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INTRODUCTION

La maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) est une nouvelle maladie respiratoire causée par le
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2), un nouveau Sarbecovirus qui
a émergé de Wuhan, en Chine, fin 2019. Sa propagation a été sans précédent en termes de vitesse
et d'impact, constituant une urgence de santé publique a portée internationale, et contribuant & une
perturbation socio-économique généralisée. Considéré comme des agents représentant une grande
menace pour la santé publique, une alerte épidémiologique a été placée par I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) et la pandémie mondiale du coronavirus-19 (COVID-19) a était
déclarer le 11 mars 2020.

La pandémie de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) a révélé lI'importance mondiale de
tests de diagnostic robustes pour différencier le SARS-CoV-2 des autres infections respiratoires
de routine et guider une prise en charge clinique appropriée.

Des tests de RT-PCR ont été développé afin de confirmer ou dépister les malades et les porteurs
de virus, les résultats sont qualitatifs ce qui ne permet pas de connaitre avec précision la date de
contamination.

Plusieurs études ont essay¢ d’établir une relation entre la charge virale au niveau de prélévement

nasopharyngé et la date de contamination ou de la contagiosité du patient.



PROBLEMATIQUE:

Devant 1’accélération de nombre de cas infectés par la COVID-19, la RT-PCR a permis un
diagnostic de certitude des cas positifs en détectant plusieurs génes cibles de ce virus. Ce test reste
qualitatif donnant une valeur approximative de la charge virale au niveau du prélévement
nasopharyngé exprimée en CT.

En moyenne le patient reste contagieux pendant une période de 10 jours apres la date d’apparition
des symptomes, d’ou I’intérét de dater cette derniere.

Etablir une corrélation entre I’évolution des CT et la date d’apparition des symptomes Permette-t-

elle de dater ’infection en se basant sur le CT de la RT-PCR ?



Partie théorique



Partie théorique

1. L’agent pathogene :
Le SARS-CoV-2 appartient a la grande famille des virus connus sous le nom de coronavirus. Il

s'agit d'un virus & ARN simple brin positif . D'autres coronavirus sont capables de provoquer des
maladies allant du simple rhume a des maladies plus graves comme le syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS, taux de létalité ~34%).

Figure 1:L’image des virions de SARS-COV-2 vu sous microscope électronique cryogénique.

La maladie a coronavirus (COVID-19) est une maladie infectieuse causée par un nouveau
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere 2 (SARS-CoV-2) qui a initialement débuté
comme épidémie dans la province de Wuhan en Chine et déclaré comme pandémie a partir de mars
2020.


https://en.wikipedia.org/wiki/Coronavirus
https://en.wikipedia.org/wiki/Positive-sense_single-stranded_RNA_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Common_cold
https://en.wikipedia.org/wiki/Middle_East_respiratory_syndrome
https://en.wikipedia.org/wiki/Middle_East_respiratory_syndrome

Partie théorique

2. Taxonomie :

2.1 Phylogénétique du SARS CoV?2

Comme le coronavirus lié au SARS impliqué dans I'épidémie de SARS de 2003, le SARS-CoV-2
est un membre du sous-genre Sarbecovirus(lignée B des beta-CoV). Sa sequence d’ARN est d'une
longueur d'environ 30 000 bases(26903)[1], relativement longue pour un coronavirus. Le SARS-
CoV-2 est unique parmi les béta-coronavirus connus par son incorporation d'un site de clivage
polybasique, une caractéristique connue pour augmenter la pathogénicité et la transmissibilité

d'autres virus.

Categorie : Coronaviruses

Realm : Riboviria

Ordre : Nidovirales

Sous ordre : Comidovirineae

Famille : Coronaviridae

Sous-famille : Orthocoronavirinae

Genre : Beta coronavirus

Sous genre : Sarbecovirus

Espéce : Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
Individus : SARS-CoV-2


https://en.wikipedia.org/wiki/Sarbecovirus
https://en.wikipedia.org/wiki/Beta-CoV
https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleobase
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Polybasic_cleavage_site&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Polybasic_cleavage_site&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Pathogenicity
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Figure 2: Arbre phylogénétique des séquences génomiques complétes du SARS-CoV-2,

Du SARS-CoV-2[3].

2.2 Variants du SARS-CoV2 :

En juillet 2020, les scientifiques ont signalé qu'une variante plus infectieuse du SARS-CoV-2 avec

la variante G614 de la protéine de pointe a remplacé la D614 comme forme dominante dans la

pandémie[4]. En octobre 2020, les scientifiques ont signalé dans un préimpression qu'une variante,

20A.EUL, a été observee pour la premiére fois en Espagne au début de I'été et est devenue la

variante la plus fréquente dans plusieurs pays européens.

En octobre 2020, des chercheurs ont découvert un possible géne de chevauchement nommé

ORF3d, dans le génome du virus Covid-19[5]. On ignore si la protéine produite par I'ORF3d a une

fonction quelconque, mais elle provoque une forte réponse immunitaire. L'ORF3d a deja été

identifié auparavant, dans une variante du coronavirus qui infecte les pangolins.


https://en.wikipedia.org/wiki/Spike_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Preprint
https://en.wikipedia.org/wiki/COVID-19_pandemic_in_Europe
https://en.wikipedia.org/wiki/Overlapping_gene
https://en.wikipedia.org/wiki/Genome
https://en.wikipedia.org/wiki/Pangolin
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2.2.1 Variants préoccupants :

Comme les autres virus, le SARS-CoV-2 évolue au fil du temps. La plupart des mutations du

génome du SARS-CoV-2 n'ont aucune incidence sur la fonction virale.

Les variantes préoccupantes énumérées ci-dessous :

Label
I'OMS

de

Premiére

détection

Caractéristique connus

Alpha

Royaume-Uni

Augmentation de la transmission de ~50%

Gravité potentielle accrue d'apres les hospitalisations et les taux de
|étalité %!

Impact minime sur la neutralisation par les sérums de
convalescence et de post-vaccination.

Présent en Algérie.

Béta

Afrique du Sud

Augmentation de la transmission de ~50%

Impact significatif sur la neutralisation par certains traitements a
base d'anticorps monoclonaux§

Réduction modérée de la neutralisation par les sérums de
convalescence et de post-vaccination

N’est pas Présent en Algérie.

Gamma

Japon/Breésil

Neutralisation réduite par les sérums de convalescence et de post-
vaccination

N’est pas Présent en Algérie.

Delta

Inde

Transmissibilité accrue par rapport a (Alpha) plus de 60%

Taux d’hospitalisation doublé par rapport au variant alpha .
Réduction modérée potentielle de la neutralisation par les sérums
de convalescence et de post-vaccination.

Présent en Algérie.

Tableau 1 : Les variants les plus préoccupants du virus CoV2 du SARS .
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Figure 3 : Distribution mondiale des variants préoccupants (10 aout 2021 )

3. Ultrastructure du SARS COV2 :

Le SARS-CoV-2 possede un génome ARN simple brin, linéaire et positif, d'environ 30 000

bases de long.

JBE 6 7> o4
s im 8| 10 Poly-A tail
[

¥ UTR“

ORF 1b

5 cap
._» 5 UTR ORF 1a
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(+) ssRNA Genome

Figure 4 : Architecture du génome du SARS-CoV-2.

Chaque virion du SARS-CoV-2 a un diametre de 50 a 200 nanomeétres. Comme les autres
coronavirus, le SARS-CoV-2 posséde quatre protéines structurelles, appelées protéines S (la
protéine spike ), E (enveloppe), M (membrane) et N (nucléocapside) ; la protéine N contient le
génome ARN, et les protéines S, E et M créent ensemble I'enveloppe virale. Les protéines S des
coronavirus sont des glycoprotéines qui sont divisées en deux parties fonctionnelles (S1 et S2)[1].
Dans le cas du SARS-CoV-2, la protéine spike, est la protéine qui permet au virus de s'attacher a
la membrane d'une cellule héte et de fusionner avec elle ; plus précisément, sa sous-unité S1
catalyse l'attachement, la sous-unité S2 la fusion.



Partie théorique

«— Glycoprotein spike (S)

Hemagglutinin
esterase (HE)

Envelope (E)

Membrane protein (M)
RNA
Nucleocapsid (N)

Figure 5 : Représentation schématique de la structure du SARS-CoV-2 .

Receptor-binding
domain

S1
subunit

S2
subunit

e T LT V.

Figure 6: L ultrastructure de la protéine spike S qui est la protéine la plus importante du

SARS-COV-2
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4. Physiopathologie

4.1 Laréplication virale du SARS COV?2 et son cycle de vie :

Les infections virales commencent lorsque les particules virales se lient aux récepteurs cellulaires
de la surface de I'héte, la protéine spike du SARS-CoV-2 ont rapidement & une affinité suffisante
avec le récepteur de I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2) sur les cellules humaines
pour les utiliser comme mécanisme d'entrée dans les cellules[6].

Des études ont montré que le SARS-CoV-2 a une plus grande affinité pour 'ACE2 humain que le
virus original du SARS. Le SARS-CoV-2 peut également utiliser la basigine pour faciliter I'entrée

dans les cellules[7].
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Figure 7 : Réplication du SARS-CoV-2 et son cycle de vie .

L'amorcage initial de la protéine spike par la protéase transmembranaire, sérine 2 (TMPRSS2) est
essentiel a I'entrée du SARS-CoV-2. La protéine héte neuropiline 1 (NRP1) peut aider le virus a
entrer dans la cellule hote grace a I'ACE2. Apres qu'un virion SARS-CoV-2 se soit attaché a une
cellule cible, le TMPRSS2 de la cellule coupe la protéine spike du virus, exposant un peptide de

fusion dans la sous-unité S2, et le récepteur hote ACE2. Apreés la fusion, un endosome se forme
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autour du virion, le separant du reste de la cellule hote. Le virion libére alors de 'ARN dans la
cellule et force celle-ci a produire et a disséminer des copies du virus, qui infectent d'autres
cellules[7].

Le SARS-CoV-2 produit au moins trois facteurs de virulence qui favorisent I'excrétion de

nouveaux virions a partir des cellules hétes et inhibent la réponse immunitaire[8].

4.2 Laréponse immunitaire apres une infection a SARS-COV2 :

Des anticorps spécifiques du SARS-CoV-2 et des réponses a médiation cellulaire sont induits aprés
I'infection. Des données suggérent que certaines de ces réponses sont protectrices et durent
généralement au moins plusieurs mois. Cependant, on ne sait pas combien de temps durent les

effets protecteurs au-dela des premiers mois apres I'infection[9].

4.3 L’immunité humorale :

Aprés une infection par le SARS-CoV-2, la majorité des patients développent des anticorps
sériques détectables dirigés contre le domaine de liaison au récepteur de la protéine de pointe virale
et une activité neutralisante associée. Cependant, I'ampleur de la réponse anticorps peut étre
associee a la gravité de la maladie, et les patients atteints d'une infection Iégere peuvent ne pas
présenter d'anticorps neutralisants détectables. Lorsque des anticorps neutralisants sont produits,
ils diminuent généralement pendant plusieurs mois apres I'infection, bien que la plupart des études

suggerent que l'activité neutralisante est maintenue jusqu'a six a huit mois[9].

4.4 L'immunité a médiation cellulaire
Des études ont également identifié des réponses des lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du
SARS-CoV-2 chez des patients qui s'étaient rétablis du COVID-19 et, ce qui suggere une forte

possibilité d'une réponse immunitaire durable des lymphocytes T.

5. Epidémiologie :
Le covid-19 est apparu d'abord a Wuhan, une ville de la province chinoise du Hubei, puis, dans

les premiers mois, des cas ont éte signalés sur tous les continents. Au niveau mondial, plus de 215
millions de cas confirmés de COVID-19 et 4.4 millions de déces ont été signalés jusqu'au 20aout
2021[10].
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Le taux de mortalité a Wuhan et dans la province du Hubei était estimé au début de la pandémie a

4,9 % et 3,1 % respectivement. Le taux de mortalité a I'échelle nationale est actuellement de 2,1

%.[10]

Le nombre de cas signalés sous-estime la charge globale du COVID-19, car seule une fraction des

infections aigués est diagnostiquée et signalée. Des enquétes de séroprévalence menées aux Etats-

Unis et en Europe ont suggéré qu'apres prise en compte des faux positifs ou négatifs potentiels, le

taux d'exposition antérieure au SARS-CoV-2, tel qu'il est reflété par la séropositivité, dépasse

I'incidence des cas déclarés d'environ 10 fois ou plus[11]. Dans les illustrations suivantes on voit

la I’évolution mondiale de la pandémie.

Total Caronavirus Cases

Total Coronavirus Deaths

Figure 8 : Total des déces dus au COVID-19 selon I'OMS .
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Figure 9 : Total des cas dus au COVID-19 selon I'OMS .
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Figure 10 : Déces quotidiens dus au covid-19 selon 'OMS .
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Figure 11 : Nouveaux cas quotidiens des infections au covid-19 selon ’OMS.

5.1 Comparaison avec d'autres virus :

Virus Taux de mortalité

Nouveau coronavirus de Wuhan (2019-nCoV) | 2.1%

SARS 9.6%
MERS 34%
Grippe porcine 0.02%

Tableau 2 : La comparaison de mortalité du SARS-COV-2 avec d'autre virus[10, 12].
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COVID-19 est la pire pandémie de ce siécle par son ampleur et sa rapidité, associée au plus grand
nombre de déces dans le monde, Les facteurs de risque tels que I'augmentation de I'age, I'obésité
et les comorbidités, notamment les maladies pulmonaires, le diabéte, le cancer et les maladies
neurologiques, déterminent le taux de létalité de l'infection. Bien que le taux de létalité de
I'infection soit beaucoup plus faible que celui d'autres maladies infectieuses émergentes telles que
I'Ebola, la fievre jaune, le SARS ou le Mers, le bilan mondial en termes de déces est beaucoup plus
élevé en raison de la propagation & des taux d'attaque secondaires élevés avec un taux de

reproduction de base éleve[13].

5.2 Mode de transmission

La transmission directe et indirecte est incriminée dans la propagation de ce virus, mais la

transmission de personne a personne reste le principal mode de transmission du SARS-CoV-2.

5.2.1 Transmission par voie aérienne

La transmission respiratoire directe de personne a personne est le principal mode de transmission
du SARS-CoV-2. On pense qu'elle se produit principalement par contact rapproché (c'est-a-dire a
moins de deux meétres environ) par I'intermédiaire de particules respiratoires ; le virus libéré dans
les sécrétions respiratoires lorsqu'une personne infectée tousse, éternue ou parle peut infecter une
autre personne s'il est inhalé ou entre en contact direct avec les muqueuses. L'infection peut
également se produire si les mains d'une personne sont contaminées par ces sécrétions ou si elle
touche des surfaces contaminées et se touche ensuite les yeux, le nez ou la bouche, bien que les

surfaces contaminées ne soient pas considérées comme une voie de transmission majeure.

Le SARS-CoV-2 a été détecté dans des specimens non respiratoires, notamment les selles, le sang,

les sécrétions oculaires et le sperme, mais le r6le de ces sites dans la transmission est incertain.

La détection de I'ARN du SARS-CoV-2 dans le sang a également été signalée dans certaines
études, aucune infection transmise par transfusion n'a été signalée pour le SARS-CoV-2 ou pour
le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV). Rien ne prouve non plus
que le SARS-CoV-2 puisse étre transmis par contact avec des sites non muqueux (p. ex., peau

abrasée).
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5.3 Excrétion virale et période d'infectiosité :

L'intervalle précis pendant lequel une personne infectée par le SARS-CoV-2 peut transmettre
Iinfection a d'autres personnes est incertain. Le potentiel de transmission du SARS-CoV-2
commence avant I'apparition des symptomes et est le plus élevé au début de la maladie ; le risque
de transmission diminue par la suite. La transmission apres 7 a 10 jours de maladie est peu

probable, en particulier chez les patients immunocompétents présentant une infection non sévere.

Les personnes infectées sont plus susceptibles d'étre contagieuses aux premiers stades de la
maladie, lorsque les niveaux d'ARN viral des échantillons des voies respiratoires supérieures sont

les plus éleves.

La durée de I'excrétion de I'ARN viral est variable et peut augmenter avec I'age et la gravité de la
maladie. Dans une analyse de 28 études, la durée médiane de détection de I'ARN viral dans les
échantillons respiratoires était de 18 jours aprés l'apparition des symptdémes ; chez certains
individus, I'ARN viral a été détecté dans les voies respiratoires plusieurs mois apres l'infection
initiale. Cependant, un ARN viral détectable n'indique pas nécessairement la présence d'un virus
infectieux, et il semble exister un seuil de niveau d’ARN viral en dessous duquel I'infectivité est

peu probable.

Des rapports occasionnels ont décrit I'isolement du virus infectieux a partir de spécimens
respiratoires pendant plusieurs mois aprés l'apparition des symptdmes chez des patients
immunodéprimés. Une excrétion prolongée du virus dans des spécimens fécaux a également été

décrite.

5.4 Risque de transmission et type d'exposition :

Le risque de transmission a partir d'une personne infectée par le SARS-CoV-2 varie en fonction
du type et de la durée de I'exposition, de l'utilisation de mesures préventives et de facteurs
individuels probables (par exemple, la quantité de virus dans les sécrétions respiratoires). De
nombreux individus ne transmettent pas le SARS-CoV-2 a d'autres personnes, et les données
épidémiologiques suggerent que la minorité des premiers cas entraine la majorité des infections
secondaires. Le risque de transmission apres un contact avec un individu atteint de COVID-19 est

estimé mathématiquement sous la forme de RO (taux de reproduction ) et il augmente avec la
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proximité et la durée du contact et semble plus élevé en cas de contact prolongé en milieu

intérieur[14].

Le risque de transmission par contact plus indirect (par exemple, croiser une personne infectée
dans la rue, manipuler des objets qui ont été manipulés par une personne infectée) n'est pas bien
établi et est probablement tres faible. Cependant, de nombreuses personnes atteintes du COVID-
19 ne déclarent pas avoir eu un contact étroit spécifique avec le COVID-19 dans les semaines

précédant le diagnostic[14].

La transmission du SARS-CoV-2 par des personnes infectées mais ne présentant pas de
symptomes (y compris celles qui ont développé des symptdmes par la suite et ont donc été

considérées comme présymptomatiques) a eté bien documentée[16].

5.5 Contamination de I'environnement :

Le virus présent sur des surfaces contaminées peut étre une autre source d'infection si des
personnes sensibles touchent ces surfaces et transférent ensuite le virus infectieux aux muqueuses
de la bouche, des yeux ou du nez. La fréquence et I'importance relative de ce type de transmission
sont incertaines, bien que les surfaces contaminées ne soient pas considérées comme une source
majeure de transmission. Il pourrait s'agir d'une source potentielle d'infection plus probable dans
les milieux ou la contamination virale est importante (par exemple, dans le foyer d'une personne
infectée ou dans les établissements de soins de santé)[14].

5.6 Risque de contact avec les animaux :

On pense que l'infection par le SARS-CoV-2 a été initialement transmise a I'homme a partir d'un
hote animal, mais le risque actuel de transmission par contact animal est incertain. Rien ne permet

de penser que les animaux (y compris les animaux domestiques) constituent une source majeure

d'infection chez I'nomme[18].

5.7 Risque de réinfection :
Le risque de réinfection a court terme (par exemple, dans les premiers mois suivant l'infection
initiale) est faible. Une infection antérieure réduit de 80 a 85 % le risque d'infection au cours des

SiX ou sept mois suivants.

Le simple fait d'avoir un test viral positif pour le SARS-CoV-2 aprées la guérison n'indique pas

nécessairement une réinfection ; le séquencage qui démontre une souche différente au moment de
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la réinfection présumée est nécessaire pour faire la distinction entre une réinfection et une excrétion
d’ARN viral prolongée ou intermittente apres une infection initiale.

La réinfection par le SRAS-CoV-2 est peu fréquente, dans certains de ces cas, la deuxiéme
infection était asymptomatique ou plus bénigne que la premiére, Les réinfections suspectées étant
plus probables chez les femmes, les adultes, les sujets immunodéprimés et les personnes
précédemment hospitalisées pour un coronavirus 2019 (COVID-19). Cela suggeére la nécessité de
maintenir les précautions et la vaccination chez les patients atteints du COVID-19 pour prévenir

la réinfection[19].

6. Laclinique :
6.1 Période d'incubation :
La période d'incubation exacte n'est pas connue. On suppose qu'elle se situe entre 2 et 14 jours

apres l'exposition. la plupart des cas se produisant dans les 5 jours suivant I'exposition [20].

6.2 Le spectre de gravité de la maladie :
La plupart des infections sont auto-limitatives. COVID-19 tend a provoquer une maladie plus
grave chez les personnes agées ou chez les patients présentant des problémes médicaux sous-
jacents. D'apres le rapport du centre chinois de contréle et de prévention des maladies, qui incluait
environ 44 500 infections confirmées[21].
Infections confirmées avec une estimation de la gravité de la maladie.

e Une maladie légere a été signalée chez 81 % des patients.

e Une maladie grave (hypoxémie, atteinte pulmonaire) chez 14% des patients.

e Maladie critique (insuffisance respiratoire, choc, syndrome de dysfonctionnement multi-

organique) a été signalée dans 5 % des cas

Dans cette pandémie, par rapport aux cas adultes, il y a relativement moins de cas d'enfants,
des symptdmes plus Iégers et un meilleur pronostic. De plus, les enfants sont moins fréqguemment
exposés aux principales sources de transmission. La plupart des enfants infectés se rétablissent une
a deux semaines apres l'apparition des symptomes.
L’apparition des symptomes, et aucun déces n‘avait été signalé en février 2020. Selon le rapport
récent du groupe d'experts de la mission conjointe Chine-OMS[21], les données actuelles sur les
cas nationaux montrent que les enfants de moins de 18 ans sont les plus touchés. Montrent que les
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enfants de moins de 18 ans représentent 2,4 % de tous les cas signalés, et aucun déces n'a été
signalé.

6.3 L’age touché :

- Principalement les personnes d'age moyen (>30 ans) et les personnes agees.

- L'infection symptomatique chez les enfants semble peu fréquente, et lorsqu'elle se produit, elle
est généralement légere[22] .

6.4 La présentation clinique :

Les caracteéristiques cliniques les plus courantes au début de la maladie étaient les suivantes :

e -Fievre dans 88 % des cas

-Fatigue dans 38 % des cas

-Toux séche dans 67% des cas

-Myalgies dans 14,9 % des cas

-Dyspnée dans 18,7 % des cas.

La pneumonie semble étre la manifestation la plus fréquente et la plus grave de l'infection. Dans
ce groupe de patients, les difficultés respiratoires se sont développées apres une médiane de cing
jours de maladie. Le syndrome de détresse respiratoire aigué s'est développé chez 3,4 % des
patients[13].

6.5 Autres symptomes :

e -Maux de téte

e -Mal de gorge

e -Rhinorrhée
Symptbmes gastro-intestinaux
Environ 80% des cas confirmés de COVID-19 ne souffrent que d'une maladie Iégere a modérée et
pres de 13% ont une maladie sévére (dyspnée, fréquence respiratoire >30/minute,
sangd'oxygene<93%, rapport PaO2/Fi02 <300, et/ou infiltrats pulmonaires >50% du champ
pulmonaire dans les 24-48 heures Une maladie critique (insuffisance respiratoire, choc septique
et/ou dysfonctionnement/défaillance de plusieurs organes) n’est constatée que dans moins de 6 %
des cas[13].
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7. Diagnostic :
7.1 Définition du cas (selon le rapport de la commission mixte oms-chine) :

7.2 Cas suspect :

Sur la base des caractéristiques épidémiologiques observées jusqu'a présent en Chine[21], on
suppose que tout le monde peut étre sensible, bien qu'il puisse y avoir des facteurs de risque
augmentant la susceptibilité a l'infection. Un patient atteint d'une infection aigué des voies
respiratoires (apparition soudaine dau moins un des éléments suivants : toux, fievre,
essoufflement) et sans aucune autre étiologie qui permette pleinement explique la présentation
clinique et avec des antécédents de voyage ou de résidence dans un pays essai/zone rapportant
une transmission locale ou communautaire au cours des 14 jours précédant les symptémes ; Ou un
patient souffrant de toute maladie respiratoire aigué et ayant €té en contact étroit avec une cas
confirmé ou probable de COVID-19 dans les 14 derniers jours précédant l'apparition des
symptémes ;ou un patient présentant une infection respiratoire aigué sévere (fievre et au moins un
signe/symptdme de maladie respiratoire (par exemple, toux, fievre, essoufflement) et nécessitant

une hospitalisation et sans aucune autre étiologie expliquant entierement la présentation clinique.

7.3 Cas probable :
Un cas suspect pour lequel le test de dépistage du virus responsable du COVID-19 n'est pas
concluant (selon aux résultats du test rapportés par le laboratoire) ou pour lesquels le test était

positif sur un test de pan-coronavirus.

7.4 Cas confirmé :

Une personne dont le laboratoire a confirmé la présence du virus causant l'infection par le COVID-

19, indépendamment de signes et symptomes cliniques

7.5 Contacts étroits
Un contact étroit avec un cas probable ou confirme est défini comme suit
e -Une personne vivant dans le méme foyer qu‘'un cas COVID-19
e -Une personne ayant eu un contact physique direct avec un cas de COVID-19 .
e -Une personne ayant un contact direct non protégé avec les sécrétions infectieuses d'un
COVID19.
e -Une personne ayant eu un contact direct avec un cas de COVID-19 dans un rayon de 2

meétres et> 15 minutes.
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e -Un travailleur de la santé (TS) ou une autre personne fournissant des soins directs a un
COVID-190u des travailleurs de laboratoire manipulant des spécimens provenant d'un cas

de COVID-19 sans I’équipement de protection individuelle .

8. Examen biologique :
8.1 Numération des globules blancs :
e Le nombre de globules blancs peut varier. Elle ne fournit pas d'informations précises
sur le COVID-109.
e Des cas de leucopénie, de leucocytose et de lymphopénie ont été signalés.
e Lalymphopénie est plus fréquente, observée chez plus de 80 % des patients.
e Une Ilégére thrombocytopénie est fréquemment observée. Cependant, la
thrombocytopénie est considérée comme un probleme de santé publiqgue. Comme un

signe de mauvais pronostic.
8.2 Marqueurs inflammatoires :

8.3 Procalcitonine sérique

La procalcitonine sérique est souvent normale au moment de I'admission, mais elle augmente dans
les cas suivants les patients qui nécessitent des soins en unité de soins intensifs. Une étude a montré
qu'un taux élevé de D-Dimeres et une lymphopénie sont associés a des problémes de santé associés

a un mauvais pronostic.

8.4 Protéine C - réactive (CRP)

COVID-19 augmente la CRP. Cela semble correspondre a la gravité de la maladie et au pronostic.
Chez les patients souffrant d'une insuffisance respiratoire sévére avec un taux de CRP normal, un
autre diagnostic doit toujours étre recherché. Les patients qui répondent aux critéres des cas
suspects, tels que discutés ci-dessus, devraient subir le dépistage du SARS-CoV-2 et d'autres
agents pathogenes respiratoires. Prélevement d'échantillons respiratoires des voies respiratoires
supérieures et, en particulier, inférieures, doit étre effectuée dans des conditions strictes. les
précautions de contréle des infections transmises par l'air . De préférence, ces échantillons doivent
étre obtenus comme dés I'apparition des symptémes, car elle permet d'obtenir des concentrations

de virus plus élevees.
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9. Examen complémentaire :

9.1 Apercu de la détection du SARS-CoV-2 :

La premiére étape de la gestion du COVID-19 est la détection rapide et précise du SARS-CoV-2,
rendue possible par la RT-PCR inverse en temps réel. La RT-PCR détecte les acides nucléiques
du SARS-CoV-2 présents dans les fluides nasopharyngés. Une détection virale précise est un point
de départ pour contenir la pandémie de COVID-19. Les tests sérologiques completent la détection
du virus, en indigquant une infection passée, Les anticorps sont détectés par un test immuno-
enzymatique utilisant une détection qualitative des anticorps IgG ou IgM. Ces tests déterminent
une réponse immunitaire contre la protéine SPIKE(S) virale et peuvent étre utiles pour évaluer la
protection contre une exposition virale ultérieure. ces tests révéleront en fin de compte la protection
virale lorsque des réinfections apparaitront. Ces derniers peuvent souvent prendre jusqu'a plus
d'une semaine en raison d'une pénurie de matériel de test ou d'un manque de compétences
techniques. Par conséquent, les cas suspects présentant des symptdmes respiratoires sont
généralement soumis a des examens radiologiques. Ces examens comprennent une radiographie
du thorax (RADIOTHORAX), un scanner ou une échographie pulmonaire (LUS). Ces examens,
seuls ou combinés, peuvent également étre utilisés pour diagnostiquer une infection par le SARS-
CoV-2.

9.2 Le diagnostic biologique :

Le diagnostic biologique est principalement séparé en deux entites différentes, directe et indirecte
- dans le diagnostic biologique direct, nous essayons de trouver le virus, son matériel génétique ou
ses antigénes spécifiques, tandis que dans le diagnostic indirect, nous recherchons les anticorps

produits par le systeme immunitaire en réponse a la présence du virus dans I'organisme.

9.3 Le diagnostic direct :

Les tests de diagnostic actuels de la pandémie de SARS-CoV-2 utilisent des détections a base
d'acide nucléique, d'anticorps et de protéines, mais la détection de I'acide nucléique viral par RT-

PCR reste la technique de référence. Les tests d'acide nucléique ont amélioré la sensibilité et la

21



Partie théorique

spécificité de la détection virale par rapport aux tests sérologiques actuellement disponibles. La
reconnaissance du SARS-CoV-2 par rapport aux agents pathogenes respiratoires courants dépend
de la RT-PCR comme moyen de détection virale sensible, précis et spécifique. Malgré la précision
du test, les résultats n'ont pas encore permis de contenir I'infection virale. En février 2020, la Food
and Drug Administration (FDA) américaine a autorisé les laboratoires agréés a declarer les tests
de diagnostic internes du SARS-CoV-. La procédure commence par l'isolement et la conversion
de I'ARN viral en ADN complémentaire (ADNc). Ensuite, 'ADNCc est amplifié a I'aide de 'ADN
polymeérase Tag. Le flux de travail global final du test RT-PCR, qui quantifie la charge virale, est
illustré a la figure (13). Le délai d'exécution total peut dépasser 2 j et présente le risque d'une
spécificité réduite par la contamination croisee. Les tests sont couramment réalisés dans les

laboratoires hospitaliers et privés.

Les résultats de la RT-PCR en temps réel utilisant des amorces ciblant différentes parties du
génome viral peuvent étre affectés par la variation de la séquence de I'ARN viral. En outre, des
résultats faussement négatifs peuvent se produire en raison de I'évolution virale. Parmi les autres
limites des tests RT-PCR figurent le stockage des échantillons, la purification de I'acide nucléique
de mauvaise qualité, le colt et les délais d'attente. Malgré ces limites, le test RT-PCR demeure le
gold-standard ou la référence du diagnostic du SARS-CoV-2.. La méthode la plus définitive pour
le virus est le séquencage a haut débit, mais cette approche est limitée en raison du codt, de
I'équipement et des compétences nécessaires[23].
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a (i) Nasopharyngeal or/and oropharyngeal (i) Sample storage at 2-8°C for (iii) RNA extraction and

(throat) swab <10-15 min up to 3 days and RNA extraction purification process ~45 min
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Figure 12 : Les étapes de la RT-P Le test RT-PCR. (i) Un écouvillon nasopharyngé permet de
recueillir les échantillons du patient. (ii), (iii) L'ARN est extrait des fluides qui contiennent des cellules
infectées par le SARS-CoV-2 et des particules virales libres. (iv) L'ARN viral récupéré est ensuite
transcrit de maniére inverse en ADNc et amplifié pour la détection des acides nucléiques viraux. Les
régions conservées des génes RARp et E sont les segments viraux subgénomiques amplifiés avec une

sonde fluorogénique par gPCR. (v) Les cas positifs dépassent le seuil de détection (CT).

9.3.1 Antigénes du SARS-CoV-2

Des tests de diagnostic rapide ont également était élaborés pour détecter la présence d'antigénes
viraux exprimes par le SARS-CoV-2. Pour ce test, I'antigéne présent dans I'échantillon se lie aux
anticorps fixés sur une bande de papier enfermée dans un boitier en plastique. Cette réaction génére
un signal visuellement détectable en une demi-heure. Le ou les antigénes détectés ne sont exprimés
que si le virus se réplique activement ; ces tests peuvent donc étre utilisés pour identifier une
infection aigué ou précoce. Par ailleurs, un type plus courant de test de diagnostic rapide, qui
détecte la présence d'anticorps dans le sang des personnes infectées, a été commercialisé pour le
COVID-19. Les anticorps contre le SARS-CoV-2 sont produits aprés une semaine d'infection. La
force de toute réponse anticorps dépend de I'age, de I'état nutritionnel, de la gravité de la maladie,

des états comorbides et des médicaments[24].
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9.3.2 Test de salive :

La salive humaine a retenu I'attention en tant que moyen de diagnostic alternatif pour la détection
des infections. Les écouvillons naso ou oropharyngés présentent un risque pour le personnel de
santé en raison de I'éternuement ou de la toux et de la transmission de particules virales par
aerosols. En outre, en cas de thrombocytopénie ou de tout autre trouble de la coagulation, la
procédure de prélevement peut précipiter une hémorragie. Ces complications ont conduit a tester
le prélevement d'expectorations a des fins diagnostiques. L'expectoration est une méthode de
prélevement facile a diriger et non invasive. Cependant, I'une de ses limites est que 72 % des
personnes atteintes de COVID-19 sont incapables de produire un volume d'échantillon
suffisant[25].

Bulbar conjunctival SARS-CoV-2
injection

test run

Figure 13 : Le test salivaire SARS-COV-2

9.3.3 Tests fécaux

Une incidence élevée et une persistance virale dans les féces ont été observées alors que les
échantillons prélevés par écouvillonnage nasopharyngé étaient négatifs pour le virus. Notamment,
la charge virale dans les échantillons de selles peut étre détectée jusqu'a quatre semaines apres le
début de la maladie. Des symptémes gastro-intestinaux documentés soutiennent les voies de
transmission oro-fécale. Des études ont également montré que le virus vivant peut étre isolé a partir
d'échantillons de selles, soutenant la possibilité d'une transmission oro-fécale. Enfin, le SARS-
CoV-2 peut étre repéré par les eaux usées, ce qui permet une surveillance communautaire et

pourrait étre un outil puissant pour suivre la propagation du COVID-19[26] .
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9.4 Le diagnostic Indirect

9.4.1 Détection des anticorps anti-SARS-CoV-2

La synthese d'anticorps contre le SARS-CoV-2 est une réponse immunitaire primaire a l'infection.
On trouve des anticorps neutralisants chez jusqu'a 50 % des personnes infectées au jour 7 et chez
toutes les personnes infectées au jour 14[23]. La combinaison de la PCR en temps réel et des tests
sérologiques augmente considérablement les taux de détection virale positive. Les taux d'IgM
augmentent au cours de la premiére semaine suivant I'infection par le SARS-CoV-2, atteignent un
pic aprés 2 semaines, puis retombent a des niveaux proches de la normale chez la plupart des
individus. Les IgG sont détectables aprés 1 semaine et se maintiennent a un niveau élevé pendant
une longue période. En revanche, parfois méme plus de 48 jours, et peuvent servir de protection
contre la réinfection. Les titres d'anticorps peuvent diminuer 7 jours apreés l'infection. Les tests
immunologiques couramment utilisés contiennent des antigénes recombinants spécifiques du
SARS-CoV-2 immobilisés sur des membranes de nitrocellulose. Des anticorps IgM et 1gG
antihumains de souris conjuguées a des billes de latex colorées sont immobilisés sur des tampons
conjugués. L'échantillon testé entre en contact avec la membrane au cours du test. Les anticorps
colorés forment des complexes conjugués au latex avec des anticorps antiviraux humains. Ce
complexe immobilisé sur la membrane est captureé par I'antigéne recombinant spécifique du SARS-
CoV-2. Si des 1gG/IgM spécifiques du SARS-CoV-2 sont présents dans I'échantillon, une bande
colorée apparait, indiquant un résultat positif. Le complexe est capturé sur la membrane par
I'anticorps de chévre anti-souris, formant une ligne de contréle rouge. Une ligne de controle
intégrée apparait dans la fenétre de test. L'absence de bande colorée indique un résultat négatif. a-
e, Le flux de travail commence par l'ajout du sérum du patient dans le puits d'écoulement de
I'échantillon (S) (a), le tampon salin est ajouté goutte a goutte (b), et I'échantillon est incubeé (c)
jusqu'a la reconnaissance de I'antigene par I'anticorps (d) et la détection de I'anticorps SARS-CoV-
2 (e). f, L'anticorps de lapin doré apparait dans le puits de contr6le (C). g, Une bande de test
positive (T) indique la présence de I'anticorps COVID-19 et les résultats sans bande C positive ne
sont pas valides. Notamment, ce test représente une réponse post-immunitaire et peut donner des
résultats negatifs chez les individus qui ont été récemment infectés. 1l peut également détecter le

virus chez des personnes précédemment infectées mais asymptomatiques[23].
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Il est intéressant de noter que de faibles niveaux d'IgA ont été observes chez des individus
présentant des IgG sans exposition connue au virus, ce qui suggere qu'ils pourraient représenter un
indicateur de I'immunité collective. La détection des anticorps spécifiques du SARS-CoV-2, en
particulier ceux présents dans la salive, pourrait étre utile pour la surveillance. Des questions
subsistent quant aux antigenes qui sont les meilleurs candidats pour les tests sérologiques. Si le
protéine Spike viral est peut-étre le candidat le plus solide, la question de savoir quelle partie du S
doit étre développée n'est toujours pas résolue. Il est également possible d'utiliser plusieurs
isoformes de la protéine S, comme celles que I'on trouve dans les souches variantes, pour assurer

la reproductibilité du test.

a Sample loading b Buffer loading ¢ Incubation d Antibody-antigen recognition e SARS-CoV-2 antibody detection
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Figure 14 : Les tests sérologique du SARS-CoV-2.

9.5 Diagnostique radiologique :

Bien que les tests quantitatifs et qualitatifs de RT-PCR de I'acide nucléique viral constituent le
principal test de détection du SARS-CoV-2, la sensibilité de ces tests reste faible pour les
prélevements oropharyngés (32 %) et nasaux (63 %). Les tests RT-PCR peuvent souvent prendre
jusqu'a plus d'une semaine en raison d'une pénurie de matériel de test ou d'un manque de
compétences techniques. Par conséquent, les cas suspects, avec ou sans résultats de RT-PCR,
nécessitent des affirmations supplémentaires. Des combinaisons de tests radiographiques,

moléculaires et antigéniques[27].
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9.5.1 Examens radiographiques :

Les tests diagnostiques supplémentaires pour le COVID-19 permettent de confirmer et de
surveiller I'infection virale. Le radio thorax conventionnel possede une sensibilité de pres de 60 %
pour la détection initiale d'une maladie pulmonaire liee au COVID-19. En outre, la
tomodensitométrie montre un halo inversé et des signes d'épaississement septal. Les images TDM
distinctives illustrent des opacités pulmonaires parenchymateuses bilatérales en verre dépoli[27].

10.Le Traitement
Un patient dont la présence de COVID-19 est confirmée a besoin d'un repos complet au lit et d'un

traitement de soutien, en veillant a un apport calorique et hydrique suffisant pour réduire le risque
de déshydratation. L'équilibre hydroélectrolytique et I'noméostasie doivent étre maintenus, tout en
surveillant les signes vitaux et la saturation en oxygene ; en maintenant les voies respiratoires
dégagées et en inhalant de I'oxygene dans les cas les plus graves ; en mesurant I'hémogramme, la
protéine C-réactive, l'analyse d'urine et d'autres indices biochimiques sanguins, y compris la
fonction hépatique et rénale, le spectre enzymatique du myocarde et la fonction de coagulation en

fonction de I'état du patient. et une analyse des gaz du sang doit étre effectuée si nécessaire.[29]

10.1 Le Traitement symptomatique :

Des mesures de contr6le sont nécessaires pour les patients ayant une forte fievre. Un traitement
médicamenteux antipyrétique doit étre effectué si la température dépasse 38,5 °C. Le bain d'eau
chaude et les patchs antipyrétiques sont préférables comme mesure préventive pour faire baisser
la température. Les médicaments courants sont I'ibuproféne par voie orale, 5-10 mg/kg a chaque
fois ; I'acétaminophene par voie orale, 10- 15 mg/kg a chaque fois. L'administration d'un sédatif

est nécessaire si I'enfant souffre de convulsions ou de crises.[29]

10.1.1L.’0xygénothérapie
Les risques d'hypoxie sont accrus car le virus cible les poumons. Un cathéter nasal et un masque a
oxygene doivent étre immédiatement fournis au patient. En cas d'urgence, le patient doit bénéficier

d'une ventilation mécanique non invasive ou invasive..[29]

27



Partie théorique

10.1.2Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les patients COVID-19 non survivants présentaient une élévation progressive et remarquable des
médiateurs inflammatoires dans le sang, tels que la protéine C-réactive, les D-diméres, les
cytokines, par exemple I'lL-6, I'lL-8 et le TNF-a, évoluant vers un SDRA, une septicémie et une
défaillance de plusieurs organes indiquant un réle clé de I'hyperinflammation dans la progression
de COVID-19. Cibler lI'inflammation est donc I'une des stratégies clés pour gérer la sévérité de la
maladie COVID-19.[30],Il est plausible que les AINS puissent éventuellement inhiber les
réactions immunitaires protectrices de I'nte contre la réplication du coronavirus et renforcer la
tempéte de cytokines pro-inflammatoires observée dans les poumons des patients atteints du
COVID-19, par exemple, par I'activation des macrophages[30]

10.1.3Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les corticostéroides ont principalement été envisagés dans le cadre de I'étude COVID-19 comme
un moyen d'éviter la "tempéte de cytokines" et ses conséquences telles que le SDRA la
coagulation intravasculaire disséminée, I'nypotension, le choc et la mort. Comme cela se produit
généralement dans les 5 a 7 premiers jours, l'idéal serait d'essayer une corticothérapie pendant cette
période, en particulier des I'apparition de la dyspnée ou méme plus tét pour prévenir la progression

de la "tempéte de cytokines

Les propriétés anti-inflammatoires des corticostéroides réduisent I'inflammation systémique, le
liquide exsudatif dans le tissu pulmonaire et préviennent également l'aggravation des lésions
alvéolaires diffuses, améliorant ainsi I'nypoxie et minimisant le risque d'insuffisance respiratoire.
Les études ont également montré une variation considérable dans le moment de Il'initiation du
traitement aux stéroides, le type de stéroide et le dosage du steroide.[31], Les principaux
corticostéroides utilisés dans la plupart de ces études et dans d'autres essais en cours ont été la
méthylprednisolone et la dexaméthasone en raison de leur biodisponibilité élevée dans les
poumons. La méthylprednisolone a la plus faible activité minéralocorticoide tandis que la
dexaméthasone possede la plus forte activité glucocorticoide. Théoriquement, la
méthylprednisolone a I'avantage d'étre administree par voie parentérale, d'agir plus rapidement et

de durer moins longtemps que la dexaméthasone[32]

Cependant, les donnees les plus solides parmi les corticostéroides ont été obtenues avec la

dexaméthasone, qui a montré le bénéfice le plus significatif en termes de mortalité avec la
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dexaméthasone a faible dose avec une réduction impressionnante de 35% de la mortalité chez les
patients les plus malades sous ventilation mécanique invasive et une réduction de 20% de la
mortalité chez les patients sous oxygénothérapie (avec ou sans ventilation non invasive). En outre,
les patients sous dexaméthasone ont bénéficié d'une réduction statistiquement significative de la

durée d'hospitalisation et d'une probabilité de sortie plus précoce [33]

10.1.4Bronchodilatateurs/vasodilatateurs

La respiration sifflante n'a pas été indiquée comme un symptéme courant de COVID-19 . Les
bronchodilatateurs doivent certainement étre administres chaque fois qu'ils sont indiqués, mais ne
doivent pas étre prescrits comme soins standard. Les nébuliseurs sont associés a une aérosolisation
augmentant le risque de transmission du SRAS-CoV-2 et doivent étre évites,. Chez les patients
dont la présence de COVID-19 est suspectée ou documentée, Les vasodilatateurs inhalés ne
doivent étre administrés que par un systéeme fermé afin de réduire I'aérosolisation. L'amélioration
de l'oxygénation avec les vasodilatateurs inhalés est généralement observée dans les quelques

heures qui suivent le début du traitement.[34]

10.2 Traitement antiviral :

Aucun agent thérapeutique antiviral spécifique n’est actuellement disponible pour sauver les
patients infectés, protéger les travailleurs de la santé et les autres personnes a haut risque
d'infection. Par conséquent, pour contréler I'épidémie de SRAS-CoV-2 qui se développe
rapidement, 'OMS a annoncé le 18 mars 2020 le lancement de SOLIDARITY, un effort
multinational coordonné sans précédent pour recueillir rapidement des données cliniques et
scientifiques solides pendant la pandémie de SRAS-CoV-2 [30], ce qui donne de I'espoir et permet
de planifier I'éradication du virus SRAS-CoV-2. Diverses thérapies antivirales au champ d'action

beaucoup plus large sont en cours de sélection par 'OMS[35] :

10.2.1Inhibition de la réplication virale :

Ciblant divers éléments intégraux du cycle de vie viral

10.2.2Inhibiteurs de protéase :
Le lopinavir, un traitement approuvé par la FDA contre le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH), inhibe la protéolyse, dépendante des protéases, des polyprotéeines virales et entrave la

réplication et la synthése de I'ARN viral. L'administration concomitante de ritonavir est associée a
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une augmentation de la concentration plasmatique, de la demi-vie et de I'efficacité antivirale du
lopinavir . Cependant, les premiers résultats obtenus dans le cadre d'un essai randomisé portant sur
199 patients atteints de COVID-19 et traités par LPV/r 400/100 mg deux fois par jour n'ont pas
montré de réduction significative des charges virales et une différence statistiquement non

significative entre le groupe de traitement et les soins de soutien [36]

10.2.3Inhibiteurs de I'ARN polymérase dépendante de I'ARN

Le remdesvir est un promédicament monophosphoramidate d'analogue d'adénosine, restreint les
fonctions de I'ARN polymérase dépendante de I'ARN par une terminaison prématurée de la chaine
et une inhibition conséquente de la syntheése des protéines virales [36]. le remdesivir est doté d'une
activité a large spectre contre de nombreux virus, tels que les Filoviridae, Paramyxoviridae,
Pneumoviridae et Orthocoronavirinae (SARS-CoV et Middle East respiratory syndrome
coronavirus [MERSCoV]) . Le Remdesivir a été initialement développé par Gilead Sciences en
2017 comme traitement de l'infection par le virus Ebola. Récemment, les résultats d'un essai en
double aveugle, randomisé, contrdlé par placebo, portant sur le remdesivir intraveineux chez des
adultes hospitalisés pour la maladie de Covid-19 et présentant des signes d'atteinte des voies
respiratoires inférieures ont été rapportés. Les patients ont été répartis au hasard pour recevoir soit
du rémdesivir (pendant un maximum de 9 jour supplémentaire), soit un placebo pendant un
maximum de 10 jours. Le principal critere de jugement était le délai de guérison, défini comme la
sortie de I'népital, 1063 patients ont été randomisés. Le comité de surveillance de la sécurité a
recommandé une levée précoce de l'insu sur la base de données montrant un temps de
rétablissement plus court dans le groupe remdesivir. 538 patients ont été affectés au remdesivir et
521 au placebo. Le groupe rémdesivir a eu un temps de récupération médian de 11 jours (IC 95%
9 a 12), contre 15 jours (IC 95% 13 a 19) chez ceux qui ont recu le placebo. L'estimation de la
mortalité a 14 jours était de 7,1 % avec le remdesivir et de 11,9 % avec le placebo. 114 des 541
patients du groupe remdesivir ont signalé des effets indésirables graves. La FDA américaine, sur
la base des résultats de cet etude, a délivré une autorisation de mise sur le marché (EUA) du
remdesivir le 29 avril 2020 pour permettre I'utilisation d'urgence de I'agent en cas de COVID-19

sévere (confirmé ou suspecté) chez les adultes et les enfants hospitalisés[34]
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10.3 Médicaments immunomodulateurs

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal 1gG1 humanisé, dirigé contre le récepteur de I'lL-6 et
couramment utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide, de I'arthrite juvénile et de
I'artérite a cellules géantes. Il peut étre envisagé chez les patients présentant une maladie modérée
avec des marqueurs inflammatoires élevés (IL-6) et une augmentation progressive de la demande
en oxygene, ainsi que chez les patients ventilés mécaniquement qui ne répondent pas au traitement.
Le traitement par tocilizumab, qu'il soit administré par voie intraveineuse ou sous-cutanee, pourrait
réduire le risque de ventilation mécanique invasive ou de déces chez les patients atteints de
pneumonie grave a COVID-19[37]

11.La prophylaxie :

11.1 Le vaccin :

L'impact clinique des avancées scientifiques majeures est aussi amplement évident dans les efforts
actuels pour développer rapidement un vaccin efficace contre le COVID-19. Ces progres ont
permis de réduire le temps nécessaire au développement d'un vaccin efficace de plus d'une
décennie a moins de deux ans. Cet exploit a été accompli principalement grace aux progres
technologiques en biologie moléculaire et en génétique et au fait que presque tous les composants
structurels et fonctionnels du SRAS-CoV-2 ont été délimités. L'aspect, grace aux connaissances
acquises lors de I'étude de précédentes épidémies de maladies causées par des coronavirus, a savoir
le SRAS-CoV-2 et le MERS-CoV, les composants protéiques du SRAS-CoV-2 et leur mode

opératoire étaient déja partiellement compris.
11.1.1Les grandes stratégies de développement des vaccins contre le SRAS-
CoV2:

11.1.2Vaccins a virus entier

Les agents pathogeénes atténués et inactivés sont les antigenes classiques pour la production de
vaccins, depuis la vaccination contre la variole par Edward Jenner, qui a inventé le terme
"vaccination”. Il existe egalement un risque que le virus vivant atténué évolue vers une souche
plus pathogéne par mutagenese ou recombinaison avec le virus de type sauvage[38] I’entreprises,
Johnson & Johnson est I'une des sociétés pharmaceutiques multinationales qui a entrepris de mettre
au point des vaccins contre le SRAS-CoV-2 en se basant sur la conception de son vaccin contre
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le virus Ebola, elle a utilisé le vecteur adénoviral AdVac® de Janssen et ses technologies de lignées
cellulaires PER.C6® pour fabriquer un vaccin . De plus, des chercheurs de l'université de Hong
Kong ont produit un vaccin vivant contre la grippe co-exprimant les protéines du SRAS-CoV-2
Un avantage essentiel des vaccins a virus entiers est leur immunogénicité pour activer les
récepteurs de type Toll (TLR), comme TLR3, TLR7/8 et TLR9, qui sont exprimés sur les cellules

immunitaires innées. [39]

11.1.3Vaccins a acide nucléique :

Plusieurs sociétés pharmaceutiques ont mis au point des vaccins a base d'acide nucléique contre
le SRAS-CoV-2. Par exemple, Inovio Pharmaceuticals a congu un vaccin a ADN, bien que d'autres
sociétes, dont Moderna Therapeutics et Curevac, aient poursuivi des stratégies de vaccination a
ARN[39]

11.1.4Vaccins a base d'ADN :
Cette approche utilise un vecteur, tel qu'un plasmide, pour transférer un gene du SRAS-CoV-2 et
exprimer une protéine virale, généralement la protéine S, afin de provoquer une

immunogénicité[38].

Des études préliminaires menées chez des macaques rhésus lors de I'expression de plusieurs
immunogenes S viraux ont montré qu'il existait des réponses humorales et cellulaires, notamment

la production d'anticorps neutralisants et de cellules T CD4 + et CD8 + productrices d'IFN-g [38]

11.1.5Vaccins a ARNm :

Le principe est d'administrer un ARNm qui code pour une protéine virale en tant qu'antigéne
présenté au systeme immunitaire de I'ndte afin de déclencher une réponse immunitaire et de

produire des anticorps neutralisants.

Un vaccin a ARN qui code pour la protéine S est considéré comme une approche efficace pour
produire des anticorps neutralisants qui empéchent la transmission de la maladie.[38]. Ces vaccins

induisent I'activation des réponses des cellules B et de la cytotoxicité des cellules T[40]

11.1.6Les masques protecteurs

le taux de reproduction du COVID-19 est lié de fagon super-linéaire a I'efficacité des masques et
au pourcentage de la population qui porte des masques, un petit changement dans I'un ou l'autre se
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traduira par un grand changement dans les taux de transmission de la maladie[41] , leur utilisations
contribuera sans aucun doute a endiguer la propagation non seulement du SAR-CoV-2, mais aussi

de toute maladie transmise par des particules respiratoires.[42]

11.1.7Les masques chirurgicaux
Les masques chirurgicaux sont principalement congus pour protéger les patients vulnérables des
professionnels de la santé. Ils empéchent le porteur de répandre ses germes lorsqu'il tousse, éternue

ou parle. lls sont donc congus pour protéger les patients, pas pour protéger celui qui les porte. [43]

11.1.8Les masques respiratoires

Les masques respiratoires standards jouent aussi un role principal dans la protection par leur degrés

d éliminations des particules d'un diameétre égal ou supérieur a 0,3 micron

11.1.9Le role des mains dans la propagation du virus

Les mains séches sont des mains plus sdres. Les mains humides constituent un risque d'infection,

augmentant le potentiel de transmission et de dispersion microbienne. [44]

11.1.10 Le lavage régulier des mains

le CDC recommande de se laver régulierement les mains avec de I'eau et du savon pendant au
moins 20 secondes.[43] Le CDC recommande en l'absence d'eau et de savon, d'utiliser un
désinfectant pour les mains a base d'alcool contenant au moins 60 % d'alcool. Laissez sécher a l'air

libre.

11.1.11 La distanciation sociale :

L'une des mesures adoptées par les différents gouvernements a été la fermeture des espaces
publics, y compris les systemes de transport public. Ces derniers peuvent étre considérés comme
un environnement a haut risque en raison du nombre élevé de personnes dans un espace confiné
avec une ventilation limitée, sans contrdle d'acces pour identifier les personnes potentiellement
malades et d'une varieté de surfaces communes a toucher. L’utilisation des systemes de transport

public augmente la prévalence de la maladie[45]

L'Algérie a signalé le premier cas de COVID-19 le 25 février 2020 Depuis, la maladie a progressé
rapidement et le nombre de cas testés positifs augmente de facon exponentielle chaque jour. On
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arrivant au 11 avril ou le nombres total des personnes qui ont été atteint par la maladie était 1761
malades et jusqu’a 13 juin 2020 correspondant a la période d'intervention ou des mesures
drastiques ont été prises subitement pour ralentir la propagation de I'épidémie (fermeture des
écoles, des restaurants, confinement, etc.) dont laquelle le nombre de nouveau cas par jour a était
réduit jusqu’a 100 malade /jour et a partir du 14 juin 2020, apres avoir endigué 1'épidémie,
I'Algérie voit un rebond des cas de COVID-19. Cela intervient quelques jours aprés la décision du
gouvernement d'assouplir les mesures adoptées, notamment avec la réouverture progressive des

magasins, la reprise des transports publics et autres lieux publics.[46]2
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PARTIE PRATIQUE

12 Matériel et méthodes
12.1 Cadre de I’étude

12.1.1ODbjectifs :
12.1.1.1 Objectif principal :

Evaluer la présence ou I’absence d’une corrélation entre les CT du géne N et la durée entre la

date d’apparition des symptémes du COVID-19 et la date de prélevement pour RT-PCR.

12.1.1.2 Objectif secondaire :
Décrire la population étudiée de prélévements issues de patients suspect d’avoir le COVID-19

dans la wilaya de Tlemcen.

12.1.2 Type, lieu et période de I’étude :

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive portant sur 5970 prélevements nasopharyngés qui
ont fait I’objet d’un test RT-PCR pour le diagnostic du COVID-19 pendant la période qui s’étale
entre 21 Mars 2020 et 24 Décembre 2020 au niveau du laboratoire de virologie médicale a la
faculté de médecine Tlemcen.

12.1.3La population de I’étude :

909 prélévements ont été retenu pour notre étude.

12.1.3.1 Criteres d’inclusion :

e Préléevements avec RT-PCR COVID-19 positive.

e Prélévements avec une fiche renseignement correctement remplie.
12.1.3.2 Criteres d’exclusion :

e Prélevements avec une RT-PCR négative.

e Prélévements avec une fiche renseignement incompléte.

e Reésultats positifs avec CT N =0

12.2 Déroulement de I’étude :

12.2.1Recueil et saisie des données :
Le recueil des donnés des patients était fait a partir des fiches remplies au moment du prélévement

au niveau des services réservés pour la prise en charge des cas suspects ou bien confirmés
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COVID-19 positifs dans la wilaya de Tlemcen. Ces données ont servi pour créer notre base de
données qui comporte, le nom, le prénom, 1’age, le sexe et la date de début des symptdmes pour
chaque patient sur laquelle on a ajouté les résultats des RT-PCR COVID-19 sous forme de CT des
génes du SARS-COV-2(le protocole de la RT-PCR COVID 19 mentionné dans les annexes).

12.2.2 Traitement et analyse des données :

La saisie et I’analyse des données ont éte réalisé sur le logiciel Microsoft Office Excel 2019.

12.3 Résultats

Durant la période d’étude, 5970 prélévements ont fait I’objet d’un examen RT-PCR COVID-19 au niveau

du laboratoire de virologie médicale a la faculté de médecine Tlemcen.

12.3.1La répartition des des prélévements selon les résultats des RT-PCR :

indéterminée ™ positve ™ negative

Figure 15: La répartition des préléevements selon le résultat des RT-PCR.

Pendant la durée de 1’étude , 3288 prélévement étaient négatifs soit 55% , 2571 étaient positifs soit 43 %

alors que 111 des résultats étaitent indeterminés soit 2% .
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12.3.2L’évolution chronologique de nombre de RT-PCR éffectués au

laboratoire

Tableau 3:L’évolution chronologique des nombres d’examens RT-PCR effectués au laboratoire.

RT-PCR effectué Positif Négatif

Avril 132 65 67
Mai 139 106 33
Juin 112 55 57
Juillet 1254 612 642
Aout 1027 531 496
Septembre 701 353 348
Octobre 512 195 317
Novembre 1080 430 650
Décembre 902 224 678
Totale 5859 2571 3288

juillet aout  septembre

PCR éfféctué positive

e égative

octobre

novembre décembre

Figure 16:L’évolution chronologique des nombres d’examens RT-PCR effectués au laboratoire.

On remarque une augmentation du nombre des examens RT-PCR demandés pendant la période avril —

juillet avec un pic le mois de juillet exprimé par 1254 examens, suivie d’une diminution significative

jusqu’au mois d’octobre puis une augmentation notable pendant les mois de hovembre et décembre
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12.3.3Les deux populations :

selon les critére d’inclusion et d’exclusion deux populations ont émergeées :
e population totale : I’ensemble des prélevementsts ayant bénificié d’un examen RT-PCR avec
présence de fiche de renseignment .
e Population de I’étude : I’ensemble des prélevementsts ayant eu un résultat positif et CT N # 0 avec

présence de la date d’apparition des symptomes sur la fiche de renseignement .

Prélevements avec résultat positive CT N # 0 et date d’apparition des
symptomes

Figure 17:L’effectif de 1a population de I’étude par rapport a la population totale.

12.3.4Résultats de la population totale :

12.3.4.1 la répartition des prélevements ayant bénificié d’un examen RT-PCR selon le sexe:
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femme mhomme

Figure 18:La répartition par sexe des prélévements ayant bénéficié d’un examen RT-PCR.

On remarque que 54 % des prélevements qui ont recu un examen RT-PCR sont homme alors que 46 %

femme ce qui se résume par un sexe ratio de 1.17 .
12.3.5La populations des positifs :
12.3.5.1 La répartition des prélevements ayant un résultats RT-PCR positifs :

RT-PCR positive sans date d'apparition des symptémes ou avec CT N =0

RT-PCR positive avec date d'apparition des symptdmes et CT # 0
p PI ymp

Figure 19: La répartition des prélevements ayant un résultat RT-PCR positif.

On remarque que la date d’apparition des symptomes a été mentionnnée sur seulement 909 des

prélevements positifs avec CT N # 0 soit 35 % des résultats positives.
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12.3.6Résultats de La population de I’étude :

12.3.6.1 La répartition de la population de I’étude selon le sexe :

Femme m™mHomme

Figure 20 : La répartition de la population selon le sexe.

On remarque que 49 % des prélevements diagnostiqués positivement par le COVID-19 par le biais du RT-
PCR sont homme alors que 51 % femme ce qui se résume par un sexe ratio de 0.97.

12.3.6.2 la répartition des prélevements de la population de I’étude selon I’age :

5

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 5160 61-70 71-80 81-90 91-100

Figure 21:la répartition de la population de I’étude selon I’age.

On remarque que la tranche d’age dominante est entre 31 et 40 ans et représente 21.45% de la population
psotitive avec une Une moyenne d’age de 49.8 et un ecart type de 18.64.
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12.3.6.3 La répartition de la population de I’ étude selon la date d’apparition des

symptomes :

Tableau 4 : La répartition de la population de I’étude selon la date d’apparition des symptomes.

Date d'apparition des | La fréquence Le pourcentage (%)
symptémes(jours)

1 37 4.07%
2 64 7.04%
3 91 10.01%
4 138 15.18%
5 99 10.89%
6 94 10.34%
7 112 12.32%
8 71 7.81%
9 23 2.53%
10 59 6.49%
11 23 2.53%
12 15 1.65%
13 4 0.44%
14 13 1.43%
15 27 2.97%
16 7 0.77%
17 12 1.32%
18 1 0.11%
19 3 0.33%
20 2 0.22%
plus de 20 14 1.54%

La moyenne des dates d’apparition des symptomes est de 4.35 avec écart type de 6.65 et on remarque que

la durés entre I’apparition des symptomes et I’examen RT PCR la plus fréquente est 4 jours.
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12.3.6.4 La répartition des moyennes des CT N selon les dates d’apparition des

symptémes :

Tableau 5 : La répartition des moyennes des CT N selon les dates d’apparition des symptomes.

Date de début | Lafréquence | Les moyennes des | La variance L'écart type
de symptémes CTN

(jours)

1 37 23.91 60.71 7.79
2 64 25.08 47.77 6.91
3 91 22.70 38.92 6.24
4 138 25.20 42.47 6.52
5 99 24.61 38.45 6.20
6 94 26.07 35.81 5.98
7 112 25.28 43.43 6.59
8 71 24.87 38.53 6.21
9 23 29.07 31.46 5.61
10 59 26.77 31.41 5.60
11 23 27.65 39.71 6.30
12 15 27.35 34.80 5.90
13 4 19.65 4.37 2.09
14 13 30.52 23.41 4.84
15 27 28.46 21.77 4.67
16 7 26.53 42.72 6.54
17 12 25.83 36.77 6.06
18 1 30.33 12.05 3.47
19 3 30.90 3.78 1.94
20 2 30.90 3.78 1.94
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y = 0.3144x + 23.432
R2 = 0.5096

L

0 5 10 15 20 25
Les moyennes des CT Linéaire (Les moyennes des CT )

Figure 22 : La répartition des moyennes des CT du gene N selon les dates d’apparition des symptémes.

y = 0.3059x + 23.449
R? = 0.0308

DATE D'APPARITION DES SYMPTOMES

Figure 23 : La répartition des CT du géne N selon les dates apparition des symptémes.

La moyenne des CT N est de 28.75 avec un écart type de 3.50, on remarque que la valeur CT N

proportionnelle a la durée entre ’apparition des symptémes et I’examen RT-PCR avec un R = 0.71.
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On remarque aussi la présence d’une valeur avec un écart majeur a la courbe des moyennes qui correspond
a la date de 13 jours ce qui est due a une faible fréquence de 1’ordre de 4 c¢’est-a-dire que seulement 4

prélévement avait une date de 13 jours.

13 Discussions :
13.1 Le taux de positivité :

Le pourcentage des résultats positifs par rapport au nombre total d’examens RT-PCR effectués est
de 43 % alors qu’il était de 23.79 en Tunisie, 9.51% au Maroc, 6.88 % aux Etats Unis[10], cette
différence est due au faite que les prélevements sont issues de patients déja suspects comme
rapporté par S.Klouche-Djedid et al [47].

L’¢évolution chronologique des nombres d’examens RT-PCR effectués au laboratoire :

La population de Tlemcen selon notre étude a vécu deux vagues pendant la période d’avril a
décembre avec des piques durant le mois de juillet et le mois de novembre estimant a 1254 et 1080
respectivement. Ce qui concorde avec la situation épidémiologique en Algérie et en Afrique selon
le site Worldmeter [10].

13.2 Résultats de la population totale :
13.2.1La répartition des prélevements selon le sexe des patients :

Notre population totale a un sexe ratio de 1.17. Ce qui ne concorde pas beaucoup avec les

statistiques démographiques de la population de Tlemcen 1.023[48].

13.3 Résultats de La population d’étude :
13.3.1La répartition de la population d’étude selon le sexe :

Notre population a un sexe ratio de 1.08 Ce qui ne concorde pas avec les données national et
mondiale une étude mené sur 961894 patient en PERU faite par par M. Ramirez-soto. le sexe ratio
était de 1.07. Une autre étude mené sur 1025 patient a saida faite par Elketroussi et al ou le sexe
ratio était de 1.38 .Les différences entre les sexes en matiére d'incidence peuvent également
s'expliquer par le profil démographique différent ainsi que par quelqgue  mécanismes
immunologiques et des facteurs génétiques. Une étude récente faite par T. Takahashi [50] a montré
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que les hommes avaient des niveaux plus élevés d'IL-8 et d'IL-18. En outre, les femmes
présentaient une activation plus robuste des cellules T CD8, tandis que de faibles réponses des

cellules T CD8 étaient associées a la progression du COVID-19 chez les hommes

13.3.2La répartition des prélevements de la population d’étude selon I’age :
Avec une moyenne d’age de la population d’étude de 49.57 et un écart type de 18.72 La tranche

d’Age dominante est entre 31 et 40 ans et représente 21.38% ce qui ne concordent pas avec I’étude
fait par J.Elflein [51] ou la tranche de 21-30 était la dominante pour les prélévements positifs, ceci
peut étre expliqué par le fait que la population des jeune de 21-30 exprime moins de forme clinique
grave d’ou la non nécessité d’un examen RT-PCR comme rapporte une étude de P. Daniel et al
[11].

La population pédiatrique presque absente represente 5 prélévements soit 0.5 % a cause de la
nature de la maladie qui vise beaucoup plus la population adulte et plus précisément les ages au-
dela de 60. La population fragile 61-100 a représenté 29.68 % ce qui veut dire que la population
fragile était largement atteint par le COVID-19 ce qui concorde avec une étude faite par

A.Singanayagam [52] ou le pourcentage de cette tranche d’age égale a 27.5 % .

13.3.3La répartition des moyennes des CT du gene N selon les dates
d’apparition des symptomes :
La moyenne des CT N est de 28.75 avec une écart type de 3.50 et un intervalle de confiance 95%

de 28.53 et 28.97 ce qui concorde parfaitement avec une étude faite en Angleterre par
A.Singanayagam et al [52]. la valeur CT N a une corrélation positive avec la durée entre
’apparition des symptomes et I’examen RT-PCR exprimée par un coefficient de corrélation R =
0.71 cela peut étre interprété comme une relation inversement proportionnel entre la charge virale
et la date d’apparition des symptomes ce qui a été confirmé par A.Singanayagam et al [52], llka
Engelmann et al [53]. Des etudes suggeérent que a partir de 10 jours de I’apparition des symptomes
il est possible de considérer le malade comme non contagieux puisque son CT N sera plus que 35

ce qui traduit une faible charge viral non contagieuse.
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CONCLUSION

L’ampleur de la pandémie est mesurée par les nouveau cas diagnostiqué positivement par la RT-
PCR qui est la méthode de référence pour la détection de SARS-COV-2. Le contrble de la
pandémie consiste & 1’optimisation de I’utilisation de toutes les données épidémiologique
disponible et 1’exploitation d’autre a fin de prédire son évolution et adapter les stratégies et les
moyens pour mettre fin a la propagation de virus d’ou I’intérét d’établir une corrélation entre les
résultats du RT-PCR et la durée entre la date d’apparition des symptome et la date du test Ce qui
a était démontré par notre étude, par le biais de CT du gene N avec une coefficient de corrélation
de 0,71, cela permet de dater I’infection ce qui nous aide a prédire la phase clinique dont la quelle

se situe les patient et par conséquent estimer leur contagiosites.
Dans notre étude, il serait intéressant d’envisager comme perspectives :

e Etaler la période de 1’étude pour avoir plus de prélevements positifs.

e Exploiter toutes les données contenues dans la fiche de renseignement.

e Reproduire cette étude dans une autre wilaya.

e Le suivis d’évolution des CT N en fonction de I’évolution clinique.

e Essayer de diminuer les variabilité inter-prélevement avec une standardisation de

diagramme d’Ishikawa (5M) pour réduire la dispersion.

Ainsi, il serait judicieux d’envisager a I’avenir de faire face aux difficultés rencontrées pendant

cette étude qui sont :

e Le non remplissage de toute les cases de la fiche renseignement.

e Lanon coopérations avec les autres service (service épidémiologie, service d’infectiologie,
service COVID-19).

e Evaluer I’intérét de cette corrélation chez la population asymptomatique.
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Annexes

ANNEXES

14 Le protocole d’un RT-PCR COVID -19
14.1.1Matériel :

14.1.1.1 Equipement :

o Automate SACACE

e Automate ADALTIS ExtraLab
e Le thermocycleur SACACE

e Hotte a flux laminaire

o Réfrigérateur

e Agitateur vortex

o Etuve

e Micropipette

e Centrifugeuse
14.1.21Le consommable :

14.1.2.1 Le consommable de protection :

o Masque de protection type ffp2

o Surblouse a usage unigue a manches longues

o Lunettes de protection

¢ Une protection compléte de la chevelure (charlotte, calot couvrant...)
o Gants sans talc a usage unique

e Sur chaussure

14.1.2.2 Le consommable de manipulation :

o Eppendorf

e Embout (10 ul , 20 ul, 100 ul, 200 ul)

 Portoire

e Les cupules

1.1.1.1 Les réactifs

e Des kits de diagnostic RT-PCR Molegen 2019-NCOV.

e Des kits de diagnostic RT-PCR SACACE SARS-COV-2
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14.1.3Protocole :

La méthode utiliser dans cette étude est la RT-PCR (Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction) en
temps réel est une méthode qualitative, dans laquelle d’ARN cible est rétro transcrit par une transcriptase
inverse en ADN complémentaire (ADNc). Qui est réutilisé pour réaliser la RT-PCR. La mesure de
I’amplification de I’ADN complémentaire est réalisée tout au long de la réaction d’ou le terme « en temps

réel ». Elle est pseudo-quantitative

14.1.3.1 Préparation du prélevement :

La réception du prélevement se fait dans la salle d’extraction via une fenétre par des personnels du

laboratoire qui ils se trouve dans cette salle et assure la phase d’extraction.

Chague prélévement doit étre accompagné par une fiche de renseignement ,aprés vérification de la
conformité des prélévement ( la Chaine du froid, I’étanchéité et le nom du patient sur le prélévement ) et
la présence des fiches de renseignement , les prélévement vont étre mise dans 1’étuve a 60 C° pendant 5
minute puis les fiches de renseignement vont étre traité de la méme fagon dans 1’étuve a 60 C° pendant
5 minute a fin des les désinfecter et éviter une éventuelle contamination du laboratoire ou bien du
personnels ensuite le prélévement suit un enchainement :
e Recopie le nom et le prénom présent sur le tube de prélévement sur un registre
e Accorder pour chaque tube de prélevement un numéro interne qui suit I’ordre sur le registre
e Saisir les coordonnés des patients et leur numéro d’ordre dans un fichier Excel
e Ecrire le numéro de I’ordre sur la fiche de renseignement qui sera transporté a la salle d’amplification
e Accorder pour chaque tube de prélévement un numéro qui va conditionner son emplacement sur le
thermocycleur
e Prendre a travers une micropipette tout le prélévement et le mettre dans un eppendorf
e L’eppendorf est mis dans I’automate
e Conserver le reste de 1’échantillon dans un congélateur pour une période de 15 jours pour le réutiliser
si nécessaire
14.1.3.2 Préparation des réactifs d’extraction kit (molegen 2019-nCoV) :
e Le kit extraction doivent étre mis a température ambiante au moins 30mins avant utilisation.
e Allumez l'automate
e Préparation de billes magnétiques dans la solution de lyse : Solution de lyse (violet): 1bouteille (lyse
Reagent) + 150ul de billes magnétiques(Sorbent).

e Meélanger doucement en inversant 10 fois la bouteille.
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e S’assurer de l'absence de bulle en ouvrant les bouteilles des réactifs.
e S’assurer que les réactifs ne sont pas cristallisés (sinon réchauffez les) puis placez les dans leurs
compartiments adéquats.

e puis mettez la boite des réactifs sur un bac de glace le temps de I'extraction.

14.1.3.3 Préparation du control interne pour la phase d’extraction :

o Diluer le contr6le interne avec un peu d'eau stérile, puis distribuez 20 L de ce dernier dans la premier
et le troisieme rangées si présence de 24 prélévements, et dans le premier deuxiéme , troisiéme
,quatriéme rangées si présence de 48 prélévements en s'assurant de la position de la plaque (A dans
le coin a gauche de la plaque a cupules rondes)

e Tapotez puis s’assurer que toutes les cupules sont remplies.

e Mettre la plaque dans le compartiment C1.

e Remplir les différents compartiments de I'automate: plaque pour les éluats: a cupules rondes, plaques
pour lavages a cupules carrées ainsi que le consommable.

e S’assurer que le bac de poubelle est vide.

14.1.3.4 Préparation des réactifs d’amplification :
Pour cette phase on a travaillé par deux kits qui sont, Molegen et Sacace selon la disponibilité .
Ces kits d’amplification sont prépares dans la salle d’amplification comme suit :
Pour le kit Molegen :
Qui comporte :
e Taq polymérase
e master mix
Pour chaque extrait on ajoute 5ul de la Taq et 10ul du master mix . ce kit a pour genes cible : le géne N

le gene E et le géne RARP.

Calcule de la quantité nécessaire :
24n+2+2n de volume mort =T
Le n peut prendre deux valeur un pour 24 patient , et le deux pour 48 patient
T est la coefficient quand on va utiliser pour calculer la quantité nécessaire du Taq ainsi du master mix pour

I’amplification

La quantité suffisante du Taq est T* 5ul
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La quantité suffisante du master mix est T*10ul

Apres calcule du master mix et Tagq on mélange les quantités finales dans un Eppendorf a 1’aide d’une
micropipette.

On homogénéise par un agitateur vortex puis on centrifuge.

Apres ces étapes on distribue le mélange dans des cupules par une micropipette, le nombre des
cupules est 24n+2, on met dans chaque cupule 15ul du mélange et on ajoute dans chaque une ainsi
5ul de I’extrait.

On ajout dans les deux dernier cupule 5ul control positif et 5ul du control négatif par ordre .

On centrifuge.

Tous ces étapes se font sous la hotte.

On allume la lampe des rayons ultraviolet.

Pour le kit SACACE :

Qui comporte :

Taq polymérase
Buffer

Pour chaque extrait on ajoute 0.5ul de la Taqg et 15ul du buffer. Ce kit a pour genes cible : le géne E, le
géne N et le géne SARS-COV like

Calcule de la quantité nécessaire :

24n+2+2n de volume mort=T

Le n peut prendre deux valeurs : un pour 24 patients, et le deux pour 48 patients

T est le coefficient quand on va utiliser pour calculer la quantité nécessaire du Taq ainsi du buffer pour

I’amplification

La quantité suffisante du Taq est T* 0.5ul

La quantité suffisante du buffer est T*15pl

Apres calcule du buffer et Tag on mélange les quantités finales dans un Eppendorf a I’aide d’une
micropipette

On homogénéise par un agitateur vortex puis on centrifuge.

Apres ces étapes on distribue le mélange dans des cupules par une micropipette, le nombre des
cupules est 24n+2, on met dans chaque cupule 15ul du mélange et on ajoute dans chaque une ainsi
10pl de I’extrait.

On ajout dans les deux dernier cupule 10ul du control positif et 10ul control négatif par ordre.

On centrifuge.
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Tous ces étapes se font sous la hotte.

On allume la lampe des rayons ultraviolet.

14.1.3.5 L’amplification

Apres la préparation des réactifs de I’amplification dans la salle de préparation des réactifs et les distribué

dans les cupules on ajoute 1’extrait et le control positif et le control négatif dans la salle de I’amplification

sous la hotte :

On garde le méme ordre des cupules

On centrifuge

On allume la lampe des rayons ultraviolet

Entrer le nom et le prénom qui correspond a chaque cupule on basant sur 1’ordre dans I’automate
d’extraction et pendants I’ajout de 1’extrait et sur le numéro donner au préalable pour 1’emplacement
sur le thermocycleur dans le logiciel de ce dernier

Placer les cupules par ordre dans le thermocycleur

Lancer le thermocycleur

14.1.3.6 L’interpreétation des résultats

Les résultats de la phase d’amplification sont les résultat final de la RT-PCR sous forme des valeur de cycle

thershold pour chaque géne en fonction du kit utilisé pour ’amplification ainsi les cycle thershold du

control interne qui conditionne la validation des résultats .Au fur et a mesure que I’amplification se déroule

on suit I’évolution des cycles thershold sur le logiciel du thermocycleur en temps réel ,le résultat est jugé

positif si les valeurs des CT sont comprises entre 1’énorme
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Résumé Abstract wadlal)

Résumé
Durant la pandémie du COVID-19 plusieurs méthodes de dépistage ont été envisagé, cependant la
RT-PCR reste la méthode de référence par sa grande sensibilité et spécificité. L’objectif de cette
¢tude consiste a trouver une corrélation entre le CT du geéne N et la date d’apparition des
symptOmes, 11 s’agit d’une étude rétrospective descriptive menée pendant la période qui s’étale de
mars au décembre 2020 concernant 5970 prélevements recevant un examen RT-PCR COVID 19
ou 909 étaient inclus. Les différents kits utilisés dans cette étude ont tous en commun le gene cible
(N) qui code la nucléocapside du SARS-COV2.Les résultats de notre étude révélent 1’existence
d’une corrélation positive entre les CT N et la date d’apparition des symptdmes avec un coefficient
de corrélation R = 0.71, une moyenne des dates de 4.35 + 6.65. La tranche d’age dominante est
31- 40 ans ou elle représente 21.38% de la population positive avec un age moyen de 49.57 +
18.72. Une légere prédominance masculine avec un sexe ratio de 1.07. Le profil des résultats a
croisé avec des travaux effectués dans des pays similaires a I'Algérie démographiquement et
géographiquement. Cette étude confirme la possibilité¢ de la prédiction de la date d’apparition des
symptomes a partir de résultat de I’examen RT-PCR (CT N) mais plusieurs études doivent se faire

pour confirmer ce concept.
Abstract

During the COVID-19 pandemic several screening methods were considered, however RT-PCR
remains the reference method due to its high sensitivity and specificity. The objective of this study
is to find a correlation between the CT of the N gene and the date of onset of symptoms. This is a
retrospective descriptive study conducted during the period from March to December 2020
involving 5970 samples receiving a COVID 19 RT-PCR test where 909 were included. The
different Kkits used in this study all have in common the target gene (N) that encodes the SARS-
COV-2 core. The results of our study reveal the existence of a positive correlation between CT N
and the date of onset of symptoms with a correlation coefficient R = 0.71, an average of the dates
of 4.35 + 6.65. The dominant age group is 31-40 years where it represents 21.38% of the positive
population with a mean age of 49.57 £ 18.72. A slight male predominance with a sex ratio of 1.07.
The profile of the results has been cross-referenced with work done in countries similar to Algeria
demographically and geographically. This study confirms the possibility of predicting the date of
onset of symptoms from the results of the RT-PCR examination (CT N) but several studies must
be done to confirm this concept.
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