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I -INTRODUCTION :

A Torigine d’une pandémie mondiale quelques mois seulement aprés son identification, le
SARS-CoV-2 a requis la mise en place rapide d’outils diagnostiques appropriés et efficaces,
dont la RT-PCR qui représente le gold standard.

Ainsi, de nombreux kits ont été développés qui, a défaut d’étre approuvés a proprement
parler, se sont vus octroyer des autorisations d’utilisation d’urgence par les divers organismes
de réglementation. Au sein de la panoplie de tests mis sur le marché, les performances
diagnostiques peuvent s’avérer trés variables, a fortiori lorsque les tests comparés sont basés
sur deux principes distincts, comme dans le cas de notre travail [1-3]. Ce dernier a eu pour
objectif d’évaluer les performances de la PCR multiplexe FilmArray BioFire® Respiratory
Panel 2.1 Plus (RP2.1 Plus), pour la détection du SARS-CoV-2, comparativement a la
méthode de référence de notre laboratoire, reposant sur le kit MAScIR SARS-CoV-2 M kit
2.0 ; la présence de résultats discordants ayant justifié le recours, par la suite, a un test

complémentaire de comparaison via le kit ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE.

II - MATERIELS ET METHODES :

1-TYPE D’ETUDE :

Il s’agit d’une étude rétrospective, descriptive, s’étalant sur une période de dix mois, allant du
1" Janvier au 31 Octobre 2021 et menée au sein du Laboratoire Central de Virologie (LCV)
du CHU Ibn Sina de Rabat.

2 - ECHANTILLONS INCLUS :

Il s’agissait d’écouvillons nasopharyngés prélevés sur des patients hospitalisés au niveau des
différents services du CHU Ibn Sina et acheminés au LCV dans des milieux de transport viral
(SOTHEMA® ou Pharma5®), contenant du sérum physiologique stérile. La PCR FilmArray
¢tait réalisée des réception de I’échantillon ; la RT-PCR MASCIR, si prescrite par le médecin,
était réalisée immeédiatement ou apres conservation de 1’échantillon quelques heures a +4°C ;
ou, si non demandée initialement, aprés décongélation de 1’échantillon conservé a -70°C dans

la sérothéque du laboratoire.
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La premicre étape de I’étude a consisté en 1’inclusion de tous les échantillons positifs pour le
SARS-CoV-2 sur le FilmArray RP 2.1. Parmi ces derniers, ceux n’ayant pas fait 1’objet
initialement d’une RT-PCR MAScIR 2.0 en ont bénéficié dans un second temps. Cing
échantillons, en quantité insuffisante, ont été exclus de I’étude a ce stade.

La deuxieme partie de I’étude a consisté a inclure des échantillons négatifs pour le SARS-
CoV-2 sur FilmArray RP 2.1, en nombre égal aux positifs retenus, choisis aléatoirement
parmi ceux ayant bénéfici¢ d’une RT-PCR MASCcIR 2.0 conjointe.

La troisiéme partie du travail, n’incluant que les échantillons dont les deux résultats étaient
discordants, a consist¢ en la réalisation d’'une RT-PCR ARGENE R-GENE pour tout
¢chantillon en quantité suffisante.

3 - RECUEIL DES DONNEES :

Pour chacun des échantillons inclus, les données épidémiologiques, cliniques et paracliniques
du patient, renseignées sur le bon de demande d’examen (Figure 1) ont été colligées.

Les résultats de la PCR FilmArray RP 2.1 ont été recherchés sur le logiciel FilmArray
connecté a I’automate, ceux des RT-PCR MAScIR 2.0 et ARGENE ont été recueillis depuis
les fiches de lecture des différentes séries.

La base de données de 1’¢étude, retranscrite dans un tableau Microsoft EXCEL, comprenait :

- La date d’examen et le numéro d’échantillon

- L age et le sexe du patient

- Le service de recueil de 1’échantillon

- La date de début de la symptomatologie et les différents signes cliniques

- Les résultats de la PCR FilmArray RP 2.1 : sondes positives pour le SARS-CoV-2 (Spike S,
Membrane M) et présence ou non d’autres pathogénes

- Les résultats de la RT-PCR MASCcIR 2.0 : Ct des genes Spike S et ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp ou R) et interprétation du résultat (Positif, positif faible ou négatif)

- Les résultats de la RT-PCR ARGENE R-GENE : Ct des geénes Nucléocapside N et RdRp et
interprétation du résultat (Positif, positif faible ou négatif)

- Les résultats d’éventuelles RT-PCR SARS-CoV-2 antérieures ou ultérieures.
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Figure 1: Bon de demande d’examen sur FilmArray RP 2.1.

4 - METHODES D’ETUDE :

4.1 — PCR FilmArray BioFire® RP 2.1 Plus :

4.1.1 — Principe :

Il s’agit d’un systétme fermé et autonome, congu pour la recherche simultanée de 23
pathogenes : quatre bactéries et 19 virus dont le SARS-CoV-2 (Figure 3). Cet équipement est
basé sur le principe de la PCR nichée, incluant une PCR 1 multiplexe et une PCR 2
monoplexe réalisée en triplicats, avec détection en point final de la fluorescence émise par un
agent intercalant, permettant ainsi [’¢tablissement de courbes de fusion d’ADN et
I’identification subséquente de 1’agent pathogeéne selon la température de fusion (Tf). La

détection du SARS-CoV-2 repose sur la recherche des geénes S et M [4,5].
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Figure 2: FilmArray BioFire® Respiratory Panel 2.1 Plus.

Virus Bactéries

Adenovirus (Adénovirus)

Coronavirus 229E

Coronavirus HKU1

Coronavirus NL63

Coronavirus OC43

Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (Coronavirus du
syndrome respiratoire du Moyen-Orient) (MERS-CoV)

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (Coronavirus 2
du syndrome respiratoire aigu sévere) (SARS-CoV-2)

Human Metapneumovirus (Métapneumovirus humain)

Human Rhinovirus/Enterovirus (Entérovirus/rhinovirus humains)

Influenza A (Virus de la grippe A), y compris les sous-types
H1, H3 et H1-2009

Influenza B (Virus de la grippe B)

Parainfluenza Virus 1 (Virus parainfluenza 1)
Parainfluenza Virus 2 (Virus parainfluenza 2)
Parainfluenza Virus 3 (Virus parainfluenza 3)
Parainfluenza Virus 4 (Virus parainfluenza 4)
Respiratory Syncytial Virus (Virus respiratoire syncytial)

Bordetella parapertussis
Bordetella pertussis
Chlamydia pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Figure 3: Panel des agents pathogenes respiratoires détectés par la PCR FilmArray
BioFire® Respiratory Panel 2.1 Plus [5].
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4.1.2 — Technique :
300pul d'échantillon respiratoire sont ajoutés a un tampon et injectés dans une cassette (Figure

4) contenant tous les réactifs nécessaires pour la PCR. Le temps de manipulation est réduit, de

I’ordre de quelques minutes.

I ‘ ORIFICE
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Figure 4: Représentation schématisée de la cassette de réaction du FilmArray RP2.1 [5].

4.1.3 — Interprétation :

Chaque test inclut deux controles : RNA Process Control et PCR2 Control. L’échec d’un des
deux controles invalide le test.

L’interprétation est automatisée et le résultat est qualitatif, la positivité d’une cible impliquant
qu’au moins deux des trois courbes de fusion aient une Tf similaire et la détection d’un
organisme impliquant la positivité d’au moins une de ses sondes, en 1’occurrence : S ou M

pour le SARS-CoV-2 [4,5].

Figure 5: Analyse des courbes de fusio des sn du ARSCo V-2 sur FilmArray RP 2.1 :
Résultat positif pour le SARS-CoV-2, pour les deux sondes.
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Figure 6: Compte-rendu d’une PCR FilmArray RP 2.1 : Résultat positif pour le SARS-CoV-2.

4.2 — RT-PCR MAScIR SARS-CoV-2 M kit 2.0 :

4.2.1 — Principe :

Il s’agit d’une RT-PCR triplexe, ciblant deux genes viraux du SARS-CoV-2 (RdRp et S),
ainsi qu’un controle interne cellulaire. Le test est adaptable sur de nombreux thermocycleurs,

apres une phase préalable d’extraction [6].

4.2.2 — Technique :

L’extraction a été réalisée sur I'un des différents automates du laboratoire : Molarray®,
Maxwell® RSC Instrument (Promega®), GenePure Pro® (BioEr®), ou BigFish®, a partir de
200 ou 300 pl d’échantillon, additionnés ou non de protéine kinase. Certains de ces
extracteurs fonctionnent sur plaques de 16 échantillons (BioEr, BigFish et Molarray), d’autres
par cassettes unitaires (Maxwell). Par la suite, un volume de 6,5 pl d’éluat était ajouté a 3,5 ul
de mix réactionnel, en vue de procéder a I’amplification, réalisée sur ’'un des trois
thermocycleurs suivants : ABI 7500 FAST Real-Time PCR System (Applied Biosystems™),
QuantStudio™ 5 DX Real-Time PCR System Applied Biosystems™, ou Exicycler™ 96

Real-Time Quantitative Thermal Block (Bioneer™), selon le protocole suivant [6] :
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Tableau I: Protocole de la RT-PCR MAScIR SARS-CoV-2 M kit 2.0 [6].

Stage Etape Température Temps
Hold Reverse transcription 50°C 5 minutes
Hold Activation 95°C 20 secondes
Cycles  |Dénaturation 95°C 3 secondes
(40) Hybridation/ Elongation 60°C 30 secondes

Figure 7: Extracteurs utilisés au laboratoire pour la RT-PCR MAScIR 2.0 : A : GenePure
Pro® (BioEr®), B : BigFish®, C : Maxwell® RSC Instrument (Promega®) et D :
Molarray®.
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Figure 8: Deux thermocycleurs utilisés au laboratoire pour la RT-PCR MAScIR 2.0 : A :
QuantStudio™ 5 DX Real-Time PCR System Applied Biosystems™ et B : Exicycler™ 96
Real-Time Quantitative Thermal Block (Bioneer™).

4.2.3 — Interprétation :

Chaque microplaque de 96 puits incluait trois controles: un positif, un négatif et un négatif
d’extraction. Une fois ces derniers validés, I’interprétation du résultat des échantillons,
fonction du Ct de chaque cible et de l’aspect de la courbe d’amplification, se faisait
conformément aux instructions du fabricant, selon les critéres suivants [6] :

Tableau I1: Criteres d’interprétation de la RT-PCR MAScIR 2.0 [6].

RdRp (Ct) S (Ct) IC(Ct) Résultat
1 <37 <37 <35 Positif
2 <37 IND <35 Positif
3 IND <37 <35 Positif
4 IND IND <35 Négatif
5 <37 <37 IND Non valide (Re-tester)
6 IND IND IND Non valide (Re-tester)

RdRp : géne de ’ARN polymérase ARN-dépendante ; S : géne de la protéine Spike ; Ct : Cycle
threshold ; IC : Contréle interne ; IND : Indéterminé.
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En plus des critéres sus-cités, les seuils de Ct établis par la SFM pour ce kit ont également été
considérés, en vue de permettre une interprétation semi-quantitative du résultat, ce dernier
¢étant positif lorsque le Ct d’au moins une sonde était < 30 (correspondant a une excrétion
virale significative ou forte) et positif faible lorsque le Ct le plus bas était 30 < Ct < 37
(correspondant a une faible excrétion virale) [7]. Les échantillons positifs faibles, sans

antécédent de PCR, étaient repassés pour exclure une éventuelle contamination de
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Figure 9: Courbes d’amplification et fiche de lecture d’'une RT-PCR MAScIR 2.0.

4.3 — RT-PCR ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE :

4.3.1 — Principe :

Ce test inclut une RT-PCRI triplexe visant a détecter les génes N et RARp du SARS-CoV-2 et
un controle interne 8 ARN exogene, selon la technologie TagMan, accessoirement complétée,
selon son résultat, par une RT-PCR2 ciblant le géne Enveloppe E, spécifique du sous-genre

Sarbecovirus [8]. Dans notre étude, nous n’y avons eu recours pour aucun ¢chantillon.
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4.3.2 — Technique :
L’extraction a été réalisée sur BigFish®, a partir de 200 pl d’échantillon, additionnés de 10 pl
de controle interne. Apres ajout de 10 pl d’¢luat a 15 ul de mix réactionnel, I’amplification a

¢été faite sur le QuantStudio™ 5 DX selon le protocole suivant [8] :

Tableau III: Protocole de la RT-PCR ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE [§].

Stage Etape Température Temps
Hold Reverse transcription 50°C 5 minutes
Hold Activation 95°C 15 minutes
Cycles | Dénaturation 95°C 10 secondes
(45) Hybridation 60°C 40 secondes
Elongation 72°C 25 secondes

4.3.3 — Interprétation :

La validation du controle négatif requiert un Ct < 36 pour le controle interne sans détection
des deux autres cibles ; celle du controle positif un Ct < 34 pour les génes N et RdRp, sans
amplification du contréle interne. Pour chaque échantillon, I’interprétation s’est faite selon les

critéres suivants [8] :

Tableau 1V: Criteres d’interprétation de la RT-PCR ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE [8].

Ct
N <40 - ou >40 - ou >40 - ou >40
RdRp / + - -
CI échantillon - CI controle <3Ct >3 Ct
négatif / =3Ct
Interprétation
Positif Positif Négatif Résultat invalide

N : géne de la Nucléocapside ; RdRp : géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; Ct : Cycle
threshold ; CI : Contréle interne.

Enfin, selon les recommandations de la SFM pour ce kit, les échantillons étaient considérés

positifs quand le Ct le plus bas était < 34 et positifs faibles quand ce dernier était > 34 [7].
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IIT - RESULTATS :
Pendant la période de 1’¢tude, 595 PCR ont été réalisées sur le FilmArray BioFire®
Respiratory Panel 2.1 Plus, dont 85 étaient positives pour le SARS-CoV-2, soit une

prévalence de I’ordre de 14,3%.

1 - EVALUATION DES PERFORMANCES DU FILMARRAY RP 2.1
COMPARATIVEMENT AU KIT MASCIR 2.0 :

Dans notre travail, n’ont été inclus que 80 échantillons parmi ceux positifs, en raison de la
quantité insuffisante des cinq autres pour faire 1’étude comparative. Dans un second temps, 80
échantillons négatifs testés conjointement sur les deux méthodes ont été inclus.

Parmi les échantillons positifs, 59 étaient concordants (73,8%), dont 42 étaient positifs et 17
positifs faibles sur MAScIR 2.0. Parmi les échantillons négatifs, aucun résultat discordant n’a

été recenseé.

Tableau V: Nombre d’échantillons positifs et négatifs sur FilmArray RP 2.1 et sur MAScIR

2.0.
MASCcIR SARS-CoV-2 M kit 2.0
+ -
FilmArray BioFire® + 59 21
RP 2.1 Plus - 0 80

Ainsi, la sensibilité et la spécificité du FilmArray ont été évaluées respectivement a 100% et
79,2%. Les valeurs prédictives positive et négative, quant a elles, ont été estimées a 73,8% et

100% respectivement.

2 — CARACTERISTIQUES DES ECHANTILLONS POSITIFS :

2.1 — Profil épidémio-clinique :

Les 80 échantillons positifs de notre étude concernaient 75 patients, agés de 1 mois a 86 ans,
avec un age moyen estimé a 45,2 ans, dont 38 étaient de sexe masculin et dont quatre avaient
deux prélévements positifs chacun, séparés par un intervalle de 0 a 12 jours. Le dernier
échantillon, quant a lui, consistait en un échantillon de contrdle national de qualité (CNQ),

recu en vue d’évaluer la RT-PCR MASCcIR 2.0 et qui a été testé, a posteriori, sur FilmArray.
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Sur les 79 demandes d’examens recgues, la symptomatologie clinique a été rapportée dans 58
cas, avec la dyspnée, la fievre et la toux en téte des signes les plus recensés. Le délai du
prélévement par rapport a la date du début de la symptomatologie, renseigné a 53 reprises,

s’étendait entre 0 et 29 jours, avec une moyenne évaluée a 6,1 jours.
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Figure 10: Répartition des patients positifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray par tranches

d’ages.
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Figure 11: Répartition des échantillons positifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray par service de
provenance.

COVID-19 : Coronavirus Disease 2019 ; P : Service de Pédiatrie ; HIS : Hopital Ibn Sina ; HEY :
Hopital El Ayachi de Salé ; HER : Hopital d’Enfants de Rabat.
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Figure 12: Prévalence des différents signes cliniques recensés chez les patients positifs en
SARS-CoV-2 sur FilmArray.
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Figure 13: Délais entre la date du deébut de la symptomatologie (=J0) et celle du prélevement
chez les patients positifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray.
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Figure 14: Répartition dans le temps des échantillons positifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray.

2.2 — Résultats FilmArray :

Parmi les 80 échantillons, 63 étaient positifs pour les deux sondes du SARS-CoV-2, soit
78,8%.

Dans 19 échantillons, soit 23,8% des cas, d’autres agents pathogeénes ont été identifiés : il
s’agissait d’un seul virus dans 15 cas (79%), et de deux autres virus dans les quatre autres cas

(21%). En outre, aucun agent bactérien n’a été mis en évidence.
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Figure 15: Répartition des résultats positifs sur FilmArray selon le nombre de sondes de
SARS-CoV-2 positives.
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Figure 16: Prévalence des autres virus respiratoires détectés parmi les échantillons positifs
en SARS-CoV-2 sur FilmArray.

VRS : Virus respiratoire syncytial.




2.3 — Résultats MAScIR 2.0 :

Dans 59 cas sur 80, les résultats concordaient avec ceux du FilmArray, se répartissant entre
42 résultats positifs (Ct < 30), et 17 positifs faibles (30 < Ct < 37).

Sur les échantillons positifs, prélevés en moyenne 6,4 jours apres le début de la
symptomatologie (N=28), les deux genes S et R étaient unanimement positifs, avec des Ct
oscillant entre 13 et 30 pour le géne S et entre 12 et 30 pour le géne R, et des moyennes de Ct
évaluées respectivement a 22,7 et a 22,3 pour les geénes S et R.

Sur les échantillons positifs faibles prélevés en moyenne 6,3 jours apres le début de la
symptomatologie (N=11), les deux génes ont été détectés dans neuf cas, le géne S uniquement
dans trois cas et le géne R uniquement dans cinq cas, le Ct étant > 35 chaque fois qu’un seul

gene était positif. En outre, ce groupe incluait le contrdle national de qualité.

Figure 17: Résultats de la RT-PCR MAScIR 2.0 des échantillons positifs en SARS-CoV-2 sur
FilmArray.
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Figure 18: Répartition des échantillons concordants selon le nombre de genes détectés sur
MAScIR 2.0.

R : géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; S : géne de la protéine Spike.
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Figure 19: Répartition des échantillons selon leurs Ct pour les genes S et R sur MAScIR 2.0,
incluant les Ct>37.

Ct : Cycle threshold ; R : géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; S : géne de la protéine Spike.

Enfin, 21 prélévements négatifs étaient recensés, prélevés en moyenne 5,6 jours apres le début
de la symptomatologie (N=14), incluant cinq échantillons ou le géne S était détecté au-dela du

seuil de positivité (Ct=38).

2.4 — Comparaison des résultats entre les deux méthodes :
Selon le nombre de sondes positives sur FilmArray, le taux de discordance allait de 12,7% en
présence des deux sondes, a 42,9% et 100% en cas de détection isolée de la sonde M ou S

respectivement.
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2 sondes + sur FA Sonde M+ sur FA Sonde S+ sur FA

Figure 20: Répartition des résultats obtenus sur MAScIR 2.0 selon le nombre de sondes
detectées sur FilmArray.

FA : FilmArray ; M : géne de la protéine de Membrane ; S : géne de la protéine Spike.

La positivité concomitante des genes S et R sur MAScIR 2.0 était notée dans 92,7% des cas
ou les 2 sondes étaient détectées sur FilmArray, mais jamais en présence d’une seule sonde
sur ce dernier.

Dans les 4 cas concordants ou seule la sonde M était détectée sur FilmArray, les Ct de la
sonde R étaient > 36 sur MAScIR. Enfin, le géne S, seule cible commune entre les deux
méthodes, était unanimement négatif sur MAScIR chaque fois qu’il 1’était sur FilmArray ;
bien que, dans un cas, il ait été détecté¢ avec un Ct situ¢ au-deld du seuil de positivité (Ct =

38).
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Figure 21: Répartition des échantillons concordants selon le nombre de sondes détectées sur
chacune des deux méthodes.

FA : FilmArray ; M : géne de la protéine de Membrane ; S : géne de la protéine Spike ; R : géne de
I’ ARN polymérase ARN-dépendante.

Enfin, la détection d’autres virus respiratoires sur FilmArray passait de 11,8% a 57,1% des

cas sur les prélévements concordants et discordants respectivement.

2.5 — Caractéristiques des échantillons discordants et comparaison sur ARGENE :

Sur FilmArray, parmi ces 21 échantillons, les deux sondes étaient positives dans huit cas, la
sonde S seule dans dix cas et la sonde M seule dans les trois derniers cas.

Sur MASCIR, le géne S a été détecté avec un Ct situé au-dela du seuil de positivité sur cinq
¢chantillons, tous positifs en S sur FilmArray.

Sur ARGENE, seuls onze échantillons ont pu étre testés, la quantité étant insuffisante pour les
autres. Six résultats concordaient avec ceux du FilmArray, dont cinq étaient positifs et un
positif faible ; parmi ces six échantillons, seul un n’était positif que pour un gene, en
I’occurrence le geéne N. Les six échantillons confirmés positifs en ARGENE, étaient tous
positifs pour les deux sondes en FilmArray. Parmi les cinq échantillons confirmés négatifs en

ARGENE, quatre étaient positifs pour seulement une sonde sur deux en FilmArray.
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Figure 22: Répartition des échantillons discordants selon le nombre de sondes détectées sur
FilmArray.

M : géne de la protéine de Membrane ; S : géne de la protéine Spike.
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Figure 23: Répartition des résultats des échantillons testés sur ARGENE selon le nombre de
sondes détectées sur FilmArray.

FA : FilmArray ; M : géne de la protéine de Membrane ; S : géne de la protéine Spike.

Sur douze échantillons, soit dans 57,1% des cas, d’autres virus respiratoires ont été détectés
sur FilmArray, au nombre de deux dans quatre cas et d’un seul virus dans les huit autres.
Parmi ces derniers, les VRS et rhinovirus/entérovirus caracolaient en téte de liste. Il est a

noter qu’un autre coronavirus, le HCoV OC43, a été détecté sur deux échantillons prélevés
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sur deux patients distincts ; dont I’un chez qui une seconde PCR sur FilmArray, réalisée deux

jours plus tard, n’a détecté que le HCoV OC43.

E VRS ® Rhinovirus/Entérovirus ~ ® Human Metapneumovirus

mEHCoV 0C43 ® Parainfluenza virus 3

Figure 24: Prévalence des autres virus respiratoires détectes sur FilmArray parmi les
echantillons négatifs sur MAScIR 2.0.

VRS : Virus respiratoire syncytial ; HCoV : Human Coronavirus.

Parmi ces 21 patients, cinq ont bénéfici¢ d’une autre RT-PCR, réalisée par I’'un ou 1’autre test,

sur un échantillon prélevé quelques jours avant ou apres celui inclus dans notre étude.
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Tableau VI: Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des échantillons
discordants, ainsi que leurs résultats sur les trois méthodes utilisées.

N FilmArray MASCcIR 2.0 ARGENE Autres Age Délai du
° échantillons prélévement
M Autres CtS | CtR | Résultat | CtN | CtR | Résultat respiratoires apres
pathogénes recus symptoma-
tologie
38 + VRS - - Ne 30 30 P 0 61 ans I3
11 + | Métapneumo- - - Ne 33 32 P 0 18 J5
virus mois
81 + | Métapneumo- - - Ne 33 33 P 0 I an NR
virus
9 + | Rhino/Entéro- - - Ne 34 34 P 0 9 mois NR
virus + VRS
39 + VRS 37,9 - Ne 34 - P 0 60 ans 12
20 + 0 - - Ne 37 36 Pt 0 48 ans NR
82 + 0 - - Ne - - Ne J-6 : RT-PCR | 71 ans J10
MASCcIR +
37 + 0 - - Ne - - Ne 0 79 ans 12
41 - 0 38 - Ne - - Ne 0 27 ans 129
53 - | Rhino/Entéro- - - Ne - - Ne 0 8 mois NR
virus + VRS
67 - | OC43 +PIV3 - - Ne - - Ne 0 58 ans J5
52 + | Rhino/Entéro- - - Ne Non testé 0 5 ans J1
virus + VRS
80 - 0 38 - Ne Non testé 0 78 ans J3
1 - 0 38 - Ne Non testé 0 18 NR
mois
17 - | Métapneumo- - - Ne Non testé J-5 : RT-PCR | 61 ans J2
virus MASCcIR -
55 - 0 - - Ne Non testé J+4 : RT-PCR | 40 ans J3
MASCIR -
69 - 0 - - Ne Non testé 0 48 ans NR
73 - | Rhino/Entéro- - - Ne Non testé 0 27 ans NR
virus
74 - 0 38 - Ne Non testé 0 18 ans J1
36 + | Rhino/Entéro- - - Ne Non testé J-1 : RT-PCR | 3ans J6
virus MASCcIR Pf
79 + 0C43 - - Ne Non testé J+2: RT-PCR | 64 ans J6
MAScIR - et
0C43 seul sur
FA

Ct : Cycle threshold ; S : géne de la protéine Spike ; M : géne de la protéine de Membrane ; RdRp :
géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; N : géne de la Nucléocapside ; VRS : Virus respiratoire
syncytial ; PIV 3 : Parainfluenza virus 3 ; P : Positif ; Pf: Positif faible ; Ne : Négatif ; RT-PCR :
Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction ; FA : FilmArray ; NR : Non renseigné. Non testé :
en raison de la quantité insuffisante de I’échantillon.
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3 — CARACTERISTIQUES DES ECHANTILLONS NEGATIFS :

Ces préléevements étaient ceux de sujets majoritairement de sexe masculin (N=49), d’ages
compris entre 1 jour et 84 ans, avec une majorité de nourrissons (51,2%).

Sur 14 échantillons, aucun agent pathogéne n’a été détecté ; les autres échantillons ayant
permis d’identifier un a trois virus, avec une large prédominance du virus respiratoire

syncytial et du rhinovirus/entérovirus. Aucun agent bactérien n’a, par ailleurs, été recensé.

45 - 4]
40 -
35 -
30 -
25 -
20 - .

15 - 5
10 -

12

Un

O T T T T T
0 - 29 jours 1 mois - 2 ans 3-5ans 6 - 15 ans 16 ans ou plus

Figure 25: Répartition par tranches d’dges des patients négatifs en SARS-CoV-2 sur
FilmArray.
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70

Figure 26: Répartition des échantillons négatifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray par service de
provenance.

COVID-19 : Coronavirus Disease 2019 ; HIS : Hopital Ibn Sina ; HER : Hopital d’Enfants de Rabat ;
SHOP : Service d’Hémato-Oncologie Pédiatrique ; P : Service de Pédiatrie.

m ( virus H | virus m 2 virus H 3 virus

Figure 27: Répartition des échantillons négatifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray selon le
nombre de virus respiratoires détectés.
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Figure 28: Prévalence des autres virus respiratoires identifiés parmi les échantillons négatifs
en SARS-CoV-2 sur FilmArray.

IV — DISCUSSION :

1 - PARTIE THEORIQUE: SARS-COV-2 ET COVID-19 :

1.1 — Historique :

Fin Décembre 2019, un cluster de pneumonies d’étiologie inconnue, apparu en Chine a
permis I’identification subséquente, moins d’un mois plus tard, d’'un nouveau coronavirus, le
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-2), agent causal de
la COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). L’extension large et rapide de cette maladie
émergente a mené I’OMS a en reconnaitre le caractere pandémique le 11 Mars 2020 [9-11].
En date du 31 Décembre 2021, soit tout juste deux ans apreés son émergence, plus de 286
millions de cas d’infection 8 SARS-CoV-2 ont été enregistrés dans le Monde, avec plus de 5

millions de déces recensés.
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1.2 — Caracteres virologiques du SARS-CoV-2 :

1.2.1 — Taxonomie :

Le SARS-CoV-2 appartient a la famille des Coronaviridae, au genre Betacoronavirus et au
sous-genre Sarbecovirus. Septiéme espéce responsable d’infections humaines au sein de cette
famille, il a pour prédécesseurs : les HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 et HCoV-
0C43, virus endémiques, a I’origine d’infections bénignes des voies aériennes supérieures ;
de méme que les SARS-CoV-1 et MERS-CoV, virus zoonotiques plus virulents, d’évolution
épidémique. Parmi ces derniers, le SARS-CoV-1 en est le plus proche d’un point de vue

génétique [12,13].

Tableau VII: Classification et années d’identification des sept coronavirus humains [1].

Alphacoronavirus Betacoronavirus
HCoV-229E (1966) Clade A HCoV-0C43 (1967)
HCoV-NL63 (2004) HCoV-HKU1 (2005)
Clade B Sars-CoV (2003)
Sars-CoV-2 (2019)
Clade C Mers-CoV (2012)

HCoV : coronavirus humains ; SARS : severe acute respiratory syndrome;

MERS :Middle East respiratory syndrome
1.2.2 — Structure :
Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé, sphérique, de diametre oscillant entre 80 et 200 nm,
formé de l'intérieur vers l'extérieur par : un ARN monocaténaire de polarité positive, entouré
d'une capside hélicoidale formée de protéine N (Nucléoprotéine), une membrane formée de
protéine M, puis une enveloppe lipidique dans laquelle sont enchéassées la petite protéine
d'enveloppe (E), 'hémagglutinine-estérase (HE) et la glycoprotéine trimérique S (Spike).
Cette derniére, formant une large couronne a la surface du virus, est formée de 2 sous-unités :
S1 et S2.
Le génome, linéaire et non segmenté, d’environ 30 kb, comprend deux régions non codantes
en 5’ et en 3’ et une partie codante divisée en plusieurs sections. Les deux premiers tiers du
génome sont constitués de deux grandes régions chevauchantes, ORFla et ORF1b, codant le

complexe de réplication-transcription, dont le gene RdRp codant ’ARN polymérase ARN-
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dépendante. Le dernier tiers du génome code les protéines de structure (S, E, M, N) et des

protéines non structurales [1,12].

Structure schématisée du SARS-CoV-2

(s, spike)

// E ; )i
< @ Glycoprotéine de surface

q Hémagglutinine estérase (HE)

- Protéine de membrane (M)
Protéine d’enveloppe (E)

- Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)

rw ARN génomique (monocaténaire
(A. Gautheret-Dejean 2020) de polarité positive)

Figure 29: Structure du SARS-CoV-2 [12].
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Figure 30: Organisation génomique du SARS-CoV-2 [1].

OREF : Open Reading Frame ; RdRp : géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; S : géne de la
protéine Spike ; E : géne de la protéine d’Enveloppe ; M : géne de la protéine de Membrane ; N : géne
de la Nucléocapside.

1.2.3 — Cycle de multiplication intracellulaire :

L’attachement du virus aux cellules-hotes requiert la co-expression, par ces dernieres, du
récepteur ACE-2 et d’une protéase transmembranaire a sérine responsable du clivage de la
protéine S, dont la sous-unité S1 se fixe sur le récepteur ACE-2 via son RBD (Receptor
Binding Domain), tandis que la sous-unité S2 permet la fusion entre la membrane plasmique
et I’enveloppe virale.

Aprés pénétration par endocytose, puis décapsidation, 'ARN viral est libéré dans le
cytoplasme. Les ORFla et ORF1b sont traduits en polyprotéines clivées par des protéases
virales, induisant la formation du complexe réplicase-transcriptase, qui permet la synthese

d’ARN génomiques et d'ARN subgénomiques messagers. Apres encapsidation des nouveaux
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génomes, puis enveloppement dans l'appareil de Golgi, les nouveaux virions sortent des
cellules par exocytose, en en induisant la lyse (Figure 31).

Ainsi, le large tropisme cellulaire du SARS-CoV-2 est inhérent a I’expression de ’ACE-2 a la
surface des cellules des tractus respiratoire et digestif, des cellules endothéliales, des cellules

épithéliales des tubules rénaux et des neurones [12,14,15].

L
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Figure 31: Cycle de multiplication intracellulaire du SARS-CoV-2 [12].

ARN : Acide ribonucléique ; ACE-2 : Angiotensin Converting Enzyme 2 ; pp : Polyprotéines ; S :
protéine Spike ; M : protéine de Membrane ; E : protéine d’Enveloppe ; N : Nucléocapside.

1.2.4 — Variations génétiques du SARS-CoV-2 :

Depuis la premiére publication du génome du SARS-CoV-2 en Janvier 2020 par Zhu et al,
plusieurs études portant sur sa variabilité génétique ont vu le jour, bien que le SARS-CoV-2
soit muni d’une activité correctrice maintenant son taux de mutations a un niveau
relativement faible. Parmi ces derniéres, celles portant sur le géne S, fréquemment recensées,
sont particulierement inquiétantes, la protéine S constituant a la fois le site de liaison au
récepteur cellulaire et 1’épitope des anticorps neutralisants.

Ainsi, en Juin 2020, un groupe de travail de ’OMS a été créé en vue d’assurer le suivi de

I’évolution de deux principaux types de variants : les variants a suivre ou VOI (Variants of
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Interest) ; et les variants préoccupants ou VOC (Variants of Concern) définis comme des
VOI ayant fait preuve d’une augmentation de transmissibilité, de virulence, ou d’une mise a
mal de I’efficacité des outils diagnostiques, thérapeutiques ou vaccinaux, ou des mesures de
santé publique entreprises jusqu’alors. Les VOC sont, a ce jour, au nombre de cing, dont le
dernier en date, omicron, est associé a une plus grande transmissibilité [1,12,13,16,17].

1.3 — Epidémiologie :

La transmission interhumaine du SARS-CoV-2 est principalement aérienne, assurée par les
sujets infectés, symptomatiques ou non, avec une excrétion virale précoce au niveau des voies
respiratoires hautes, pouvant précéder la symptomatologie de 48 heures. Le contact avec les
surfaces contaminées est également impliqué a moindre mesure, tandis que le risque de
transmission verticale semble minime [14,18,19].

1.4 — Diagnostic clinique :

D’une durée médiane de 5 jours, la période d’incubation oscille entre 1 et 14 jours. De
présentation clinique polymorphe, la COVID-19 se manifeste habituellement par un tableau
de pneumopathie aspécifique, se révélant le plus souvent par : une dyspnée, une toux et/ou de
la fievre. Le large éventail de symptomes extra-respiratoires, parfois isolés, englobe, quant a
lui, des signes digestifs, ORL dominés par [’anosmie et la dysgueusie, neurologiques,
cardiovasculaires a type de myocardites, rénaux, ou encore dermatologiques.

Ses deux principales complications sont : la détresse respiratoire, survenant habituellement
apres 7 a 10 jours d’évolution dans le cadre d’un orage cytokinique, et la maladie
thromboembolique, dont les principaux facteurs de risque sont : I’age, les pathologies cardio-
vasculaires (obésité, hypertension artérielle, diabéte, tabac), les pneumopathies et
néphropathies chroniques et les néoplasies.

La persistance prolongée des symptomes, plusieurs semaines ou mois apres 1’infection, définit
le « COVID long » [13,14,18,19].

1.5 — Diagnostic radiologique :

La tomodensitométrie thoracique peut poser le diagnostic de la COVID-19, indépendamment
des résultats virologiques, en présence d’un contexte clinique et/ou épidémiologique

évocateur et d’images caractéristiques, consistant généralement en un aspect en verre dépoli,
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avec possibilit¢ d’extension multilobaire, inconstamment associ¢ a des images de
condensations [14,18].

1.6 — Diagnostic biologique :

Aux cotés du diagnostic virologique de certitude, les signes biologiques aspécifiques
consistent surtout en une lymphopénie, un syndrome inflammatoire plus ou moins marqué, et
une augmentation des D-Dimeres [14,18].

Le diagnostic virologique peut étre direct, reposant sur la mise en évidence du génome ou des
protéines virales, ou I’isolement du virus en culture cellulaire ; ou indirect via la recherche
d’anticorps sériques.

1.6.1 — Diagnostic virologique direct :

1.6.1.1 — Tests moléculaires :

a/ Principes et méthodes :

a.l/ RT-PCR :

a.1.1/ Phase préanalvtique :

La présentation clinique et le délai depuis I’apparition des symptomes conditionnent le choix
des prélévements ; ceux provenant des voies respiratoires supérieures, et principalement les
¢couvillons nasopharyngés, étant plus fiables a un stade précoce, tandis que les prélévements
des voies respiratoires inférieures, a types d’expectorations spontanées, d’aspiration endo-
trachéale ou de lavage broncho-alvéolaire, sont plus adaptés pour un diagnostic tardif, ou si
les premiers sont négatifs [10,13].

Les prélevements salivaires, plus simples a réaliser et @ moindre risque pour le personnel
soignant, paraissent moins fiables, bien que, selon la méta-analyse de la HAS, les RT-PCR
salivaires semblent conserver une sensibilité satisfaisante évaluée a 85% [10,20,21].

Les ¢écouvillons doivent étre placés immédiatement dans un tube contenant un milieu de
transport ou une solution saline stérile et acheminés au laboratoire le plus rapidement
possible, ce dernier devant disposer d’un niveau de sécurité biologique 2 (NSB-2) pour la
réalisation des tests moléculaires par RT-PCR, tandis qu’un niveau de sécurité biologique 3
(NSB-3) est requis pour 1’isolement en culture cellulaire [9,13].

Comme préconisé par I’OMS, les écouvillons doivent étre conservés a 2-8 °C avant analyse et

a-70 °C pour un délai de plus de 12 jours [13].
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a.1.2/ Phase analytique :

M¢éthode de référence pour le diagnostic de I’infection a SARS-CoV-2, la RT-PCR inclut
deux étapes :

- Extraction :
Ce processus, visant a obtenir un ¢luat d’ARN viral concentré, comporte quatre étapes clés, a
savoir : la lyse cellulaire, la dénaturation protéique, la purification, puis I’¢lution de 1'ARN,
via des colonnes de silice ou par adsorption sur billes magnétiques.

- Amplification :
A partir de la région cible de I’ARN viral, flanquée d'amorces, la transcriptase inverse
synthétise un ADN complémentaire monocaténaire, converti, via la Taq polymérase, en ADN
double brin, constituant la matrice pour la PCR. Cette derniére consiste en la répétition, un
nombre «n» de fois, de cycles thermiques en 3 étapes, a savoir: la dénaturation,
I’hybridation et I’¢élongation, en vue d’obtenir 2" amplicons. Selon le nombre d’amorces-
sondes utilisées, la PCR peut étre mono- ou multiplexe.

- Détection :
Pour les RT-PCR en temps réel, le suivi de la fluorescence émise par un colorant ou une
sonde incorporés dans le mélange réactionnel, est assuré tout au long de la réaction. La sonde
Tagman, formée d’un fluorophore et d’un quencher, dont I’hydrolyse, en phase de
polymérisation, permet 1’émission de fluorescence, est le systeme de détection le plus souvent
utilisé [9,22].
Les PCR basées sur une analyse de fusion a haute résolution (FHR) reposent, quant a elles,
sur ’utilisation de fluorochromes s’intercalant au double brin d’ADN amplifié, dont la
dénaturation, suite a I’augmentation de la température, provoque une chute de la fluorescence

[23].
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Figure 32: Etapes de la RT-PCR [1].

ARN : Acide ribonucléique ; ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire ; PCR : Polymerase
Chain Reaction.

a.1.3/ Phase post-analytique :

Pour les RT-PCR en temps réel, I’interprétation tient compte, a la fois, de ’aspect de la
courbe d’amplification avec ses 3 phases successives : exponentielle, la plus reproductible,
linéaire et en plateau ; et de la valeur du cycle seuil ou Ct (Cycle Threshold), défini comme le
nombre de cycles requis pour que la fluorescence émise dépasse la ligne seuil et qui est
inversement proportionnel a la charge virale [24].

Pour chaque kit, la valeur du Ct est a interpréter selon les instructions du fabricant.
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Figure 33: Courbe d’amplification d’une (RT-)PCR en temps réel [24].

Pour les RT-PCR avec analyse de fusion a haute résolution, I’analyse des courbes permet de
révéler un pic de fusion obtenu a la température de fusion ou Tm, caractéristique de la taille et

de la séquence de I’amplicon, et donc spécifique de 1’agent pathogeéne recherché [23].

Courbes de fusion dérivées

Cible 1 Cible 2

Fuamsene
2 s @
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3 Température augmentée

Figure 34: Courbes de fusion d’'une (RT-)PCR avec analyse FHR [4].

L’ARN du SARS-CoV-2 peut étre détecté¢ dans les voies respiratoires supérieures 1 a 3 jours
avant I’apparition des symptdmes, avec un pic de charge virale au moment de leur apparition
et un délai de positivité largement variable selon les études. Au-dela de la premicre semaine,
les prélévements profonds s’averent plus sensibles [10,13]. Néanmoins, un test positif ne

permet pas de préjuger de la contagiosité du patient [1,11].
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a.2/ Autres tests moléculaires :

a.2.1/ RT-LAMP ou Amplification isotherme médiée par boucle de transcription inverse :

Technique d’apparition récente, elle repose sur I’amplification isotherme (~63°C), par ADN
polymérase, d’une séquence cible, via [’utilisation de quatre amorces (paires d'amorces
externes et internes) ciblant des régions génomiques distinctes et lui conférant, de fait, une
grande spécificité. La détection peut étre faite en temps réel ou en point final avec
visualisation d’une turbidité ou d’une coloration de I’échantillon. Bénéficiant de 1’exemption
de la phase d’extraction et des cycles thermiques, elle permet 1’obtention de résultats ultra-
rapides, de 1’ordre de quelques minutes. Elle a également 1’avantage de pouvoir é&tre
délocalisée.

Elle peut étre réalisée sur échantillon nasopharyngé ou salivaire; mais, de sensibilité inférieure

ala RT-PCR, elle est a privilégier chez les patients symptomatiques [9,14,22].

a.2.2/ RT-PCR avec séquencage génomique :

Elle fait appel a des méthodes capables de détecter des mutations spécifiques, mais
uniquement a des fins de dépistage, avec nécessité de recourir au séquencage pour confirmer
la présence d’un variant donné. Ces techniques pourraient s’avérer utiles pour étudier la

dynamique de la pandémie et réorienter, a posteriori, les politiques de santé publique [13,25].

b/ Indications et intérét des tests moléculaires :

Pour 'OMS comme pour le CDC, les tests d’amplification d’acides nucléiques (TAAN), avec
la RT-PCR en chef de file, sont les méthodes de référence pour le diagnostic de la COVID-19
et ce, au vu de leurs grandes sensibilité, spécificité et reproductibilit¢ [9,22]. L’OMS
préconise 'utilisation des génes RdRp, E, N et S dans différentes combinaisons, 1’utilisation

de deux cibles indépendantes au minimum étant fortement recommandée [10,13].

¢/ Limites des tests moléculaires :

Les méthodes moléculaires sont souvent coliteuses en temps, en réactifs et en personnel

hautement qualifi¢, autant de ressources pouvant faire défaut en situation de pandémie [22].

50



Qui plus est, de nombreuses causes, surtout inhérentes a la phase préanalytique, pourraient en
diminuer la sensibilité. Les parameétres analytiques, sources d’interférences, incluent, quant a
eux, l'efficacité¢ de l'extraction, le choix des amorces et cibles, le protocole du test et la
méthode de détermination du Ct. Ainsi, selon I’étude de Kucirka et al, le taux de faux négatifs
s’éleverait a 38% le jour de I’apparition des symptomes et a 20% trois jours plus tard.
D’autres études font état de prévalences de faux négatifs allant de 1 a 30% [10,13,26-28].
1.6.1.2 — Tests antigéniques :

De nombreux tests de diagnostic rapide (TDR), généralement basés sur le principe de
I’immunochromatographie, permettent la détection des antigénes du SARS-CoV-2 a partir
d’échantillons respiratoires ou salivaires.

Si leur sensibilit¢ semble fluctuante comparativement a la RT-PCR, leur spécificité,
invariablement ¢élevée, a été¢ évaluée a 99,6% en moyenne dans la revue de littérature de
Cochrane de Mars 2021. Qui plus est, leur performance optimale en début d’infection sous-
tend la recommandation de la HAS quant a leur utilisation dans les quatre premiers jours
suivant le début des symptomes, avec confirmation par RT-PCR des tests négatifs,
particuliérement chez les sujets a risque [10,13,14,20].

L’OMS, quant a elle, a fixé des valeurs seuils minimales acceptables pour la sensibilité (> 80
%) et la spécificité (> 97 %) des TDR antigéniques, dont elle recommande [’utilisation, en cas
d’indisponibilité des tests moléculaires, chez les sujets symptomatiques, ou asymptomatiques
s’il s’agit de cas contacts ou de sujets fréquemment exposés [20,25].

1.6.1.3 — Culture virale :

Réalisée a I’aide de cellules Vero dans des laboratoires de NSB-3, elle permet 1’isolement du
virus en quelques jours a des fins de recherche, mais n’est pas recommandée a visée
diagnostique [10,13].

1.6.2 — Diagnostic virologique indirect :

1.6.2.1 — Cinétique des anticorps :

Les anticorps sont généralement détectables dés la seconde semaine d’infection, les IgM
apparaissant a partir de J7 et les IgG a compter de J10 (Figure 35). Les facteurs corrélés
positivement au pourcentage de séroconversion et au taux d’anticorps étant : la sévérité de la

maladie, 1'dge et le sexe masculin [10,12,13].
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1.6.2.2 — Tests sérologiques :

IIs incluent les tests automatisables permettant (ou non) le titrage immunoenzymatique
(ELISA) ou par chimiluminescence (CLIA) des anticorps et les tests unitaires qualitatifs,
basés sur un principe immuno-chromatographique. La plupart des tests ciblent les protéines S
ou N, permettant de détecter, selon les trousses, les Ig totales, les IgG ou les IgM. L’intérét de
la détection des IgA n’est, quant a lui, pas établi. Ces anticorps, témoins du contact avec le
SARS-CoV-2, ne doivent pas étre assimilés aux anticorps neutralisants, dirigés contre la
protéine S.

Les performances de ces tests varient dépendamment des groupes dépistés, du délai du
prélevement par rapport au début de I’infection et de la protéine virale ciblée. La HAS a ainsi
fixé des valeurs seuils minimales, établies a 98% pour la spécificité clinique et a 90 ou 95%,
selon I’usage du test, pour la sensibilité clinique [1,10,12,13].

1.6.2.3 — Indications des tests sérologiques :

Nullement adaptés au diagnostic précoce de I’infection, ils sont indiqués, selon les
recommandations de la HAS de Juin 2021, dans les situations suivantes :

- Diagnostic initial de patients symptomatiques avec amplification génique négative

- Diagnostic de rattrapage de patients symptomatiques, n’ayant pu bénéficier d’un test
moléculaire ou antigénique préalable

- Détection pré-vaccinale d’anticorps chez les sujets immunocompétents, sans antécédent
connu d’infection a SARS-CoV-2 [29].

L’OMS, quant a elle, souligne I’intérét, si forte suspicion clinique et RT-PCR négative, de
rechercher une séroconversion ou une ascension des titres d’anticorps sur deux échantillons,
I’un prélevé en phase aigué et I’autre 2 a 4 semaines plus tard [13].

1.6.3 — Stratégie diagnostique : place des différents tests :

Selon des études de modélisation mathématique, I’approche la plus efficace pour réduire la
transmission du SARS-CoV-2 est celle alliant I’¢largissement de la couverture de dépistage et
la diminution des délais de rendu des résultats. La prévalence de I’infection influe également
sur la stratégie a adopter. Ainsi, la spécificité ¢levée des TAAN en fait la méthode de choix
quand la prévalence est faible ; tandis que les tests antigéniques, confirmés au mieux par

TAAN si négatifs, sont a privilégier si la prévalence est élevée, avec priorisation du dépistage
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des sujets symptomatiques [13,20,25]. Enfin, un résultat négatif est toujours a corréler au
contexte clinico-radiologique, la sérologie gardant tout son intérét en cas de forte suspicion

clinique [10].

- Détection B == s z - 5
( meronanie : PCR fréquemment positive ) PCR fréquemment négative )\

| Détection des anticorps

SARS-CoV-2

Apparition des symptémes —_— PCR sur prélévement naso-pharyngé

Anticorps IgM
- o Anticorps IgG

Figure 35: Cinétique des marqueurs diagnostiques en fonction du stade de [’infection [10)].

PCR : Polymerase Chain Reaction ; SARS-CoV-2 : Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 ; Ig : Immunoglobuline.

2 — DISCUSSION DE NOS RESULTATS :

Dans notre étude, deux tests de PCR, reposant sur deux principes distincts, ont été comparés :
le premier étant le FilmArray BioFire® RP 2.1 Plus, systéme intégré, permettant un
diagnostic syndromique via une PCR mutliplexe qualitative ; et le second étant MAScIR 2.0,
RT-PCR en temps réel selon la technologie TagMan, test de référence de notre laboratoire, a
résultat semi-quantitatif, interprété, dans notre travail, selon les résultats de son évaluation par
le CNR France.

En effet, les valeurs de Ct n’étant pas superposables entre les différents tests au vu de
nombreuses variables analytiques, la SFM a ¢laboré un abaque des valeurs de Ct, établies
comparativement a la méthode de référence IP2/IP4 du CNR et permettant la catégorisation

de I’excrétion virale [7].
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2.1 — Performances du FilmArray dans d’autres séries :

Dans notre étude, la spécificité et la valeur prédictive positive du FilmArray ont toutes deux

été estimées a moins de 80% en raison des nombreux « faux positifs » recensés, des valeurs

bien en-deca de celles évaluées dans d’autres séries (Tableau VIII).

Tableau VIII: Performances du FilmArray évaluées dans d’autres séries, comparativement a
la notre [30-33].

Auteurs | Nombre d’échantillons Test de comparaison Résultats
Positifs Négati Nom du test Cibles VPP VPN | Sensibilité | Spécificité
fs recherchées
Eckbo et 25 5 PCR maison RdRp et E 100% 100% 100% 100%
al. [30]
Creager 50 50 Hologic Panther | ORFlab 100% 98% 97,9% 100%
et al. Fusion SARS-CoV-2
[31] (15 échantillons)
PCR  maison (15 | NI et N2
échantillons)
Roche Cobas SARS- | ORFlaetE
CoV-2 (20
¢échantillons)
Johnson 16 17 GeneXpert Xpert | E et N2 100% 100% 100% 100%
et al. Xpress  SARS-CoV-
[32] 2/Flw/RSV
Jian et | 125 (50 virus 200 PCR maison ORFlab et E 100% 99,5% | 99,2% 100%
al. [33] sauvages et 75
variants alpha)
Notre 80 80 MAScIR SARS-CoV-2 | RdRp et S 73,8% | 100% 100% 79,2%
étude M kit 2.0

VPP : Valeur prédictive positive ; VPN : Valeur prédictive négative ; PCR : Polymerase Chain
Reaction ; ORF : Open Reading Frame ; RdRp : géne de I’ARN polymérase ARN-dépendante ; S :
gene de la protéine Spike ; N : géne de la Nucléocapside ; E : géne de la protéine d’Enveloppe.

2.2 — Sources des discordances :

Plusieurs facteurs sont susceptibles d’étre a I’origine de ces discordances, parmi lesquels :

2.2.1 — Différence de sensibilité analytique :

Reflet de la sensibilité analytique des tests, la LOD (ou limite de détection) correspond a la

plus faible concentration de la cible pouvant étre détectée dans > 95% des réplicats.

Selon les données des fabricants de nos trois tests, la LOD a été évaluée a 160, 500 et 380

copies/ml de milieu de transport, pour le FilmArray RP 2.1, MAScIR 2.0 et ARGENE

respectivement [5,6,8]. Celle du FilmArray RP 2.1 a, par ailleurs, été estimée dans deux séries

a 250 et a 302 copies/ml [33,34].
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Si la différence est notable entre les kits, celle de MAScIR étant trois fois supérieure a celle
du FilmArray, la comparaison de la LOD, évaluée via I’utilisation de matériaux non
standardisés, ne saurait €tre si simple, d’autant que cette derniére est souvent exprimée par
différentes unités [9,35]. Toutefois, la FDA, via le développement d’un panel de référence, de
méme que le Coronavirus Standards Working Group ont entrepris des efforts dans ce sens
[36-38].
Ainsi, a la lumiére de ces données, on peut supposer que les échantillons discordants étaient,
du moins en partie, faussement négatifs sur MAScIR 2.0 en raison d’une faible charge virale,
ce d’autant que, dans 62% des cas, une seule sonde était détectée sur FilmArray. Toutefois, si
cette théorie ne peut étre affirmée en raison de l’expression qualitative du résultat du
FilmArray, elle peut étre étayée par de nombreux points relevés dans notre étude, a savoir :
- La positivité de six échantillons (54,5%) parmi les onze testés sur ARGENE, dont la
limite de détection est intermédiaire entre celles de nos deux tests
- La détection, au-dela du seuil de positivité, du gene S dans cinq échantillons
discordants sur MAScIR 2.0
- La présence, dans deux cas discordants, de résultats antérieurs positifs sur MAScIR
2.0, reflétant, a priori, une fin d’infection chez ces malades, la PCR ayant tardé a se
négativer sur le test le plus sensible.
Cette capacité du FilmArray a détecter des charges virales résiduelles en fin d’infection est
bien illustrée par 1’observation de Hirotsu et al, relevant la positivité inconstante du
FilmArray entre J28 et J44 apres admission, dont un prélévement discordant sur le kit de RT-
PCR utilisé¢ dans I’étude comparative ; le résultat étant, par ailleurs, unanimement positif sur
FilmArray avant ce délai [39].
L’impact analytique de cette différence de LOD ne saurait étre négligé, les résultats de I’étude
d’Arnaout et al suggérant que toute augmentation de 10 fois de la LOD augmente le taux de
faux négatifs de 13% [35]. Toutefois, I’impact clinique des tests de sensibilité diminuée reste
a définir, car, s’il est probable que de fortes charges virales soient corrélées a une plus grande
infectiosité [20], les échantillons faiblement positifs, quant a eux, sont souvent prélevés sur

des patients en fin d’infection, dont la contagiosité n’est pas avérée [31].
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En effet, si certaines études ont fait état d’un portage viral prolongé, jusqu’a plus de 60 jours
apres le début des symptomes [7,40-42] ; d’autres révelent que 1’isolement viral en culture est
peu probable au-dela de 8-9 jours apres le début des symptomes, ayant été évalué a 6% a J10,
bien qu’ayant été¢ possible a partir d’échantillons prélevés a J20 [7,41-43]. L’étude de
Singanayagam et al, quant a elle, a évalué la probabilité de culture virale a 8% en cas de
Ct>35[43].

En outre, ces arguments illustrent bien tout I’intérét de disposer de résultats semi-quantitatifs,
a interpréter en fonction du contexte clinico-épidémiologique de chaque patient.

L’argument de la discordance attribuée a des charges virales résiduelles en fin d’infection ne
saurait cependant étre retenu dans plusieurs cas discordants, dont dix prélevés dans les cinq
premiers jours apres le début de la symptomatologie, parmi lesquels trois étaient positifs sur
ARGENE. Qui plus est, nous n’avons pas noté de différence significative en termes de délais
moyens entre le prélévement et le début de la symptomatologie entre les échantillons
concordants et discordants, bien que les informations recensées ne soient pas exhaustives. Par
ailleurs, parmi les six échantillons positifs sur ARGENE, un seul était positif faible, suggérant
donc un grand manque de sensibilit¢ de MAScIR 2.0, laissant supposer un impact clinique
plus important, a méme d’entraver les efforts de lutte contre cette pandémie. D’autres
¢évaluations seraient utiles pour corroborer ce point.

2.2.2 — Différence de cibles :

Le choix des cibles d’un test est un élément clé pouvant en impacter les résultats. Il est ainsi
rapporté dans la littérature que 'utilisation d’amorces ciblant le géne E offre une plus grande
sensibilité aux tests, ce dernier étant, qui plus est, moins sujet aux mutations ; mais une
moindre spécificité, car il est commun aux Sarbecovirus. Les génes ORF1ab, S et N, assurant
une plus grande spécificité aux tests, sont toutefois plus enclins a muter [34,44-47].

Le suivi de I’évolution génomique du SARS-CoV-2 s’avere donc crucial, pour s’assurer des
bonnes performances des tests en dépit des mutations, ou pour en modifier les cibles, le cas
¢échéant [44]. Jian et al ont notamment testé¢ 75 échantillons positifs pour le variant alpha du
SARS-CoV-2, portant une mutation sur le géne S, sur le FilmArray RP 2.1 Plus. Aucun faux
négatif n’a été recensé, bien que, dans un cas, seul le géne M ait été détecté [33]. Dans notre

¢tude, certains échantillons testés sur le kit MAScIR, ont été séquencés et retrouvés positifs
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pour les variants delta ou omicron, ce qui permet d’affirmer que ce kit garde sa fiabilité et
n’est pas affecté par ces mutations.

La cinétique de I’infection semble également affecter la positivité des diverses sondes, comme
en témoigne 1’é¢tude de Reina et al. Cette derniere retrouvait la présence concomitante des
trois genes recherchés, notamment E, N et RdRp, dans 84% des cas en premicre semaine
d’infection et dans seulement 42% des cas en deuxiéme semaine d’infection, pendant laquelle
le géne N ¢était détecté isolément dans 28,5% des échantillons [48]. De méme, dans
I’observation de Lv et al, il a été rapporté, sur des prélévements séquentiels, la positivité
initiale isolée du géne N, puis, celle associé¢e du gene ORF1ab une semaine plus tard [49].
L’ensemble de ces arguments sous-tend la recommandation de la HAS quant a I’utilisation de
deux sondes cibles au minimum dans les tests de PCR [1].

Dans notre ¢étude, les taux de discordance passent de 12,7% et 14,3% en présence des deux
sondes sur FilmArray, a 76,5% et 100% en présence d’une seule, pour MAScIR 2.0 et
ARGENE respectivement. Les genes ciblés par les trois tests étant différents, sans aucune
cible commune entre ARGENE et FilmArray notamment, cette discordance serait plutot
attribuable a 1’évolution cinétique des cibles au cours de I’infection.

Par ailleurs, nous avons recensé quatre cas ou seule la sonde M était détectée sur FilmArray et
seule la sonde RdRp était positive sur MAScIR 2.0, dont un cas avec un Ct du gene S a 38.
Ces ¢échantillons, ayant été prélevés a J5 et J20 du début de la symptomatologie, dans 2 et 1
cas respectivement, et étant tous positifs faibles sur MAScIR, une clairance précoce du gene S
en fin d’infection serait plus probable qu’une mutation de ce dernier, bien que cette théorie ne
puisse étre exclue sans plus d’investigations.

2.2.3 — Réactions croisées :

Parmi les cas discordants de notre série, il a été noté la détection du coronavirus HCoV OC43
a deux reprises. Ce dernier était associ¢ au virus parainfluenza 3 dans un échantillon confirmé
négatif par ARGENE, dans le premier cas (n°67 — Tableau VI) ; tandis que dans le second cas
(n°79 — Tableau VI), sa détection, initialement conjointe a celle du SARS-CoV-2, puis isolée
sur un second prélévement testé deux jours plus tard sur FilmArray, a soulevé la question

d’une éventuelle réaction croisée (sur le 1 échantillon) entre ces deux agents appartenant a la
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méme famille Coronaviridae et au méme genre Betacoronavirus, ce d’autant que
I’échantillon initial n’avait pu étre testé sur ARGENE.
Si aucune des séries sus-citées (Tableau VIII) ne reléve un cas similaire, la spécificité y étant
unanimement estimée a 100% [30-33]; la possibilit¢ d’une réaction croisée avec un autre
coronavirus a été évoquée dans 1’observation d’Otsuka et al, qui a rapporté un cas d’infection
a HCoV NL63, avec une PCR faussement positive pour le SARS-CoV-2 sur deux kits
différents, avec un seul géne détecté, notamment N1. Cette éventualité n’a cependant pas été
retenue par les auteurs qui, apres avoir recherché des séquences génomiques de ’HCoV NL63
susceptibles de correspondre aux amorces utilisées, ont conclu a une contamination de
I’échantillon. En outre, le diagnostic d’infection 8 HCoV NL63 avait ét¢ redressé par le
FilmArray RP 2.1 Plus [50]. Dans le cas sus-cité¢, une contamination de 1’échantillon,
confortée par la négativité des deux prélevements sur MAScIR 2.0, parait probable. Ceci est
appuy¢ par les recommandations du fabricant pour une désinfection fréquente des
équipements et surfaces de travail et I'utilisation de PSM classe 2 lors de la manipulation des
¢échantillons.
2.2.4 — Autres causes :
Enfin, d’autres causes, pouvant étre a 1’origine des discordances, sont a évoquer, a savoir :
=>» Une éventuelle contamination des échantillons testés sur FilmArray, comme évoquée
plus haut.
=>» Une possible altération des échantillons avant le test comparatif, certains n’ayant été
testés sur MAScIR 2.0 et ARGENE qu’apres un délai de conservation a -70°C.
=» Une mauvaise performance de I’un des extracteurs utilisés, dont I’impact n’a pu étre
évalué séparément dans notre travail ; I’étude de Nalla et al démontrant, par ailleurs,
I’influence que cette phase peut avoir sur la sensibilité de la PCR [51].
2.3 — Détection d’autres virus sur FilmArray :
Dans notre étude, d’autres agents pathogenes ont été recensés dans prés de 24% des cas
positifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray et dans 11,8% des 59 cas concordants ; ces deux
valeurs étant bien plus ¢élevées que celles rapportées dans d’autres séries, ou les taux étaient
estimés aux alentours de 3%. Les agents prédominants varient selon les études, certaines

notant une prédominance du VRS, tandis que, dans d’autres, le rhinovirus/entérovirus et
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I’adénovirus étaient majoritaires [52-54]. Les variations saisonnicres et géographiques, de
méme que les critéres d’inclusion des patients, dont 1’dge, pourraient expliquer ces
différences.
S’il est admis que les cas de coinfections existent et sont a méme d’influencer la morbi-
mortalité liée a la COVID-19, on ne peut toutefois affirmer, sur la base de nos résultats, s’il
s’agissait de véritables coinfections ou d’infections séquentielles [33,52]. En effet, I’acces aux
Ct (non autorisé sur les versions actuelles du FilmArray) devrait pouvoir permettre de faire la
différence.
2.4 — Limites de notre étude :
Notre étude souffre de certains écueils n’ayant pas permis d’¢lucider 1’origine de toutes les
discordances recensées, a savoir :
- Son caractére monocentrique et rétrospectif, certains tests de comparaison ayant été
réalisés apres un certain délai.
- Le nombre limité d’échantillons, dont certains, en quantité insuffisante, n’ont pu étre
testés sur ARGENE.
- Le manque de renseignements épidémiologiques et clinico-radiologiques, a méme
d’orienter I’interprétation des résultats.
- L’absence d’évaluation de I’impact de chacun des extracteurs.
- Le recours a un test non valid¢ dans notre laboratoire (ARGENE) pour la comparaison
des deux autres, test dont la LOD est inférieure a celle du kit MAScIR mais supérieure
a celle du FilmArray.
Au vu de la LOD nettement plus basse pour le FilmArray par rapport au kit MAScIR, la
conduite a tenir la plus appropriée pour ces cas discordants semble étre celle de retenir un
résultat positif pour le SARS-CoV-2 sur FilmArray, quel que soit le nombre de sondes
détectées. Ceci correspond également aux recommandations figurant sur la notice du

fabricant.
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V - CONCLUSION :

A la lumicre de toutes ces données, il semble difficile de faire la part, a fortiori pour les
échantillons discordants non testés sur ARGENE, entre des faux positifs du FilmArray et des
faux négatifs du kit MAScIR 2.0, sans plus d’investigations. Si le résultat semi-quantitatif de
la RT-PCR MAScIR 2.0 s’avere plus informatif que celui, strictement qualitatif, du
FilmArray, la plus grande sensibilit¢ de ce dernier prévaut en 1’absence de corrélation
strictement établie entre valeur du Ct et infectiosité.

Dans I’attente d’une standardisation des RT-PCR pour le diagnostic de I’infection a SARS-
CoV-2, et au vu des évaluations limitées des divers tests avant leur mise sur le marché, les
¢tudes comparatives entre les différentes méthodes et les programmes d’évaluation externe de
la qualité s’averent cruciaux.

Il apparait clair, en tout cas, que I’interprétation d’une RT-PCR ne saurait se faire isolément
du contexte clinico-épidémiologique du patient et que des prélevements itératifs sont
fortement conseillés en cas de doute persistant, surtout quand on sait I’effet délétére qu’un

résultat erroné peut avoir sur les efforts entrepris en vue de lutter contre cette pandémie.
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RESUME

Titre : Comparaison entre les kits FilmArray BioFire RP2.1 et MAScIR 2.0 pour la détection
du SARS-CoV-2.

Auteur : TAZI Sophia

Encadrant : Pr SEFFAR Myriame

Mots-clés : SARS-CoV-2 - RT-PCR - FilmArray BioFire RP 2.1 - MAScIR 2.0 -
Discordances

Introduction : La RT-PCR représente le gold standard pour le diagnostic des infections a
SARS-CoV-2, mais I’absence de standardisation des tests, dont les performances
diagnostiques peuvent s’avérer trés variables, complique 1’interprétation des cas discordants
qui peuvent se rencontrer. Notre travail a eu pour objectif d’évaluer les performances du
FilmArray BioFire® Respiratory Panel 2.1 Plus, pour la détection du SARS-CoV-2,
comparativement a la méthode de référence de notre laboratoire, reposant sur le kit MAScIR
2.0.

Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude rétrospective, s’étalant sur une période de

dix mois, au Laboratoire Central de Virologie du CHU Ibn Sina, Rabat. Nous avons inclus des
écouvillons nasopharyngés, positifs et négatifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray BioFire®
Respiratory Panel 2.1 Plus, dont les résultats ont été comparés a ceux de la RT-PCR MAScIR
SARS-CoV-2 M kit 2.0, dont ils ont bénéfici¢ initialement, ou aprés décongélation des
¢échantillons. Tout échantillon, dont les deux résultats étaient discordants et la quantité
suffisante, a ensuite fait I’objet d’'une RT-PCR ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE.
Résultats : Parmi les échantillons négatifs en SARS-CoV-2 sur FilmArray RP 2.1, aucun
résultat discordant n’a été recensé. Parmi les échantillons positifs en SARS-CoV-2, seuls
73,8% avaient un résultat concordant sur MAScIR 2.0. Le taux de discordance allait de 12,7%
en présence des deux sondes sur FilmArray RP 2.1, a 42,9% et 100% en cas de détection
isolée de la sonde M ou S respectivement. Ainsi, la sensibilité et la spécificit¢ du FilmArray
RP 2.1 ont été évaluées respectivement a 100% et 79,2% et les valeurs prédictives positive et
négative a 73,8% et 100% respectivement. Parmi les 21 échantillons discordants, seuls onze
ont ¢été testés sur ARGENE, dont six avaient un résultat positif concordant avec celui du
FilmArray RP 2.1.

Conclusion : En raison de la plus faible LOD du FilmArray RP 2.1 comparativement a
MASCcIR 2.0, il semble plus approprié, pour ces cas discordants, de retenir le résultat positif
pour le SARS-CoV-2 sur FilmArray RP 2.1, quel que soit le nombre de sondes détectées.
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ABSTRACT

Title : Comparative performance evaluation of FilmArray BioFire RP2.1 and MAScIR 2.0
assays for SARS-CoV-2 detection.

Author : TAZI Sophia

Supervisor : Pr SEFFAR Myriame

Keywords : SARS-CoV-2 - RT-PCR - FilmArray BioFire RP 2.1 - MAScIR 2.0 -

Discrepancies

Introduction : RT-PCR is the gold standard for the diagnosis of SARS-CoV-2 infections, but
the lack of standardization of assays, whose diagnostic performance may widely vary,
complicates the interpretation of the discrepancies that may be encountered. Our study aimed
to evaluate the performance of FilmArray BioFire® Respiratory Panel 2.1 Plus assay for the
detection of SARS-CoV-2, in comparison to our laboratory's reference test: MAScIR SARS-
CoV-2 M kit 2.0.

Materials and methods : We conducted a retrospective study over a ten-month period at the

Central Laboratory of Virology of Ibn Sina University Hospital of Rabat. We included
nasopharyngeal swabs, positive and negative for SARS-CoV-2 on FilmArray BioFire®
Respiratory Panel 2.1 Plus, which were subjected to MAScIR 2.0 RT-PCR, initially or after a
freeze-thaw cycle. Their results were compared, and each discrepant sample with sufficient
volume underwent a third test, using ARGENE® SARS-CoV-2 R-GENE.

Results : Among the 80 SARS-CoV-2 negative samples on FilmArray RP 2.1, there were no
discordant results. Of the 80 SARS-CoV-2 positive samples on FilmArray RP 2.1, only
73.8% had a concordant result on MAScIR 2.0. The discordance rates ranged from 12.7%
when both targets were detected on FilmArray RP 2.1, to 42.9% and 100% when only M or S
gene was detected, respectively. Thus, compared to our laboratory’s reference test, the
sensitivity and specificity of FilmArray RP 2.1 were 100% and 79.2% respectively, and its
positive and negative predictive values were 73.8% and 100% respectively. Of the 21
discordant samples, only eleven were tested on ARGENE, six of which had a positive result
concordant with that of FilmArray RP 2.1.

Conclusion : Given the higher analytical sensitivity of FilmArray RP 2.1 comparatively to
MASCcIR 2.0, it seems more relevant to retain the positive result for SARS-CoV-2 on
FilmArray RP 2.1 for the discordant samples of our series, regardless of the detection of one

or both targets on the latter assay.
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