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Reésume

La SARS-CoV-2 est le nom officiel du nouveau coronavirus identifié le 9 janvier 2020
dans la ville de Wuhan, chef-lieu de la province du Hubei en Chine. Il est I'agent étiologique de
I'épidémie de pneumopathie infectieuse qui s'est répandue en Chine et dans le monde a partir
de fin décembre 2019. Cette maladie a été nommée COVID-19 par 'OMS, le 11 février

2020

Notre étude et une étude descriptive rétrospective qui a intéressé une population de cent
100 patients hospitalisés au EPH BOUFARIK, atteint de covid 19. Confirmé par un test PCR
Positif L’¢tude a été menée au laboratoire central de I’EPH sur une période de Trois mois

(Janvier 2022 — Mars 2022).

Le travail entrepris est étude descriptive rétrospective qui a intéressé une population de
cent (100) patients qui ont été hospitalisés au EPH BOUFARIK avec état critique suite a
I’infection par le COVID-19 et diagnostiquée par RT-PCR. L’étude a été menée au laboratoire
central de I’EPH sur une période de trois mois (Janvier 2022 — Mars 2022). L’objectif principal
est d’étudier I’impact d’une infection COVID-19 sur le métabolisme biochimique et les
parameétres inflammatoires, tous en cherchant son impact sur ces parametres lors d’une

comorbidité.

Les résultats obtenus montrent que cours d’une infection COVI-19 les comorbidités
fréquentes ont été les cardiopathies, le diabéte type I, diabéte type II. L hyperglycémie a marqué
le dysfonctionnement majoritairement rencontré avec toute comorbidité. En revanche, les
résultats démontrent I’absence de dysfonctionnement hépatique dans la cohorte étudiée. De
plus, une perturbation du bilan rénal est surtout retrouvée chez les patients avec insuffisance
rénale. Les perturbations inflammatoires signalées dans cette étude sont essentiellement une
leucocytose et une augmentation des taux de la CRP, particulierement chez les malades
souffrant des maladies rhumatismales. Toutefois, I’étude démontre 1’absence de toutes
perturbations inflammatoires ou métaboliques chez les patients atteints de la COVID-19 et qui

ne présentent aucune comorbidité signalée.

Mots clés : COVID-19SARS-CoV-2, RT-PCR, métabolisme biochimique parametres

inflammatoires.



Summary

SARS-CoV-2 is the official name of the new coronavirus identified on January 9, 2020 in the
city of Wuhan, capital of Hubei province in China. It is the etiological agent of the infectious
pneumonitis epidemic which spread in China and in the world from the end of December 20109.
This disease was named COVID-19 by the WHO, on February 11, 2020

Our study is a retrospective descriptive study which interested a population of one hundred and
100 patients hospitalized at the EPH BOUFARIK, suffering from covid 19. Confirmed by a
positive PCR test The study was carried out at the central laboratory of the EPH over a period
of three month (January 2022 — March 2022).

The work undertaken is a retrospective descriptive study which interested a population of one
hundred (100) patients who were hospitalized at EPH BOUFARIK in critical condition
following infection with COVID-19 and diagnosed by RT-PCR. The study was conducted at
the EPH central laboratory over a period of three months (January 2022 — March 2022). The
main objective is to study the impact of a COVID-19 infection on biochemical metabolism and

inflammatory parameters, while seeking its impact on these parameters during comorbidity.

The results obtained show that during a COVI-19 infection the frequent comorbidities were
heart disease, type | diabetes, type Il diabetes. Hyperglycemia marked the dysfunction mostly
encountered with any comorbidity. On the other hand, the results demonstrate the absence of
hepatic dysfunction in the cohort studied. In addition, a disturbance of the renal balance is
especially found in patients with renal insufficiency. The inflammatory disturbances reported
in this study are mainly leukocytosis and increased CRP levels, particularly in patients with
rheumatic diseases. However, the study demonstrates the absence of any inflammatory or

metabolic disturbances in patients with COVID-19 who have no reported comorbidities.

Keywords : COVID-19 SARS-CoV-2, RT-PCR, biochemical metabolism, inflammatory

parameters.
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Introduction

L'année 2019 a été marquée par l'apparition d’une pneumonie particuliére, de cause
inconnue et localisée en Chine, exactement dans la province du Wuhan. Les enquétes ont
conduit a l'identification d'un nouveau coronavirus chez les patients atteints (Zhang et al., 2020
Huang et al 2020) Suite a son identification le 7 janvier 2020 par le centre chinois de controle
et de prévention des maladies, le nouveau virus et la maladie ont été officiellement dénommé
respectivement, par I'Organisation mondiale de la santé (OMS), SARS-CoV-2 (pour le
coronavirus-2 du syndrome respiratoire aigu sévere) et COVID-19 (Pour CoronaVirus Disease
2019) (Sohrabi et al 2020) Depuis son apparition plusieurs, I’infection virale s’est propagée
rapidement vers d’autres pays, provoquant ainsi une mortalité importante. Suite a cette
évolution dramatique, I'OMS a annonce publiquement, le 11 mars 2020, I'épidémie de SRAS-

CoV-2 comme une pandémie mondiale (Tarek Alouane et al.2020)

Le SARS-CoV-2 appartient a la famille des coronavirus (CoV) et est le septiéme
coronavirus pathogéne pour I’Homme. C’est un virus enveloppé avec un génome a ARN simple
brin de polarité positive d’environ 29,8 a 29,9 kb avec 10 cadres de lecture ouverts (ORF)
codant pour environ 30 protéines. L’ORF1ab code pour 16 protéines non-structurales, dont la
RdRp, Les autres ORF codent entre autres, pour quatre protéines structurales ; la glycoprotéine
S, qui est I’épitope des anticorps neutralisants et le site d’attache au récepteur ACE, la protéine
N (Nucléoprotéine), la protéine d’enveloppe E et la matrice M. Les génes codant pour la RdRp

et les protéines structurales sont les cibles recherchées par les tests PCR.

Le virus SARS-CoV-2 affecte principalement le systéme respiratoire provoquant un large panel
de présentations cliniques ; de I’infection asymptomatique aux formes graves avec SDRA
(syndrome de détresse respiratoire aigu) nécessitant une prise en charge en réanimation. Des
signes d’une infection respiratoire avec fiévre, toux et asthénie sont observés chez la majorité
des malades symptomatiques (Zhou et al., 2020) La mortalité est élevée chez les personnes agées

(plus de 60 ans) et chez les personnes souffrant de comorbidités. (Wang et al., 2020).

L’objectif principal de ce travail est de faire une étude des variations métaboliques et
inflammatoires au cours d’une infection Covid-19. L’ampleur de ces variations a ¢été étudice
chez deux groupes de patients pour le Covid-19 et diagnostiqués par une RT-PCR positive ; le
premier groupe est formé par des patients avec une comorbidité (inflammatoire ou métabolique)

et le deuxiéme sans aucune comorbidité déclarée avant ’infection.
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1.1 Historique

L’historique des coronavirus remonte a ’année 1930, les chercheurs américains Schalk
et Hawn ont signalé une nouvelle maladie respiratoire chez les poussins, se caractérisant par
une détresse respiratoire aiglie. Le virus responsable est appelé : virus de la bronchite infectieuse
aviaire (Infectious Bronchitis Virus, IBV). En 1965, les chercheurs britanniques David Tyrrell
et Malcolm Bynoe caractérisent a partir d’écouvillonnage respiratoire d’un jeune gar¢on
présentant un rhume typique une souche virale, appelée B 814
(Tyrrell et al., 1965).

En 1966, les chercheurs Hamre et Procknow de I'Université de Chicago ont rapporté
qu'ils avaient été cultivés dans des cultures de cellules rénales embryonnaires humaines
inoculées avec des échantillons des voies respiratoires d’un patient atteint de rhume, la souche

virale, appelée 229 E, dont le matériel génétique est composé d'ARN (Hamre et al., 1966).

En 1967, Kenneth Mcintosh des National Institutes of Health (NIH, Bethesda,
Maryland) et ses collaborateurs ont découvert une nouvelle souche de virus appelée OC43, dont
la forme était trés similaire au virus de la bronchite infectieuse aviaire. Ce virus a été isolé a
partir d'explants de tubes humains stockés en culture d'organes, d'ou le « OC » dans le nom du
virus (Mclntosh et al., 1967).

Le 16 novembre 1968, le magazine "Nature" a rapporté qu‘'un groupe de virologues avait
déterminé le nom "coronavirus" pour un nouveau groupe de virus sur la base de critéres

morphologiques complets (Almeida et al., 1968).

Entre novembre 2002 et juillet 2003, un agent infectieux a causé une épidémie de
pneumonie atypique dans la province de Guangdong, Sud de la Chine. Se caractérisant
généralement par une fievre élevée et des symptomes respiratoires légers, mais évoluant
rapidement vers une pneumonie en quelques jours. L’agent responsable du Syndrome
Respiratoire Aigu Sévere (SRAS) est nommé SARS-CoV ayant infecté 8437 individus et causé
813 déces dans le monde représentant ainsi la premiére pandémie bien documentée de ce siécle
(Zhong et al, 2003).

Le MERS-CoV, est apparu pour la premiére fois en 2012en Arabie saoudite. Ce
syndrome respiratoire du Moyen-Orient affecte les voies respiratoires, provoquant de la fievre
et de la toux, et la mort dans environ 30% des cas. Le virus a ensuite été trouvé dans plusieurs

pays du Moyen-Orient. Depuis lors, 1 219 cas ont eté diagnostiqués, entrainant 449 déces.
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L'épidémie est encore tres limitée géographiquement. Une épidémie de pneumonies de cause
inconnue a été découverte et décrite a Wuhan, dans la province du Hubei, en Chine, en
décembre 20109.

La découverte d’un nouveau coronavirus a été déclarée urgence de santé publique de
portée internationale par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) le 9 janvier 2020. Appelé
pour la premiére fois 2019-nCoV puis SARSCoV-2, ce virus est différent du virus SARS-
CoV et il est également différent du virus MERS-CoV. La pandémie COVID-19 a été
déclarée par ’OMS le 11 mars 2020 (Historique des coronavirus responsables d’épidémies

graves 2021).
1.2. Rappels virologiques
1.2.1. Taxonomie et classification

La classification des Coronavirus comme le rapporte le Comité International de
Taxonomie Virale (ICTV) est fondée sur Cing domaines essentiels étant les seuls conservés
dans tous les virus de I’ordre Nidovirales (3CLpro, NiRAN, RdRp, ZBD et HEL1), ils ont été

retenus pour servir a sa constitution (HAL 2021).

Les Coronavirus (virus enveloppés a ARN monocaténaire de polarité positive) forment
une famille de 39 espéces réparties en 27 sous-genres, 4 genres et 2 sous familles. Les
coronavirus (CoV) appartiennent a I'ordre des Nidovirales, dans la famille des Coronaviridae
on trouve la sous-famille des Coronavirinae composée de quatre genres : Alphacoronavirus
(alpha-CoV), Betacoronavirus (beta-CoV), Gammacoronavirus (gamma-CoV) et
Deltacoronavirus (deltaCoV). Le genre Betacoronavirus est subdivisé en 4 clades, nommes «
A, B, C, et D » (Monto, 2019).

Les sept coronavirus sont :

Alphacoronavirus : « Hcov-229E et H Cov-NL 63

Betacoronavirus :  Clade A : OC43 et HKU1 » Clade B : SARS-CoV et SARS-CoV-2

* Clade C : MERSCov
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1.2.2. Réservoirs primaires et hétes des coronavirus

Les Alphacoronavirus et béta-coronavirus infectent uniquement les mammiféres et
causent généralement des maladies respiratoires chez I'nomme et une gastro-entérite chez les
animaux (Masters, 2006), les Deltacoronavirus et les Gammacoronavirus infectent les oiseaux,
mais certains d'entre eux peuvent également infecter les mammiféres. Le coronavirus est a
I'origine de diverses pathologies. Le virus de la bronchite infectieuse (IBV) Gammacoronavirus
est le principal responsable des infections respiratoires chez les poulets et a un impact
significatif sur lI'industrie avicole (Cook et al, 2012). Le virus (MHV) Mouse 7 Hepatitis Virus
peut provoquer une hépatite ou une encéphalite selon la souche virale ; il infecte les souris
(Weiss, 2011).

De nombreux coronavirus infectent les animaux. Parmi eux, I’ Alphacoronavirus porcine
Epidemic Diarrhea Coronavirus (PEDV) a été a l'origine d'un grand nombre de décés de
porcelets dans les élevages porcins aux Etats-Unis et en Asie en 2013 (Wang et al,2020). Les
coronavirus ayant la capacité d’infecter les étres humains sont les HCoV-229E, CovNL63
appartenant a Alphacoronavirus et HCoV-0C43, HCoV-HKU1, SARS-CoV, MERSCov, et le
SARS-CoV-2 appartenant aux Betacoronavirus (Cui,2021). Trois coronavirus émergents sont
hautement pathogénes le SARS-CoV et le MERS-CoV et le SARS-CoV-2. lls provoquent de
graves complications respiratoires humaines et les quatre autres coronavirus humains
(HCoVNL63, HCoV-229E, HCoV-0C43 et HKUL1) induisent des maladies respiratoires
Iégeres chez les hotes immunocompétents, bien que certains puissent provoquer des infections

graves chez les nourrissons, les jeunes enfants et les personnes agées (Dhama et al,2020).

Selon les données de séquence actuelles, les coronavirus humains sont d'origine animale
essentiellement la chauve-souris pour le SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERSCov, HCovNL63 et
HCoV-229E. La chauve-souris du genre Rhinolophus (Rhinolophidés) est I’hote animal
primaire du SARSCoV appartient a la famille des Vespertilionidae (Vespertilionidés). Tandis
que, HCoV-OC43 et HKU1 doivent probablement provenir des rongeurs. Les animaux
domestiques peuvent jouer un role important en tant qu'hétes intermédiaires activant le virus

pour le transmettre aux humains (Yang et al,2020)

1.2.3. Origine du SRAS-CoV-2 :

Le génome du SARS-CoV-2 présente, 79,6 % et pres de 50 % de similitude avec les
coronavirus de type SARS-CoV et MERS-CoV, respectivement (Zhou et al,2020, Zhang et
al,2020). Le SARS-CoV-2 Présente 96 % d'homologie au niveau du génome entier avec le
coronavirus de la chauvesouris (Xiong et al,2020). Il existe sept domaines de réplication
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conserveés dans le gene ORFlab du SARSCoV-2 qui partagent une identité de séquence de 94,4
% avec le SARS-CoV. En outre, une courte région RARp provenant d'un coronavirus de chauve-
souris appelé BatCoVRaTG13 a démontré une identité de séquence élevée avec le SARS-CoV-
2 (Tang et al,2020).

Le sequencage complet de cet ARN a donné lieu & une concordance de séquence
génomique complete de 96,2 %. La protéine de liaison aux récepteurs spike S du SARS-CoV?2,
qui présentait une grande diversité dans d'autres CoV eétait identique a 93,1 % au gene S de
RaTG13, a l'exception de trois courtes insertions dans I'extrémité N-terminale et quatre
changements de résidus clés sur cing dans le motif de liaison aux récepteurs (Tiwari, Mishra
2020). En outre, I'étude de la région codante du génome du SRAS-CoV-2 a montré que les
nucléotides et les acides aminés de cette région présentent une ressemblance de 92,67 % et
96,92 % au niveau des nucléotides et 97,82 % et 98,67 % au niveau des acides aminés avec le
génome du CoV du pangolin et de la chauvesouris (Zhang et al,2020) (Daniloski et al,2020).
Ces données phylogénétiques soutiennent la théorie de I'origine chauve-souris du SRAS-CoV-
2 et que le SARS-CoV-2 pourrait avoir évolué naturellement a partir du coronavirus de chauve-
souris RaTG13 (Harapan et al,2020). Cependant, des recherches supplémentaires sont encore
nécessaires pour clarifier la présence d'un héte intermédiaire qui a favorisé la transmission du
virus, car certains éléments indiquent que le virus n'a pas été transmis de la chauve-souris a
I'nomme (Varga et al,2021).

1.2.4. Structure et génome du SARS-CoV-2 :

» Structure du virus :

La particule virale du SARS-CoV-2 est sphérique avec une taille moyenne de 120 nm
(Prasad ,2020), un aspect en couronne des spicules de I’enveloppe virale en microscopie
électronique d’ou le nom de Coronavirus (Bonny et al,2020). La nucléocapside est constituée
de la protéine de capside (N) complexée a I’ARN viral, est protégée par une enveloppe
phospholipidique portant a sa surface la glycoprotéine de surface : la protéine Spike (S),
protéine d’enveloppe (E) ainsi que la matrice (M) (Li,2016). L'entrée des coronavirus dans les

cellules hotes est médiée par la glycoprotéine Spike (protéine S (Walls et al,2020) (Figure 1).
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Structure schématisée du SARS-CoV-2

—
(D 2
' ' \ Glycoprotéine de surface
\ \ ;

) {S, spike)

SU S1 (RBD) et S2.
@ Protéinede membrane (M)
Protéine d'enveloppe (E)
. Phospholipides
Protéine de nucléocapside (N)

f@D ARN génomique [monocaténaire

{A. Gautheret-Dejean 2020) de polarité positive)

Figure 1 : Structure schématisée du SARS-CoV-2 (Walls et al,2020)

Les glycoprotéines Spike transmembranaires forment des homotriméres qui dépassent
de la surface virale. La glycoprotéine Spike est essentielle pour I'entrée des coronavirus et
constitue donc une cible antivirale. La protéine S est composée de deux sous-unites
fonctionnelles, dont les sous-unités S1 et S2. La sous-unité S1 est constituée d’un domaine N

terminal (NTD) et un domaine de liaison au récepteur (RBD) (Figure 2).

Dans l'ensemble, la structure de la protéine S du SARS-CoV-2 ressemble a celle de la
protéine S du SARS-CoV. Dans la conformation de préfusion, les sous-unités S1 et S2 restent
liées de maniére non covalente. Différents types de coronavirus utilisent des domaines spéciaux
dans la sous-unité S1 pour reconnaitre différents récepteurs d'entrée. Dans le cas du SARS-CoV
et SARS-CoV-2, pour pénétrer dans les cellules hétes, ils reconnaissent le récepteur de I'enzyme
de conversion de I'angiotensine 2 (ACEZ2) sur les cellules hotes a travers le domaine de liaison

au récepteur (RBD) (Figure 3).
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/J Receptor-binding domain
\ (RBD) antibody

N-terminal domain \ ,
(NTD) antibody >\ /

$2 subunit

antibody < ‘i,

Figure 2 : Le domaine RBD (receptor binding domain) est la région de la protéine spike

Entrant en contact avec le récepteur cellulaire ACE2 qui sert de porte d’entrée au SARS-CoV?2
dans les cellules qu’il infecte (Grant et al,2020).

RBD Spike Protein
Covid-19

ACEZ human

Spike Protein acgass

Figure 3 :(a) Structure du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine S du SARS-
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CoV-2. (Rubans bleu) complexé avec 'ACE2 humaine (rubans rouge). Le ruban vert indique
le motif de liaison au récepteur (RBM) dans les résidus d'acides aminés 424-494 ou 438-504.
(b) Le site actif de I'ACE2 (couleur jaune) qui interagit directement avec le RBD de la protéine
S du SARS-CoV-2. L'interaction entre la protéine S de SARS-CoV-2 et hACE2 est stabilisée
par une liaison hydrogene (lignes vertes) entre Arg439 (protéine S de SARS-CoV?2) et Glu329
(hACE2) (Gupta et al,2020)

La protéine S présente deux formes de structure, dont I'état fermé et I'état ouvert. A I'état
fermé, les trois motifs de reconnaissance ne dépassent pas de l'interface formée par trois

protomeres de la protéine S.

Dans I'état ouvert, le RBD est dans la conformation "up « en haut. L'état ouvert est
nécessaire pour la fusion de la protéine du SARS-CoV-2 et des membranes de la cellule héte,
facilitant ainsi la pénétration du SARS-CoV-2 dans les cellules hotes (Grant et al,2020). La
Glycoprotéine S est a la base de la plupart des candidats vaccins ; elle se lie aux récepteurs
membranaires des cellules hotes via son RBD et assure une fusion virale avec les cellules hétes
(Neuman et al,2011). Son principal récepteur est I’ACE2, bien qu'une autre voie via CD147 ait
également été décrite. Les glycanes attachées a la protéine S aident le virus a se fixer
initialement a la cellule hote et agissent comme un manteau qui aide le virus a s'‘échapper du
systéeme immunitaire de I'hote.

En fait, une étude a montré que les glycanes couvrent environ 40 % de la surface de la
protéine de pointe. Cependant, 'ACE2-RBD s'est avéré étre I'épitope le plus grand et le plus
accessible (Nal et al,2005). Ainsi, le vaccin cible le domaine de liaison au récepteur de la
glycoprotéine Spike (essentiellement le RBD), a condition qu'il reste accessible et stable dans
le temps. Par conséquent, il est important de surveiller l'introduction de toute mutation qui
pourrait compromettre la potentielle efficacité d'un vaccin candidat. La protéine M est la
protéine virale la plus abondante présente dans la particule du virion, donnant une forme définie
a l'enveloppe virale (Schoeman,2019), elle se lie a la nucléocapside et agit comme un

organisateur central de I'assemblage des coronavirus (Nieto-Torres et al,2009).

Les protéines M des coronavirus sont trés diverses en termes de contenu en acides
aminés, mais conservent une similarité structurelle globale au sein des différents genres, elle
possede trois domaines transmembranaires, flanqués d’une courte extrémité aminée a l'extérieur

du virion et d'une longue extrémité carboxyl terminale (DeDiego et al,2007).

La protéine E du coronavirus est la plus petite des principales protéines structurelles
(Chang et al,2006), elle joue un rdle dans I'assemblage, la pathogenese et la libération du virus

(Sheikh et al,2020). 1l s'agit d'un petit polypeptide membranaire intégral qui agit comme une
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viroporine (canal ionique) (McBride ,2014)). L'absence de cette protéine est liée a l'altération
de la virulence des coronavirus en raison de changements dans la morphologie et le tropisme
(Fan et al,2005).

La protéine N des coronavirus est polyvalente. Parmi plusieurs fonctions, elle joue un
réle dans la formation de complexes avec le génome viral, facilite I'interaction avec la protéine
M nécessaire lors de I'assemblage du virion, et améliore I'efficacité de la transcription du virus
(Stohlman et al,1988) (You et al,2005). Elle possede trois domaines différents et extrémement
conservés, a savoir un domaine N terminal (NTD), un domaine de liaison a I'ARN ou une région
de liaison (LKR), et un domaine carboxyl-terminal (CTD) (Cui et al,2015). Le NTD se lie a
I'extrémité 3° du génome viral, peut-étre par I'intermédiaire d'interactions électrostatiques, et est
tres divergente a la fois en longueur et en séquence (I’émergence sans fin des variants 2022).
Le LKR peut interagir directement avec I'ARN in vitro et responsable de la transduction du
signal cellulaire (MohdGazzali ,2020) (Wu et al,2020) Il module également la réponse
antivirale de I'n6te en agissant comme un interféron (IFN) et un antagoniste de I'ARN (Nagvi
et al,2020).

» Génome

Le génome est constitué d'un brin d'ARN de polarité positive pour interagir avec la
nucléoprotéine de capside (N) pour former une nucléocapside en forme d'hélice (Grant et
al,2020).

En effet, le SARS-CoV-2 est un virus @ ARN simple brin de polarité positive d’environ
30 Kb et sa structure génomique suit les caractéristiques des génes de coronavirus connus
(Kim et al,2020). La poly protéine ORFlab couvre les deux tiers du génome viral est clivée
en de nombreuses protéines non structurales (nspl a nspl6). La troisieme partie du génome
du SRAS-CoV-2 code pour les principales protéines structurales ; Gp spike (S), enveloppe
(E), nucléocapside (N), et membrane (M). En outre, six ORF, a savoir ORF3a, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8 et ORF10, n’ont pas de fonction connue (Rice,2004) (Figure 4).

Nsp1l assure la médiation du traitement de I'ARN et la réplication. Nsp2 module la voie
de signalisation de la survie de la cellule héte. Nsp3 est censé séparer la protéine traduite.
Nsp4 contient le domaine transmembranaire 2 (TM2) et assure le réarrangement de la
membrane. Nsp5 participe au processus de la poly protéine pendant la réplication. Nsp6 est
un domaine transmembranaire présumé domaine. La présence de nsp7 et nsp8 augmente de
maniéere significative l'association de nspl12 et de 'ARN modele-primaire. Nsp9 fonctionne

comme une protéine de liaison a I'ARNSss. Nsp10 est critique pour la méthylation de la coiffe
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des ARNm viraux. Nsp12 contient I'ARN polymérase ARN dépendante (RdRp), qui est un
élément critique de la réplication/transcription des coronavirus. Nspl13 se lie a I'ATP et le
domaine de liaison au zinc de nsp13 participe au processus de réplication et de transcription.
Nspl4 est un domaine exoribonucléase de relecture. Nspl5 posséde une activité
endoribonucléase dépendante du Mn (2+). Nspl6 est une 2'-Oribose méthyltransférase
(Zhang et al,2021)

Q 50100 ’IOQOO 15900 20900 25(|)OO 29?03
7a7b
L ORF1la ORF1b S 3aEM6|/8N 3' UT
ﬂ [ AAAAA
TRS-B TRS-B
V [ —
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7b =
8 ' .....
(‘ ?’ N . .....

Figure 4 : Présentation schéematique de I'organisation du génome du SRAS-CoV-2, des

ARNM sous génomiques canoniques et de la structure du virion (Rice,2004).

1.2.5. Cycle de réplication virale du SARS-CoV-2 :

Le cycle du virus dans la cellule hote se répartit en trois grandes étapes : L’entrée du
virus dans la cellule hote, suivie de la réplication du génome et ensuite la libération de nouveaux
virions. La capacité d’un virus a entrer dans une cellule hote pour I’infecter, repose sur la
reconnaissance d’un récepteur que celle-ci exprime a sa surface. Dans le cas du SARSCoV-2,
c’est la protéine S qui est responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire et elle utilise

comme récepteur I’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2 (ACE2) (Figure 5).

L'ACE2 est une metalloproteinases composee de 805 acides aminés, caractérisée comme
un contre-régulateur du systeme rénine-angiotensine-aldostérone, responsable du clivage des
angiotensines | et Il en peptides (angiotensine (1-9) et (1-7), respectivement) dont les effets
s'opposent aux actions vasoconstrictrices/pro-inflammatoires des angiotensines généerées par

I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) (Hoffmann et al,2020) (Gupta et al,2020)
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Le cycle de vie du SARS-CoV-2 commence par la liaison du domaine de liaison au
récepteur (RBD) de la sous-unité S1 de la protéine spike a l'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2 (ACE2) qui est exprimée a la surface des cellules épithéliales des voies
respiratoires et de I'intestin (Chakraborty,2020) (Coutard et al,2020). Au contact des cellules,
le virus pénetre dans les cellules hétes par fusion directe des membranes de la cellule héte et
I’enveloppe du virus et/ou par endocytose en utilisant la sous-unité S2 de la protéine spike
(Hoffmann et al,2020) (Wu et al,2020).

La protéine spike est synthétisée sous la forme d'un précurseur inactif et les clivages
ultérieurs par les protéases cellulaires provoquent des changements de conformation de la sous-
unité S2, rendant la protéine spike fonctionnellement active et préte pour la fusion membranaire
ultérieure (Wang et al,2020). Dans une entrée par fusion directe, la protéine spike est clivée par
la protéase transmembranaire sérine 2 (TMPRSS2) a proximité de I'ACE2 aprés la formation
du complexe spike-ACE2, ce qui déclenche la fusion membranaire avec la cellule hote et la
libération du génome viral dans les cellules hotes (Buratta et al,2020). D'autres protéases telles
que la trypsine, la plasmine et le facteur Xa peuvent également contribuer a ce processus (C.F.
Baer,2008) (Sanjuan,2010).

Le virus peut également pénétrer dans la cellule hdte par un processus médié par
I'endocytose. L'activation de la protéine spike semble avoir lieu dans les endosomes par I'action
de la furine et de la cathepsine B/L (CatB/L) dans les endo-lysosomes (C.F. Baer,2008)
(Gribble et al,2020), ce qui favorise finalement la fusion de I'enveloppe virale avec la

membrane de la cellule héte et la libération de I'ARN viral.

L'ARN viral génomique dans le cytoplasme des cellules infectées peut étre traduit en
deux polyprotéines, ppla et pplab (J.W. Drake,1993), qui sont traitées par deux protéases
virales, la protéase de type 3C (3CLpro), egalement connue sous le nom de protéase principale
(Mpro), et la protéase de type papaine (PLpro), pour générer 16 protéines non structurelles
(NSP) matures (C.F. Baer,2008) (Eigen,2020). Parmi elles, la nsp12, également appelée ARN
polymérase ARN-dépendante (RARp), s'assemble avec plusieurs NSP pour former un complexe
de réplication et de transcription (RTC) ancré sur des vésicules a double membrane (DMV),
responsable de la réplication et de la transcription du génome viral (Gorbalenya,2006). Les
produits de I'ARN viral sont transportés vers le cytosol par un complexe de pores moléculaires
a travers la double membrane (McAloon et al,2020). Ensuite, les protéines structurelles,
notamment S, E et M (sont traduites dans le réticulum endoplasmique (RE) et transportées vers

I'appareil de Golgi pour l'assemblage des virions. L'/ARN génomique viral et la protéine
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structurelle N sont bio synthétisés et assemblés dans la nucléocapside dans le cytoplasme, puis
associés aux protéines structurelles virales pour produire de nouveaux virions. Enfin, les virions

sont libérés de la cellule infectée par exocytose (Pedersen,2020).
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Figure 5 : Schéma montrant le cycle de vie du SARS-CoV-2 dans les cellules hétes (Buratta et
al,2020)

1.2.6. Variabilités génétiques du SARS-CoV-2 :

La variabilité génétique des virus présente un intérét considérable sur le plan médical et
biologique, car elle a un impact important non seulement sur la prévention et le diagnostic des
maladies infectieuses, mais aussi pour les potentielles perspectives de thérapie. Les mutations,
délétions et recombinaisons sont considérées comme les origines de la variabilité génétique du
SARS-CoV-2. Les mutations sont le fondement de I'évolution et la source de la variation
génétique puisqu'elles peuvent fournir la variabilité nécessaire sur laquelle la sélection naturelle

peut agir et générer de la diversité (Liu et al,2020). Les virus a ARN sont particulierement
12
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susceptibles d'avoir des taux de mutation élevé pendant la réplication du génome et sont le plus
souvent sans effets. Parfois, ces taux élevés sont corrélés a une transmissibilité et / ou un
échappement immunitaire accrue, des caractéristiques qui sont considérées comme bénéfiques

pour les virus (Su et al,2020).

Il est connu que dans la plupart des virus a ARN, I'ARN polymérase ARN dépendante
n’a pas d'activité correctrice, a quelques exceptions dont les coronavirus tels que le SARSCoV-
2. En plus des mutations, la recombinaison génomique est un événement courant du processus
de réplication chez les coronavirus et peut jouer un réle important dans la génération de la
diversité (Varga et al,2020)). La recombinaison est dirigée par la protéine non structurelle
nspl4 3-5' exoribonucléase (Nspl4-ExoN). Il a été démontré que l'inactivation génétique in
vitro de Nspl14-ExoN diminuait de maniere significative la fréquence et les modeles modifiés
de recombinaison dans les cellules infectées et les virions libérés (Maccio et al,2021). Ainsi, le
taux élevé de mutations observé dans les virus a ARN, di a I'absence ou la déficience de
l'activité de relecture conduit a une hétérogénéité génétique qui les aide a s'adapter et a
surmonter les défis environnementaux tels que le changement d'héte, le traitement antiviral et
les réponses immunitaires, mais d'un autre co6té, l'accumulation de mutations déléteres
excessives peut entrainer des erreurs qui peuvent conduire a I'extinction de I'espéce virale
(Lukassen et al,2020) (Nalbandian et al,2021). Ainsi, I'environnement peut exercer une
pression sélective sur les mécanismes impliqués dans I'ajustement du taux de mutation en
contrélant le processus de réplication des organismes a grand génome, notamment les
coronavirus comme le SRAS-CoV-2 qui, parmi d'autres virus a
ARN, contiennent des génomes plus grands et présentent une activité 3’ -5’ Exon différente
de celle des virus a génome plus court ou cette activité est absente (Fink,2005).

Les mutations les plus importantes SARS-CoV 2 ont un impact sur la transmissibilité
des souches, la sévérité de la maladie, le diagnostic virologique ainsi que I’efficacité des

vaccins.

.2.7. Variants du SARS-CoV-2:

Il existe plusieurs dénominations en fonction des instances : GISAID, Nextstrain, Pango et
I’OMS (Lettres alphabet grec) pour nommer et suivre les lignées génétiques du SARS-CoV-2
avec une évolution et changement rapide méme pour un méme variant. Les principaux variants

sont : Variant delta, variant mu, Omicron.
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1.3. Epidémiologie

1.3.1. Modes de transmission

Comprendre le mode, I'heure et le type de transmission du SARS-CoV-2 est essentiel
pour le développement des mesures efficaces de santé publique et de prévention des infections
visant a briser la chaine de transmission. Le SARS-CoV-2 se transmet principalement d'une
personne a l'autre par contact direct, indirect ou étroit par les gouttelettes respiratoires, la salive
ou par les sécrétions respiratoires, soit en étant inhalé, soit en se déposant sur les surfaces
muqueuses, y compris les aérosols produits lors de la toux et de la parole.

Le virus peut étre transmis indirectement en touchant une surface ou un objet
préalablement contaminé par le virus, puis en se touchant le visage, les yeux ou la bouche. A
noter que la transmission par contact avec les objets contaminés est considérée comme possible,

bien qu’on n’ait pas isolé de virus cultivable en situation réelle (Pan et al,2020).
1.3.2. Contagiosité et période d’incubation :

La période d'incubation est estimée entre 1 et 14 jours, avec une médiane de 5 a 6 jours
(Guilliams,2013). L'infectiosité culmine environ 1 jour avant I'apparition des symptdmes et
diminue dans les 7 jours. Le taux de reproduction de base (Ro) de la maladie, défini comme le
nombre attendu de nouveaux cas d’une maladie directement générés par une personne infectée
dans une population ou tous les individus sont sensibles a I'infection était estimé début 2020,

d’apres les données de 1’épidémie en Chine, a 3,28 en moyenne. Le RO est influencé par des

facteurs biologiques tels que : « La contagiosité apres infection 29 « La voie d'infection et le

mode de transmission, qui reste plus ou moins constants au cours d'une épidémie « La fréquence

des contacts entre les individus de la population et la probabilité qu'un contact entre un individu

infectieux et un individu sensible entraine une infection.

L'interprétation est généralement présentée comme simple ; on s'attend a ce qu'une
pandémie continue et que I’agent infectieux réussisse a infecter davantage d’hotes si le RO a
une valeur supérieure a 1, et a ce qu'elle diminue si le RO est inférieur a 1.

1.4. Histoire naturelle de la COVID-19 :
1.4.1. Physiopathologie :
La pathogenése du SRAS-CoV-2 est caractérisée par deux aspects principaux tres diversifiés,

les principaux sont résumés a travers les points suivants :
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. Le déséquilibre de la réponse immunitaire innée et acquise avec une sur activation
critique du systeme immunitaire inné conduisant a un syndrome de libération de cytokines,
également connu sous le nom de "tempéte de cytokines™ (Bajaj et al,2021).

. La liaison du SRAS-CoV-2 au récepteur ACE-2, un important régulateur du systeme
rénine-angiotensine-aldostérone et la réplication du SARS-CoV-2 avec I’effet cytopathique
qu’il engendre (Giamarellos et al,2020). L'évolution sévere et I'issue potentiellement létale du
SRAS-CoV-2 sont généralement prédites par la présence d'un déréglement des deux facteurs
susmentionnés (Ruan et al,2020).

. Outre les mécanismes physiopathologiques susmentionnés, il a également été démontré
que le SRASCoV-2 entraine des modifications fonctionnelles et structurelles généralisées de
I'endothélium, similaires a celles de I'endothélite. Elles sont déclenchées par des cytokines
libérées par le systeme immunitaire inné et/ou par une infection directe des cellules
endothéliales (82,83) (Suzuki et al,2003) (Lei et al,2021). Ici, les petits vaisseaux semblent étre
particulierement touchés, de sorte que I'endothélite induite par COVID-19 est probablement une
vasculite des petits vaisseaux dans laquelle les gros vaisseaux ne semblent pas étre touchés
(Chen,2021).

. En plus du récepteur ACE-2, la protéase TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protéase
2) est également nécessaire a la pénétration du virus dans la cellule. Cette protéase est
principalement exprimée sur les cellules épithéliales, par exemple dans le poumon, le rein, le
foie et I'intestin (Wu C et al,2020) (European Centre for Disease Prevention and Control 2020 :
ECDC)

. Dans I'évolution délétere d'une infection a COVID-19, une évolution bi ou tripartite a
été fréqguemment observée. Cette évolution peut également étre assez bien décrite sur le plan
pathogénigue en relation avec le systéme immunitaire (Center Disease Control and Prevention
2021 : CDC), de sorte que l'on peut supposer, sur la base de la corrélation temporelle, que le
systeme immunitaire en est responsable. Aprés l'infection des cellules exprimant les récepteurs
de surface des enzymes de conversion de I'angiotensine 2 (ACE-2) et TMPRSS2 par le SRAS-
CoV?2, le virus se réplique activement et est libéré de la cellule héte (Thakur et al,2021) ce qui
entraine une fuite vasculaire, qui peut consécutivement libérer d'autres substances (par exemple
I'ATP) et ainsi influencer d'autres cellules voisines telles que les cellules épithéliales et
endotheliales et les macrophages alvéolaires. Cela déclenche un environnement pro
inflammatoire avec la libération de cyto- et de chimiokines, qui attirent les monocytes,

Les macrophages et les lymphocytes T sur le site de I'infection, déclenchant ainsi une nouvelle

inflammation et mettant en marche une boucle de rétroaction pro-
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Inflammatoire dans le sens d'un cercle vicieux. Dans les 5 a 6 jours suivant l'apparition des
symptomes, la charge virale du SRAS-CoV-2 atteint son maximum (Dorjee et al,2020).

Dans le cas d'une réponse immunitaire adaptée, le systeme immunitaire inné, composé de
macrophages résidents, de cellules dendritiques, de granulocytes et de cellules NK, constitue la
premiére défense (Berger,2020). Ces cellules présentatrices d'antigenes (CPA) présentent
l'antigene a leur surface par l'intermédiaire des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) et entrainent ainsi l'activation ultérieure des cellules B et T (virales)
spécifiques de I'agent pathogéne avec la formation d'anticorps spécifiques de I'antigéne. Chez
les individus immunocompétents, les cellules infectées par le virus peuvent étre éliminées par
les cellules T cytotoxiques avant que celui-ci ne se propage davantage. En outre, les anticorps
neutralisants anti-Spike, les macrophages alvéolaires et les cellules apoptotiques entrainent la
clairance du virus et ne causent que des dommages mineurs aux poumons, ce qui conduit a un
rétablissement complet aprés le premier pic au jour 5-8, comme on le constate chez la majorité
des personnes infectées par le SRAS-CoV-2.

Dans le cas dune réponse immunitaire déficiente (comme celle observée dans
I'immunosénescence) (Paybast,2020) ou d'une surinfection bactérienne, la boucle de
rétroaction pro inflammatoire peut conduire a une accumulation pulmonaire supplémentaire de
cellules immunitaires, entrainant une surproduction de cytokines pro-inflammatoires avec
hyper inflammation (Hess,2020). Cette hyper inflammation peut endommager le tissu
pulmonaire et ainsi entrainer une fibrose pulmonaire, comme décrit ci-dessous. La
généralisation de ce qu'on appelle l'orage de cytokines entraine une atteinte systémique de
plusieurs organes (Trejo-Gabriel-Gal,2020). Par conséquent, la gravité de la maladie n'est pas
seulement determinée par l'infection virale avec atteinte des voies respiratoires, mais aussi par
la réponse immunitaire généralisée de I'note.

. Outre le systtme immunitaire, le systéme rénine-angiotensine-aldostérone joue
également un réle déterminant, comme nous l'avons déja décrit plus haut. Cela conduit a un
cercle vicieux de production d'angiotensine Il (Ang Il), qui a également un effet pro-
inflammatoire (Lee,2020), et a la régulation négative du récepteur ACE2 (Hess,2020), qui
affecte principalement I'endothélium arteriel et veineux. Une infection directe de I'endothélium
vasculaire a également été décrite (Huo,2020), ce qui réduit la densité des récepteurs ACE2.
Cela crée un environnement pro adhésif pour I'agrégation et la migration des macrophages, des
leucocytes et des lymphocytes. Cela entraine a son tour la libération d'une variété de cytokines
ainsi que de facteurs de coagulation.

Les différentes cibles de la réponse immunitaire humorale et cellulaire anti-SARS-CoV-2 sont
résumée dans la figure 6.
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Figure 6 : Schéma résumant les cibles virales de I’immunité humorale et cellulaire dirigée contre

le SARS-CoV-2 (Wu et al,2020)

1.4.2. Manifestations cliniques :

L’infection par le SARS-CoV-2 semble progresser en trois phases : La phase
d’incubation est suivie d’une phase symptomatique qui apparait dans un délai médian de 5 jours
apres le comptage et concerne 70 % des patients infectés. Une phase d’aggravation dont le délai
median d'apparition du syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) a partir de I'apparition
de la maladie ou des symptomes chez 3,4% des patients est de 8 jours. Le taux de mortalité lié
au SDRA est autour de 50% (Hu0,2020) (Figure 7).

Les caractéristiques cliniques des patients atteints de la COVID-19 allaient de
I'asymptomatique dans les cas légers au syndrome de détresse respiratoire aigué et au déces
dans les cas graves. Les symptomes les plus courants du COVID-19 sont les suivants : signes
classiques d’infection respiratoire : fievre et toux accompagnées de myalgies, céphalées, maux
de gorge, congestion nasale, nausées, vomissements, diarrhées, agueusie ou anosmie (Wu et
al,2020) (Huang et al,2020). Les comorbidités fréquemment signalées pour la COVID-19 sont

I'nypertension, I'obésité, le diabete et les maladies cardiovasculaires (Center Disease Control
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and Prevention 2021 : CDC). Les facteurs de risque de mortalité étaient 1'age (> 60 ans), le sexe
masculin, les antécédents de tabagisme, I'nypertension, le diabéte, les maladies cardiaques et

les maladies rénales chroniques (Thakur et al,2021).

La COVID-19 affecte principalement le systéme respiratoire, car le virus SRAS-CoV2
pénétre et se réplique dans la muqueuse épithéliale des voies respiratoires supérieures. La
maladie peut entrainer des lésions myocardiques et des complications arythmiques (107,108),
des complications neurologiques, telles que des myalgies, des maux de téte, vertiges, troubles de
la conscience, hémorragie intracranienne, et I'nyposomnie (Dorjee,2020) (Berger,2020)

, et méme des accidents vasculaires cérébraux (Paybast,2020) (Hess,2020).

Des symptomes digestifs et des lésions hépatiques (Trejo-Gabriel-Gal,2020),
hypercoagulabilité et complications thrombotiques (Lee,2020) ont également été signalés. Les
patients critiques pourraient rapidement évoluer vers un SDRA, une acidose métabolique difficile
a corriger, un choc septique, un dysfonctionnement de la coagulation et une défaillance
fonctionnelle de plusieurs organes. Les complications graves comprenaient le SDRA, I'ARNémie
(charge virale détectable dans le sérum du SRAS-CoV-2), la défaillance de plusieurs organes et
l'insuffisance cardiaque aigue. Environ 26,1 % des patients ont été admis en soins intensifs en

raison de complications causées par COVID-19 (Haimei,2020).
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Figure 7 : Schéma résumant les altérations systemiques induites par le SARS-CoV-2.
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1.5. Diagnostic virologique du SARS-CoV-2 :

Dés les années 2000, les tests de détection de virus (la plupart difficiles a cultiver) ont été
développés a I’aide des techniques moléculaires principalement par PCR en temps réel. Le
SARS-CoV-2 repose sur Le diagnostic virologique de I’infection, et comme pour toute infection
virale, sur la combinaison de deux types d’approches :

. L’une, directe, qui vise a déceler le virus ou ses composants (ARN et protéines),
représenté par la RT-PCR

. L’autre, indirecte, qui repose sur la mise en évidence d’une réponse immunitaire
humorale (anticorps) générée par 1’hdte au cours de la Covid-19 (techniques sérologiques) oula

recherche des protéines virales par des anticorps spécifiques (technique antigéniques).

1.6. Traitement :

Les scientifiques du monde entier tentent de trouver et de mettre au point des traitements
contre la COVID-19. Les soins de soutien les plus efficaces sont 1’oxygénothérapie pour les
patients dans un état grave et ceux qui risquent de développer une forme grave de la maladie,
ainsi qu’une assistance respiratoire plus poussée, comme la ventilation pour les patients dans un
état critique. Par ailleurs, il a été rapporté que la dexaméthasone est un corticostéroide qui pourrait
contribuer a réduire la durée de placement sous respirateur et a sauver des patients dans un état

grave ou critique.

Le processus de vaccination est I'approche médicale la plus efficace pour la prévention et
le contrdle des maladies. Le développement et I'utilisation réussie de vaccins a non seulement
prouvé son efficacité mais a aussi sauvé des millions de vies chaque année et limité de grandes
pertes financiéres notamment en matiere de santé publique. Les vaccins antiCOVID-19 ont
globalement été developpés en un temps record. Les plus connu sont les vaccins a base de virus
entier inactivé ainsi que les vaccins a ADN et ARN. Néanmoins, Il est évident que cette situation

sanitaire a été une formidable opportunité pour lancer ces nouveaux vaccins a grande échelle.
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Le but de ce travail est d’étudier la variation de différents parametres biologiques au
cours du COVID-19 tout en essayant de comparer ces changements entre les patients sans
comorbidité (nommé dans I’étude groupe SCOM) et les patients présentant des pathologies

inflammatoires ou métaboliques (nommé groupe COM).

Il s'agit d'une étude descriptive rétrospective qui a intéressé une population de cent (100)
patients qui ont été hospitalisés a ’EPH BOUFARIK avec état critique suite a I’infection par le
COVID-19. L’étude a été menée au laboratoire central de I’EPH sur une période de trois mois

(Janvier 2022 — Mars 2022).
Les paramétres métaboliques et inflammatoires analysée étaient :

- Glycémie

- Bilan rénal : créatinine et I’'urée

- Bilan hépatique : bilirubine, transaminases (GOT et GPT), et la phosphatase alcaline
(PLA).

- Protéine C- réactif (CRP)

- Taux des leucocytes et des plaquettes

- Facteurs hémodynamiques : Le taux de prothrombine (TP) et I’indicateur de coagulation

INR (International Normalized Ratio).
11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

» Patients

Notre étude a porté sur un échantillon de 70 patients pour le groupe COM (agés de 1989
ans avec une moyenne d’age de 65.36£1.9 ans) et 30 patients pour le groupe SCOM (agés de

26-70 ans avec une moyenne d’age de 48.47+2.1 ans).

Les informations démographiques des deux groupes ont été obtenues a partir de leurs

fichiers d’hospitalisation et de surveillance (annexe 1).

La positivité en RT-PCR pour les deux groupes ainsi que les facteurs de comorbidité
sont pris comme facteur d’inclusion, les patients qui ont été hospitalisés mais avec une RT-PCR

négative ont été exclus méme s’ils ont développé un tableau clinique sévere et caractéristique
de laCOVID-109.
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* Préléevements nasaux

Le prélévement, la conservation et le transport appropriés de I’échantillon sont essentiels
pour les performances de ce test. Le préléevement inadequat des échantillons, leur manipulation

et/ou transport incorrects peuvent produire de faux résultats.

Les échantillons sur écouvillon nasopharyngé, sur écouvillon nasal et
d’aspiration/lavage nasal peuvent étre conservés a température ambiante (entre 15 °C et 30 °C)
pendant une période maximale de 24 heures dans du milieu de transport viral ou 48 heures dans
une solution physiologique jusqu’a la réalisation de 1’analyse RT-PCR. Ou, les échantillons sur
écouvillon nasopharyngé, sur écouvillon nasal et d’aspiration/lavage nasal peuvent étre
conserves réfrigérés (entre 2 °C et 8 °C) pendant une période maximale de 7 jours dans du
milieu de transport viral ou une solution physiologique jusqu’a la réalisation de 1’analyse RT-
PCR.

La procédure et les conditions du préléevement sont résumees et schématise dans la partie

annexe (Annexe 2).

« Prélevements sanguins

Pour la réalisation des dosages biochimiques et inflammatoires, des préléevements ont
été réalisé, des I'hospitalisation, sur tubes héparinés et secs. Apres centrifugation a 6000 rpm
pendant 12 minutes. Le sérum et ou le plasma ont été récupéreés et les dosages ont été conserveés

a +4°C. Les dosages ont été effectués rapidement dans les 24 heures.
11.1.2. Matériel non biologique

Les produits chimiques de bonne qualité analytique, les réactifs et I’appareillage utilisé
pour la réalisation des différentes expérimentations sont représenté dans la partie annexe
(Annexe 3).

11.2. Méthodes
11.2.1. Technique du diagnostic par RT-PCR
* Principe
Le diagnostic moléculaire confronte trois défis majeurs qui sont la détection de petites
quantités d’ARN viral pour réduire le nombre de faux négatifs, la différenciation de signal
positif parmi différents pathogenes pour diminuer le nombre de faux positifs et d’avoir un débit
important, afin de tester rapidement un grand nombre de patients avec la meilleure fiabilité.
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Pour cette raison et compte tenu de la physiopathologie de I’infection 8 SARS-CoV2, la PCR
en temps réel apres transcription inverse (RT-PCR) est le test de référence pour le diagnostic
précoce chez les patients suspectés d’infection par le SARS-CoV-2 sur des prélévements par
écouvillonnage nasopharyngés ou d'autres échantillons des voies respiratoires superieures, y

compris I'écouvillon de gorge ou, plus récemment, la salive.

La RT-PCR utilise la transcriptase inverse pour retro transcrire les molécules d'ARN en
molécules d’ADNc (complémentaire). Ensuite I'ADNc fonctionne comme une séquence modele

pour la réaction PCR.

Le diagnostic est possible en ciblant le gene spike (S) du virus pour différencier entre le
SARS-CoV-2 et le Sars-CoV-1, mais avec une sensibilité limitée. La sensibilité a été encore
améliorée lors de D’intégration d’autres geénes viraux spécifiques ; 1’enveloppe (E), la
nucléocapside (N), 'ARN dépendant de I'ARN polymérase (RdRp) et ORF1(Huang et
al,2020). Une comparaison entre tous les genes ciblés a révélé que les meilleurs résultats ont
¢té obtenus avec les génes RdRp, et les recommandations de 1’Organisation mondiale de la
santé (OMS) préconisent 1’utilisation des genes RdRp, E, N et S dans différentes combinaisons

(PCR multiplexe SARS-CoV-2) (Figure 8).

La rétrotranscription et I’amplification sont réalisées a I’aide d’un kit de qRT-PCR en
une étape utilisant un tube de réaction unique pour 1’étape de reverse transcription et I’étape
d’amplification, elle minimise les résultats faussement positifs et permet un gain de temps.

Il existe différents kits pour le diagnostic moléculaire du SARS-CoV-2 ; semi- automatisé,
automatisé ou POC (test unitaire avec extraction, amplification et détection dans une seule
cartouche ou cassette). Ce sont des tests essentiellement qualitatifs avec une idée indirecte sur

la charge virale a partir du Ct.

21



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Nonstructural proteins (nsp) Structural and accessory proteins

5 ORF1l1a

RdARP gene R, 2D 5 N2 gene
Do B ---e5 < Se-ces — ) ---eF
Primer F Probe-FAM Primer R R , Primer F v Primer R
\ [
k 73 Rp gene
A4 Gty
\ W = - ey —_—
\ S5e-=== _ --=-o 5
/’——— Multiplex mixture Primer F Probe-rOx Primer R

—_—

Fluorescence

‘amplification

Real-time RT-PCR Amplification curve

Figure 8. Schéma général de cibles moléculaires amplifiées par la RT-PCR
 Technique
La technique RT-PCR utilisée pour le diagnostic au niveau de 1’unité de biologie moléculaire
du laboratoire de I’EPH BOUFARIK est réalisée complétement sur un automate en utilisant le
kit Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV. L’extraction du matériel génétique viral est entrepris
par le kit d’extraction d’ARN Nucléo Spin Dx (Machenerey Nagel réf. 740895.50).

Le test Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV est un test de diagnostic in vitro automatisé pour
la détection qualitative et la différenciation de I’ARN des virus de la grippe A, de la grippe B,
du RSV et du SARS-CoV-2.

Le test Xpert XpressSARS-CoV-2/FIU/RSV est réalise sur les systemes GeneXpert. Les
amorces et les sondes du test Xpert Xpress SARS-CoV-2/ FIuU/RSV (Figure 9) sont congues
pour amplifier et détecter des séquences uniques dans ce qui suit :

- Geénes de la nucléocapside (N2)

- L'enveloppe (E) du génome du SARS-CoV-2,

Les systémes GeneXpert automatisent et intégrent la préparation des échantillons, I’extraction
et ’amplification de I’acide nucléique et la détection des séquences cibles dans des échantillons
simples ou complexes par PCR en temps réel et tests RT-PCR. Les systémes comportent un
instrument, un ordinateur et un logiciel préchargé pour 1’exécution des tests et 1’affichage des
résultats (Annexe 4). Les systémes nécessitent 1’utilisation de cartouches jetables a usage
unique qui contiennent les réactifs RT-PCR et hébergent les processus RTPCR. Les cartouches

étant closes, la contamination croisée entre les échantillons est réduite au minimum.
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Les étapes du test sont résumées par les points suivants (Figure 10) :

L’¢échantillon sur écouvillon nasopharyngé, sur écouvillon nasal ou d’aspiration/lavage

nasal est prélevé et placé dans un tube de transport contenant 3 ml de milieu transport

viral ou 3 ml de solution physiologique.

- L’échantillon est briévement mélangé en inversant le tube de prélévement 5 fois. A I’aide

de la pipette de transfert fournie,

- L’échantillon est transféré dans la chambre a échantillon de la cartouche Xpert Xpress

SARS-CoV-2/FIu/RSV.

- La cartouche GeneXpert est chargee sur la plateforme du systeme GeneXpert, qui

effectue le traitement des échantillons et la RT-PCR en temps réel pour la détection de

I’ARN viral de facon automatisée et sans intervenants.

Régions d'amplification PCR (positions selon SARS-CoV, NC_004718)
nCoV_IP2/12621-12727 géne E / 26141-26253 nCoV_IP4 / 14010-14116

- Sequences (5'-3') I'(i:i::' m:f:m Ref.
RdRp gene / nCoV_IP2

nCoV_IP2-12669Fw ATGAGCTTAGTCCTGTTG 17

nCoV_IP2-12759Rv CTCCCTTTGTTGTGTTGT 18 108 bp 1
nCoV_IP2-12696bProbe(+) AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA [5']Hex [3']BHQ-1 21

RdRp gene / nCoV_IP4

nCoV_IP4-14059Fw GGTAACTGGTATGATTTCG 19

nCoV_IP4-14146Rv CTGGTCAAGGTTAATATAGG 20 107 bp 1
nCoV_IP4-14084Probe(+) TCATACAAACCACGCCAGG [5']Fam [3']BHQ-1 19

E gene / E_Sarbeco

E_Sarbeco_F1 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 18

E_Sarbeco_R2 ATATTGCAGCAGTACGCACACA 20 125 bp 2
E_Sarbeco_P1 ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG [5']Fam [3']BHQ-1 20

Reverse transcription 55°C 20 min x1
Denaturation 95°C 3 min x1
95°C 15 sec o
Amplification = x50 Acquisition
58°C 30 sec
Cooling 40°C 30 sec x1

Figure9. Amorces et régions amplifies sur ’ADNc du virus et le cycle RT-PCR
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Figure 10. Schéma général de la RT-PCR en temps réel

11.2.2. Techniques de dosage des parametres métaboliques et inflammatoires
Les techniques de dosage enzymatiques colorimétriques ont été employées pour le
dosage des parametres suivants : Glycémie, créatinine, urée, bilirubine, transaminases (GOT et

GPT), et la phosphatase alcaline (PLA).

Le dosage de la CRP dans le sérum est réalisé par la méthode d’immunoturbidimétriesur

I’analyseur automatique Sélectera XE. Protéine C- réactif (CRP).

La concentration des plaquettes et des leucocytes sanguins ont été obtenu a partir de la

formule de numération sanguine et réalisée sur automate d'hématologie.

Les détails pratiques, ainsi que les normes relatives a chaque parametre sont résumes en

annexe (Annexe 5).
11.2.3. Expression statistique des résultats

Tous les résultats de comparaison entre les deux groupes sont exprimés en moyenne +
erreur standard et la comparaison entre les différentes moyennes sont effectuée par le test

ANOVA 1 en utilisant le logiciel Prism.5.
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La signification statistique entre les deux groupes COM et SCOM est exprimée par un
astérisque (*). Le degré de la signification statistique est en fonction de la valeur de la
probabilité P, il est :

- Significatif (* ou #) si p < 0,05
- Moyennement significatif (** ou ##) si p < 0,01

- Hautement significatif (*** ou ###) si p < 0,001
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I11.1. Description des groupes étudiées selon les caractéristiques démographiques

111.1.1. Répartition selon I’age

La tranche d’age 57-76 ans était la plus représentée soit 42,8% des cas 1’dge moyen était
de 65,36 proche a celui rapporté par Yang et al qui était de 63,7 ans. Zhou et al retrouvait 66
ans (Zhou et al,2020). Les résultats obtenus montrent une différence significative entre la
moyenne de groupe SCOM et COM, I’interprétation logique de cette différence pourrait étre
liée a D’apparition de comorbidité qui est souvent influencée par 1’age ; la majorité¢ des
perturbations métaboliques et /ou inflammatoires apparait en avant dans 1’dge et avec le
vieillissement (Figure 11 et 12).

Nous pouvons affirmer que I’age avancé supérieur a 60 ans augmente le risque des
dysfonctions. Ce résultat est superposable a I’age moyen des décédés dans la série de Yang et
al qui était 64 ans. L’analyse multi variée dans 1’étude de Zhou et al a montré un lien statistique

entre la survenu de déces et I’age plus avancé (Huo,2020)
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Figure 11. Répartition globale selon les classes d’age
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Figure 12. Comparaison entre la moyenne d’Age des groupes

111.1.2. Réparation selon le genre

Chez le groupe COM, Il existe une prédominance des hommes par rapport aux femmes
tout le longue de la période d’étude, le sexe masculin avec 44% cas positif (RT-PCR positif)
alors que les femmes représentent 56%. En revanche, un sexe ratio de 1 est retrouvé chez le
groupe SCOM, qui signifie une équivalence entre les fréquences des hommes et des femmes
(Figure 13).

La répartition des femmes et des hommes atteints de la covid-19 selon les classes d’age
révele une légere dominance des femmes, dans toutes tranches d’age, par rapport aux hommes
(Figure 14). Cependant, les raisons de cette différence ne sont pas claires, mais il suppose qu’il
y a une relation modulatrice entre les hormones et I'immunité. Certaines études proposent que
les hormones chez les femmes en activité génitale aident a réduire leur vulnérabilité aux
infections virales (Tunisie-coronavirus WEB). Ceci est, d’une part, en faveur de la fréquence faible
enregistrée chez les femmes du groupe SCOM comparant aux hommes, et d’autre part, il
pourrait expliquer ’optimum d’atteinte COVID19 retrouvés chez les femmes de tranche d’age

de 57a 76 et qui ne sont plus en activité génitale.

Groupe COM Groupe SCOM

¥ Homme

. Bremme

Figure 13. Répartition globale selon le genre
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Figure 14. Répartition des deux genres selon les classes d’age

On reconnait de plus en plus que les genes, en particulier ceux qui régulent la réponse
immunitaire de I'ndte, peuvent conférer une sensibilité différentielle et influencer la gravité et
le pronostic de l'infection par le SRAS-CoV-2. Plusieurs études de préediction in-silico et
moléculaire indiquent un rdéle important de divers genes codant I’ACE2, ’HLA, les cytokines

et composants du complément dans la COVID-19.
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Beaucoup de ces génes présentent des variations géographiques propre a chaque population et

conferent ainsi une sensibilité et / ou une résistance a diverses maladies virales.
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Influence du gene de I'enzyme 2 de conversion de I'angiotensine (ACE2) :

Il est maintenant admis que le SRAS-CoV-2 utilise I'ACE2 comme récepteur pour I'entrée dans
la cellule héte La fixation du SARS-CoV-2 sur I’ACE2 active une sérine protéase
transmembranaire-2 (TMPRSS2), également fortement exprimée dans les poumons, et
contribuant a la propagation du SARS-CoV-2. Des études de séquencage d'’ARN unicellulaire
ont également confirmé I'expression d'’ACE2 et de TMPRSS2 dans un large éventail de types de
cellules, notamment les kératinocytes cesophagiens, les tubules rénaux proximaux, les cellules
B pancréatiques et les cellules épithéliales gastro-intestinales C’est par la fusion de son
enveloppe avec la membrane cellulaire que le virus pénetre dans les cellules cibles. L’activité
du virus sur un organe donné dépendrait de I’existence et du nombre des récepteurs ACE2 sur
ses cellules.

Le gene ACEZ2 est situé sur le chromosome X en Xp22 et les variants fonctionnels potentiels
de ce gene modifient son activité transcriptionnelle. Des études scientifiques ont montré un lien
étroit entre le polymorphisme du géne de I’ACEL1 et le développement du COVID-19. Certains
polymorphismes nucléotidiques (SNP) situés dans les régions codantes du gene ACE2
présentent des fréquences alléliques variables selon la population considérés. (Cao et al,2020)
Les SNP, comme la rs758278442 et rs759134032 considérés comme protecteurs, montrent une
fréquence relativement plus élevée d'alleles mutants dans les populations asiatiques par rapport
a la moyenne mondiale. En revanche, la fréquence des alléles du SNP rs763395248, de
vulnérabilité, est relativement plus élevée dans la population européenne par rapport a une
moyenne mondiale (https : //www.ncbi.nlm.nih .gov / snp /). Une étude de modélisation
structurelle a prédit que certaines variantes de I'ACE2 pourraient offrir une résistance potentielle
a l'infection par le SRAS-CoV-2. (Hussain et al,2020)

On décrit quatre mutations faux-sens (K26R, 1468V, N720D et N638S) du gene ACE2 dans
diverses populations. Parmi ceux-ci, K26R a muté plus fréguemment chez les Caucasiens tandis
que 1468V a mute plus fréquemment chez les Asiatiques. De plus, les auteurs ont signalé une
expression variable du géne ACE2 parmi diverses populations, mais I'amplitude des différences
semble faible. (Li Q,2020) Par ailleurs, I'nypertension et le diabéte sucré (DM) sont les
comorbidités les plus fréquentes dans COVID-19 ; et qui sont modulées par ACE2. (Patel et
al,2012) Ceci conforte I’hypothése que la gravité accrue du COVID-19 chez les personnes
souffrant d'hypertension et de DM pourrait étre due au moins en partie a des altérations
pathologiques de la voie ACE2. De plus, il est maintenant bien documenté que I'ACE2 joue un

role clé dans le processus inflammatoire (Gaddam,2014), I’hyper-expression des cytokines et
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I’induction d’une inflammation vasculaire dans le modele de souris. (Thomas et al,2010).
L’ACE2 pourrait aussi moduler le profil des marqueurs des cellules T, des cellules B, des
cellules NK et de la réponse a l'interféron dans divers tissus humains. (Li M-Y,2020) Ces
données suggerent qu’au-deld du fait que I'ACE2 soit un récepteur du SRAS-CoV-2, il est
également implique dans la médiation des processus immunitaire en post-infection, y compris

la réaction inflammatoire.

111.1.3. Réparation selon la comorbidité

Dans notre étude, les patients atteints de la COVID 19 présentent majoritairement
comme comorbidité les pathologies cardiaques et hémodynamiques, cette catégorie représente
44.8% suivie de diabéte type | (22.8%) et diabéte type 11 (14.28%), et donc ces pathologies sont
estimées dans cette étude comme majoritaires. Le reste des pathologies ont noté une fréquence

plus faible et variables, et donc sont estimées comme minoritaires (Figure 15).

Grossesse

Prostatite

Goitre

Asthme

maladies rhumatismales

Cancer

Insuffisance rénale

Perturbations cardiopathologiques
Diabéte type Il

Diabéte type |

0 10 20 30 40 50
Fréquence %

Figure 15. Répartition globale selon la comorbidité

I11.2. Perturbations des parameétres métaboliques au cours de la COVID-19
111.2.1. Evolution de la glycémie

Dans cette étude, une élévation significative de la glycémie a été noté pour le groupe
COM, avec une moyenne de 2,23+0,15 par rapport a une moyenne inclue dans la norme pour le
groupe SCOM (0,8270 + 0,018) (P value <0,0001) (Figure 16). Chez le groupe COM,

I’hyperglycémie est rencontrée chez ’ensemble des patients a une fréquence de 100% pour les
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malades ayant une insuffisance rénale, goitre, maladies rhumatoides et les femmes enceintes.
Cette fréquence reste relative et non représentative car le nombre des patients atteints de ces
comorbidité dans la cohorte étudiée, reste tres faible par rapport aux trois pathologies
majoritaires les cardiopathies, diabéte type | et diabéte type 1. Ces derniers ont respectivement
des fréquences d’hyperglycémie de 62%, 61.5% et 38.5%. Toutefois, aucuns patients du groupe
SCOM n’a montré une hyperglycémie (Tableau ).

En effet, le diabéte est 1’'une des comorbidités les plus importantes liées a la gravité de
I’infection par le SARS-CoV-2, cette constatation a été démontrée par plusieurs travaux. Les
premieres données qui ont émergé de Wuhan, en Chine, mettaient en évidence une prévalence
du diabete de 12 a 22 % chez les patients hospitalisés pour la COVID-19. Cette association entre
diabete et formes graves de la COVID-19 a été confirmée dans un premier temps au niveau
national en Chine, puis confortée par les données des Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) aux Etats-Unis montrant une prévalence du diabéte de 6 %, 24 %, et 32 %
chez les personnes COVID-19 positives, respectivement non hospitalisées, hospitalisées sans
soins intensifs et hospitalisées avec soins intensifs (CORONADO investigators, et al,2020).

L’hyperglycémie a été retrouvée chez 45 % et 52 % des patients dans les études de Wu
et al. Et Chen et al., respectivement (Wu z,2020). Elle peut étre expliquée par I’hypersécrétion
de glucocorticoides endogenes secondaire dans le contexte de stress induit par I’infection ou par
I’utilisation de corticoides a visée thérapeutique. Ilias et al. Ont suggéré que le SARS-CoV-2
pourrait avoir une action directe dans le déréglement glycémique comme le SARS-CoV-1 ou le
MERS-CoV, qui, respectivement, provoquait une défaillance des Tlots de Langerhans et activait
la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) (Huo,2020).

De récentes études ont montré que la protéine ACE2, qui sert de porte d’entrée cellulaire au
SARS-CoV-2, est exprimée par les cellules béta humaines adultes (ainsi que par les cellules
alpha qui sécrétent I’hormone glucagon qui, a I’inverse de I’insuline, augmente le taux de
glucose dans le sang).

Une étude parue en juillet 2021 dans la revue Cell Stem Cell a montré que I’infection par le
SARS-CoV-2 des cellules endocrines (sécrétrices d’hormones) du tissu pancréatique

s’accompagne de la production accrue de chimiokines

Cette étude a utilisé des cellules endocrines pancréatiques générées a partir de cellules souches

pluripotentes humaines (hPSC). Elle a montré aprés infection par le SARS-CoV-2 une
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production robuste des chimiokines CCL2, CXCL5 et CXCL6 ainsi que des marqueurs de
I’apoptose (mort cellulaire). Les chercheurs ont également montré que le SARS-CoV-2 infecte
in vitro les cellules composant des organoides de pancréas (organes miniatures obtenus a partir
de hPSC, mais dépourvus de cellules immunitaires) préalablement transplantés a des souris

humanisées.

Les molécules HLA sont un composant de régulation immunitaire, codées par les génes du
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Les génes des molécules HLA sont candidats
pour conférer une sensibilité ou une protection vis-a-vis des maladies infectieuses. Le
polymorphisme génétique extréme au niveau des génes HLA explique les variations

individuelles de la réponse immunitaire contre le SRAS-CoV-2.

Une étude in silico sur la variabilité génétique entre les genes HLA de classe | a suggéré que
les genes HLA-A, -B et -C pourraient affecter la sensibilité et la gravité de I'infection par le
SRAS-CoV-2. (Xiong P et al,2008).

Cette étude a observé que l'allele HLAB * 27 : 01 pouvait augmenter la sensibilité au COVID-
19, car cet allele avait le moins de peptides de liaison prévus pour SARSCoV-2. Et en sait que

I’haplotype HLAB * 27 et en étroite association avec le diabete type 1.

Kkk . |
] 1
5_
44
2z 3
e
S 2
17 E—
0 T T
ooé ooé
S

Figure 16. Comparaison du taux de la glycémie entre les deux groupes COM et SCOM
Tableau I. Perturbation de la glycémie en fonction des comorbidités
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Groupe N 24 N°15 N°31 N°1 00 N°2

(61,5%) (38,5% (62% (100% (10
coM 3 ) ) ) )
Grou pe 00 00 00 00 00 00
SCOM

Le résultat dans chaque cellule est en forme de n(effectif %) relativement pour les deux groupes COM et SCOM
111.2.2. Evolution du bilan rénal

L’analyse de la perturbation du bilan rénal démontre une perturbation exprimée par une
augmentation significative de I’'urée (moyenne de 0,4749 +0,028 dans le groupe COM versus a
une moyenne de 0,2583 £ 0,00 dans le groupe SCOM, avec une P value <0,0001). Nous avons
observé également une augmentation significative de la créatine chez le groupe COM (avec une
moyenne de 15,91 £1,00 par rapport a une moyenne de 8,805 + 0,24 dans le groupe SCOM,
avec une P value <0,0001) (Figure 17). En écartant les comorbidités minoritaires, le diabéte
type | a été la comorbidité qui a montré plus de perturbation rénales (une fréquence de 58.9%
pour I’élévation de la créatinine et de 1’urée), suivie des cardiopathies et du diabéte type Il. En
revanche aucune perturbation du bilan rénale n’a été signalée pour les patients du groupe SCOM

(Tableau I1 et I11).

Des les premiers mois de la pandémie, plusieurs études ont rapporté une atteinte rénale
extrémement fréquente chez les patients atteints de COVID-19. Cette atteinte peut se présenter
sous forme d’une insuffisance rénale aigue (5-35% des patients), d’une hématurie (30-40%)
et/ou d’une protéinurie (40-65%). En réanimation, les premieres études en provenance de Chine
estimaient la prévalence de I’insuffisance rénale a 23 % en moyenne (14-35 %) (Chen X et

al,2020).

Les études les plus récentes, principalement réalisées en Europe ou aux Etats-Unis,
retrouvent une prévalence de I’insuffisance rénale plus élevée, souvent au-dela de 50 %. Ces
différences d’incidence observées entre la Chine et les pays occidentaux pourraient en partie
s’expliquer par des facteurs génétiques (Wong,2015).

L’atteinte rénale est un critére de gravité. L’analyse par PCR d’organes de patients
décédes de la COVID-19 a révélé que les reins sont parmi les organes-cibles les plus
fréquemment touchés par le virus, apres les poumons. La fréquence ¢élevée de I’atteinte rénale
est expliquée par la présence du récepteur viral ACE2 (angiotensin converting enzyme 2) et de
ses corécepteurs a la surface de cellules rénales. Le virus est ainsi susceptible d’affecter

plusieurs compartiments du rein, dont les glomérules, I’endothélium et le tubule proximal Un
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certain nombre de facteurs de risque ont été identifiés, tels que 1’dge, les comorbidités

(hypertension artérielle, diabete, surpoids. Insuffisance rénale chronique).
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Figure 17. Comparaison des parameétres du bilan rénal entre les deux groupes COM

et SCOM
Tableau Il. Perturbation de I’urée en fonction des comorbidités
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Groupe | N°23(58,9%) N°15 (38 ,5%) N°26 (52%) N°1 00
COM (100%

)
Groupe |00 00 00 00 00
SCOM

Tableau I11. Perturbation de la créatinine en fonction des comorbidités

UELE b pat SLLL
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créatinine dioH€s
N°37
(52,8%)

Can
cer

Groupe | N23 (58,9%) N°15 (38,5%) N°26 (52%) N°1 (100%) 00
COM

Groupe | 00 00 00 00 00
SCOM

111.2.2. Evolution du bilan hépatique

Les résultats du bilan hépatigue ne montrent pas une perturbation importante et
significatives chez les COM et SCOM, a I’exception de quelques variations (Figure 18 et
tableau 1V, V) :

- Une augmentation des GOT avec une moyenne de 28,77 £0,9002 dans le groupe
COM par rapport a une moyenne de 27,45 + 1,206 dans le groupe SCOM avec une
P value =0,4389 donc cette différence est statistiquement significative.

- une augmentation des GPT avec une moyenne de 31,19 +0,09229 dans le groupe
COM par rapport a une moyenne de 30,22 + 1,199 dans le groupe SCOM avec une
P value =0,3369 donc cette différence est statistiquement significative.

- une augmentation de bilirubine avec une moyenne de 5,143 +0,2916 dans le groupe
COM par rapport a une moyenne de 4,733 + 0,3214 dans le groupe SCOM avec une

P value =0,3369 donc cette différence est statistiquement significative.
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Figure 18. Comparaison des parameétres du bilan hépatique entre les deux groupes COM
et SCOM
Tableau 1V. Perturbation des transaminases en fonction des comorbidités
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Tableau V. Perturbation de la bilirubine en fonction des comorbidités

UETE pat urTi

L type type urb oo sarfen
Elévation I atio ce ale
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bilirubine diges
N°2

(2,85%)

Can
cer

Groupe | N°1 (2,56%) 00 00 00
COM

N°1 (50%)

Groupe 00 00 00 00
SCOM

00

Cependant, quelques études rapportent des altérations hépatiques fonctionnelles. Une
étude en provenance des Etats-Unis estimait parmi les 281 patients inclus, 36,3% présentaient
des perturbations du bilan hépatique. Une élévation du taux des bilirubines était I'anomalie la
plus fréquente (25,3%) suivie par une élévation des taux d'ASAT (24,3%) puis d'ALAT
(12,8%). Dans cette cohorte de patients hospitalisés pour une infection par le COVID-19, les
perturbations du bilan hépatique étaient le plus souvent modérées et transitoires. Elles sont
associées a un profil de maladie plus sévére et pourraient représenter un biomarqueur permettant

une détection précoce des patients a risque d’infection grave (Smith,2021).

En effet, les cellules du foie et du canal biliaire ont la protéineACE2 a leur surface. Cette
protéine sert de récepteur au SRAS-CoV-2 et aide le virus a entrer dans les cellules. La question
de savoir si ce virus infecte directement ou indirectement le foie n’a pas encore de réponse
claire. Jusqu’a présent, aucun rapport n’est paru dans les revues examinées par des pairs ou il
est question de grands nombres de personnes atteintes de I’hépatite virale B ou C qui ont
également contracté la COVID-19. Il n’empéche que certains médecins craignent que le foie
des personnes atteintes d’une hépatite virale chronique puisse subir des Iésions additionnelles

si elles éprouvent des symptdmes graves de la COVID-19 (Wong,2015) (Smith,2021).

111.3. Perturbations hémodynamiques au cours de la COVID-19

La perturbation des facteurs hémodynamiques a été présente seulement chez le groupe
COM. Une baisse significative des taux des TP avec une moyenne de 76,87 £1,918 dans le
groupe COM par rapport a une moyenne de 94,77 + 0,9440 dans le groupe SCOM. Par
conséquent, une augmentation de I’INR avec une moyenne de 1,627 +£0,1749 versus1,091+ 0,01

pour le groupe SCOM (Figure 19). Cette perturbation a été rencontré avec les comorbidités
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majeures, et une predominante chez les patients avec comorbidité cardiopathie (48%) (Tableau
VII).

Le taux des plaquettes exhibe aussi une diminution significative des plaquettes avec une
moyenne de 197,1 +8,488 dans le groupe COM par rapport a une moyenne de 237,5 + 12,29
dans le groupe SCOM (Figure 19). Toutes ces perturbations ont touché essentiellement les
malades ayant des cardiopathies (48% et 24 % respectivement aux perturbations TP/INR et les
plaquettes) (Tableaux VI et VII).

Les perturbations de la coagulation sont frequemment observees chez les patients atteints
de COVID-19 ainsi que les événements cliniques thrombotiques. Ces événements augmentent
le risque de déces au cours de la maladie. Ainsi, les résultats obtenus corroborent ceux retrouvés
dans d’autres nations. Dans une cohorte prospective multicentrique frangaise portant sur 150
patients en réanimation, ils ont constaté 18 % d’événements thromboemboliques (Nicosia ,2021).
Une méta-analyse d’études asiatiques décrivait un compte plaquettaires abaissé a 1’admission

chez les patients les plus sévéres (Chaibi,2021).

La coagulopathie de la COVID-19 peut étre due aux interactions entre I’activation de la

coagulation et I’inflammation lors du sepsis. Il s’agit du concept de thromboinflammation, L un

des principaux facteurs déclenchants est la secrétion de cytokines pro inflammatoires (TNF-g,

IL-1 et IL-6). Il en résulte une activation de la coagulation, principalement du fait de la libération

de facteur tissulaire par les cellules mononuclées (favorisant la génération de thrombine), ainsi

que de I’activation des plaquettes et de leur interaction avec 1’endothélium activé (Walls,2020).

Le SRAS-CoV-2 peut également entrainer des Iésions multi-organes via la stimulation des
cascades de coagulation (Pretorius, E,2021) et la thromboinflammation associée, la
dérégulation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone et les lésions des cellules
endothéliales (Groble, C et al,2020) (Gupta, A et al,2020). Les lésions endothéliales a
médiation infectieuse et I'endothélialite (marquées par la présence de macrophages et de
neutrophiles activés) peuvent déclencher une production excessive de thrombine, inhiber la
fibrinolyse et activer les voies du complément d'une maniere qui entraine un dysfonctionnement

microvasculaire et un dépdt de microthrombi.
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Figure 19. Comparaison des parametres hémodynamiques entre les deux groupes COM

et SCOM

Tableau VI. Perturbation du TP/INR en fonction des comorbidités

uEtEe b pat UTTl Cs
) type ur :
Elévation Iyp type atio h_o @ sarrTn cet
du " " calid ce ale
TP/INR didHes
N°26
(37,1%)
Groupe N°8 (20,5%) N°5 (12,8%) N°24 (48%) 00 N°1
COM (50%
)
Groupe 00 00 00 00 00
SCOM
Figure VII. Comparaison du taux des plaquettes entre les deux groupes COM et SCOM
i UTC T 7T pat UTTI
) _ type urb 4 Can
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des 1 Calglq ce ale
NS .. es
plaquettes did!
N°14
(20%0)
Groupe | N°6 (15,4%) N°2 (5,12%) N°12 (24%) 00 00
COM
Groupe 00 00 00 00 00
SCOM

I11.4. Perturbations inflammatoires au cours de la COVID-19

Une perturbation significative du bilan inflammatoire a été révélée uniguement chez les
patients COM. Une augmentation significative des taux de la CRP avec une moyenne de 6,143
10,74 dans le groupe COM par rapport a une moyenne de 4,86 + 0,55 dans le groupe SCOM
(Figure 20). L’augmentation de la CRP est a une fréquence importante chez les malades
présentant une maladie rhumatismale (50%), suivi de la maladie asthmatique (33.33%) et
cardiopathies (12%) (Tableau VI11).

En effet, la CRP, protéine de phase aigué non spécifique induite par I’Interleukine-6 (I1L-

6) au niveau hépatique est un biomarqueur sensible de I’inflammation, notamment de
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I’infection. L’étude de Liu et al. a exploré la relation entre la CRP et la Covid-19 et a observé
que les patients ayant une CRP élevée (> 41,8 mg/L) étaient plus susceptibles de développer
une forme grave de I’infection par le SARS-CoV-2 (Chen,2020) .

Lors de la Covid-19, et en particulier en cas de pneumonie, il existe un syndrome
inflammatoire important avec VS et CRP élevées, associées a une augmentation du
fibrinogéne et de la ferritine. Ces paramétres peuvent étre tres elevés lors du fameux virage
inflammatoire de la maladie avec le relargage cytokinique (« orage cytokinique ») qui peut
survenir quand la maladie infectieuse se transforme en maladie inflammatoire. Les
polymorphismes du gene des cytokines conferent un risque ou une protection au COVID-109.
Plusieurs études ont montré des associations entre les polymorphismes du gene des cytokines,
tels que l'alléle IFN-y + 874A, IL12RB1, et le SRAS-CoV-2. L’expression des cytokines dépend
de divers régulateurs en amont, tels que le TLR et peut également interagir potentiellement avec

d'autres composants de I'immunité innée, tels que les composants du complément.
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Figure 20. Comparaison du taux de la CRP entre les deux groupes COM et SCOM
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Tableau VIII. Perturbation du CRP en fonction des comorbidités

UEte pat urTi
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N°8

(11,4%)
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Groupe | N3 (7,7%) N°3 (7,7%) N°6 (12%) 00
COM

00

Groupe 00 00 00 00
SCOM

00

L’énumération des leucocytes a révélé une leucocytose significative chez le groupe
COM (10,28+9.46) par rapport au groupe SCOM (8,35+0.55), cette perturbation a été

enregistrée chez I’ensemble des comorbidités, majeures et mineures (Figure 21 et tableau 1X).

Lors d’une infection virale, I’hote produit des protéines nommées interférons de type |
(IFN) pour se défendre. Les patients infectés par le COVID-19 qui ne parviennent pas a mettre
rapidement en place cette premiére défense évoluent vers une forme sévére de la maladie, avec
des complications pulmonaires. Paradoxalement, chez ces patients, on constate alors une
réponse IFN tardive qui conduit a une hyper-inflammation destructrice. Publiés dans la
prestigieuse revue Nature, les travaux du Prof. Michel Gilliet, chef du Service de dermatologie
du CHUV, et de la Prof. Andrea Ablasser, cheffe du laboratoire Immunité innée de I'EPFL
apportent un nouvel éclairage sur ce paradoxe et ouvrent des perspectives thérapeutiques (120)

(Gando,2016).

Les équipes ont découvert que la réponse IFN tardive conduisant a I’hyper inflammation n’est
pas déclenchée par le virus lui-méme, mais par les dommages tissulaires qu’il induit, a travers
des molécules de signalisation appelées cGAS-STING. cGAS détecte 'ADN — largué par les
cellules mourantes — qui péneétre a ’intéricur des cellules et déclenche alors, a travers la
molécule STING, la réponse IFN, conduisant a I’hyper-inflammation : un « orage de cytokines
» qui finit par générer davantage de destruction de tissus sains. Il s’agit la d’une réaction
identique a celle se produisant lors de blessures et dans le contexte de certaines maladies auto-
immunes. Cette méme équipe de recherche 1’avait d’ailleurs déja identifiée lors de travaux sur

la cicatrisation cutanée et le psoriasis (Liu,2020).
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Les dosages d’interleukine-6 sont alors a des valeurs trés élevées mais, paradoxalement, pas

aussi élevés que lors des syndromes de détresse respiratoire liés a d'autres causes.

Les globules

blancs

type

polynucléaires

neutrophiles

peuvent

s’élever (« hyperleucocytose »), particulierement lors de ce virage inflammatoire, alors qu'il

existe souvent une baisse des globules blancs de type lymphocytes (« lymphopénie »).

Parallélement, il existe un état d’hypercoagulabilité franc, avec hyperactivité des plaquettes

avec un risque majeur de thrombose et ce risque semble étre évalué par la mesure des D-

diméres dans le sang. Des anticorps anti-phospholipides (théoriqguement pro-coagulants)

ont été observés comme dans d'autres maladies infectieuses virales.
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Figure 21. Comparaison du taux des leucocytes sanguins entre les deux groupes COM et

SCOM
Tableau IX. Perturbation des leucocytes sanguin en fonction des comorbidités
s s o Ins
Elévation béte bete am():ar uffi can
cer
des :ype ﬁ/pe "S dio sarrén
leucocyte ce ale
s sanguin
N°35
(50%0)
Groupe |N°19 N°16 N°13 N°1 N°1 N
coM | 487% (41,02% (26% (100% (50% (
) ) ) ) ) )
Groupe |00 00 00 00 00 0C
SCOM

43




Chapitre 111

Résultats et discussion

44



Conclusion et perspectives



Conclusion

La pandémie COVID-19, a balayé les pays et les continents, en provoguant des
bouleversements sociaux, des dommages économiques et des souffrances humaines
inimaginables. L’infection 8 SARS-CoV-2 constitue un probléme de santé publique a 1’échelle
mondiale. Malgré des mesures prises, la pandémie semble ne pas étre sous contrdle et demeure
problématique aussi bien sur le plan sanitaire que sur le plan économique. Depuis le début de

la pandémie,

Le but de ce travail est d’étudier la variation de différents parametres biologiques au cours
du COVID-19 tout en essayant de comparer ces changements entre les patients sans comorbidité
(nomm¢ dans I’étude groupe SCOM) et les patients présentant des pathologies inflammatoires

ou métaboliques (nommé groupe COM).

Il s'agit d'une étude descriptive rétrospective qui a intéressé une population de cent (100)
patients qui ont été hospitalisés a ’EPH BOUFARIK avec état critique suite a I’infection par le
COVID-19. L’¢étude a été menée au laboratoire central de I’EPH sur une période de trois mois
(Janvier 2022 — Mars 2022).

Le présent travail a démontré les résultats résumés en points suivants :

- Au cours d’une infection COVI-19 les comorbidités fréquentes ont été les cardiopathies,
le diabete type I, diabete type II.

- L’hyperglycémie a marqué le dysfonctionnement majoritairement rencontré avec toute
comorbidite.

- Une perturbation du bilan rénal est surtout retrouvée chez les patients avec insuffisance
rénale.

- Absence de dysfonctionnement hépatique dans la cohorte étudiée

- Une leucocytose et une augmentation des taux de la CRP ont été retrouvée chez I’ensemble
des patients du groupe COM, essentiellement chez les malades souffrant des maladies
rhumatismales.

- Absence de toutes perturbations inflammatoires ou métaboliques chez les patients atteints

de la COVID-19 et qui ne présentent aucune comorbidité signalée.

Il serait intéressant de poursuivre 1’étude en augmentant I’effectif étudié et le diversifiant

géographiquement afin d’avoir une cohorte plus représentative de la population algérienne.
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ANNEXES
Annex 1 : Fiche de renseignement
-L’identité du patient : nom, prénom, age, sexe.
- La date de réception. -
Le nom du médecin traitant.
- Les signes cliniques -

Service d’admission.



Annexe 2 : Procédure de prélevement par écouvillonnage nasopharyngé

Insérer I’écouvillon dans une narine en le passant dans le nasopharynx postérieur (voir Figure
1). Faire pivoter plusieurs fois I’écouvillon par brossage ferme contre le nasopharynx. Sortir
I’écouvillon et le placer dans le tube contenant 3 ml de milieu de transport viral ou 3 ml de
solution physiologique. Casser 1’écouvillon au niveau de la ligne de cassure indiquée et fermer

hermétiquement le tube de prélevement d’échantillon

Préelevement par écouvillonnage nasopharyngé

Procédure de prélevement par écouvillonnage nasal

1. Insérer un écouvillon nasal de 1 a 1,5 cm dans une narine. Tourner I’écouvillon contre
la paroi interne de la narine pendant 3 secondes en exercant une pression avec le doigt sur

I’extérieur de la narine (voir la Figure 2).

E— —

553

Prélevement par écouvillonnage nasal dans la premiére narine

2. Répéter I’opération dans I’autre narine en utilisant le méme écouvillon, en exergant une
pression externe sur I’extérieur de I’autre narine (voir la Figure 3). Pour éviter de contaminer
I’échantillon, ne pas laisser 1’extrémité de 1’écouvillon toucher d’autres surfaces que la paroi

interne de la narine
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Prélevement par écouvillonnage nasal dans la deuxieme narine

3. Sortir I’écouvillon et le placer dans le tube contenant 3 ml de milieu de transport viral
ou 3 ml de solution physiologique.

Casser I’écouvillon au niveau de la ligne de cassure indiquée et fermer hermétiquement le tube
de prélévement d’échantillon Annex 3: Réactifs et instruments

Matériel fourni

Le kit de test Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV contient suffisamment de réactifs pour traiter

10 prélévements ou échantillons de contrdle qualité. Le kit contient les éléments suivants

Cartouches de test Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV avec tubes réactionnels

intégrés 10

. Bille 1, Bille 2 et Bille 3 (Iyophilisées) 1 de chaque par cartouche
. Réactif de lyse 1,0 ml par cartouche

. Réactif de fixation 1,0 ml par cartouche

. Réactif d’¢lution 3,0 ml par cartouche

. Réactif de lavage 0,4 ml par cartouche

Pipettes de transfert jetables 10 a 12 par kit
Conservation et manipulation
. Stocker les cartouches du test Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV a une température

comprise entre 2 °C et 28 °C.

. Ne pas ouvrir le couvercle de la cartouche avant d’étre en mesure de réaliser le test.

. Ne pas utiliser une cartouche qui est humide ou a fui. Matériel requis mais non fourni
. Ecouvillon floqué en nylon (n° de référence Copan 502CS01, 503CS01) ou équivalent
. Milieu de transport viral, 3 ml (n° de référence Copan 330C) ou équivalent

. Solution physiologique a 0,90 % (m/v), 3 ml
. Kit de prélevement d’échantillon pour recherche de virus (numéro de référence Cepheid
SWAB/B-100, SWAB/M-100, SWAB/F-100) ou équivalent



GeneXpert, ordinateur, lecteur de codes-barres, manuel d’utilisation.

Matériel disponible mais non fourni

Des contrdles externes sous forme de virus inactivé(s) sont disponibles aupres de Zepto Metrix
(Buffalo, NY).

. Contréle positif externe : N° de réf. NATFRC-6C (NATtrol FIu/RSV/SARS-CoV-2) «
Contrdle négatif externe : N° de réf. NATCV9-6C (Coxsackievirus A9) Thermocycleur PCR :

/ 4 SYNDICAT DES
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Automate intégré iMagic M7 : p
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Centrifugeuse :

Hématomeétre :
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Coagulométre :




Annex 4 : Procédure

13.1 Preéparation de la cartouche 1.

Sortir une cartouche du coffret.

2. Vérifier que le tube de transport d’échantillon est fermé.

3. M¢élanger I’échantillon en retournant rapidement 5 fois le tube de transport d’échantillon.

Ouvrir le capuchon du tube de transport de 1’échantillon.

4. Ouvrir le couvercle de la cartouche.
S. Sortir la pipette de transfert de I’emballage.
6. Presser completement la poire supérieure de la pipette de transfert jusqu’a I’aplatir

entierement. Tout en maintenant la poire parfaitement aplatie, placer I’embout de la pipette dans

le tube de transport d’échantillon (voir la Figure 4).

Presser ici

Poire du réservoir
de trop-plein

Pipette

Echantillon

Figure 4. Pipette de transfert

7. En gardant la pipette sous la surface du liquide, relacher lentement la poire supérieure de
la pipette afin de remplir la pipette d’échantillon avant de la retirer du tube. Il est normal que du

liquide pénetre dans le réservoir de trop-plein (voir la Figure 4). Vérifier que la pipette ne contient

pas de bulles.
8. Pour transférer 1’échantillon dans la cartouche, presser complétement la poire supérieure
de

la pipette de nouveau jusqu’a I’aplatir pour vider le contenu de la pipette (300 pl) dans la grande
ouverture (chambre a échantillon) de la cartouche montrée sur la Figure 5. 1l est possible qu’un

peu de liquide reste dans le réservoir de trop-plein. Jeter la pipette usagée.



Chambre a
échantillon
(grande ouverture)

Figure 5. Cartouche Xpert Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV (vue de dessus)

Remarque Faire attention a distribuer tout le volume du liquide dans la chambre a échantillon.
Des résultats faussement négatifs peuvent étre observés si la quantité d’échantillon ajoutée a la
cartouche est insuffisante.

Amorces et sondes

FRIIITL D WM VT WM WS

- Sequences (5'-3') L(eb:it:' w:f:m Ref.
RdRp gene / nCoV_IP2

nCoV_IP2-12669Fw ATGAGCTTAGTCCTGTTG 17

nCoV_IP2-12759Rv CTCCCTTTGTTGTGTTGT 18 108 bp 1
nCoV_IP2-12696bProbe(+) AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA [5']Hex [3']BHQ-1 21

RdRp gene / nCoV_IP4

nCoV_IP4-14059Fw GGTAACTGGTATGATTTCG 19
nCoV_IP4-14146Rv CTGGTCAAGGTTAATATAGG 20 107 bp i
nCoV_IP4-14084Probe(+) TCATACAAACCACGCCAGG [5']Fam [3']BHQ-1 19

E gene / E_Sarbeco

E_Sarbeco_F1 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 18
E Sarbeco R2 ATATTGCAGCAGTACGCACACA 20 125 bp 2
E_Sarbeco_P1 ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG [5']Fam [3']BHQ-1 20

1/ Centre national de référence des virus respiratoires, Institut Pasteur, Paris.
2/ Corman et al. Eurosurveillancel

Les jeux d'amorces nCoV_IP2 et nCoV_IP4 peuvent étre multiplexés. Les deux mélanges

réactionnels sont décrits ci-dessous.

Régions d'amplification PCR (positions selon SARS-CoV, NC_004718) nCoV_IP2

112621-12727 gene E / 26141-26253

nCoV_IP4/14010-14116



EXTRACTION DE L'ACIDE NUCLEIQUE

L'ARN est extrait des spécimens a l'aide du virus NucleoSpin Dx (Macherey Nagel réf.
740895.50).

L'ARN extrait de 100 ul d'échantillon original, est élué dans 100 ul de tampon d'élution.

CYCLES D'AMPLIFICATION (SYSTEME LIGHTCYCLER)

Reverse transcription 55°C 20 min x1
Denaturation 95°%C 3 min x1
95°C 15 sec -
Amplification x50 Acquisition
58°C 30 sec
Cooling 40°C 30 sec 6 |




	Résumé
	Summary
	Sommaire
	II.2.1. Technique du diagnostic par RT-PCR  20
	II.2.2. Techniques de dosage des paramètres métaboliques et inflammatoires  24

	Liste des tableaux
	Abréviation
	Introduction
	II.1. Matériel
	• Patients
	• Prélèvements nasaux
	• Prélèvements sanguins
	II.1.2. Matériel non biologique
	II.2. Méthodes

	• Principe
	• Technique
	II.2.2. Techniques de dosage des paramètres métaboliques et inflammatoires
	II.2.3. Expression statistique des résultats

	Figure 11. Répartition globale selon les classes d’âge
	Figure 13. Répartition globale selon le genre
	Homme
	Femme
	Figure 14. Répartition des deux genres selon les classes d’âge
	Figure 15. Répartition globale selon la comorbidité

	Tableau I. Perturbation de la glycémie en fonction des comorbidités
	Tableau II. Perturbation de l’urée en fonction des comorbidités
	Tableau III. Perturbation de la créatinine en fonction des comorbidités
	Figure 18. Comparaison des paramètres du bilan hépatique entre les deux groupes COM et SCOM

	Tableau IV. Perturbation des transaminases en fonction des comorbidités
	Tableau V. Perturbation de la bilirubine en fonction des comorbidités
	*** *

	Tableau VI. Perturbation du TP/INR en fonction des comorbidités
	Tableau VIII. Perturbation du CRP en fonction des comorbidités
	SCOM
	Tableau IX. Perturbation des leucocytes sanguin en fonction des comorbidités
	Conclusion


