatique pour faire face a cette pandémie mondiale et pour combattre ce virus et d'autres
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micro-organismes qui peuvent provoquer une épidémie sans attendre que les cas augmentent.
Nous espérons que la science trouvera un traitement définitif et que la vaccination actuelle

prouvera son efficacité.
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Annexes

ANNEXE 1 : Kit D'ELISA en Sandwich pour la détection de la protéine N du SARS-
CoV-2 (Genetex, 2021).

https://www.genetex.com/upload/website/product protocol/SARS-CoV-

2%20(COVID-
19)%20Nucleocapsid%20Protein%20Sandwich%20ELISA%20Kit GTX535824 3.pd

f
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ANNEXE 2 : Kit pour le test de neutralisation Covid-19 (Genscript, 2020).
https://www.fda.gov/media/143583/download
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ANNEXE 3: lavage des mains (OMS, Friction lavage, 2006)

Friction hydro-alcoolique - Comment ? Lavage des mains - Comment ?
AVEC UN PRODUIT HYDRO-ALCOOLIQUE AVEC DU SAVON ET DE LEAU

\d

Remplir la paume d’une main avec le produit hydro-alcoolique,
recouvrir toutes les surfaces des mains et frictionner :

Mouiller les mains appliquer suffisamment de savon
abondamment, pour recouvrir toutes les surfaces
des mains et frictionner :

*R

Paume contre paume par le dos de la main gauche avec un les espaces interdigitaux paume contre
mouvement de rotation, mouvement d’avant en arriére exercé paume, doigts entrelacés, en exergant
par la paume droite, et vice et versa, un mouvement d’avant en arriére,

W%

les dos des doigts en les tenant dans le pouce de la main gauche par la pulpe des doigts de la main droite
la paume des mains, opposées avec rotation dans la paume refermée de par rotation contre la paume de la
un mouvement d‘aller-retour latéral, la main droite, et vice et versa, main gauche, et vice et versa.

5

sécher soigneusement les mains fermer le robinet a

Rincer les mains a l'eau, N . 3 - N
avec une serviette a usage unique, laide de la serviette.

20-30 secondes 40-60 secondes

~ e

Une fois seches,
les mains sont prétes pour le soin.

Les mains sont prétes pour le soin.
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ANNEXE 4 : Prevention

UTILISEZ D’AUTRES MANIERES

POUR YOUS SALUER

EVITEZ DE YVOUS
SERRER LA
MAIN, DE
FAIRE DES
ACCOLADES
ET D'’AVOIR

DES CONTACTS
DIRECTS. NE
VvOUS TOUCHEZ
PAS LE VISAGE

COUVREZ-VOUS LA BOUCHE AVEC

LAVANT-BRAS QUAND YOUS TOUSSEZ
OU ETERNUEZ, OU BIEN TOUSSEZ ET
ETERNUEZ DANS UN MOUCHOIR JETABLE
Q@UE VOUS JETEZ A LA POUBELLE ET
ENSUITE LAVEZ-VOUS LES MAINS.
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DISTANCE MINIMUN

SURLECHANTIER

-4 3L B
V & -y~ =G §
(S ‘\)x /5"3’\14”"?.;\..

Evitez tout contact rapproché sans
protection. Ne vous touchez pas le
visage et lavez-vous constamment les
mains. Assurez-vous de suivre les
restrictions émises par les autorités
locales concernant les déplacements.

Evitez de partager verres, assiettes
et autres articles a usage personnel.
Nettoyez et désinfectez les objets et
les superficies qui vous touchez
fréquemment.

Si vous avez voyagé dans des régions

ou le virus circule ou si vous avez été

en contact proche avec une personne
malade et que vous avez de la fiévre,

que vous toussez ou que vous avez des
difficultés a respirer, recherchez
immédiatement une assistance médicale.
— Ne prenez aucun médicament sans
consulter.
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ANNEXE 5 : Comment porter un masque médical en toute sécurité

COMMENT PORTER UN MASQUE MEDICAL
EN TOUTE SECURITE

Choses

a faire

. —
Trouwa W fuce supbrinure — \whedeomebhee  Mxwbbeovniabouh  Couwmvreboudy, VRSO MIsqUe defon soe
dewttemasque 00%  obiecewtremige  OUENAMGINA eyt MIROUTRDEN IR VR ST
Lrouwe la Lanmitn nasaio 00 it toumis wees B Wi e metrcn Kot aspace sur ks clRés
o bard rigide

.~

Bt detoucherle Pty sy on feincat it m»mm el b s Lt
A SN i s st
o hinwy persé lahha@hba*w et U Vs e g oy, B pecirence ins

demeratete} e poubede i

pr—
N'oubliez pas que les masques seuls ne peuvent pas vous

protéger contre a COVID-19. Maintenez une distance d'au —
moins un matre avec les autres personnes ot lavez-vous
_| régulierement et soigneusement les mains, méme lorsque

Vous portez un masque. who.int/opi-win (‘# '- go‘;?"}::ag:
\. J {

(OMS, 2021)
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Lexique

e ACE2: Le récepteur sur les cellules hdtes humaines du virus SARS-CoV-2 est une
protéine transmembranaire, I'ACE2 (c'est-a-dire I'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2). Les protéines du récepteur ACE2 humain se trouvent a la surface de
nombreux types de cellules humaines, y compris la paroi épithéliale des poumons, des
intestins, du foie, des reins, du cceur et d'autres tissus. Le récepteur ACE2 sert de
récepteur de liaison principal pour la protéine de pointe virale et aide a médier l'entrée
dans les cellules humaines qui finissent par servir de cellules hotes pour la réplication
virale (Muriana, 2020).

e Activité ribonucléase : activité enzymatique de classe hydrolases par un domaine
peptidique qui catalyse la rupture des liaisons phosphodiester des ARN (Romaric,
2012).

e Agueusie : correspond a la perte de goUt partielle ou totale. La personne ne parvient
plus a déterminer les saveurs des aliments qu'elle mange. C'est I'un des symptémes
évocateurs de la Covid-19 (Marvine, 2007).

e Anosmie : ou la perte d'odorat, est I'un des symptdmes typiques d'une infection au
Covid-19. Elle peut persister plusieurs mois (Rahban, 2021). Antigénicité : Pouvoir
pour une molécule de se comporter comme un antigéne, ¢’est-a-dire de provoquer la
production d’anticorps. Pour certains, cette définition inclue la faculté pour ’antigéne
de modifier le comportement immunologique de I’organisme dans lequel il est introduit
sans production inéluctable d’anticorps, en induisant par exemple un état de tolérance
immunitaire (Encyclopédie Santé, 2015).

e Auto-phagosomes : une double vésicule membranaire qui renferme des constituants
cellulaires et fusionne avec des lysosomes qui digerent ces constituants cellulaires au
cours de 1’autophagie (autodigestion des organites cellulaires par fusion avec les
lysosomes) (Daniel, 2009).

e Complexe héxadécamerique : Le supercomplexe est une structure creuse unique en
forme de cylindre assemblée a partir de huit copies de nsp8 et maintenue étroitement
ensemble par huit copies de nsp7 (Zhai, 2005).

e Dyspnée : une sensation de géne respiratoire . 1l s'agit d'un symptéme subjectif. Son

intensité n'est pas nécessairement en rapport avec la gravité des anomalies objectives
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de la fonction respiratoire. Il s'agit d'une sensation plus ou moins angoissante ou
interviennent des perturbations physiologiques, mais également des réactions
psychologiques du sujet. Il convient de différencier une dyspnée aigue (brutale,
s’aggravant vite et qui demande une prise en charge rapide, comme celle accompagnant
un cedéme pulmonaire ou une crise d’asthme) et une dyspnée chronique (d’installation
progressive, s’aggravant lentement). Celle-ci peut se produire a I’effort (dyspnée
d’effort) puis de fagon permanente, au repos (Passeport Santé, 2020).

e Encéphalopathie : est une pathologie quitouche I'encéphale, la partie du systeme
nerveux central situé dans la boite cranienne et comprenant les hémispheres cérébraux,
le cervelet et le tronc cérébral. Elle peut survenir dans les suites d'une infection, de
certaines intoxications ou étre une complication par atteinte neurologique d'une
maladie chronique (Quillard, Encéphalopathie : deéfinition, causes, symptémes et
traitement, 2020).

e Endopeptidase : Enzyme qui catalyse le clivage des liaisons peptidiques au sein
d'un polypeptide ou d'une protéine (conrad, 2021).

e Endosome : toute vésicule formée par endocytose d’une région de la membrane
plasmique (Romaric, 2012).

e Epitope: partie de la molécule d'un antigéne qui a la propriété de se combiner avec
I'anticorps spécifique correspondant (Universalis, 2021)

e Exocytose : déversement de produits d’une vésicule a I’extérieur de la cellule, par
fusion de la membrane plasmique avec la membrane de cette vésicule. S’oppose a
Endocytose (Romaric, 2012).

e Heémoptysie : une expectoration de sang provenant des voies respiratoires inférieures,
c’est-a-dire des bronches ou du parenchyme pulmonaire. Elle peut aller de traces de
sang dans les crachats jusqu’a une hémoptysie potentiellement mortelle avec
expectoration de sang pur (Zellweger, 2018).

e Homotrimeére : est une protéine qui est composée de trois unités identiques de
polypeptide (Romaric, 2012).

e Immunogene : Une molécule est dite immunogene lorsqu'elle est capable d'induire
une réaction immunitaire. L'immunogeénicité est donc la capacité qu'a un antigéne de
provoquer une réponse immunitaire bien spécifique (université de Liege, 2013).

e Immunogénicité : la capacité de déclencher la réaction immunitaire spécifique
(Romaric, 2012).
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e Lymphopénie : est un trouble sanguin qui se concrétise par une diminution de certains
globules blancs, appelés lymphocytes B et T, et affecte I’efficacité du systeme
immunitaire. Elle est définie par un taux de lymphocytes total inférieur a 1 500 par
mm3 chez I’adulte et a 4 500 mm3 chez I’enfant de moins de huit mois (Régent, 2012).

e Niveau de biosécurité 2 (BSL-2) Les laboratoires BSL-2 sont utilisés pour étudier les
agents infectieux a risque modéré ou les toxines qui présentent un risque s'ils sont
accidentellement inhalés, avalés ou exposés a la peau. Les exigences de conception
pour les laboratoires BSL-2 comprennent des lavabos pour le lavage des mains, des
stations de lavage des yeux en cas daccident et des portes qui se ferment
automatiquement et se verrouillent. Les laboratoires BSL-2 doivent également avoir
acces a des equipements pouvant décontaminer les déchets de laboratoire, notamment
un incinérateur, un autoclave et/ou une autre méthode, en fonction de I'évaluation du
risque biologique.

e Niveau de biosécurité 3 (BSL-3) Les laboratoires BSL-3 sont utilisés pour étudier les
agents infectieux ou les toxines qui peuvent étre transmis par l'air et provoquer une
infection potentiellement mortelle par inhalation. Les expériences sont effectuées dans
des enceintes de biosécurité qui utilisent un flux d'air soigneusement controlé. Les
laboratoires BSL-3 sont congus pour étre facilement décontaminés. Les autres
caractéristiques de sécurité comprennent l'utilisation de deux portes a fermeture
automatique ou verrouillées, de systemes de ventilation filtrés. Les laboratoires BSL-3
doivent également avoir acces a des equipements pouvant decontaminer les déchets de
laboratoire, notamment un incinérateur, un autoclave et/ou une autre meéthode, en
fonction de I'évaluation du risque biologique (Science, 2015).

e Proinhibitine-1(PHB-1) : un membre de la famille de protéines Band-7, est hautement
conservée au cours de I'évolution, largement exprimée et présente dans différents
compartiments cellulaires Des études génétiques avec différents modeles d'organismes
ont fourni des preuves solides d'un rdle biologique important du PHB dans la fonction
mitochondriale, la prolifération cellulaire et le développement (Mishra, 2010).

e Protéase de type 3C (3CLpro pour 3C-like protéase) : sont largement présentes dans
les virus @ ARN monocaténaire a polarité positive. Toutes sont des protéases a cystéine
avec un repli de type chymotrypsine (clan PA), utilisant une dyade ou triade
catalytique. Ils partagent certaines similitudes générales sur la spécificité du substrat et

I'efficacité des inhibiteurs. Ils sont divisés en sous-familles par similarité de séquence,
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correspondant a la famille de virus dans laquelle ils se trouvent. Comme la PLpro, la
3CLpro est considérer comme une cible antivirale intéressante car les deux sont
essentielles & la réplication des coronavirus (Kim, 2012).

Protéase de type papaine (PLpro pour papain-like protéase) : est une protéase
localisée dans la protéine non structurale 3 (NS3) du polypeptide viral considérer
comme un cible antiviral intéressant. Elle a la fonction de retirer I'ubiquitine et
I'ISG15 des protéines des cellules hdtes pour aider les coronavirus a échapper aux
réponses immunitaires innées de 1'hote. En effet, ’action de la PLPro perturbe les
voies de signalisation de I'INF beta et de NF-kappa B. Le ciblage de la protéase de
type papaine avec des médicaments antiviraux peut avoir un avantage non seulement
en inhibant la réplication virale, mais aussi en inhibant le déréglement des cascades

de signalisation dans les cellules infectées qui peuvent conduire a la mort cellulaire
dans les cellules environnantes non infectées (cliniSience, 2021).

Rhinorrheée : ou Rhinorrhée infectieuse Elle est le premier symptome de I’agression
de la muqueuse par les virus. Cette rhinorrhée dure deux a trois jours. Comme dans
I’allergie, elle est associée a des eternuements et une obstruction nasale. Mais pas
seulement : irritation, voire douleurs pharyngées, enrouement, asthénie, fi¢vre...
peuvent aussi étre constatés. Passé ces deux-trois jours, cette sécrétion va s’épaissir
et se teinter. Rassurer les patients: cela nesigne pas forcément une infection
nécessitant la prise d’antibiotiques. Cette couleur est liée ala présence
de polynucléaires et de débris cellulaires. On restera tout de méme vigilant, une
surinfection étant possible avec le développement d’une rhinopharyngite, voire d’une
sinusite (Chopard, 2010).

Stochastique :Avoir une distribution ou un modele de probabilité aléatoire qui peut
étre analyse statistiquement mais peut ne pas étre prédit avec précision.

Virémie : est le terme médical utilisé pour décrire la présence de virus ou de particules
virales dans le sang (Doctissimo, 2018).

Viroporine: petite protéine virale multifonctionnelle, généralement hydrophobe, qui
modifie les membranes plasmiques des cellules infectées pour facilite libération
des virions. Ces protéines sont capables de s'assembler et former des complexes
multigéniques qui agissent comme des canaux ioniques (Tozzi, 2020).

Zoonose : maladie infectieuse animal transmissible a ’homme (Berthet, 2005).
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Résumé

Pour faire face a 1’émergence du SARS-CoV-2 responsable de la pandémie mondiale de
COVID-19, de trés nombreux tests de dépistage moléculaire , immunologique et sérologique
ont eté développés et mis sur le marché dans un délai trés court. Ces tests développés présentent
de grande variabilité en termes de sensibilité, spécificité et de délais du rendu des résultats. Les
tests immunologiques pour la détection des antigenes viraux basés sur la méthode d’ELISA ou
le test rapide d’immunochromatographie a flux latéral, malgré leur faible sensibilité, présentent
I’avantage d’une mise en ceuvre plus simple et plus rapide. La technique moléculaire RT-PCR
sur préléevement nasopharyngiqure est la méthode de référence pour le diagnostic et le dépistage
de SARS-CoV-2. Par contre la dd-PCR est une solution tres efficace mais utilisée surtout dans
le domaine de la recherche scientifique. Devant des tableaux évocateurs la COVID-19 avec un
résultat de RT-PCR ou antigénique négatifs, une sérologie peut étre recommandée avec le
dosage des IgM et des IgG par la technique d’ELISA, le test d’immunochromatographie a flux
latéral ou par le test de neutralisation. La sérologie est également un outil pertinent pour les
études épidémiologiques. Néanmoins il est important de rappeler que le taux d’anticorps anti-
SARS-CoV-2 decroit avec le temps ce qui peut influancer les résultats des études séro-
épidemiologiques. Malgré la nécessite de répondre rapidement a un besoin diagnostique urgent,
il demeure indispensable de valider les méthodes choisies sur un panel d’échantillons bien
caractérise, les performances de certains tests étant parfois insatisfaisantes pour assurer un

diagnostic fiable.

Mots clé: dépistage, SARS-CoV-2, COVID-19, RT-PCR, dd-PCR, ELISA,

immunochromatographie a flux latéral, test de neutralisation, anticorps, antigenes
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Abstract

To cope with the emergence of SARS-CoV-2 the agent that is responsible for the global
COVID-19 pandemic, many molecular, immunological and serological screening tests have
been developed and put on market within a very short period of time. These developed tests
show great variability in terms of sensitivity, specificity and time taken to acheive the results.
Immunological tests for the detection of viral antigens based on the ELISA test or the rapid
lateral flow immunochromatography test generally have a lower or weaker sensitivity but have
the advantage of being easier to work with, more efficient and quick. The RT-PCR, which is a
molecular technique using the nasopharyngeal sample for the detection of viral nucleicacids is
the gold standard for the diagnosis and screening of SARS-CoV-2, the dd-PCR is a very effective
solution too but it is mostly used in the scientific research field. In case of an assumed COVID-
19 case but with a negative RT-PCR or antigen result, a serology test may be recommended for
the determination of IgM and IgG by the ELISA technique, the lateral flow immuno-
chromatography test or by the neutralization test. A Serology test is also a relevant tool for
epidemiological studies. However, it is important to remember that the level of anti-SARS-CoV-
2 antibodies decreases over time and may therefore impact the results of seroepidemiological
studies. Despite the need to respond quickly to an urgent diagnostic need, it remains essential
to validate the methods chosen for a panel of well-characterized samples, the performance of

certain tests is sometimes unsatisfactory when ensuring reliable diagnosis.

Keywords: screening, SARS-CoV-2, COVID-19, RT-PCR, dd-PCR, ELISA, lateral flow

immunochromatography, neutralization test, antibodies, antigens

122 |



uaidla

Oo 2aall skt o3| ICOVID-19 el daila b Cundiall SARS-COV-203all Uis 35S (g 5 dgal s ia il
psalll Aniia 48 yhay 33 ale die 4o RT-PCR J) 4 yoini | ol g 8 (5 sual) (8 Lea yha g i) e jLal
S A @AY e aaed) 7 5k &5 LS bl 13 A 5 saed) paniiing Ganill dea ) 43k 4 dals
SIS pa il Aaalill Jglall sas) dd-PCR I A aa3 5l sl de s s Lgtimmlion G (e Laasl 5 Ll & je il
Slial ol ELISA 485k e aaind il asivad) e adSH @l lidl | alal) a3 Lgaladin) jeas
Culael 13 le s (el 8 g sl s Jasl L o 50 LSy ale IS8 dulin Bl 055 | oo liallidl ja gile 5 SU
st e it AT 485k e aldie ) (Ka duls 4o PCR J) <Ll i acsivall e il @l )
D) 3k e ol e liall Wil e gila s SU ) ELISALERIGM 5IGG ¢ 55 (e 33bcaall alual) (e i€l g Juaall
ala eliia) 31 ag Gl me ol gl Ay o Ll aelud Jeadll Jidad @l jaa) soliaal) sl alasiiuly Jayidl)
@l Ay lala e ae o clul il il e S5 b s uaall (e 85 ae (05 il agd saliaall aluaY)
oSl daaiiusall il 5 5l Cadlu) e SSUI (g )5 puall o i ST elisll 108 Agal sl s CaISH dny yu

Agn ya il il Cain g (9 58 sall Gl Glasal oyl Al )3

123 |






Mémoire présenté en vue de ’obtention du Diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques

Spécialité : Biologie moléculaire des microorganismes

intitulé

Méthodes immunologiques, sérologiques et moléculaires de dépistage du coronavirus
SARS-CoV-2

Résumé

Pour faire face a ’émergence du SARS-CoV-2 responsable de la pandémie mondiale de COVID-
19, de trés nombreux tests de dépistage moléculaire , immunologique et sérologique ont été
développés et mis sur le marché dans un délai trés court. Ces tests développés présentent de grande
variabilité en termes de sensibilité, spécificité et de délais du rendu des résultats. Les tests
immunologiques pour la détection des antigenes viraux basés sur la méthode d’ELISA ou le test
rapide d’immunochromatographie a flux latéral, malgré leur faible sensibilité, présentent I’avantage
d’une mise en ceuvre plus simple et plus rapide. La technique moléculaire RT-PCR sur prélévement
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