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Géneéralités

= Coronavirus: zoonose,
= 7 virus connus pathogeénes pour I’homme :
O 4 bénins, agents du rhume: 229-E, OC43, HKU1, NL63

o0 3 hautement pathogeénes: SARS-CoV-1, le MERS CoV et le SARS-
CoV-2




Spike Protein (SP)
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Editorial

In Vitro Diagnostic Assays for COVID-19: Recent
] Advances and Emerging Trends

Nucleocapsid Protein (NP)
and RNA

50-200nm

= Enveloppe, ARN,

= Le récepteur cellulaire serait 'ACEZ; protéine présente sur des cellules
épithéliales alvéolaires AT2 du poumon, entérocytes, cellules du rein

= Affinité importante pour les ACE2 pulmonaire



https://fr.wikipedia.org/wiki/ACE2

= Séquencgage complet du
génome: 30.000 nucléotides

" Nouveau betacoronavirus, sous
genre: sarvecovirus

= Semblable a 82 % avec celui
de SARS-CoV-1

= Origine coronavirus de
chauves-souris

Lu and coll
The Lancet



https://fr.wikipedia.org/wiki/SARS-CoV

= Franchissement barrieére espéce
avec succession d’événements rares

=>» 75% des maladies émergeantes
(ESB, grippe aviaire, MERS-CoV,
SARS-CoV...)
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= Genes ciblés par la RT-PCR: N, E et RARP

| Orf1a Orfiab I S E M N

MNogo8g47 W uhan-Hu-1

NC_oo4718 SARS-CoV

mp ] = =
15,361-15,460 26,141-26,253 28,555—28,682
RdRp E N

E: envelope protein gene; M: membrane protein gene; N: nucleocapsid protein gene; ORF: open reading frame; RdRp: RNA-dependent RNA
polymerase gene; S: spike protein gene.

Numbers below amplicons are genome positions according to SARS-CoV, GenBank NC_oo04718.

www.eurosurveillance.org



Virulence

Les caractéristiques d'un virus dangereux :
" fransmission respiratoire

" taux de reproduction de base (RO) > 2 ;

= taux de mortalité supérieur a 1/1000 ;

" temps de génération inférieure a 3 jours ;

" contagion avant l'apparition des
symptomes.

SARS-CoV-2
« Ou

¢ >0

« >1/1000

¢ > 3

« Ou



Diagnostic virologique

= Confirmation du diagnostic du CoVID-19
= Situation d’urgence

= Bonnes pratiques du laboratoire




Indications:

= Confirmer l'infection chez toutes les personnes qui répondent a la
définition du cas suspect

= Faire le screening autours des cas confirmeés
= Suivre des malades confirmés convalescents avec/ou sans traitement
= Confirmer la guérison des malades positifs

= Réaliser un diagnostic différentiel surtout si signes atypiques/de gravités.




Phase préanalytique

Le prélevement

= Détermine 90% de la fiabilité du diagnostic virologique

= Ou prélever?
Virémie transitoire

Prélevement respiratoires hauts (naso-pharyngés ou de gorge): début
prélevement des voies respiratoires basses (crachats, lavage broncho-
alvéolaire, aspiration trachéale) : atteinte parenchymateuse




Le prélevement

" Quand prélever?
Timing idéal non encore connu
Patient peut étre contagieux méme avant les signes cliniques

Absence signes cliniques: 1 semaine apres contact

Contact with Patient ]

Flight to
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Visit to Germany l Symptoms
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Attended business

meetings

|
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(Rothe et coll., NEJM, 2020)



Le prélevement

= Qui préleve ?
- Personnel habilité
- Respect des condition de sécurité (EPI)

- respect de la procédure

T ] i

: = mndeaall § At

e Lz maicen e République Tunislenne
Ministére de la Santé

Ministire de la Santé PROCEDURE DE REALISATION ET DE TRANSPORT D'UN PRELEVEMENT Volet : Bale du
NASOPHARYNGE POUR LA DETECTION MOLECULAIRE DU SARS-CaV-2 laboratolre

ZPIR o sans-cowas

Cette procédure déerit les modalités de réalisation et de transport &' un prélévement nasophanmngé pour |2 détection moléculaire du nouveau
coronavirus « SARS-CoV-2 =

L L Ee———_—_—_,_,e,"e

Tout patient répondant i i définithon de cxs suspect’, et contacts dtroits &'un cxs confirmé, les clusters de cas o infection respiratoire aigus et
e cas de syndrome de détrese respiratoire aigue (SDRA) sévbne

Le prébivement doit #tre réalisé par un médecin ou par un autre professionnel de santé formeé sur les techniques de prédévement et de
Futilisation des équip b de pratection individuelle (EPI).

Fiche de demands d'analyse virologique {pleos jointe)
- Solution hydro-alcoalique
- Milliey de transport virologique (type YT pour Viral Transport Medium) muni d'un dcouvillon fexible stérile (wérifier ka date @expiration),
fowrni par le ShocRoom du ministéne de la sanbé,
- Eguipement de protection individwelle (EP]) - blouse & uiage unique, masque type FFP2, gants & uiage unbque, lunettes de protection.
Glacikre avec brique de glace pour ke transport
| ks : rabiur +4°C 40 b tra vk gt diffind

Remplic soigneusement la fiche de demande danalyse virologique ;

- Etiqueter eorrectement be bube YTM, & indiquant le nom et e prénom du patient ;

- Prendre be temps de se bver les maing ou & défaut applquer une solution hydro-aleoolique sur des maing propres et porter I'équipement de
protection individuele néoeidaine ;

- Pacer tonfortablement le patient &n podition assite, dos contre le dossier du sikge ;

- Raszswrer & patient, placer I'écouvillon sur sa jous et y marquer i distance (d) allant de |a base du nes jusqu’su lobe de Foreille
hamalatérale ;

- Marguer sur Fécowvillon |a moitié de la distance mesunde (df2) ;

= Inclimer b tite du patient en arrire ef soulever B pointe du nez pour dégager orifice du nes ;

- Tenir Pbcouvillon par I'extrémit distale de [ tige entre l& pouce, Findes et be majeur (comeme un stylo) et Finsérer au nivead d'une narine,
perpendiculairement su plan de kb face, jusqu's la 2one margute ;

- Tourmer ba tige & droite et & gavche plusieurs fols pour recueillic e maximum de osllules nfecbées ;

- PMonger Fécouvillon dans be tube VT en tenant ks tige de Pécouvillon & prowimité de |'extrémité supérieure du tube ;

- Casser |atige en lsissant be bout de "dcousillon plongé dans le lguide, puis bien fermer le tube ;

- En attendant $on transport au laboratoire de de I'hibpital de Charles Micole de Tu arder be tube su eur & +4°C

- Transportes & tube VTM, dans bes plus brefs délais, dans une giaciene (+4°C) ;

- Letrandport doit 8tre soumis 3 b réglementation sanitaire internationake coneermant e trandport des substances infectieuses. 0 est done
impératif d'utiliser un systéme de triple emballage +++, comprenant -
»  Letube VTM {récipient primaire) ;
= Une bofte secondaire étanche, rksistante aux chocs, avec un mabériau absorbant en quantité suffisante, dans lsquelle est inséré le tube

WVTM ;

*  Uin esmballage tertisire (sac tippé & double compartiment compartant Pétiguetage réglementaine obligatoire] - Le tube WTM place dans
la boite étanche doit Stre placé dans le compartiment & tippe du sac ; la fiche de demande virologigue dalt Stre placés dans I'autre
compartiment

= Lidentification du patient doit Stee &gal t rargude sur |'embalage exteme

= st nécedsaire d informer & Favance ke laboratoire de Farrivie de I'échantilon,

1 colon la définition officiells du ministére de la santé



Comment prélever ?

mmmmmmmmmm

Ecouvillonage naso-pharyngée

Zone du prélevemen | onger le plancher des fossgynasales
2 d | t & ’ L | her des foss;

L'écouvillon doit étre gardé en place pendant quelques secondes.
L'écouvillon doit &tre retiré lentement en le pivotant légérement.
L'extrémité de I'écouvillon doit étre placée dans un flacon contenant

un milieu de transport viral, et ensuite la tige de I'applicateur doit
étre brisée.




- Acheminement rapide a +4°C (éviter les pneumatiques)
- Renseignements clinigues++

- Triple emballage si virus hautement pathogene

- On peut les garder dans ce milieu :

* A au réfrigérateur 2j,

* A — 70°C si retard de transfert




Laboratoire de sécurité biologique niveau 2




Phase analytique et post-analytique

La RT-PCR

= Est le gold standard (avec séquencage)

= Plusieurs protocoles: cible 1-3 génes

= Extraction — ARN - rétrotranscription en ADN — Amplification et détection en

temps réel




RT-PCR: avantages et limites

/ Avantages \ / Limites N

» Specificitée ~100%

« Sensibilité 100-400copies/mL selon les Kits

*Grandes series « Laborieuse

*Automatisable - Délai long (6-24h selon les séries)
* Peut étre quantitative (pronostic et suivi ttt) « Infrastructures: biosécurité (LSB2)
Renseigne sur la contagiosité du patient - Interprétation délicate des génes

\Confirme guérison (2 a 48h) / K /




RT-PCR: faux négatifs

une charge virale faible Refaire, changer de site
TDM

une mauvaise qualité du prélevement refaire, changer de site

(prélévement pauvre en cellules),

Un moment inapproprié€ du prélevement Refaire

(trop précoce ou trop tardif), TDM

la présence d’inhibiteurs de la PCR Refaire

(sang, virucides, héparine...),

des conditions inadéquates d’acheminement Respecter la procédure
du prélevement




P




Phase analytique et post-analytique

Autres tests

= Directs: culture pas en routine (LBS3)

détection des antigenes sur prélevements respiratoires: TROD

= Indirects: détection des anticorps spécifiques dans le sang: IE ou TROD: IgG/M

= Rapides, faciles mais....




Phase analytique et post-analytique

Détection des antigenes:

= Se positivent a la phase aigue mais:

- Sensibilité moyenne (34-80%) selon les firmes : (faux négatifs)

- Spécificité bonne : mais réactions croisées (faux positifs)

=» sont encore en cours de validation




Phase analytique et post-analytique

Détection des anticorps:

= Se positivent a la phase tardive (10-20j)

=» risque de faux négatifs (fenétre sérologique)

=>» Utilité en rétrospectif : études épidémiologiques

=» Manque de spécificité : Possibles réactions croisées (faux positifs)
=» Pas d’idée sur la contagiosité

=» Est ce que les IgG sont protectrices ??




Quelle stratégie actuellement ?

= En phase aigue:

- RT-PCR ++: confirmation diagnostique, suivi, guérison

- Utiliser les PCR rapides dans les laboratoires équipés

- Si développement de tests rapides avec meilleures sensibilité et spécificité
=>» détection des antigénes pour le diagnostic en urgence

* sipositifs diagnostic

* S1 négatifs —— faire RT-PCR

- Tests sérologiques peuvent étres utiles en cas de forte suspicion clinique ou
radiologique avec RT-PCR négatives (résultat négatif =» refaire)




Quelle stratégie actuellement ?

= En phase tardive :
=» détection des anticorps pour enquétes épidémiologiques rétrospectives

=» dépistage la population dans les zones a forte diffusion







