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Glossaire

GLOSSAIRE

Comorbidité désigne la présence de maladies et/ou divers troubles aigus ou chroniques

s’ajoutant a une maladie initiale. 36

Cytokine substance élaborée par le systeme immunitaire, réglant la prolifération de cellules.
26, 31

Cytosquelette est un réseau filamenteux a l'intérieur d’une cellule, lui conférant ses pro-

priétés mécaniques. 5, 33
Erythrocyte hématie, globule rouge. 10. 29
Glutathion est I'antioxydant intracellulaire le plus important de I'organisme. 13, 27

Hypoxie diminution de la quantité d oxygene que le sang distribue aux tissus. 25, 32
Hypoxémie diminution anormale de la quantité d’oxyzene contenue dans le sang. 25, 32

Hématocrite rapport du volume des hématies au volume sanguin. 38, 41

Mutagene agent susceptible de provoquer des mutations de ’ADN. 26

Métalloprotéine hétéroprotéine colorée dont le groupement prosthétique renferme un élément

meétallique. 5

Méthémoglobine est une forme de I'hémoglobine dans laquelle le cation de fer de I’heme
est a I’état d’oxydation +3 (ferrique), et non a I'état d’oxydation +2 (ferreux) qui est
celui de I'hémoglobine. iii, vi, 2. 13, 32, 35, 37-39, 52, 53, 77, 81




Glossaire

Neutrophilie est 'augmentation dans le sang de certains globules blancs appelés poly-

nucléaires neutrophiles. ii, 31
Oxymeétrie mesure du taux de saturation de 'hémoglobine en oxygene. 32, 33
Pandémie epidémie qui s’étend & une population entiére, & un continent, voire au moude
entier.. 16, 32

Pangolin mammifere édenté d’Asie et d’Afrique, au corps couvert d’écailles, qui se roule en

boule en cas de danger.. 16
Paradoxal qui est contraire a la normale. ii, 20
Phagocytose processus de défense cellulaire, fonction destructrice des phagocytes. 29
Phylogénétique branche de la géucétique traitant des mcdifications génétiques au sein des
especes animales ou végétales. 15

Porphyrine les porphyrines sont des molécules & structures cvcliques impliquées daus le
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Au moment d’écrire ces lignes, la pandémie de COVID-19 a causé plus de 226 844 344
cas infectés confirmiés et 4 666 334 déces dans plus de 200 pays et territoires du monde
entier. En Algérie, il v a plus de 201 766 cas confirmés et 5 709 déces [1].

La maladie & coronavirus 2019 (COVID-19) a été identifié pour la premiere fois en
décembre 2019 & Wuhan en Chine, et qualifi¢ par 'OMS comme une pandémie le 11 mars
2020. L’agent causale de cette maladie infectieuse est le coronavirus 2 du syndrome respira-
toire aigu sévere (SRAS-CoV-2). Ce dernier s’est propags rapidement dans presque tous les
pays et il a causé divers impacts économiques et sociaux, affectant globalement les svstémes
de santé et la routine de la population[2, 3, 4].

Alors que la pandémie de Covid-19 se poursuit, les scientifiques font chaque jour des
progres notables pour mieux comprendre son épidémiologie, ses caractéristiques moléculaires,
ses mécanismes et son évolution clinique. Cependant, sa pathogenése est encore mal comprise.

Plusicurs études ont démontré que le virus SARS-CoV-2 pénetre dans les cellules hotes
via les récepteurs ACE2 qui sont exprimés dans divers organes humains [5]. En réponse de
I'infection par le SARS-CoV-2 via ces récepteurs, le corps humain déclenche une réponse
immunitaire hyperactive qui conduit & un cycle mortel. appelé tempéte de cvtokines [6, 7).
Les cellules immunitaires génerent des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoire qui at-
tirent davantage d’autres cellules immunitaires notamment les polynucléaires neutrophiles et
les monocytes [6]. Ces cellules phagocytaires actives générent des éspeces réactives d’oxygene
(ERO) pour lutter contre le virus. Cependant, ces raclicaux libres peuvent induire davan-
tage d'inflammation et par conséquent un stress oxydatif [8]. Cette réponse immunitaire
hyperactive est I'un de plusieurs autres mécanismes gé:aérant un stress oxydatif au cours de
COVID-19. Il est connu que ce stress provoque des lésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secon-

daires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des raétabolites libérés notamment lors de
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Voxvdation des lipides [9]. Ces effets sont particulierement critiques pour les globules rouges,
qui peuvent devenir dysfonctionnels.

la production excessive des ERO provoque 'oxydation des acides gras polyinsaturés dans
la membrane érythrocyvtaire, entrainant une modification orofonde de la distribution et de
P'organisation latérale et transversale des lipides membranares et donc une altération dans la
capacité de déformabilité des globules rouges. Il en résulte une perturbation de la diffusion
de Toxygene et du dioxyde de carbone. La réactivation -les neutrophiles en réponse a la
modification de la membrane des globules rouges alimente davantage ce cercle vicieux [10].

De plus, les ERO conduit a la formation de méthémoglobine en perturbant I'équilibre
Fe** /Fe3™. La méthémoglobine, constitue de fer ferrique. est incapable de se lier a l'oxygene
ce qui la rend impropre au transport de ce dernier dans le sang [11].

Pour cela, 'objectif de notre travail consiste :

— Identifier les perturbations hémobiologiques ot les anomalies morphologiques des cel-

lules sanguines, en particulier les GR, au cours de I infection par le SARS-CoV-2.

— Evaluer le taux de méthémoglobine et le statut d'1 stress oxydatif chez les patients
atteints du COVID-19. De plus, faire la corrélation avec la sévérité et I’évolution de la

maladie.

— Enfin, nous voulons induire expérimentalement les perturbations de I’hémoglobine et
les anomalies morphologiques observées au paraven: des cellules sanguines (GR et GB)
en mélangeant le plasma des malades COVID-19 avece le culot globulaire des sujets sains

pour mettre en évidence l'exacerbation du stress oxvdatif.

Afin de décrocher ces objectifs, notre étude s’articulera autour de deux parties : une
premicre partie dite bibliographique, basée sur une solide documnentation scientifique, consiste
a décrire la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19). les propriétés virales du virus en cause
(SARS-CoV-2), son épidémiologie et son physiopathologie. Ensuite, nous aborderons un
rappel sur anatomie et la physiologie du globule rouge. Ainsi, pour conclure cette partie
et en se préparant a la partie ensuite, nous évoquerons si le virus SARS-CoV-2 attaque il
le sang, en particulier les globules rouges ou non. La deuxiéme partie dite pratique, dans

laquelle nous présenterons et discuterons les principaux aboutissements de notre recherche.
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CHAPITRE

ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DU
GLOBULE ROUGE

I. Structure du globule rouge

Un globule rouge est une cellule discoide biconcave dépcurvue de noyau, de mitochondries
et de ribosomes, il contient une grande quantité d’hémoglobine, origine de sa coloration [12],
et un systeme enzymatique interne qui assure la protection de cette hémoglobine et de
la membrane contre 1'oxydation. L’hémoglobine est le pizment respiratoire qui transporte
I'oxvgene des poumons vers les tissus et est responsable de la fonction de I'hématie [13]. A
I’état normal, tous les globules rouges ont sensiblement méme forme, méme diametre, méme

coloration et toute modification de ces critéres traduit un phénomene pathologique [14].

1. La membrane érythrocytaire

Est une enveloppe solide et souple, déformable, possédant un réle contre les agressions
physiques et chimiques. Cette enveloppe constitue une barriere sélective permettant les
échanges de matiere avec le plasma et surtout le transport de 'oxygene (Oy) vers les tissus

[15]). Elle représente une mosaique fluide constituée d une matrice lipidique disposée en une
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double couche dans laquelle flottent et se déplacent des protéines globulaires [16], notamment
la protéine bande 3 (ou le canal anionique) qui représente 25 % environ de la masse totale
des protéines érythrocyvtaires. Cette protéine joue un réle structural important en se fixant a
diverses protéines du cytosquelette, clle intervient aussi dans le métabolisme érythrocytaire
en interagissant avec I’enzyme glucose-6-phospho-déshydrogénase (G6PD) et joue également
un role de signal de reconnaissance grace aux motifs antigériques qu’elle expose a la surface
érythrocytaire [17] (Figure 1.1). Le role de la membrane entiére se résume dans la rétention

des molécules de ’hémoglobine (role protecteur) et d’échanges transmembranaires [15].

-
4 Glycophorin A Glycophorin C
ik IR, Booa | Bancs |

-}
s -/p5S
E ' {\ Adducjn
Ei Actin Tropomyosin
>

M <« e Tropomaodulin

Horizontal Interaction

FIGURE 1.1 - Structure schématique de la membrane du globule rouge

2. L’hémoglobine

L’hémoglobine est un pigment respiratoire de la famille moléculaire des métalloprotéines,
présent essentiellement dans le sang au sein des globules rouges. Elle a pour fonction de

transporter 1'oxygene (O2) depuis I'appareil respiratoire vers le reste de 'organisme [18].

e La globine :
Chaque molécule d’hémoglobine est un tétramere formé par I'association de quatre
chaines polypeptidiques identiques deux a deux : deux chaines alpha et deux chaines
béta. Chacune des chaines adopte une conformation spatiale lui donnant une forme
globuleuse et ménageant une « poche » superficielle dans laquelle se trouve logé ’heme
[19] (Figure 1.2).
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e I’héme : est une porphyrine contenante 1 atome de fer. La porphyrine, ou protoporphyrine
ITI, comprend elle-méme : 4 noyaux pvrrol a sommet azoté réunis par des ponts méthane
(-CH =) et 8 chaines latérales : méthyl. vinyl, ou acide dropionique. Le fer est au centre,
fixé sur 4 azotes des noyaux pyrrol et garde 2 valences libres. La molecule cst plane
(14] (Figure 1.2).

7~ Chaines de giobine 5 A\

\ Chaines de gotins .. 4/

{a) L'hemoglobine est composee de giobine (quatre chaines (b) Molécule d'heme content n cu fer
polypeptidiques  deux aipha et deux béta) et de quatre
groupements hemes.

FIGURE 1.2 — Structure schématique de I'hémoglobine (a) et de I'héme (b)

e La liaison entre la globine - I’héme : se fait d’une part par des liaisons qu’échangent
les chaines latérales acides propioniques de I'héme et la globine, d’autre part par le fer
qui dispose de deux valences libres : 1'une le fixe directement a la globine sur un résidu
histidine dit « proximal >, I'autre intervenant sur la face opposée de la molécule d’heme
fixe une molécule d’oxygene et par son intermédiaire assure un arrimage supplémentaire

sur un autre résidu histidine dit < distal > de la globine [14] (Figure 1.3).

Histidine
proximale

Chaine
de globine

Arrimage par Z_

les chaines acides o

propioniques de 'héme H|§t|d|ne
distale

FIGURE 1.3 — Liaisons héme-globine
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¢ Les liaisons entre les quatre sous-unités :
elles sont réunies entre elles par de nombreuses liaisons (Figure 1.4). Les liaisons a3,
et ap;3; sont relativement peu nombreuses (contacts entre 19 acides aminés), alors que

les liaisons a13; et apJ; sont plus fortes (par 35 acides aminés) [14].

Heme
e ) -
> — Fer
al

B1
TN - Liaison faible

e
B2 E a2
f

Liaison forte

FIGURE 1.4 — Les liaisons entre les quatre sous-unités

3. Roles de ’'hémoglobine :
L’hémoglobine assure plusicurs fonetions dont les principaux sont :

1. Le transport de 'O, des poumons aux tissus sous forme d’'Oxyhémoglobine. Chaque

molécule d’hémoglobine peut fixer 4 molécules d’ sur le fer de I’heme [14].
- Notion de saturation en oxygene :

la saturation de l'oxygene est une mesure du taux d'oxvhémoglobin (hémoglobine liée

a 'oxygene) par rapport a la quantité totale d’hémoglobine présente dans le sang [20].

~ Normes : La saturation en oxygene s’exprime en pourcentage. Pour une personne

en bonne santé, elle est comprise entre 95% et 100% en fonction de I'age.
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- Courbe de saturation de I’hémoglobine en oxygene : Egalement appelée la
courbe de dissociation oxygene-hémoglobine, est ur.e courbe sigmoide qui représente
le taux de saturation de I'hémoglobine en O, en fonction de la pression partielle
de I'O; [21]. La PO, & laquelle 50 % de Phémogiobine est saturée (P50) est de
27 mmHg. Dans des conditions de repos normal2s, seulement 25 % de la capa-
cité totale de transport d’O; est utilisée. Plusieurs. facteurs métaboliques peuvent
altérer affinité de I’hémoglobine pour 1'Os, favorisant soit 'absorption d’Oy soit
la décharge d'O,. Les facteurs qui augmentent I'affinité a 'O, et déplaceront
la courbe vers la gauche sont : un pH basique, une baisse de la température,
PCO, diminuée, diminution de la 2,3-DPG. hémoglobine anormale (Hb foetale,
méthémoglobine). Tandis que les facteurs qui diminuent Uaffinité de ’hémoglobine
pour 1'Os déplaceront ainsi la courbe vers la droite sont : un pH acide, une
élévation de la PCO,, une augmentation de la température, une augmentation
de la concentration de 2,3-DPG [22].

O, Dissociation curve
T

. 20 T T T _ 100
increased O, affinity — ; Decreased O, affinity
1 Temperature .- Aneial 180 T " Temperature
T pH 15 ¢ ' § . pH
1 23-0PG 5 Venous 3 7 2.3-0PG
! o, E 460 3 co,
Carbon monoxide = ! «
Methemoglobin § EC" Low affinity Hgb variants
Eitrilor;%r:;)glgbm § <40 % E.g., Hgb Kansas
Hemoglobin barts o) i 2
! X
High affinity Hgb variants 120 ©
E.g.. Hgb chesapeake P

i L N
60 8¢ 100

Partial pressure of O, (PO,. mmHg)

FIGURE 1.5 — Courbe de Barcroft aussi appelée courbe de dissociation de 1’oxyhémoglobine

e Effet Bohr : l'effet Bohr est une propriété d= ’hémoglobine, contribuant a la
libération d’oxygenc au niveau du tissu métabolisant. Les tissus en cours de
métabolisation produisent du dioxyvde de cartone car ils sont soumis a la res-
piration cellulaire. Le sang absorbe ce dioxyd: de carbone, ce qui augmente le
pH du sang. L'augmentation du pH ou le pH acide entraine la dissociation de

Voxyhémoglobine, libérant de 'oxygene [22].
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o Effet Haldane : 'effet Haldane est une autre propriété de I’hémoglobine, contri-
buant a la libération de dioxvde de carbone dans les poumons. Le sang absorbe
de I'oxygene dans les poumons pour former de I'oxyhémoglobine. Et cela diminue
le pH du sang. Sous le pH alcalin, la carboxyhémoglobine se dissocie pour libérer

du dioxyde de carbone dans les pournons [22].

2. Le transport du dioxyde de carbone sous forme de Carboxyhémoglobine. Au niveau
des tissus, lorsque les hemes ont libéré ’oxygene, chaque chaine protéique s’unit a une
molécule du dioxyde de carbone (déchet du métabolisine cellulaire rejeté dans le liquide
interstitiel). La circulation sanguine entraine la carboxyhémoglobine vers les poumons,

ot le dioxyde de carbone est libéré et expiré [23].

3. L'hémoglobine assure aussi le transport du monoxyde d’azote qui joue un role si-
gnificatif dans la signalisation ccllulaire de certains processus physiologiques, et qui est
libéré en méme temps que 'oxygene apres avoir été sransporté sur un groupe thiol de

Papoprotéine 5 [23..

II. Physiologie du globule rouge

Pour assurer sa fonction et maintenir son existence le GR doit constamment lutter contre
deux dangers principaux : contre 'oxydation de ses constituants (notamment la membrane,
le fer et la globine) grace a une série de systemes réducteurs. et contre Phyperhydratation
grace au mécanisme des <« pompes a sodium » qui lui permet de chasser vers 'extérieur
I'ion Na™. Les coenzymes NADH et NADPH et ’énergie nécessaire a ces fonctions provient
entierement de la dégradation du glucose [14].

Le glucose transformé par ’hexokinase en glucose-6-ohosphate est catabolisé par deux
voies, la voie principale dite d’Embden-Meyerhof (90 %) anaérobie, et la voie accessoire ou
shunt des pentoses (10 %) [14].
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1. Voie de Embden-Meyerhoff (glycolyse anaérobie) :

c’est la vole principale qui permet dans une
premiere phase dite de consommation d’ATP. la
dégradation du glucose (Cg) en deux trioses phos-
phates (Cs). Une seconde phase de réactions produc-
trices d’ATP aboutit a la formation d’acide pyruvique
éliminé sous forme d’acide lactique. Cette seconde
partie de la voie principale permet la régénération
de deux molécules d’ATP (a partir A’ADP) et de
deux molécules de NADH réduit. Tout au long de
cette chaine de réactions interviennent une série d’en-
zymes qui peuvent étre déficitaires a 1'état patholo-
gique. C’est notamment le cas de la pyruvate kinase.
L’absence dans les GR des mitochondries et des en-
zvmes du cycle de Krebs limite les réactions qui. dans
les autres cellules, se poursuivent par le cycle de Krebs
avec un rendement énergétique tres supérieur [14] (Fi-

gure 1.6).

e Cycle du 2,3-Diphosphoglycérate (shunt
de Rappoport-Luebering):

greffé sur la voie anaérobie (entre le 1,3-
Diphosphoglycerate et le 3-PhosphoGlycerate), il
régule la glycolyse anaérobie en maintenant une pro-
duction stable d’ATP par les érvthrocyte et stabilise
la forme désoxygénée de 'hémoglobine en diminuant
son affinit¢ pour I'O, [14].

NADH

e
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)

s

Glucose

Glucose-6-phosphote
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FIGURE 2.7 - Effet du 2,3-

bisphosphoglycérate (2,3-DPG) sur

la courbe de saturation en Oz I’'Hb
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2. Voie des pentoses phosphates (gly-

colyse aérobie)

Glucose

cette voic accessoire ne dégrade que 10 % du glucose Glucose-6-phesphate
qui est transformé en un triose phosphate par une
série de réactions qui font intervenir des sucres en NADPH

Cs (pentoses). Son importance est cependant tres

grande car elle est la seule source de régénération

-~

du NADPH réduit. Parmi les enzymes de cette voie, o«
il faut se rappeler le role de la glucose-6-phosphate

déshydrogénase (G-6-PD) & son origine [14].

NADPH-H+

FIGURE 2.8 - Schéma de la

voie des pentoses phosphate

III. Interactions intra-érythrocytaires

Dans les globules rouges, le cytosol, le cytosquelette et la membrane plasmique sont
extremement et étroitement liés pour créer une structure fondamentale et complexe. Ces

interactions peuvent étre observées a plusieurs niveaux :

1. Interactions membrane-membrane

Les membranes des globules rouges sont composées d'un mélange complexe de différents
types d’espéces de phospholipides qui different par levr groupe de téte et leurs chaines
latérales. Tout déséquilibre des lipides membranaires de GR conduit A la perte et & la per-
turbation de I'asymétrie des phospholipides membrana res qui est essentielle pour le bon
fonctionnement des globules rouges [24].

Les glycophorines est un groupe de protéines transmembranaires qui jouent un role im-
portant dans la régulation des propriétés mécaniques des globules rouges. Ils constituent le
type intégral de protéines de la membrane des globules rouges le plus abondant. La glyco-
phorine A est la principale syaloglycoprotéine responsanle de la charge de surface négative
nette de la membrane cellulaire [24].
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2. Interactions de cytosquelette

La déformabilité du GR est fonction de la stabilité verticale de la membrane des globules
rouges et du cytosquelette. Le composant principal du cytcsquelette des globules rouges est
la spectrine (250 000 molécules par cellule), Ce réseau de spectrine est ancré verticalement
4 la membrane cellulaire par des macrocomplexes ankyrine-bande 3 a intervalles répétés.

En plus de son role d’ancrage membrane-cytosquelette, le macrocomplexe ankyrine-bande
3 est également considéré comme un <« métabolon », impliqué a la fois dans les échanges
gazeux et le métabolisme. Chaque cluster ankyrine-bande & est composé de quatre molécules
de la bande 3 - une glycoprotéine massive (100 kD) avec deux domaines fonctionnelle-
ment distincts, un long domaine cytoplasmique N-terminal et un domaine transmembranaire
massif. Le domaine cytoplasmique N-terminal interagit avec le cytosquelette (ankyrine et
protéine 4.2), ainsi qu’avec les enzymes glycolytiques (phosphofructokinase, glycéraldéhyde
3-phosphate, la déshydrogénase (G3PDH) et P’aldolase), Ja désoxvhémoglobine, la Mét-Hb,
les héniichromes et la protéine tyrosine kinase. Ce dernier modifie des résidus tyrosine
spécifiques. qui augmentent 'interaction entre la bande 3 et le cytosquelette. Le domaine
cvtoplasmique C-terminal est un transporteur d’échange d’anions (AE1l ou SLC4A1l), qui
est responsable de I'échange de C1 et de HCO3 (effet Hamburger) nécessaire aux ¢changes

gazeux, au pH intracellulaire et & 'homéostasie de I'eau |24].

3. Interactions membrane-cytosol

Parmi les interactions membrane-cytosol on trouve :

1. Interactions avec I’hémoglobine : La liaison réversible des protéines avec les com-
posants membranaires et le cytosquelette est 'un des mécanismes de controle du
métabolisme ccllulaire. Il s’agit d’un méeanisme crucial pour la régulation du métabolisme
dans les cellules dépourvues de noyaux, les érvthrocytes de mammiferes, dans les-
quels il est réalisé via la modification de 'hémoglobine a l'état lié a la membrane.
L’hémoglobine peut interagir avec la membrane dans différents ligands et états re-
dox. Ainsi, cette protéine peut fonctionner comme un capteur de conditions redox
et d’oxygene. En fonction des conditions d’oxygeéne, la désoxyhémoglobine modifie le
métabolisme énergétique, la morphologie et la déformabilité des érytrocytes. ainsi que
la libération des régulateurs du tonus vasculaire, NO et ATP. Ceci est réalisé via l'inter-
action avec la principale protéine intégrale de la membrane érythrocytaire, la protéine
bande 3 [25].
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2. Interactions avec I’ATP : Puisque ils sont dépourvi d’organites, en particulier les
mitochondries, les globules rouges dépend de la glycolvse pour la production d’ATP
et d'énergie. L'ATP générée par la glycolyse assure 12 fonctionnement de la pompe
a Nav au niveau membranaire, une enzyme globulaize qui utilise I'énergie issue de
la dégradation de PATP pour transporter des ions K™ et Na™ contre leur gradient
de concentration [14, 26]. L’ATP joue également un role important dans le maintien
de la forme biconcave des GR et la stabilité des lipides de la membrane. Un déficit
en ATP entrainera donc des altérations de la membrane globulaire et une tendance a

I'hyperhydratation avec formation de sphérocytes, puis destruction de la cellule [14].

4. Interaction cytosol-cytosol

1. Interaction avec les produits du systéeme d’oxydoréduction : Pour assurer
ses fonctions et conserver son intégrité, le globule rouge possede un systeme d’oxy-
doréduction qui lui permet de protéger ses constituan:s contre I’oxydation notamment
I’hémoglobine. Le glutathion réductase est une oxydoréductase qui permet de réduire
le disulfure de glutathion (GSSG) en glutathion (GSH) & 'aide de NADPH prove-
nant essentiellement de la voie des pentoses phosphat=s afin de régénérer le glutathion,
molécule esscntielle a la résistance contre le stress oxydant et a la préservation du pH
intracellulaire
Le systeme d'oxydoréduction comprend aussi un svsteme spécialement dédier pour
la réduction de la méthémoglobine. Ce systéme renose essentiellement sur la cyto-
chrome b5 réductase, également appelée méthémoglobine réductase & NADH ou la
Diaphorase-NADH qui, en présence de sont coenzyrae NADH, constitue la voie prin-
cipale de réduction de méthémoglobine. Il est capable de réduire le cation Fe’*t de
la méthémoglobine en cation Fe?" pour redonner ce I’hémoglobine fonctionnelle. La
NADPH méthémoglobine réductase, elle est la voie accessoire nécessite pour étre ac-
tive un cofacteur exogene tel que le bleu de méthylene. Elle n’est donc utile que lors
de méthémoglobinémies pathologiques, apres admiristration intraveineuse de bleu de

méthylene [14].

2. Interaction avec le 2,3-Diphosphoglycérate : le 2,3 DPG est un important in-
termédiaire métabolique de la glyvcolyse. Il intervieat dans la régulation du transport
de I'oxygene dans le sang, en stabilisant la forme désoxy de I'hémoglobine. Cette sta-
bilisation diminue I'affinité de I’hémoglobine pour 'oxygene, permettant sa libération
a proximité des tissus cibles. C’est donc un régulateur du transport d’oxvgene dans le

sang, qui rend ce dernier globalement plus efficace [27].
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CHAPITRE

COVID-19

I. Propriétés virales

1. Structure

Le SARS-CoV-2 est un virus &8 ARN enveloppé monocaténaire, de sens positif, non seg-
menté, d'une taille d’environ 29,9 kB et d'un diametre de 50 & 200 nm. Structurellement, il

possede une enveloppe lipidique & double couche, comprernant [11] :

e Une glycoprotéine de pointe (S) : possédant un domaine de liaison au récepteur
(RBD) pour l'interaction avee les récepteurs de la cellule hote.

e Une protéine d’enveloppe (E) : ils ont rapporté qu’elle joue un réle dans la pa-
thogenese car elle interagit avec la protéine liée a la jonction serrée, nommeée ; Protéine
associée a Caenorhabditis elegans Lin-7 protein 1 (PALS1).

e Une glycoprotéine membranaire (M) : responsable de ’assemblage des particules

virales.

e Une protéine de nucléocapside (N) : une phosphoprotéine, emballe le génome
viral dans un complexe ribonucléoprotéique et joue un role dans la réplication du

génome viral ct la voie de signalisation cellulaire .
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2. Génome

Le génome des CoV comporte un nombre variable de cadres de lecture ouverts (ORF).
Les deux tiers de 'ARN viral sont situés principalement dans le premier ORF (ORF1a/b),
traduit deux polyprotéines, ppla et pplb, et code pour 16 protéines non structurales (NSP),
alors que les ORF restants codent pour des protéines de structure et des protéines accessoires.
Le reste du génome du virus code pour quatre protéines essentielles de structure, dont la
glycoprotéine (S), la protéine de I’enveloppe (E), la protéine matricielle (M) et la protéine
nucléocapside (N), ainsi que plusieurs protéines accessoires, qui interferent avec la réponse
immunitaire de 'hote.

L’étude de Wu et al. a monté une similitude génomique et phylogénétique avec le Sars-
CoV, en particulier dans le géne de la glycoprotéine S. Zheng et al. ont analysé le génotype
de différents patients atteints du Covid-19 et ils ont constaté des modifications rares et
spontanées du génome viral. L’étude de Tang et al. a analysé 103 génomes de patients
infectés par le Covid-19 et a permis d’identifier deux souches de Sar-CoV-2 : la souche L et

la souche S. La souche L est plus agressive et contagieuse [28].

Spike Protein (S)
ghcosylated, trimeric protein
biyds to ACE2 on host cells

proteolytic activabion by TMPRSS2
l 10nm size, ~100 trimers/virion®

Nembrane Protein (M)

interferon antagonist”
~2000 copies”
Envelope Protein (E)
v roporin (host cell lysis)?
~20 copies*
Mucleocapsid (N)
interferon antagonist®
~ 1000 copies®

Okbp 5 10 15 20 25 29.9
PR SR S DS S N | i

o ) & unw
' < (- (0 |
. -E87b®

. polyprotein pp1a _ -~ . polyprotein pp1ab B
Sh

FIGURE 2.1 — Structure du virion et génome du SARS-CoV-2
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II. Epidémiologie

1. Origine et dynamique du SARS-CoV-2

On soupcgonne que le SARS-

CoV-2 provient de chauves-souris.

I n'est pas clair si le virus est f
transnis a 'honnne directenient o)
. 3. .
par les chauves-souris ou par l'in- , ®_O
termédiaire d’hotes intermédiaires o) i ...

tels que les chats, les pangolins, les

furets, les visons ou d’autres ani- d . :

maux. On a suggéré que l'infection A . .
par le SARS-CoV-2 chez les chats, A
les chiens, les tigres et les lions ’ . - d

provienne de porteurs humains. La

transmission du SARS-CoV-2 de

'homme au vison et du vison & pigyrg 2.2 - Origine et dynamique du SARS-CoV-2
'homme a été détectée aux Pays-

Bas et au Danemark. Toutefois, la transmission interhurcaine demeure la principale voie de

transmission pendant la pandémie actuelle [11].

2. Transmission

Le virus peut pénétrer dans l'organisme par contact avec les yeux, nez, bouche avec
des mains contaminées, par inhalation de gouttelettes/séerétions d'un malade, ou en cas
de contact avec des surfaces infectées. Jusqu'a présent, la transmission verticale n’a pas été
confirmée, cependant plusieurs cas de transmission postnatale ont été rapportés. Par ailleurs,
I'isolement d’ARN viral dans le sang et les selles a évoqué la possibilité d'une contamination
sanguine ou oro-fécale qui n’a toutefois pas été démontrée a ce jour. La contamination par

la muqueuse oculaire pourrait étre possible [11].
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3. Contagiosité et période d’incubation

Le taux de reproduction (R0) est un indicateur qui appricie le potentiel de contagiosité
d’un agent infectieux. C’est le nombre moyen de sujets auxquels un malade risque de trans-
mettre la maladie dans une population non immunisée contre le virus. Si le R0 est supérieur

a 1, alors la maladie tend a s'étendre d’elle-méme en |'absence d’action [11].
— Quand est-on contagieux ?

Il se déroule en moyenne 5 a 8 jours entre l'infection par le virus et la possibilité de le
transmettre a un tiers, que 'on développe des symptomes on non. Le risque de transmission
est maximal a l'apparition de ces symptomes (lorsqu’on en a). mais il débute en moyenne
2 & 3 jours avant. Ce risque diminue ensuite progressivement a partir du 7¢™¢ jour suivant
Papparition des symptémes. Il devient limité au-dela de 10 jours et exceptionnel apres 14
jours. Attention, ces durées ne sont que des moyennes et peuvent varier selon la lignée du
virus considéré : globalement, plus les symptomes sont sévéres et persistent, plus la possibilité

de transmettre le virus se prolonge [29)].

Niveau de
contagiosité “.'- ‘ ) )
B e Be Bs W
..& "i Q’o ..6 ‘"t “.&
‘,’ '°. ’-- .’—'.-_‘., *1‘.;:“, Boevoee L o

J-2 77 J10 114
J-5a)-8 I
infection Apparition
des
symptomes

FIGURE 2.3 — Période de Contagiosité du SARS-COV2

La période d’'incubation varie de 2 a 14 jours (médiane 5 jours). Or, I'étude de Guan et
al., réalisée sur un large échantillon, a suggéré une moyeanc de 3 jours, avec une extréme

arrivant a 24 jours [11].
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4. Facteurs de risque

-~ Qui sont les personnes a risque de développer une forme grave de la maladie?

L’analyse des données épidémiologiques montre que I'age (plus de 65 ans) et le sexe (mas-
culin) favorisent le développement d'une forme grave de la maladie. Elle montre aussi que
les personnes souffrant de certaines pathologies ont plus de risque de développer une forme
grave de Covid-19 que les autres. Il s’agit principalement de :diabete (de type 1 et de type

2),0bésité, cancers, maladie respiratoire, maladies cardio-vasculaire, grossesse.

III. Physiopathologie

La principale voie d’entrée du SRAS-CoV-2 passe par les voies respiratoires supérieures

ou les muqueuses faciales.

1. Cycle de réplication du SARS-CoV-2

SARS-CoV-2

FIGURE 2.4 — Le cycle viral du SARS-CoV-2

1. Grace aux protéine Spike présentes & sa surface, le SARS-CoV-2 se fixe au récepteur
ACE2 exprimé a la surface des cellules qui tapissert nos voies respiratoires. Une autre

protéine cellulaire (TMPRSS2) permet ensuite au virus de pénétrer dans la cellule.
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2. Le virus est alors internalisé par la cellule et y libére son contenu, en particulier son
matériel génétique.

3. IARN viral est immédiatement traduit par la machinerie cellulaire en une longue
chaine protéique,

4. Cette longue chaine protéique va étre ensuite découpée par protéolyse pour former des
protéines virales nécessaires a la suite des opérations.

5. Elles vont en particulier permettre la synthese de nouvelles copies de génome du virus
et I’ARN messager permettant eux-mémes la syntheése des protéines des structure du
virus.

6. Une fois tous ces composants synthétisés, ils s’auto-assemblent pour former des nou-

veaux virions, qui s’échappent de la cellule pour aller infecter les voisines [29]

Chez I'homine, la fonction physiologique principale de I'’ACE2 est de convertir les peptides
angiotensine I et I en angiotensine 1-9 et angiotensine 1-7, qui assurent des fonctions cardio-
vasculaires protectrices grace a des mécanismes qui inclueat la vasodilatation et le controle
de la perméabilité endothéliale. L’infection par le SRAS-CoV-2 entraine une réduction des
taux d’ACE2 et une perturbation du systeme rénine angiotensine aldostérone (SRAA), qui
amplifie la signalisation par la voie de I'angiotensine II, =ntrainant un dysfonctionnement

inflammatoire et circulatoire potentiellement grave [30].

Angiotensinogéne

Angic ine | —=| Angi 1-9

ACE ]
G )—— (=)
Ang n —»| Angi 1-7
ARB
Angiotensine Il type
1 recepteur

vasoconstriction, Vasodilatation,
pro-inflammatoire, anti-inflammatoire,
pro-thrombotique anti-thrombotique

FIGURE 2.5 — Role de I'ECA et de 'ACE2 dans la modulation de la pression artérielle dans

le systéme rénine-angiotensine (RAS)

Partie Bibliographique 19




CHAPITRE 2. COVID-19

2. Role paradoxal de PACE2

L’ACE2 étant le principal récepteur cellulaire du SARS-CoV-2, il a été suggéré qu’une
forte expression d’ACE2 conduisait & une susceptibilité accrue a Pinfection. Cecl pourrait
expliquer que les patients diabétiques ou atteints de cancer, qui expriment plus fortement
ACE2, soient a risque de formes graves.

Toutefois, la distribution anatomique d’ACE2 n’est pas strictement corrélée a la symp-
tomatologie provoquée par l'infection par le SARS-CoV-2. Tandis qu"ACE2 est fortement
exprimé dans le tube digestif, les reins, le coeur. la vésicule biliaire. les glandes séminales et
les testicules, la COVID-19 provoque des atteintes respira;oires, neurologiques, digestives,
cardiologiques, hépatiques, oculaires, et/ou cutanées. De plis, PARN du SARS-CoV-2 était
fortement détecté dans les poumons, et a moindre mesures dans le foie, le rein ou le coeur dans
une série autopsique de douze patients. Méme si dans cette étude, ’absence de discrimination
entre '’ARN génomique et sous-génomique ne permet pas de confirmer une réplication virale
active dans ces organes, la différence entre la répartition d’ACE2 tissulaire et les atteintes
organiques du SARS-CoV-2 fait évoquer la possibilité d’une invasion cellulaire indépendante
d’ACE2.

Paradoxalement, si 'expression tissulaire d’ACE2 permet la pénétration du virus dans la
cellule, la forme soluble d’ACE2 pourrait étre un facteur protecteur du COVID-19. L’activité
d’ACE2 circulante est effectivement faible chez les patieals en surpoids ou hypertendus
alors qu’elle est plus forte chez les enfants et qu’elle est corrélée positivement & 1'expression
d’cestrogenes. Ceci explique. pour certains auteurs, la relarive protection des enfants par
rapport aux adultes et des femmes par rapport aux hommes dans la COVID-19. Cette
hypothese est en accord avec les travaux qui démontraient; le réle protecteur d’ACE2 dans

les lésions pulmonaires [31.

IV. Manifestations cliniques

Les poumons sont 'une des principales cibles du SARS-CoV-2. Cependant, le SARS-
CoV-2 endommage également de nombreux autres systémzs d’organes, tels que le cceur, les
reins, le foie et le cerveau. Comprendre que le COVID-19 est une maladie multisystémique
est essenticl a sa prise en charge clinique. Le spectre de la présentation clinique du COVID-
19 est large, puisqu'il va de 'absence de symptomes ou cle symptémes minimes jusqu'a la
pneumonie virale sévere (SDRA) avec insuffisance respitatoire, dysfouctionnement multi-
systémique, sepsis et déces. Jusqu'a 40 a 45 % des personnes infectées sont asymptomatiques

lorsqu’elles font 'objet d’un dépistage du virus, et beaucoup restent asvmptomatiques, mais
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elles excrétent tout de méme le virus par les voies aériennas supérieures et peuvent trans-
mettre le virus & d’autres personnes. Les symptomes fréquents comprennent les suivants :
fievre, frissons, fatigue, toux séche, anorexie, myalgie, diarriée et expectorations. Une perte
deT'odorat (anosmic) et du golt (agueusice) est également frequemment rapportée. Des maux
de gorge, une congestion nasale et une rhinorrhée sont moirs fréquents. Certaines personnes
restent afébriles. D’autres présentent des symptomes légers nendant 8 a 9 jours, jusqu'a l'ap-
parition soudaine ou I'aggravation d'un essoufflement (dyspnée) qui les pousse a se rendre
aux urgences. Une assistance ventilatoire peut étre nécessaire peu apres 'apparition de la

dyspnée [32].

V. Deémarche diagnostic

Le 03 aolt 2021 le ministere de la santé en Algérie a publié une instruction (instruction
1°20/ DGSSRH du 03 aott 2021) qui vient a actualiser ‘e point concernant la démarche
diagnostique et la conduite thérapcutique devant un cas COVID-19, et ccla cu tenant compte
de T'avancée des connaissances scientifiques et de I'analyvse de l'évolution de la situation

épidémiologique [33].

1. Diagnostic d’orientation

Cette démarche diagnostique repose sur un fuseau d’argument basés sur des :

- Criteres épidémiologiques : il est nécessaire de rechercher systématiquemment la

notion de contact avec patients COVID-19;

- Criteres cliniques : associant fievre, toux, dyspnde, asthénie, myalgies, céphalées,
troubles digestifs, anosmie, agueusie, sachant que cette svmptomatologie peut étre

variable d'un patient a 'autre;

- Critéres biologiques : se traduisant essentiellement par une leucopénie et/ou une
lymphopénie ;

- Critere radiologiques : la TDM thoracique n'est demandée qu'en cas de signes

d’appels respiratoires majeurs (désaturation sévere en oxygene par exemple).

2. Diagnostic de certitude
La démarche diagnostique de certitude est apporté par la positivité :

- De la RT-PCR qui reste I'examen de référence ;
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— Du test antigénique réalisé avant le 7™ jour de symptomatologie.

N.B : Un test antigénique négatif en présence d’une forte suspicion de COVID-19 (clinique

et /ou épidémiologique) doit étre suivi d’'une PCR.

VI. Prise en charge thérapeutique et prévention

Suivant la démarche thérapeutique annoncée par le mwinistére de la santé en Algérie a

travers l'instruction n°20/DGSSRH du 03 aotit 2021 :

1. Démarche thérapeutique

Association thérapeutique spécifique :
— Hydroxychloroquine : Elle est utilisée exclusiverr ent en milieu hospitalier en 1'ab-
sence de contre-indication.
- Azythromycine
N.B : Cette association est indiqué dans les 7 premiers jours de la maladie.
Concernat le traitement antibiotique : 'antibiothérapie n’est pas systématique, elle

n’est indiquée qu’en présence d’élément en faveur d’une surinfection bactérienne essentielle-

ment réspiratoire.

Antibiothérapie recommandée :
Amozicilline+Acide Clavulanique, ou Ciprofloracine

N.B :En cas d’allergie aux béta-Lactamines : macrolides ou fluoroquinolone.

Antibiothérapie injectable : pour les formes graves en milieu hospitalier :

Céfotarime , ou Ciprofloracine

Traitement anticoagulant :

Dose préventives : en cas de Surpoids ou obéses, immiobilités, cancer, D-dimers supérieures

ou égale a 500, ajusté a I'age du patient.

Doses curatives : En milieux hospitalier, prescrire une HBPM, sous surveillance cli-

nique et le suivi de 'évolution du taux de D-dimers, dans les situation suivantes :
~ D-dimers supérieures a 3000

- Patient au stade sévere avec lésions pulmonaires étendues et signes d’insuffisance res-

piratoire

— Risque thrombo-embolique éleve.
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Traitement cortisonique : Dans le cadre de la prise =n charge thérapeutique des per-
sonnes atteint de COVID-19, des formes graves ou critiques, il est recommandé de prescrire
la corticothérapie (Déxaméthasone) courte durée (3 a 10 jours) a partir du 6éme jour de

I'apparition des symptomes

Traitement symptomatique :
— La fievre et la douleur : antipyrétique, antalgique type paracétamol
- La toux : corticoides inhalés et/ou Salbutamol

— Apport hydro électrolytiques.

L’Oxygénothérapie : L'oxyvgene ne doit étre utilisé qu'en cas de pneumopathie des que la

SpOy est inférieure & 92 % avec pour objectif d’obtenir une SpO; entre 92 % et 95 %

Traitement adjuvant : Vitamine C, Zinc, vitamine D). Magnisium

2. Prévention

— Confinement : dans tous les cas le confinement di. patient reste rigueur pendant la
durée du traitement soit jours avec strict respect des mesures de prévention.

— Vaccination : c¢’est I'un des piliers de lutte contre la pandémie due au coronavirus.
Plusieurs vaccins ont été développés, testés et mis sur le marché en moins d’un an. Si
tous les vaccins stimulent le systéme immunitaire de facon a induire une protection
spécifique contre le virus de la COVID, des différerces existent quant a la technique
utilisée [34] :

— Vaccins a ARN messager (Moderna),
— Vaccins a vecteur viral non réplicatif (AstraZeneca),
— Vaccins a virus inactivé (CoronaVac)

— Vaccins a virus vivant atténué
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CHAPITRE

3

ANOMALIES DES GLOBULES ROUGES
AU COURS DE COVID-19

I. Le SARS-CoV-2 s’attaque t’il le sang ?

Bien que plusieurs études aient été menées sur la physionathologie du COVID-19, il existe
encore de nombreuses inquiétudes a ce sujet.

Il a été prouver que le SARS-CoV-2 attaque en priorité les cellules du systeme respiratoire,
jusqu’au plus profond des poumons, et le syndrome de détresse respiratoire aigu qui emporte
bien des malades en est la preuve. Cependant. le nouveau coronavirus ne se limite pas a
ces organes, et l'on sait désormais qu'il touche bien d’autres endroits de 'organisme comme
le cerveau et les nerfs, le foie, les reins, le systeme diges:if, ete. Le ceeur et les vaisscaux
sanguins ne sont pas épargnés. et méme le sang semble perturbé par le SARS-CoV-2 car il a
été démontré qu’au cours de la progression de la maladie, les patients atteints de COVID-19

présentent plusicurs perturbations de parametres hémobiologiques [35]. notamment [36]
~ Des taux d’hémoglobine réduits indiquant la présence d’anémie
— Une diminution de nombre des GR

— Une diminution des lymphocytes totaux
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- Un rapport neutrophile lymphocytaire élevé
— Des taux pathologiquement accrus de ferritine

—~ Une élévation importante des produits de dégradaticn de la fibrine/fibrinogene (D-

dimeres) caractérisant une coagulopathie intravasculaire disséminée
— Un temps de Quick prolongé

Pour cette raison, de nombreuse recherches et études ort été menées pour découvrir les

causes ct les mécanisines qui ont conduit a ces perturbatiors.

II. Globules rouges et COVID-19

Principalement, parce qu’ils transportent I'oxygene, les GR peuvent jouer un role dans la
gravité de I’hypoxiémie chez les patients COVID-19. A cet égard, une question persistante
porte sur le mécanisme dont les GR sont infectés par le SARS-CoV-2 [37].

L’étude de Wentao Ni et al. a démontré que le virus SARS-CoV-2 pénetre dans les cellules
hotes via les récepteurs ACE2 [38]. Il convient de noter que la protéomique a identifié les
récepteurs ACE2 a la surface des GR. Cela suggere que les GR, qui ne peuvent pas supporter
la réplication virale par manque d’organites, peuvent théoriquement étre envahis par le virus
(39, 40]. Ceci peut éetre di a la possibilité que le virus traverse la mewmbrane alvéolaire,
trouvant son chemin pour infecter les globules rouges, ce jui provoque simultanément une
baisse rapide des niveaux d’O, dans le sang [37, 39].

Une autre étude récente de Cosic et al., utilisant leur propre modele de reconnaissance bio-
physique par résonance (RRM), apporte de nouvelles preuves sur la fagon dont le SRAS-CoV-
2 peut infecter les GR, permettant de mieux comprendre la physiopathologie du COVID-19
[37, 41]. Selon leurs découvertes. il pourrait y avoir une interaction probable entre la protéine
de surface Band 3 et la protéine de pointe Sy dans le virts SARS-CoV-2, représentant une
entrée possible du SARS-CoV-2 dans les GR. Cette hypotheése est d’une importance primor-
diale car l'intégrité de la protéine Band 3 est obligatoire pour la physiologie des GR. Des
altérations de ce mécanisme peuvent entrainer des dommages importants aux fonctions des
GR, telles que Papport d’O, [37, 42]. Dans ce cas, une hypoxie devrait s’ensuivre (telle que
détectée dans les cas graves de COVID-19) en raison de cette interaction, qui peut diminuer
le transport d’O; & travers les GR [37].

Les GR ont longtemps été considérés comme de puissants piégeurs du NO dérivé des
cellules endothéliales et des leucocytes. participant au mé:abolisme systémique du NO prin-
cipalement en limitant sa biodisponibilité [43, 44]. Le N'O se fixe sur ’hémoglobine sur le

thiol du résidu Cys 393, a proximité immédiate du site de fixation de I'heme, et en for-
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mant la S-nitrosohémoglobine (SNOHDb) [45, 46, 47]. En conditions d’hypoxie, le NO dissocié
sortirait du GR et serait transféré au glutathion, permettan: sa diffusion et son action vaso-
dilatatrice [45. 48]. Les GR traversant la microcirculation détectent les conditions d’oxygene
des tissus via leur degré de désoxvgénation et associent cetse information a la libération de
composés vasodilatateurs. notamment ATP et le NO, pour améliorer le flux sanguin vers
les tissus hypoxiques [43, 49]. Le NO est un radical libre et a un role physiopathologique cri-
tique dans les maladies infectieuses. Ces constatations peut expliquer les résultats obtenus
par Mortaz et ses collegues. Leur étude a démontré des niveaux accrus de NO dans les GR
de sujets COVID-19 [43]. En plus. dans I’étude d’Alamdaii et al. le nitrite, le nitrate (les
métabolites du NO), la méthémoglobine (met-Hb) et I'équilibre prooxydant-antioxydant ont
été estimés comme des facteurs impliqués dans 'aggravation de I'hypoxie chez les patients
en soins intensifs [50].

D’autre part. il a été prouvé que de nombreuses infections virales respiratoires, y compris
COVID-19, provoquent la mort des cellules infectées, 'activation de la réponse immuni-
taire innée ct la sécrétion de cytokines inflammatoires. To'1s ces processus sont associés au
développement de ce qu’on appelle un stress oxydant. Ce dernier contribue de maniere im-
portante a la pathogenese de ces infections virales. Il a été proposé récemment comme un
acteur clé du COVID-19 [51, 52, 53, 54]. Il provoque des lésions directes de molécules biolo-
giques (oxydation de 'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions
secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment
lors de 'oxydation des lipides [55]. Ces effets sont particulierement critiques pour les globules

rouges, qui peuvent devenir dysfonctionnels [56]. Ainsi, nous discutons ici de ce sujet.

III. Rappel sur le stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes réactives
d’oxygene (ERO) et les défenses antioxydantes de l'organisine, en faveur des premiéres [57].
Dans les circonstances quotidiennes normales, ces espéces sont produits en permanence en
faible quantité par divers mécanismes physiologiques et ‘ouent un réle important dans la
signalisation cellulaire, la régulation des cytokines, des facteurs de croissance, en tant qu’im-
munomodulateurs, ete.[58]. Elles sont aussi impliquées dans le vieillissement naturel de I'or-
ganisme humain. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systémes
de défense, d’ailleurs adaptatifs par rappor t au niveau d’ERO présents. Dans ces circons-
tances normales, on dit que la balance antioxydants/prooxvdants est en équilibre. Mais
lorsque cet équilibre est rompu, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une

surproduction énorme de radicaux [55], I'organisme va avoir a faire face 4 une production
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d’ERO beaucoup trop forte & maitriser, qui sera observée au cours de certaines patholo-
gies chroniques comme le diabete sucré, les cancers, 'hypertension artérielle. les maladies
coronariennes, etc. et certaines infections, notamment par les virus 8 ARN [59], une famille

auxquels appartiennent les virus corona.

IV. Meécanismes de défense de ’crganisme contre le

stress oxydant

Pour se protéger des effets déléteres du stress oxydant, I'organisme dispose d un ensemble
complexe de défenses antioxydantes (Figure 3.1). On distingue deux sources d’antioxy-
dants : I'une est apportée par I'alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vita-
mines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; 'autre est
endogene ct se compose d’enzymies (superoxyde dismutasc, zlutathion peroxydase, catalase),
de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systéemes de réparation
des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments

comme le sélénium, le cuivre ct le zine qui sont des cofactevrs d’enzymes antioxydantes [57].

V. Les systemes de défense antioxydant au cours du
COVID-19

Selon 1’étude menée par Pincemail et al. un effondrement important des défenses anti-
oxvdantes a ¢té détecté chez les patients COVID-19, comne c¢n témoignent les niveaux de
vitamine C, G-SH, v-tocophérol et y-caroténe qui étaient largement inférieurs & l'intervalle
de référence [60..

Le glutathion, un antioxydant crucial, est bien connu pour moduler le comportement de
nombreuses cellules, v compris les cellules du systéme immunitaire, augmentant I'immunité
innée et adaptative et conférant une protection contre les infections microbiennes, virales
et parasitaires [60. 61, 62]. L'étude de Pincemail et al. a révélé que le statut de GSH était
significativement altéré a la baisse chez les patients COVI)-19, en particulier chez les longs
séjours [60]. Récemment, Polinokov a conclu qu’une carence sanguine en G-SH cxacerbait la
maladie COVID-19 [63].

Dans I'étude de Pincemail et al., la détermination de la capacité antioxydante totale a été
proposée comme une mesure globale de l'efficacité antioxvdante [60, 64, 65]. En utilisant une

méthodologie électrochimique originale [60, 66}, ils ont montré que la capacité antioxydante
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FIGURE 3.1 — Apercgu des différentes especes oxygénées activées (ERO) et des antioxydants

régulateurs de leur productionS.

totale était logiquement diminué chez les patients COVID-19 tres probablement en raison

de leurs niveaux tres faibles en vitamine C et en GSH [60 .

VI. Meécanismes de génération du stress oxydant au
cours de COVID-19

1. Meécanisme inclue la libération du fer dans la circulation san-

guine par les globules rouges

Une étude a révélé que certaines protéines virales stracturales et non structurales pou-
vaient se lier & la porphyrine, respectivement. Et puisque la porphyrine dans le corps humain
entre principalement dans la composition de I’heme de 1'hémoglobine, cette méme étude a
montré que les protéines virales orflab, ORF10 et ORF 3¢, attaquent de maniére coordonnée

P’héme sur la chaine 1-béta de 'hémoglobine lorsque les GR. atteint les alvéoles, dissociant
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ainsi le fer pour former un complexe avec la porphyrine [67]. Non seulement, cette attaque
provoquera de moins en moins d’hémoglobine capable de transporter de 'oxygene et du
dioxyde de carbone, le fer libre a son tour médie la réaction de Fenton et Haber-Weiss
(Fe?* + HyOy — Fe* + HO™ + HO™) [68] ct conduit & un stress oxydatif. A cause de la
forte perméabilité membranaire de la porphyvrine, le complexe (virus-porphyrine) pourrait
franchir facilement la membrane des cellules, ce qui peut expliquer la forte infectivité du
virus [67].

2. Meécanisme inclue la septicémie

Observation faite sur les patients présentant une progressiou sévere du COVID-19 est

qu’ils ont développé des manifestations cliniques typiques de choc, caractéristiques de I'évolution

vers une septicémie virale {69, 70]. Il a été démontré que ’hémoglobine libre et I'héme sont
augmentés dans le sang A cause de I'hémolyse chez des patients atteints de septicémie|71}.
Bien que plusieurs mécanismes impliqués dans I'hémolyse aient été décrits dans les infections
virales, il existe un certain nombre d’études montrant que les ERO jouent un role dans 'en-
dommagement de la membrane des érythrocytes [71, 72]. La production de niveaux élevés
d’ERO chez les patients septiques entraine des altérations de la membrane érythrocytaire
qui, & leur tour, induit unc phagocytose par les macrophages ct les neutrophiles, perpétuant
le cycle avec une production supplémentaire d’ERO [73] (Figure3.2) . Cela peut contribuer
a une augmentation de I’hémoglobine libre et & de faibles niveaux de transport d'oxygene
vers les tissus [73, 74]. L’hémoglobine libre est dissociée, générant de '’heme, qui est ensuite
dégradé par I’heme oxygénase (OH-1) pour produire du fer libre; I'héme et le fer libre sont

tous deux nocifs pour les cellules [74].
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FIGURE 3.2 — L’infection par le SRAS-CoV-2 peut entrainer une libération de ROS (=ERQO)

induite par les neutrophiles.

» a - Chez les indwvidus non a risque, un cxeés de ROS (=ERQO) est contrebalancc par
une augmentation des défenses antiorydantes. b - Chez les sujets présentant une altération
de Uéquilibre redoz, la production de ROS (=ERO) n’est pas correctement controlée, ce qui
entraine une perorydation membranaire des GR, qui a son tour perpétue l'activation des
neutrophiles. Un stress ozxydatif excessif pourrait étre responsable des dommages alvéolaires,
de la thrombose et du déréglement des GR observés dans COVID-19. Les antiorydants et les

inhibiteurs de l’élastase peuvent avoir un potentiel thérapeitique

3. Meécanisme implique Pactivité de ’ACE2

L’ACE2 abaisse la tension artérielle en catalysant I’hydrolyse de P’angiotensine II (un
peptide vasoconstricteur) en angiotensine (1-7) (un vasodilatateur). Le SARS-CoV-2 se lie
a I’ACE2 a travers la protéine S virale provoquant ainsi entrée du virus dans les cellules
et réduit donc la biodisponibilité de I'ACE2. Par conséquent, le niveau d’angiotensine II
peut étre nettement élevé. Des preuves ont montré que l'angiotensine II lorsquelle se lie
aux récepteurs de l'angiotensine de type 1 (ATR1) [51, 52], elle régule I’activation de la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (NOX) [51, 53, 54, 75, 76].

L’activation des NOX est I'un des principaux contribute s a la formation des ERO. Par
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conséquent, la réduction de la biodisponibilité de 'ACE2 apres la liaison au SRAS-CoV-2
permet a l'angiotensine Il d’étre disponible pour interagir avec ATR1, qui médie les signaux
pour activer la NADPH oxvdase et donc induire un stress oxydatif et des réponses inflamma-
toires, qui a leur tour contribuent a la gravité du COVID-19 [51, 77, 78]. L’activité de ’'Ang
IT sur les ATR1 peut se produire en coopération avec des cytokines pro-inflammatoires, en
particulier, I'IL-6 qui stimule I'expression des ATR1 et la signalisation dépendante d’angio-

tensine 11, ce qui entraine une augmentation supplémentaire du stress oxydatif [79, 80].
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FIGURE 3.3 — Pathogénie moléculaire du SRAS-CoV-2

4. Mécanisme inclue la neutophilie

L’élévation des neutrophiles signalée chez les patients infectés par le SRAS-CoV-2 contri-
bue sans aucun doute a la gravité de la maladie de I’hote, en particulier chez les individus
vulnérables. Car dans le cadre de la réponse immunita re innée générale, la présence de
I'explosion oxydative (Oxidative Burst) & Uintérieur des endosomes des phagocytes, prin-
cipalement des neutrophiles, est attendue. Son but est de détruire les agents pathogenes
avec des especes réactives de 'oxygene (ERO). Ce processus est induit par la nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase). Ce dernier, produit de I'ion su-
peroxyde O, lequel se recombine avec d’autres molécules pour produire d’autres radicaux
réactifs [81, 82].
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VII. Conséquences du stress oxydatif sur les globules

rouges

En utilisant la cytométrie de déformabilité en temps réel des chercheurs du Max-Planck-
Zentrum fiir Physik und Medizin a Erlangen ont pu montrer pour la premiere fois que Covid-
19 modifie considérablement la taille et la rigidité des GR ¢t des GB. Selon ces chercheurs,
les mécanismes en cause 1e sont pas encore bien compris mais sclon d’autres études, ces
résultats peuvent étre la conséquence d'un stress oxydatif [33].

La production excessive d'ERO peut affecter les lipides membranaires, les intégrines et les
protéines cvtoplasmiques dans diverses cellules circulantes Malgré les systemes de défense
antioxydantes, enzymatiques et non-enzymatiques, ces effets sont particulierement critiques

pour les globules rouges, qui peuvent devenir dysfonctionnels [57].

— Altération de la déformabilité des GR nécessaire au transport efficace de
l'oxygene : L’exces d’'ERO peut provoquer 'oxydation des acides gras polyinsaturés
dans la membrane érythrocytaire, entrainant une modification profonde de la distri-
bution et de l'organisation latérale et transversale des lipides membranaires. 11 en
résulte une perturbation a la fois de la diffusion d= 'O et du CO; et la capacité
de déformabilité des GR dans les vaisseaux capillaires, favorisant ainsi la thrombocy-
tose. La réactivation des neutrophiles en réponse a la modification de la membrane
des GR alimente davantage ce cercle vicieux. En plus, cette modification affecte la
libération d’ATP et d’oxyde nitrique (NO), tous deus: nécessaires au transport adéquat
de I'oxygene et a la vasodilatation entre les tissus métabolisant et les surfaces respira-
toires [84].

- Formation de méthémoglobine : Le stress oxydant perturbe I’équilibre Fe?t /Fe3*
et aboutit a la formation de méthémoglobine dans .aquelle le cation de fer de I'héme
est a I'état d’oxydation +3 (ferrique), et non pas a I'état d'oxvdation +2 (ferreux) qui
est celul de I'hémoglobine [74]. L’heme ferrique est incapable de se lier & 1'oxygene,
ce qui le rend impropre au transport de cc dernicr dans le sang. Cela entraine un
décalage vers la gauche de la courbe de dissociation oxvgene-hémoglobine. Le diagnos-
tic de la méthémoglobinémie est rarement évoqué étant donné sa rareté, et peut donc
rester sous-diagnostiqué pendant la pandémie de COVID-19. La présentation clinique
typique consiste en des symptomes brusques d’hypcxie tissulaire. Notammment, comme
il s’agit d’une condition d’avidité accrue en héme-oxygene plutot que d’hypoxiémie,
les niveaux d’oxygene dissous dans le sang peuvent étre normaux malgré des signes

cliniques d hypoxie et une basse des lectures d’oxymeétrie de pouls. Un indice de suspi-
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cion élevé est donc requis et le diagnostic est le plus souvent fait sur la co-oxymétrie
ou le dosage sanguin spécifique Met-Hb. La sévérité des symptomes est généralement
corrélée au taux de Mét-Hb [85].

— Vieillissement et élimination rapide des GR de la circulation sanguine : Etre
constamment exposés a des agressions oxydatives, entraine des changements biochi-
miques, physiques et structurels continus. Ces changements alterent la capacité des
GR a transporter I’O; et déclenchent éventuellement son retrait de la circulation par le
svsteme réticulo-endothélial. En plus, les dommages oxydatifs de la protéine Bande 3,
étant la protéine transmembranaire intégrale dominante assurant plusieurs fonctions
cruciales, conduisent au clivage de son extrémité cytoplasinique, affectant ainsi ces
interactions avec les protéines cvtosoliques en plus la liaison a 'ankyrine et au cytos-
quelette. Ces changements limitent la capacité des GR a maintenir la forme biconcave
hautement déformable nécessaire pour passer a travers les pores étroits, contribuant

ainsi & leur retrait de la circulation [72].
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CHAPITRE

OBJECTIFS

Notre présente étude vise a :

- Identifier les perturbations hémobiologiques et les ar omalies morphologiques des cel-

lules sanguines, en particulier les GR, au cours de I'infection par le SARS-CoV-2.

- Evaluer le taux de méthémoglobine et le statut du stress oxydatif chez les patients
atteints du COVID-19. De plus, faire la corrélation avec la sévérité et 1'évolution de la

maladie.

- Enfin, nous voulons induire expérimentalement les perturbations de I’hémoglobine et
les anomalies morphologiques observées au paravent des cellules sanguines (GR et GB)
en mélangeant le plasma des malades COVID-19 avec le culot globulaire des sujets sains

pour mettre en ¢évidence exacerbation du stress oxydatif.
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CHAPITRE

2

MATERIELS ET METHODES

I. Cadre et type d’étude

Nous avons partagé notre étude en 2 parties, la 197 partic il s'agit d'une étude de type
série de cas. La 2¢™¢ partie il s’agit d'une étude expérimentale, réalisée au niveau du labora-
toire des urgences médico-chirurgicales Frantz Fanon — Blida durant une période de 6 mois
allant de Janvier 2021 au Juin 2021.

II. Population d’étude

1. Population malade
— Critéres d’inclusion : dans notre étude, nous avons inclus dans la population cible :

— Des sujets de tout age et des deux sexes
—- Diagnostiqués positifs au COVID-19

— Hospitalisés au niveau du CHU Frantz Fanon service COVIDg; (Unité de soins
intensifs) ou COVIDyg, (Isolement)

— Présentent ou non des comorbiditéss (diabete. ATA, obésité ...)

— Critéres d’exclusion : Dans notre étude, nous avons exclus de la population cible :

— Diagnostiqués négatifs au COVID-19
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— Patients symptomatiques mais non-confirmés.

2. Population saine

Dans la population saine nous avons inclus des donneurs :
— Agé entre 18 et 65 ans,
— Pesé au moins 50 kg,

— En bonne santé au moment du don.

III. Reéactifs

— Coloration des frottis sanguins : coloration au MGG (Colorants de May Grunwald

Giemsa)

— Dosage de la méthémoglobine : ferrocyanure de potassium Ky[Fe(CN )g]
— Test des Substances Réactives a I’Acide Thiobarbiturique (test & TBArs) :

— TCA : Acide trichloracétique

— TBA : Acide thiobarbiturique

— NaOH : Hydroxyde de sodium

— EDTA : Acide éthylenediaminetétraacétique

— Eau physiologique
— Evaluation du statut antioxydant total (Test 4 ABTS) :

— ABTS : Acide 2,2"-azino-bis (3-éthylbenzothia:oline-6-sulphonique)

— Persulfate de potassium : K,5,03

— Tampon phosphate : : Phosphate disodique (NayHPO4)+ phosphate de
monopotassium(K Hy POy)

IV. Appareillage

FNS : SYSMEX KX 21 et XP-300

Microscope optique : OPTIKA

|

Caméra pour microscope optique

— Spectrophotometre : JENWAY 7305 spectrophotometer
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— Centrifugeuse normale

Centrifugeuse réfrigérée : Universal 320R Hettich zentrifugen

Bain marie : Memmert

- PH-meétre

Balance éléctronique

- Micropipettes

V. Meéthodes

1. Recueil des prélevements

Les prélevements sanguins de tous les patients ont été recueillis par ponction veineuse
dans des tubes EDTA. On a travaillé sur le sang total en réalisant les tests suivants le jour

du prélevement :
— Une formule numération sanguine (FNS)
— Un frottis sanguin
— Dosage de la méthémoglobine

Puis les échantillons sont centrifugés a 4000 rpm pendant 10 minutes. Le plasma est

récupéré et conserver a froid pour réaliser ces tests apres
- Evaluation de la peroxydation lipidique (Test & TBATs)
- Evaluation du statut antioxydant total (Test & ABTS)

2. Réalisation des tests

Dans notre étude nous avons regroupé les mesures en trois fenétres temporelles reflétant
les stades potentiels de 'infection comme suit : J : présente la jour d’admission J; : entre

le 4éme et le 6™ jour J, : entre le 7¢™¢ et le 9™ jour [&6)].

e FINS : permet la numération des éléments figurés du sang (globules rouges, glo-
bules blancs et plaquettes), le calcul de 'hématocrite, le dosage de I'hémoglobine et
éventuellement I’établissement de la formule leucocvtaire. Son principe : une suspen-
sion de sang dans un diluant conducteur est aspirée et passe entre deux électrodes,
chaque cellule sanguine n’étant pas conducteur, eatraine une baisse de la conducti-
vité électrique, la chute de tension est proportionnelle a la taille de la cellule et ces

impulsions sont comptées.
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e Frottis sanguin : consiste a étaler une goutte de sang uniformément sur une lame de
verre, de maniere a4 obtenir une seule couche de cellules. Apres coloration et fixation
au MGG, on a effectué une étude morphologique des éléments figurés du sang (les GR
et les GB en particulier), on a aussi fait 'équilibre leucocytaire afin de déterminer le
pourcentage des leucocytes notamment les PNN vacuolées.

e Dosage de la méthémoglobine : par méthode dz= DRABKIN [87]. Son principe
repose sur la mesure de la densité optique a 630 nm et & 700 nm d’une dilution sanguine
(hémolysat) avant et apres la transformation totale d liémoglobine en méthémoglobine.
Les étapes de cette méthode sont les suivants :

— Hémolyse puis centrifugation pour éliminer le stroma cellulaire.
— Mesurer les densités optiques a 630 nm et a 700 nm :
1. Hémolysat : (HbO2 + Hb + MétHb + impuretés) — DO, a 630 nm
2. Hémolysat : (HbO2 + Hb + impurtés) — DOy a 700 nm (Mét-Hb a une
absorbance nulle a 700 nm)

DO, - DO; = Absorbance de Mét-Hb

—- Mesurer les densités optiques de 'hémolysat a 630 nm et & 700 nm apres I'ajout

du ferricyanure du potassium :

1. Hémolysat + ferricyanure du potassium : (Mét-Hb + impuretés) — DOj a
630 nm (le ferricyanure de potassium oxydz I'Hb total en mét-Hb)

2. Hémolysat + ferricyanure du potassiuu : (impuretés)— DOy a 700 nim (Mét-

Hb a une absorbance nulle a 700 nm)
DO; - DOy = Absorbance de I'Hb totale

— Rapport :

A T4 __ DO1-DO2
Mét-Hb % = DO3-P0O4

Les valeurs usuclles sont inféricures a4 2 % (de I'hémoglobine totale). Les symptomes

observés sont d’intensité proportionnelle au taux de méttémoglobine dans le sang [88] :
— A partir de 10 % : cyanose;

— A partir de 30 % : signes fonctionnels d’anoxie;

f

Entre 30 et 50 % : léthargie, tachycardie et dyspnéc:

!

Supérieur a 50 % : atteinte du systeéme nerveux certral et des lésions neurologiques;

Partie Pratique 39




CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES

~ De 70 4 85 % : mortel

e Evaluation de la peroxydation lipidique : par le test aux substances réactives
a 'acide thiobarbiturique (test & TBArs). Le principz de ce test repose sur I'utilisa-
tion d’une solution acide (acide trichloracétique : TCA) pour extraire les substances
réactives a I'acide thiobarbiturique de 1'échantillon, principalement le malondialdéhyde
(MDA) qui est un marqueur du stress oxydatif cellulaire. Apres extraction, la solution
obtenue est centrifugée a froid (+4°C). Une solution du thiobarbiturique est ajoutée
au surnageant récupéré. Ce mélange réactionnel est incubé a 95°C avant mesure de

I'absorbance a 534 nm [89].(Protocole : voir annexe A)

e Evaluation du statut antioxydant total (Test & ABTS) : ce test permet de
mesurer la capacité relative des anti-oxydants a piéger le radical ABTS®™ généré.
En réagissant avec un agent oxydant fort (dans notre étude : persulfate de potas-
sium), L’ABTS [acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)] forme le ra-
dical ABTS°", de couleur bleue & verte. La réduction du radical : ABTS?" par les
antioxydants est mesurée par la suppression de son spectre d’absorption a une lon-

gueur d'onde caractéristique : 734 nm [90]. (Protoco.e : voir annexe B)

3. Recueil des données

Le recueil des données des patients a été réalisé apres 3tude de leurs dossiers médicaux.
Ceci est réalisé a 'aide d’une fiche dite de renseignements qui inclue : le nom. le prénom,

I'age, le sexe, la date d’admission et le date de sortie ou dz déces.

4. Analyse statistique des données

L’analyse statistique de nos résultats a été effectuée par le logiciel « SPSS » (Statistical
Package for the Social Sciences) version 25 ainsi par Microsoft Excel 2019.

Les données récoltées ont été représentées sous forme des tableaux, des histogrammes et
des boites & moustaches. Nous avons déterminé les moyennes, les écart-types, les extrémes
et les pourcentages.

Afin d’analyser les variables quantitatives, on a realiser le test de student, une valeur de

P < 0,05 a été retenue comme statistiquement significative.
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VI. Etude quantitative et qualitative des éléments fi-

gurés du sang

1. Hémogramme

Tableau 2.1 — Valeurs normales de I'hémograimnme chez ’adulte

Unité Homme I Femme
Leucocytes [10® /mm?] 45-11
Hématies [10%/mm?] | 45-5.9 | 4-5.2
Plaquettes [10®/mm?] 150 - 450
PNN [/mm?] 1800 - 7700
PNE [/mm?] 40 - 300
PNB [/mm?] < 50
Lymphocytes [/mm?] 1000 - 4800
Monocytes [/mm3] 200 - 1200
Hémoglobine || [g/dL] | 14-17 |12-16
hématocrite (%] 41 - 51 [ 36 - 47
VGM [dL] 80 - 100
TCMH [pg] 28 - 32
CCMH lg/dL] 32 - 36
RDW % 11- 15
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2. Etude qualitative des globules rouges et des globules blancs

FI1GURE 2.2 — Globules blancs ncrmaux

» (A) : Polynucléaire neutrophile. (B) : Polynucléatre eosinophile. (C) : Polynucléaire
basophile. (D) :Monocyte. (E) : Lymphocyte
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CHAPITRE

3

RESULTATS

I. Description épidémiologique de la population étudiée

1. Nombre d’échantillon

Notre étude a été réalisée sur 145 sujets dont 38 sujets sains (donneurs) et 107 patients
ayant un diagnostic confirmé de COVID-19. Selon la sévér té de I'infection, ces patients ont

été devisé en trois catégories :

e Admis au service de soins intensifs : 42 maladss (dont les formes sévere et cri-

tiques)
e Admis au service d’isolement : 52 malades (formes modérées)

e Envoyés a la maison avec des consignes : 13 malades (formes légeres)
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FIGURE 3.1 — Répartition de la population malade selon la sévérité

2. Répartition de la population selon ’age

Tableau 3.1 — Répartition de la population saine et malade selon I'age

Population H Saine | Malede l
Age moyen || 36.931 | 59.135
Ecart-type 9.219 19.1

Extrémes || [22; 58] | [18: 90]

Tableau 3.2 — Répartition de la population malade selon 1’age

Forme de la maladie || Sévere/Critique I Modérée Légere ‘
Age moyen 67 53,917 37.833
Ecart-type 17,416 15.228 9,561
Extrémes (32; 90] [22; 72] [18; 50]

P S-M = 026 M-I, = ,005 | S-L = ,000

L’age moyen de notre population malade est 59 ans et de la population saine est 36 ans.
Bien que toutes les tranches d’age soient exposées au risqu: de contracter la COVID-19. dans
notre population malade, le risque de développer une forme sévere/critique de la COVID-19
augmente significativement avec ’'age avee un age moyven ce 67 ans, 53,9 ans et 37,8 ans pour

les trois formes : sévere/critique, modérée et légere réspectivement.
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3. Répartition de la population selon le sexe

Tableau 3.3 — Répartition de la population saine ¢: malade sclon le sexe

Population Saine Malade
Sexe Nombre | Pourcentage | Nombre ] Pourcentage
Féminin 5 13 44 41,12
Masculin 33 87 63 58,87

Parmi 'ensemble des sujets malades avant fait I'objet de zette 'étude, 44 patients étaient
de sexe féminin (41,12 %) ct 63 patients de sexe masculin (58,87 %), marquant ainsi une

nette prédominance masculine avec un sexe ratio de 1,43 (H/F).

Tableau 3.4 — Répartition de la population malade selon le sexe

Forme Sévere/Critique Modérée Légere
Sexe Nombre l Pourcentage | Nombre I Pourcentage | Nombre | Pourcentage
Féminin 13 30,95 22 42,31 9 69,23
Masculin 29 69.05 30 57,69 4 30,77

Au sein méme de notre population malade, on a retrouvé : 29 hommes (69,05 %) qui
présentaient une forme sévere/critique contre 13 femmes (30,95 %) avec un sexe ratio de
2,23 (H/F), et 30 hommes (57,69 %) qui présentaient une forme modérée contre 22 femmes
(42,31 %) avec un sexe ratio de 1,36 (H/F), ainsi que 4 hommes (30,77 %) qui présentaient
une forme légere contre 9 femmes (69,23 %) avec un sexe ratio de 0,4 (H/F).

D’aprés ces résultats, on remarque que les hommes sont nettement plus susceptibles
d’attraper une forme sévere/critique a modérée de la malacie que les femmes, ce qu’on peut
le voir a travers le sexe ratio (H/F) qui est plus élevé chez ces 2 formes. Les femmnes sont

vulnérable a développer une forme légere.
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4. Répartition de la population malade selon le séjour d’hospita-

lisation

Tableau 3.5 — Répartition de la population malade selon le séjour d’hospitalisation

Forme Moyenne (jours) Ecart-type Extrémes | P
Sévere/Critique 10.930 8.407 [1; 35] 940
Modérée 10.711 4.030 [5;36] |’
Légere 0 0 0 0

Les patients atteints de la COVID-19 compris dans notre étude, restent en moyenne 10
jours a 'hopital, que ce soit ils ont développé une forme sévere/critique ou modéréc. La

différence entre ces 2 formes est statiquement pas significative (p < 0, 05).

5. Répartition des malades de la forme sévére/critique selon leur

évolution de ’'état

Tableau 3.6 - Répartition des malades de la forme sévere/critique selon leur évolution

Evolution Bonne évolution Décédé
Forme Nombre ] Pourcentage | Nombre I Pourcentage
| Sévere/Critique | 14 | 3333 28 66,67 |

Parmi 'enscmble des malades de la forine sévere/critique (42 malades), 14 malades (soit
33.33 %) ont connu une bonne évolution d’état, alors que 28 malades (soit 66,66 %) ont
décédé. Notons ainsi que les malades de la forme modérie et légere ont tous connu une

bonne évolution.
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FIGURE 3.2 — Répartition de la population malade selon I'évolution d'état des malades
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II. Perturbations des parameétres hémobiologiques a

I’admission des malades

1. Lignée érythrocytaire

Tableau 3.7 — Anomalies des parametres érythrocytaires chez la population saine et malade

a ’admission

Parameétres ” Population [Moyenne Ecart—type ’ Extrémes [ P
Sai 5.092 0.349 4.38; 5.83
GR o [ L 000
Malade 4.420 0.815 [1.85; 6.25]
) » Saine 14.982 1.118 [11.4; 16.4]
Hémoglobine .000
Malade 12.6 2.261 [5.7; 16.5]
Saine 12.597 0.608 [11.4; 14.2]
RDW .000
Malade 13.734 1.905 [11.2; 24.1]

16
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10

Moyenne
o]

GR(108/mm3) Hémoglobine(g/dL) RDW(%)

P. saine P. malade

FIGURE 3.3 — Anomalies des parametres érythrocytaires ch2z la population saine et malade

a ’admission

L’analyse des parametres érythrocytaires de sujets malades montre une diminution du
nombre de GR avec une moyenne de 4,42 .10°/mm?3 et du taux d’Hb avec une moyenne de
12,6 g/dL , et une augmentation de RDW avec une moyenne de 13,766 % et cela par rapport
au sujets sains avec un P < 0, 05.
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mission par rapport a la sévérité de la maladie

Parametres Forme Moyenne | Ecart-type | Extrémes P
Sévere/Critique | 4.254 0.973 [1.85:6.25] | S-M = ,291
GR Modérée 4.448 0.692 | [2.81; 5.77] | M-L =,002
Légere 4.898 0313 | [4.46:53] | ST =001
Sévere/Critique | 12.043 2542 | [5.7:16.5] | SM = 446
Hémoglobine Modérée 12.772 2.065 [8.4;16.5] | M-L =,133
Légere 13.766 1491 [9.9;159] | SL = 037
Sévere/Critique | 14.065 1.418 [11.9; 17.8] | S-M = ,284
RDW Modérée 13.618 2.267 [11.6; 24.1] | M-L = ,403
Légere 13.016 1840 | [11.2;17.7] | SL = 040

Tableau 3.8 — Anomalies des parametres érythrocytaires chez la population malade a 1'ad-

Au sein de notre population malade, les moyennes du nonibre des GR chez les malades de
la forme sévere/critique est de 4.254 .10%/mm?3, la forme modérée est de 4.448 .10%/mm? et
pour la forme légere est de 4.898 .10%/mm?3. La différence est statiquement significative entre
la forme modérée et légere et entre la forme sévere/critique et légere avec un (P < 0,05).

Les moyennes du taux d hémoglobine chez les malades de la forme sévére/critique est de
12.043 g/dL, la formes modérée est de 12,772 g/dL et pour la forme légere est de 13.766
g/dL. La différence est statiquement significative qu’entre Iz forme sévere/critique et légere
avec un (P < 0,05).

Les moyennes du taux de RDW chez les malades de la forme sévere/critique est de
14.065 %, la forme modérée est de 13.618 % et enfin pour la forme légere est de 13.06 %.
De meme que 'hémoglobine, la différence est statiquemen:. significative qu’entre la forme

sévere/critique et légere avec un (P < 0,05).
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Tableau 3.9 — Anomalies des parametres érythrocytaires chez les malades de la forme

sévere/critique a I'admission par rapport a leur évolution

l Parametres Evolution Moyvenne Ecart-type | Extrémes ‘ P

Bonne évolution 4,357 0,713 12,86 ; 5,34]

GR — 0,633
Décédé 4,202 1,089 [1,85; 6,25]
) _ Bonne évolution | 12,178 1,928 9,2; 15.8]

Hémoglobine — 0,906
Décédé 12,078 2,841 (5,7 165

Bonne évolution 13,9 1,477 (12; 17.8] 0.506

RDW Décédé 14,15 1,408 (11,9;172] |

Les malades de la forme sévere/eritique avee une bonne évolution ont les moyennes de
parameétres érythrocytaires suivantes : GR 4,357 108/mm3, Hb 12,178 g/dL et RDW 13,9%.
Pour les malades décédés, les moyennes étaient de : GR 4.202 106 /mm?, Hb 12,078 g/dL
et RDW 14,15 %. Sclon ces résultats. on note que la différence entre les malades avee une
bonne évolution et ceux qui ont décédé n'est pas statiquement significative P > 0,05 et ceci

pour les parametres considérés dans le tableau.

2. Lignée leucocytaire

Tableau 3.10 — Anomalies des parametres leucocyvtaires chex la population saine et malade

a ’admission

Parametres || Population | Moyenne Ecart-type Extrémes | P
CB Saine 8.046 2.11 (5.1; 14.2] 000
Malade 11.081 5.884 [1.7; 34.8]
. Saine 4.668 1.38 (2.6 7.7]
PNN .000
Malade 9.005 5.754 (1.2; 31.8]
Saine 2.605 0.641 [1.7; 4.8]
Lymphocyte .000
Malade 1.337 1.067 [0.1; 7.9]

L’analyse des parametres leucocytaires de sujets malades montre que le nombre de GB
et des PNN est significativement élevé par rapport aux stujets sains (P < 0,05) avec des
moyennes de 8,045 .103 /mm3 et 9,005 .10% /mm3 respectivement. Alors que les lymphocytes

sont diminués (1,337 .103/mm?) par rapport aux sujets sains avec un P < 0, 05.
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Tableau 3.11 — Anomalies des parametres leucocytaires chez 11 population malade a ’admis-

sion

Parametres H Forme Moyenne | Ecart-type ~ Extrémes l P
Sévere/Critique | 14.521 6.415 [1.7;34.8] | S-M = ,000
GB Modérée 9.166 4.466 [3.2;19.4] | M-L = ,184
Légere 7.308 2.504 [4.3;13.9] | S-L = ,000
Sévere/Critique | 12.694 6.055 [1.2; 31.8] | S-M = ,000
PNN Modérée 7.621 4.620 [1.5; 16.4] | M-L = 003
Légere 4.563 1.806 [2.4;84] | S-L =,000
Sévere/Critique | 0.890 0.583 [0.1; 2.6] | S-M = ,001
Lymphocyte Modérée 1.511 1.202 [0.3;7.9] | M-L = ,033
Légere 2.283 1.008 [0.6;4.4] | S-L = ,000

Chez la forme sévere/critique, le nombre de GB est nettement plus élevé que la normale
avec une moyenne de 14,512 10®/mm3. Cette augmentation est statiquement significative
(P < 0,05) par rapport a la forme modérée et légere qui présentent des moyennes, 9.166
103 /mm? et 7.308 103/mm? respectivement, comprises dans la fourchette de la normale. La
différence n’est pas significative entre la forme modérée et légere (P > 0,05).

Chez la forme sévere/critique, le nombre de PNN est augmenté par rapport a la normale
avec une moyenne de 14,512 103/mm3. Cette augmentation est statiquement significative
(P < 0,05) par rapport a la forme modérée et légere qui présente des moyennes com-
prises dans lintervalle de référence (7,621 et 4,563 103 /mm? respectivement). Cependant, la
différence entre ces 2 formes est statiquement significative (P < 0,05).

En ce qui concerne les valeurs des lymphocytes, chez la forme sévere/critique, leur nombre
est nettement diminué par rapport a la valeur normale avec une moyenne de 0,890 103/mmS3.
Cette diminution est statiquement significative (P < 0, 05) par rapport a la forme modérée et
légere qui présentent des moyennes dans les normes (1.511 et 2,283 103 /mm?3 respectivement)

malgré cela, la différence est significative entre ces 2 formes (P < 0,05).
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Tableau 3.12 - Anomalies des parametres leucocytaire chez les malades de la forme

sévere/critique a 'admission par rapport a leur évolution

l Parametres Evolution Moyenne Ecart—type Extrémes P }

Bonne évolution | 11,842 4,599 [1,7; 18,3]

GB — 0,42
Décédé 16,06 6,765 [5; 34,8]
i Bonne évolution | 10,392 4,426 [1,2; 17,2]

PNN 0,41
Décédé 14,316 6,089 (2,9; 31,8]

Bonne évolution 0,828 0,539 (0,3; 2] 0.868

Lymphocytes Décédé 0,860 0,61 0,1;2,6] |

Les malades de la forme sévere/critique avec une bonne évolution ont les moyennes de
parametres leucocytaires suivantes : GB = 11,842 103/mm?, PNN = 10,392 103/mm? et
lymphocytes = 0,828 103/mm?. Pour les malades décédés, les moyennes étaient de : GB
16,06 103/mm?®, PNN 14,316 103 /mm? et lymphocytes 0,860 10%/mm3. Notons ainsi & partir
du tableau que les différences ne sont pas statiquement significative (P > 0,05) entre les

malades avec une bonne évolution et les malades décédés pour les parametres considérés.

III. Pérturbation des parametres du stress oxydatif a

I’admission

1. Meéthémoglobine

e Selon la sévérité :
Tableau 3.13 — Répartition des malades des 3 formes selon la méthémoglobinémie normale

ou pathologique

Sévere/critique Maodérée Légere
Intervalles
Nombre | Pourcentage | Nombre T Pourcentage Nombrd Pourcentage
o ) < 2% 0 0 3 6,976 3 27,272
Méthémoglobine
> 2% 25 100 40 93,023 8 72,727

En analysant les résultats du Tableau 3.13, on note que 100 % des malades (pour ce
qui nous avons dosé la Mét-Hb) de la forme séveére/criticue ont un taux de Mét-Hb > 2%.
Tandis que la majorité des malades de la forme modérée (93,023 %) et la forme légere (72,727
%) ont une méthémoglobinémie > 2%. Notons ainsi que le nombre de malade avec un taux

de Mét-Hb > 2% augmente avec la sévérité de la maladic.
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Tableau 3.14 - Répartition des malades des 3 formes selon les intervalles de la
méthémoglobinémie
Sévere/critique Modéreée Légere
Intervalles -
Nombre ’ Pourcentage | Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage
[2:10] 1 16 15 37,5 5 62.5
[10: 30] 13 52 13 32,5 2 25
Méthémoglobine [30; 50] 4 16 7 17,5 1 12,5
[50: 70} 3 12 3 7.5 0
> 70% 1 4 2 5 0

Les résultats du Tableau 3.14 montrent que le nombrz de malades avec un taux de
méthémoglobine < 10% est nettement plus élevé chez la forme légere (62 %) que la forme
modérée (37 %) et sévere/critique (16 %). Par contre. le nombre de malades avec une
méthémoglobinémie > 10% sont plus élevés chez la forme sévere/critique (84 %) que la

forme modérée (62.5 %) et légere (37,5%).

Tableau 3.15 — Le taux de la Méthémoglobine chez l2¢ 3 formes a I'admission

Parametres Forme Moyenne Ecart-tyjm Extremes P
Sévere/Critique 27.63 20.93 [2,5; 75,6 ] | S-M = ,299
Méthémoglobine Modérée 22.11 20.98 [0,2; 75] | M-L =,044
Légere 8.56 10.98 [1,3; 37] S-L = ,008

Les malades avec une forme sévere/critique ont une riovenne de Mét-Hb de 27,63 %.
Chez la forme modérée, elle est de 22,11 % et chez la forme légere 8,56 %. La différence est
statiquement significative entre la forme modérée ct légere ct entre la forme sévere/critique ct
légere avec un (P < 0, 05). Par contre. elle n’est pas significetive entre la forme sévere/critique
et modérée (P > 0,05). On note que la Mét-Hb chez les 3 formes est supérieur a l'intervalle de

référence (< 2%) avec des moyvennes qui s’accroissent en foaction de la sévérité de I'infection.
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FI1GURE 3.4 — Courbe de ROC

Tableau 3.16 — Calcul de sensibilité et de spécificité de méthémoglobinémie a 'admission par

rapport a I'évolution de la maladie

Positif si supérieur ou égal a

Sensibilité SpéciﬁcitéJ

16,6350

,720 ,058

Le taux de méthémoglobine pour lequel on a la plus grande sensibilité (72 %) et de

spécificité (55,8 %) est 16,63 %.

Tableau 3.17 — Calcules des cordonnés de courbe de ROC de méthémoglobinémie a I’admis-

sion par rapport a l’évolution de la maladie

Air sous la courbe

P

Intervalle de confiance

,604

154

[465; ,743]
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e Selon 1’évolution :

Tableau 3.18 — Répartition des malades de la forme sévere/critique selon leur évolution et

selon les intervalles de la méthémoglobinémnie

Sévere/Critique
Bonne évolution Décédés
Intervalles -
Nombre [ Pourcentage = Nombre | Pourcentage

[2; 10] 4 36,363 0 0

[10; 30] 6 54,545 7 50
Méthémoglobine |  [30; 50] 1 9,09 3 21,428

[50; 70] 0 0 3 21,428

> 70% 0 0 1 7,142

On note sur le Tableau3.18 que la totalité des malades de la forme sévere/critique avec
une bonne évolution ont un taux de Mét-Hb qui ne dépasse pas 50%. Or que chez les malades

décédés, 28,57 % des malades ont un taux qui excede les 50 .
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FIGURE 3.5 — Courbe de ROC
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Tableau 3.19 — Calcul de sensibilité et de spécificité de méthémoglobinémie a I’admission par

rapport a l’évolution de la maladie

Positif si supérieur ou égal & | Sensibilité | Spécificité |

19,5200 g4 | e |

Le taux de méthémoglobine pour lequel on a la plus grande sensibilité (71.4 %) et de
spécificité (72,7 %) est 19,52 %.

Tableau 3.20 — Calcules des cordonnés de courbe de ROC de méthémoglobinémie a I’admis-

sion par rapport a l’évolution de la maladie

Air sous la courbe | P l Intervalle de (:onﬁanceJ

753 033 [562; ,045] |

Tableau 3.21 — Répartition des malades de la forme sévére/critique a 'admission selon le

taux de méthémoglobine et selon leur évolution

Parametres Evolution Moyenne 1 Ecart-type Extréme p J
o , Bonne évolution | 16,189 11,686 [2,75; 38]
Méthémoglobine — ,008
Décédé 36,619 22,426 [12,37; 75,61]

Les malades de la forme sévére/critique avec une bonne évolution présentent des taux
de méthémoglobine significativernent plus bas (16,189 %) par rapport aux malades décédés
(36,619 %).
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2. Autres parametres :

Tableau 3.22 — parametres du stress oxydatif chez la population malade a I'admission

Paramctres Forme Moyenne Ecart—type Extrémes P
Sévere/Critique 0.029 0.03 [0,001; 0,105] | S-M = ,015
MDA Modérée 0.011 0.008 (05 0,031] M-L = ,069
Légere 0.021 0.017 [0,001; 0,043] | S-L = ,546
Sévere/Critique | 83.341 5.84 [73,5:98,2] | S-M = ,292
ABTS Modérée 81.054 4.89 [75,1;93,1] | M-L = ,689
Légere 79.925 4.13 [76,6; 85,7] | S-L = ,287

Les valeurs de MDA sont presque les mémes chez la forme sévere/critique et la forme
légere avec des moyennes de 0.029 et 0,021 respectivement, alors que chez la forme modérée
est de 0,011. La différence est statiquement significative qu’eatre la forme sévere/critique et
modérée (P < 0,05).

Les movennes d’ABTS a leur tour s’accroissent en fonct.on de la sévérité de l'infection
(forme légere 79,925%, forme modérée 81,054 % et forme sévere/critique 83,341 %). Ces

résultats ne sont pas statiquement significative (P > 0, 05).

Tableau 3.23 — Anomalies des parameétres du stress oxydatif chez les malades de la forme

sévere/critique a l'admission et selon leur évolution

FParamétres Evolution Moyenne Ecart—type ] Extréme ’ P }
Bonne évolution 0,033 0,03 [0,001; 0,091]
MDA Y 0,612
Décédé 0,026 0,031 [0,001; 0,105]
Bonne évolution | 83,262 4,731 [73,5; 88.4]
ABTS — 0,960
Décédé 83,411 6,972 [76.2: 98,2]

Les malades de la forme sévere/critique avece une boune ¢volution présentent des moyennes
de MDA de 0,033 et I’ABTS de 83,262 %. Tandis que chez les décédés la moyenne de MDA
est de 0,026 et la moyenne de 'ABTS est de 83,411 %.
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IV. Etude cinétique des parametres érythrocytaires,

leucocytaires et du stress oxydatif en foction de

I’évolution et la sévérité de ’'infection a COVID-

19

1. Parametres hémobiologiques

e Forme sévere/critique

Bonne évolution Décédé
Evolution

e
BHe
B

Bonne évolition Décédé
Evolution

(a) Etude cinétique des GR chez la forme
sévere/critique avec une bonne évolution

ou décédé

(b) Etude cirétique de 'Hb chez la forme
sévere/critique avec une bonne évolution ou

décédé

FIGURE 3.6 — Etude cinétique des parametres érythrocytaires chez la forme sévere/critique

avec une bonne évolution et décédé

Apres I’étude cinétique des parametres érythrocytaires cliez la forme sévere/critique avec

une bonne évolution, on a remarqué que les valeurs de GR entre jo et j; restent stable puis

diminuent entre j; et jo. Alors que les taux d’Hb diminuent entre jo et j; puis augmentent

faiblement entre j; et jo. Par contre, chez les décédés, les GR sont en constante diminution

de jo et jusqu'a jp. Tandis que I'Hb augmente faiblement entre jo et j; puis diminue entre

J1 et Jo.
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(c) Etude cinétique des Lymphocytes chez
la forme sévere/critique avec une bonne

évolution ou décédé

FIGURE 3.7 - Etude cinétique des parametres leucocytaires chez la forme sévere/critique

avec une bonne évolution et décédé

Apres I'étude cinétique des parametres leucocytaires chez la forme sévere/critique avec
unc bonne évolution, on a remarqué une augmentation des valeurs des GB, PNN et des
lymphocytes entre j, et j; suivi de leur diminution entre j; et j, . Alors que ces méme

valeurs chez les décédés sont en augmentation constante de jo et jusqu’a jp sauf pour les

lymphocytes qui diminuent entre j; et j,.
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e Forme modérée

45 12.6
4 125
_ 12.4
ME 43 - 12.3
§ 4.2 I 122
S 41 T 121
— C
¢ 4 § b
g 39 g 119
g 2 118
3.8 11.7
3.7 i 11.6
3.6 11.5
Moderée Moderée
GR-j0 4.448 Hb-j0 12.54
GR-j1 3.89 Hb-j1 11.987
GR-j2 436 Hb-j2 11.9
(a) Etude cinétique des GR chez la (b) Etude cinétique de 'Hb chez la
forme modérée forme modérie

FIGURE 3.8 — Etude cinétique des parametres ¢rythrocytaires chez la forme modérée

Apres I'étude cinétique des parametres érvthrocytaires chez la forme modérée, on a re-
marqué une diminution des valeurs des GR et d’hémoglobine entre jg et j; (de 4,448 10® /mm?3
a 3,89 103/mm3 pour les GR et de 12,54 g/dL a 11,987 g/c'L pour I'Hb) suivi d'une aug-
mentation des GR entre j; et jo (de 3,89 103 /mm?® & 4,36 10° /mm) alors que I’hémoglobine

continue a sc diminuer (jusqu'a 11,9 ¢g/dL).
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(¢) Etude cinétique des Lymphocytes

chez la forme modérée

FIGURE 3.9 — Etude cinétique des parameétres leucocytaires chez la forme modérée

Apres I'étude cinétique des parametres leucocytaires chez la forme modérée, on a re-

marqué que les GB, PNN suivent la méme cinétique. Ils sont en diminution constante de
Jo & jo (de 9,105 103/mm?® & 7,307 103/mm3 pour les G3 et de 7,01 10®°/mm?® & 5,215
103 /mm? pour les PNN). Les Lymphocytes augmentent significativement entre jo et j; (de
1,508 103/mm3 a 1.625 10®/mm?) puis diminuent entre j; et jo (de 1,625 10°/mm® & 1,523

103 /mm3 .
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¢ Forme légere
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Légere Légere
* GR-0 4.898 Hb-j0 13.766
GR-j1 5.31 Hb-j1 15.325
GR-j2 468 Hb-2 14.2
(a) Etude cinétique des GR chez la (b) Etude cinétique de I'Hb chez la
forme légere forme légere

FIGURE 3.10 — Etude cinétique des parametres érythrocytaires chez la forme l1égere

Apres I'étude cinétique des parametres érythrocytaires chez la forme légere, on a remarqué
une augmentation des valeurs des GR et d’hémoglobine entre j, et j; (de 4,898 103/mm3
A 5,31 103/mm? pour les GR et de 13,766 g/dL & 15,325 ¢/dL pour 'Hb) suivie de leur
diminution entr j; et j, (de 5,31 10°/mm?® & 4,68 10°/mm? pour les GR et de 15,325 g/dL
a 14,2 g/dL pour I'Hb)
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FIGURE 3.11 - Etude cinétique des parametres leucocytaires chez la forme légere

Apres I'étude cinétique des parametres leucocytaires chez la forme légere, on a remarqué
que les GB et lymphocytes suivent la méme cinétique. Lewrs valeurs augmentent entre jo a
j1 (de 7,308 103 /mm?® & 7,8 103 /mm3 pour les GB et de 2,283 10° /mm? & 2,675 103 /mm?
pour les lymphocytes) puis diminuent entre j; et j, (de 7,8 103 /mm? & 6,75 103 /mm?® pour
les GB et de 2,675 103 /mm? 4 2 10° /mm3 pour les lymphocytes). Les PNN sont en constarnte
diminution entre j, et jusqu'a j, (de 4,425 10%/mm? jusqu’i 4.15 10%/mm?).
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2. Autres parametres

o Selon le sévérité
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et légere)
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(c) Etude cinétique de VABTS chez les

2 formes (sévere/critique et modérée)

FIGURE 3.12 - Etude cinétique des paramctres du stress oxydatif chez la forme

sévere/critique avec une bonne évolution et décédé

Apres I'étude cinétique des parametres du stress oxydant chez les malades des 3 formes,
on a remarqué que la Mét-Hb chez la forme sévere/critique augmente progressivement entre
Jo et j1 et reste augmentée entre j; et j. Tandis que chez la. forme modérée, elle augmente

aussi entre jo et j; mais elle diminue d™une fagon importantz entre j; et jo. Alors que chez
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la forme légere la Mét-Hb est en constate diminution. MDA et PABTS suit une cinétique
opposée chez la forme sévere : MDA diminue progressivement de jo et jusqu'a j» tandis
que P’ABTS augmente de jp et jusqu'a j,. Chez la forme modérée, MDA est en constante
augmentation de jo ct jusqu’a jp alors que 'ABTS augmente entre jo et j; puis diminue

entre 7; et jo.

e Selon I’évolution

- et B Tt T MDAD
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Benre e:-clubon D!C;dﬁ Bonne & 0'ution D;:’e’des
Evolution Evolution
(a) Etude cinétique de la Mét-Hb selon (b) Etude cinétique de MDA selon
I'évolution d’état des malades I’évolution c¢’état des malades
- 'vasﬂ
95 ABTSI
] ABTSC
o _
n
N -
Bonne évalutior Decédés
Evolution

(¢) Etude cinétique de ’ABTS selon
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FIGURE 3.13 - Etude cinétique des parametres du stress oxvdatif chez la forme modérée
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L’étude cinétique des parametres du stress oxydant a montré que chez les malades avec
une bonne évolution, la Mét-Hb et ’ABTS suivent la méme cinétique. Leurs valeurs aug-
mentent entre jy et j; puis diminuent entre j; et jo. Par contre, les valeurs de MDA aug-
mentent progressivement entre jp et jusqu’a jo. Chez les malades décédés, la Mét-Hb aug-
mente entre jy et j; ensuite diminue entre j; et jo. MDA et 'ABTS suivent a leur tour une
cinétique opposée, MDA est en constante diminution de jp et jusqu’a j» tandis que ’ABTS

augmente progressivement de jp & jo.
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V. Anomalies morphologiques obsérvés a I’admission

Lignée érythrocytaire

e Forme sévere/critique :

FIGURE 3.14 — Photos de frottis sanguins des malades COVID-19 présentant une forme

sévere de infection montrant des anomalies morphologiques des GR.

» (A) : acanthocytes. (B) : dacryocytes. (C) : sphérocytes. (D) : phénomene de rouleaua.
(E) : échinocytes.

e Forme modérée :

FIGURE 3.15 — Photos de frottis sanguins des malades CC'VID-19 présentant une forme

modérée de 'infection montrant des anomalies morphologiques des GR.

» (A) : acanthocytes. (B) : sphérocytes. (C) : phénomene de rouleauz.
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¢ Forme légeére :

FIGURE 3.16 — Photos de frottis sanguins des malades COVID-19 présentant une forme

légere de I'infection montrant des anomalies morphologiques des GR.

» (A) : acanthocytes. (B) : phénomeéne de rouleautr. (C) : sphérocytes.

L’examen du frottis sanguin périphérique au grossissement x 100 montre des anoma-
lies morphologiques de GR chez les malades COVID-19 présentant une forme sévere
(Figure 3.14), une forme modérée (Figure 3.15) et une forme légere (Figure 3.16).
Bien que le degré des altérations morphologiques des GR en générale augmente avec
la sévérité de l'infection, on a remarqué que les anomalies suivantes : phénomene de
rouleaux, acanthocvtes et sphérocytes sont présents chez .es 3 formes mais avec un degré
plus élevé chez la forme sévere/critique par rapport aux 2 autres formes (modérée et

légere).
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Lignée leucocytaire

¢ Forme sévere/critique :

-

FIGURE 3.17 - Photos de frottis sanguins des malades COVID-19 présentant une forme

sévere de l'infection montrant des anomalies morphologiques des GB.

» (A) : PNN vacuolée. (B), (C) : PNN vacuolée et a noyav non-segmenté. (D) : PNN a
cytoplasme hypogranulaire (E) : PNN wvacuolée non-ségmentée avec des granulations cyto-
plasmigques sombres et denses semblables a des granules < toziques ». (F), (G) : monocytes

vacuolées. (H) : lymphocyte activée avec cytoplasme bleu foncé. (I) : lymphocyte vacuolée
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e Forme modérée :

FIGURE 3.18 — Photos de frottis sanguins des malades COVID-19 présentant une forme

modérée de I'infection montrant des anomalies morphologiques des GB.

» (A): PNN vacuolée a noyau hyposégmenté. (B) : PNN vacuolée. (C) : lymphocyte activée

a cytoplasme bleu foncé. (D) : monocyte vacuolée activée

e Forme légeére :

FIGURE 3.19 - Photos de frottis sanguins des malades COVID-19 présentant une forme

légere de 'infection montrant des anomalies morphologiques des GB.

» (A): PNN ad cytoplasme hypogranulaire. (B) : monocyte vacuolée activée. (C) : lymphocyte

activée a cytoplasme bleu foncé. (D) : PNN vacuolée a noyau non-ségmenté
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Tableau 3.24 — Répartition de la population malade selon le taux de PNN vacuolées

Forme Moyenne Ecart-type P

Sévere/Critique 5,928 9,712 S-M = 584
Modérée 4,990 5,685 M-L = ,014
Légere 2,085 2,501 S-L = ,346

L'examen des frottis sanguins montre des anomalies des GB aussi (Figure 3.17), (Fi-
gure 3.18), (Figure 3.19), mais nous n’avons pas constaté l'exacerbation de ces anomalies
en fonction de la sévérité de I'infection sauf pour les PNN vacuolée. Ces dernieres, leur taux
augmente avec la sévérité de la maladie avec un taux de 5,92 % pour la forme sévere/critique,
4,99 % la forme modérée et 2,085 % pour la forme légere. Cependant, la différence n’est sta-

tiquement significative qu’entre la forme modérée et légre (P < 0,05).

Tablcau 3.25 — Répartition des malades de la forme sévere/critique selon le taux de PNN

vacuolées
Evolution Moyenne Ecart—type P
Bonne évolution 7,86 12,787 966
Décédés 8,006 5,786 ’

D’apres le Tableau 3.25, le taux moyen des PNN vacuolées chez les malades avec une
bonne évolution (7,86 %) est diminué par rapport aux malades décédés (8,006 %). Notons
que la différence dans le taux de PNN vacuolées entre les malades avec une bonne évolution

et les décédés n’est pas statiquement significative (P > 0,05).
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VI. Perturbations et anomalies morphologiques induites

expérimentalement

Nous voulons induire expérimentalement les mémes perturbations de I’hémoglobine et
les mémes anomalies morphologiques des 2 lignées : GR et GE en mélangeant le plasma des

malades COVID-19 avec le culot globulaire des sujets sains.

1. Les frottis sanguins des sujets de la population saine

e Avant incubation

TR %
'S, 907
e ® @wis
X oo o e®¥ -

FIGURE 3.20 - Frottis sanguins de sujets de la population saine avant incubation avec plasma
du malade COVID-19

e Apres incubation

Fi1GURE 3.21 - Frottis sanguins de sujets de la population saine aprés incubation avec plasma

du malade COVID-19
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2. Anomalies morphologiques apres 24 heures d’incubation
e Lignée érythrocytaire

- Forme sévere/critique :

FIGURE 3.22 — Photos de frottis sanguins apreés mélange da plasme de malade COVID-19

forme sévere avec le culot globulaire d'un sujet sain

» (A) : acanthocytes. (B) : sphérocytes

— Forme modérée :

FIGURE 3.23 — Photos de frottis sanguins apres mélange du plasma de malade COVID-19

forme modérée avec le culot globulaire d’un sujet sain

» (A) : acanthocytes. (B) : sphérocytes
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— Forme légere :

FIGURE 3.24 — Photos de frottis sanguins apreés mélange du plasma de malade COVID-19

forme 1égere avee des le culot globulaire d’un sujet sain

» (A) : sphérocytes (B) : acanthocytes

L’examen des frottis sanguins (réalisés apres avoir mélanger le plasma des malades COVID-
19 avec le culot globulaire de sujets sains et incuber pendant 24 heures) moutre la présence
en particulier des acanthocytes et des sphérocytes avec un degré plus fort chez la forme

sévere/critique par rapport a la forme modérée et légere.
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e Lignée leucocytaire

— Forme sévere/critique :

FIGURE 3.25 — Aspect morphologique des GB apres mélange du plasma d’un malade COVID-

19 d’une forme sévere avee le culot globulaire d’un sujet sain

» (A) : PNN a noyau non-segmenté. (B), (C), (E) : PNN vacuolée (D) : PNN vacuolée a

noyau non-ségmenté.

- Forme modérée :

A

FIGURE 3.26 — Aspect morphologique des GB apres mdélange du plasma d’un malade COVID-

19 d’une forme modérée avec le culot globulaire d'un sujet sain

» (A), (B) : PNN vacuolée. (C) : PNE vacuolée.
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- Forme légére :

FIGURE 3.27 — Aspect morphologique des GB apres mélange du plasma d’'un malade COVID-

19 d’une forme modérée avec le culot globulaire d’un sujet sain

» (A) : PNN & noyau hyposégmenté et a cytoplasme a granulations denses (B) : PNN
vacuolée. (C) : Lymphocyte avtivée.

L’examen des frottis sanguins (réalisés apres avoir melanger le plasma des malades
COVID-19 avec le culot globulaire de sujets sains et incuber pendant 24 heures) montre
aussi la présence des anomalies de GB notamment les PNIN vacuolées avec un degré plus

important chez la forme sévere/critique
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3. Méthémoglobinémie aprées 24 heures d’incubation

Nous avons incubé le plasma des malades COVID-19 avec le culot globulaire des sujets

salns

Tableau 3.26 — Répartition de la population malade selon Taux de méthémoglobine apres

24h d’incubation du plasme de malade COVID-19 avec le culot globulaire d’un sujet sain

Forme Moyenne Ecart-type P

Sévere/Critique 16,701 3,673 S-M = ,940
Modérée 17,416 4,179 M-L = 649
Légere 16,796 5,364 S-L = ,550

Afin d'induire expérimentalement les mémes perturbations d’Hb observées chez les ma-
lades COVID-19 a leur admission, nous avons incubé le plasina de ces malades avec le culot
globulaire des sujets sains et nous avons obtenu les movennes de méthémoglobine suivantes :
16.701 % pour la forme sévere/critique. 17,416 % pour la forme modérée et enfin 16,796 %
pour la forme légere. Notons ainsi que la différence n’est pas sratiquement significative entre
les 3 formes (P > 0.05).

Tableau 3.27 — Répartition de la population malade selon Taux de méthémoglobine apres

24h d’incubation du plasme de malade COVID-19 forme sévere avec le culot globulaire d'un

sujet sain
LEVO]uinIl “ Moyenne Ecart—type ] P l
Bonne évolution 19,405 2,305
Y ,098
Décédés 15,980 3,682

Le taux moven de la Mét-Hb apres 24h d’incubation avec du plasma des malades de
forme sévere mais avec une bonne évolution (19,405 %) est augmenté par rapport a celle des
malades décédés (15,980 %). On note que la différence n’est pas statiquement significative
(P > 0,05).
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VII. Etude de corrélation

1. Les corrélations chez la population malade totale

Tableau 3.28 — Corrélations chez la population malade totale a jg, ji et jo entre Mét-Hb et
GR, Hb, GB, PNN, MDA et ABTS

| Jour | [GR [ Hb | GB | PNK | MDA [ ABTS | PNN. vacuolées |
10 Coefficient de corrélation | -,072 | -.110 | .372*%* | 372%* | .09 116 139
P 041 340 .001 .001 603 566 506
AACHD | I Coefficient de corrélation | -.379 | -.442* .091 228 089 | -.316 156
P 134 013 626 243 .850 489 802
1.9 Coefficient de corrélation | -.023 | .278 112 1€0 =118 | -.113 323
P 944 188 611 465 762 NEY 677

A jo. il y a une corrélation positive entre la Mét-Hb, GB et PNN respectivement avec un
R de 0,372 et un P de signification 0,001 pour chacun.
A ji. il v a une corrélation négative entre la Mét-Hb et Hb avec R de -0,442 et un P de

signification de 0.013.

2. Les corrélations chez la forme sévere/critique avec une bonne

évolution/décédés

Tableau 3.29 — Corrélations chez la forme sévere/critique avec une bonne évolution/décédés
a jo, j1 et jo entre Mét-Hb et GR, Hb, GB. PNN, MDA et ABTS

1 Jour | F. sévere/critique [ GR Hb I GB l PNN | MDA | ABTS l PNN. vacuolées ]
., X Cocflicient de corrélation | 217 027 518 | 1533 | -.721% | -.570 391
Bonne évolution
10 P 522 937 103 | 091 | 044 181 .338
v Décéds Coeflicient de corrélation | .186 297 1 -251 ) -258 ¢ -.011 947* -.191
¢
coece P 542 | 325 | 408 | 395 | 983 | .04 651
) . Coefficient de corrélation | -.942 | -.605 | -.668 | -.340 1,000%*
Bonue évolution
3 P 058 395 332 | 160
Mér-Hb | J-1 — :
Décéds Coefficient de corrélation | -.733% | -835%* | 011 | .042 | -.181 890 -1.000%*
édé
e P 038 | 010 | 9%0 | 922 | 771 | 110
3 . Coeflicient de corrélation | .996 765 332 1 544 | =521 -.038
Bonne évolution
-2 P 053 A45 374 634 651 976
' Coefficient de corrélation | -.428 | -.624 | .037 | .059 | 071 | -072
Décédé ~
P 472 260 053 | 925 152 908
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A jo et chez les malades d’une forme sévere/critique mais evec une bonne évolution, il y a
une corrélation négative entre la Mét-Hb et MDA avec un R de -0,721 et un P de signification
0,044. Tandis que chez les malades décédés, il v a une corrélation positive entre la Mét-Hb
ct ABTS avec unR de 0.947 et un P de signification de 0.014.

A jj et chez les malades avaec une bonne évolution, il y a une corrélation positive entre la
Mét-Hb et ABTS avec un R de 1,000. Or que chez les décédés, il y a une corrélation négative
entre la Mét-Hb et GR et entre Mét-Hb et Hb avec des R de -0,733 et -0,865 respectivement,
et un P de signification de 0,038 et 0,010 respectivement.

Tableau 3.30 — Corrélations chiez la forme modérée ct légere a jg, ji et ja entre Mét-Hb et

GR, Hb, GB, PNN, MDA et ABTS

| Jour | Forme | | GR | Hb | GB | PNN | MDA | ABTS |
Coefficient de corrélation | -.130 -.184 AQ1** | 449%F | 264 ,009
Modérée
30 P 424 .238 .001 .003 341 ,980
i L Coeflicient de corrclation | 380 -.051 -.144 =177 4 -121 381
Jbore
eeere P 279 | 888 | 692 | 625 | 879 | 456
Coefficient de corrélation -,26( 155 AT4
Modérée
P 350 580 119
Mét-Hb | J-1 — - - —
Légs Coefficient de corrélation 042 018 265 -.285
égére
v P 958 982 \735 705
Coefficient de corrélation | 1,000%* | 470 -.259 -171
Modérée
P ,083 ,392 576
J-2 .
. Coefficient de corrélation | 1,000** | 1.00C*= | 1,000** | 1,000**
Légere P

Le Tableau 3.30 montre que a jg et chez la forme modérée, il y a 2 corrélations positives :
une entre la Mét-Hb et GB avec un R de 0,491 et un P de signification de 0,001 et I'autre
entre la Mét-Hb et PNN avaec un R de 0,449 et une P de signification de 0,003.

A j5 chez la forme modérée, il y a une corrélation positive entre la Mét-Hb et GR avec
un R de 1,000.

A js chez la forme légere, il v a 4 corrélations positives entre la Mét-Hb et GR, Hb, GB

et PNN respectivement, et ce avec un R de 1,000 chacun
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3.

Autres corrélations

Tableau 3.31 — Autres corrélations détéctées chez la forme modérée et légere a jg et

[ Forme IPara1nétrcs|

| GR | Hb | GB | PNN | PNN. vacuolées

ADTS Cocfficient de corrélation { .687* | .736**
o P 019 | 010
Modérée ;
Hb Cocfficient de corrélation 831%*
3.0 P .040
MDA Coefficient de corrélation | .863*
o P 027
Légire Coefficient de corrélation | ,952*
‘oefficier Tél:
ABTS oefficient de corrélation | ,
P .048
Coeflicient de corrélation - B55** | - To5**
J-1 || Modérée Hb
P 006 008

Le Tableau 3.31 montre qu’a jj et chez la forme modérée, il y a 3 corrélations positives :
une entre ’ABTS et GR avec un R de 0,687 et un P de signification de 0,019 et I'autre entre
PABTS et Hb avaec un R de 0,736 et une P de signification de 0,010. La troisicme corrélation
est entre I'Hb et les PNN. vacuolées avec un R de 0.831 et ua P de signification de 0,040.

A jo et chez la forme légere. on a trouvé 2 corrélations positives, I'une est entre MDA et
les GR avec un R de 0,863 et un P de 0,027. L’autre est ent:e ’ABTS et les GR avec un R

de 0,952 et un P de 0,048.

A j; ct chez la forme modérée, I'Hb présente 2 corrélations négatives, une avee les GB
(R =-0,665 et P = 0,006) I'autre avec les PNN (R = -0,725 et P = 0,008).
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DISCUSSION

Il s’agit d'une étude de tvpe série de cas. réalisée au niveau du laboratoire des urgences
Médico-chirurgicales de CHU Frantz Fanon a Blida durant une période de 6 mois allant de
Janvier 2021 au Juin 2021.

Elle a été réalisée sur 145 sujets dont 38 sujets sains (donneurs) et 107 patients ayant un
diagnostic confirmé de COVID-19. Selon la sévérité de l'infection, ces patients ont été devisé
cu trois catégorics :

e Admis au service de soins intensifs : 42 malades (dont les formes séveres et

critiques)

¢ Admis au service d’isolement : 52 malades (formes modérées)

e Envoyés a la maison avec des consignes : 13 malades (formes légeres)

Notre étude avait pour but d’identifier les perturbations hémobiologiques et les anomalies
morphologiques des GR et des cellules sanguines au cours d'une infection par le SARS-CoV-2
ainsi d’évaluer le taux de méthémoglobine et le statut du stress oxydatif chez les patients
atteints du COVID-19. De plus, faire la corrélation avec la sévérité et 1'évolution de la
maladie. Enfin, nous voulons induire expérimentalement lcs perturbations de 1'hémoglobine
et les anomalies morphologiques observées au paravent des cellules sanguines (GR et GB) en
mélangeant le plasma des malades COVID-19 avec le culot globulaire des sujets sains pour
mettre en évidence 'exacerbation du stress oxydatif.

L’age moyen de nos patients était environ 59 ans avec une différence significative entre les

trois formes : sévere/critique, modérée et 1égere, ainsi on a remarqué une nette prédominance
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masculine notamment chez les formes séveres/critiques et modérées.

Tel que rapporté dans des méta-analyses de 59 études décrites par Pijls et al. le 4 Mai
2020, cette observation est conforme au fait que, en général, les maladies infectieuses des
voles respiratoires sont plus graves chez les hommes et ont eusuite tendance a entrainer une
mortalité plus élevée. Ainsi, en plus des différences de santé et de comorbidités entre les
hommes et les fermmes, les différences dans la facon dont le systeme immunitaire réagit a
I'infection COVID-19 peuvent également jouer un role dans la pathogenese et issue de la
maladie. Semblable aux différences entre les sexes dans la reponse immunitaire, le systeme
immunitaire change également avec I’age. Le vieillissement est, entre autres, caractérisé par
un état pro-inflammatoire chronique du systeme immunitaire avec une activation immuni-
taire innée persistante de bas grade qui peut augmenter les lésions tissulaires causées par des
infections chez les personnes agées. Le vieillissement est éga ement associ¢ a une prévalence
élevée de comorbidités et & une diminution de la capacité de réserve des organes vitaux [91].

Parmi l'ensemble des malades de la forme sévere/critique (42 malades), 14 malades (soit
33.33 %) ont connu une bonne évolution d’état, alors que 28 malades (soit 66,66 %) ont
décédé. Notons ainsi que les malades de la forme modéréz et légere ont tous connu une
bonne évolution.

[’analyse des parametres érythrocytaires des sujets malades montre du nombre de GR et
du taux d’hémoglobine diminue par rapport au sujets sains tandis que les valeurs de RDW
sont élevées.

Concernant les parametres leucocytaire, L'analyse des risultats montre une élévation du
nombre globale des GB et des PNN et une diminution du nombre des lymphocytes de sujets
malades par rapport aux sujets sains avee une différence stariquement significative.

Au sein de la population malade (forme sévere, modérée, légere), nos résultats sont si-
milaires & I’étude rapporté par Wang et al en Mai 2020 montrant que lors la progression de
la maladie, le nombre de globule blanc (GB), les neutrophiles et la largeur de distribution
des globules rouges (RDW) dans le groupe grave étaient sensiblement plus hauts que ceux
dans le groupe modéré (P < 0,05); pendant ce temps, 12 nombre de globule rouge (GR)
et I’hémoglobine (Hb) dans le groupe grave étaient sensiblement inférieurs a ceux dans le
groupe modéré (P < 0,05)[92] .

Bien qu'une méta-analyse des études hétérogenes disponibles observées ait montré que
dans les formes graves de COVID-19 par rapport a celles présentant des formes plus bénignes,
les valeurs d’hémoglobine sont considérablement réduites 93].

Le lien physiopathologique possible entre I'anémie et la COVID-19 peut s’expliquer par
ces raisons :

Premierement, le SRAS-CoV-2 peut interagir avee les moléeules d’hémoglobine sur les
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érythrocytes via les récepteurs ACE2, CD147 et CD26. Cette interaction virus-hémoglobine
va amener le virus a attaquer I’heme sur la chaine 1-béta de I'hémoglobine et provoquer une
hémolyse. Deuxiemement, le SRAS-CoV-2 peut imiter I'acticn de 'hepcidine qui augmente
la ferritine circulante et tissulaire (affectant principalement le foie, la rate, la moelle osscuse
et les muscles), tout en induisant une carence en fer sérique et un manque d hémoglobine. par
couséquent. L’hyperferritinémie qui en résulte donnera lieu ¢ une ferroptose, avec un stress
oxvdatif élevé et une lipoperoxydation qui peuvent précipiter la sur-réponse inflammatoire
et entrainer une issue sévere de la maladie [94].

Il a été prouvé que de nombreuses infections virales respiratoires, y compris COVID-19,
provoquent la mort des cellules infectées. l'activation de la réponse immunitaire innée et la
sécrétion de cytokines inflammatoires. Tous ces processus sont associés au développement
de ce qu'on appelle un stress oxydant. Ce dernier contribue de maniere importante a la pa-
thogenese de ces infections virales. Il provoque des lésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secon-
daires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libres notamment lors de
I'oxvdation des lipides. Ces effets sont particulierement critiques pour les globules rouges,
qui peuvent devenir dysfonctionnels [56].

Evaluer le statut de stress oxydant chez des patients atte nts du COVID-19 apparait donc
comme ayant une utilité certaine afin de comprendre le mécanisme par lequel le stress oxydant
se réagit ct leur role dans l'évolution et la sévérité de la maladie. Pour cela, nous avous
mesuré trois marqueurs biologiques ; méthémoglobine, la peroxydation lipidique a T'acide
thiobarbiturique (test a TBArs) et le pouvoir antioxydant sotal (Test a ABTS).

La Mect-Hb chez les trois formes est supérieur a la valeur de référence (< 2%) avec des
moyennes qui s'accroissent. en fonction de la sévérité de I'infection. Ainsi que la totalité des
malades de la forme sévere/critique avec une bonne évolution ont un taux de Met-Hb qui ne
dépasse pas 50 %. Or que chez les malades décédés. plus de 28% des malades ont un taux
qui excede les 50%.

L’augmentation de la production de méthémoglobine, méme si statistiquement insigui-
fiante, semblait suivre la progression de la maladie. Ce résultat a été observé dans de nom-
breux cas rapportés. Une telle augmentation de la méthémoglobine pourrait s’expliquer de

différentes manicres :

e l'exacerbation du stress oxydatif induit par le SRAS-CoV-2 provoque une altération
du métabolisme des globules rouges, notamment de la glvcolyse et du svsteme redox.

Cela peut perturber I'équilibre Fe*?/Fe*? dans I'hémoglobine.

e il a été démontré que les nitrite d’'oxyde augmenter de fagon significative, en repos
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a I'hypoxie, au cours des infections et les sepsis. Le NO peut convertir Fe™ de

I’hémoglobine en Fe™® en la transformant en méthémoglobine.

e l'utilisation de la chloroquine et de I'’hydroxychloroquine peut induire sa production

principalement chez les patients avec un déficit en G6PD.

Palmari et al, ont illustré la cinétique du taux de méthémoglobine, dans laquelle 1'élévation
de la méthémoglobine a un pic apres quelques jours d’hospitalisations puis la diminution en
réponse au traitement. Cette étude s’accorde avec les résultats qu’on a trouvé chez les patients
de la forme modérée. Alors que les taux de méthémoglobine chez la forme sévere/critique
restent augmentés et la majorité des malades évoluent vers la mort. Chez la forme légere la
cinétique est en constante diminution {95].

D’apres nos résultats les valeurs de MDA a 'admission ne sont pas vraiment corrélées
avec la sévérité de la maladie. Les valeurs les plus élevés ont été trouver chez la forme
sévere/critique. Cependant, les valeurs chez la forme légere été plus élevé que la forme
modérée. Cette discordance peut étre expliquer par le manque d’information sur le début de
la maladie.

L’ABTS a son tour s’accroissent en fonction de la sévérité de I'infection.

MDA et PABTS suit une cinétique opposée chez la forme sévere : MDA diminue progres-
sivement de Jy et jusqu’a Jy tandis que PABTS augmente. Chez la forme modérée, MDA est
en constante augmentation alors que I’ABTS augmente pnis diminue.

Dans une étude menée par Pincemail et al. Un effoadrement important des défenses
antioxydantes a été détecté chez les patients COVID-19.

En plus, notre étude identifie et déerit des changements morphologiques importants daus
les cellules sanguines périphériques (GR et GB) des patients COVID-19 quelle que soit leur
forme : sévere/critique, modérée ou légere. On a constaté que le degré de ces altérations
morphologiques augmente avec la sévérité de 'infection.

Nous notons deux niveaux d’anomalies ;

e Le premier, la relation apparente entre les lésions morphologiques des globules rouges
des patients COVID-19 et I'évolution de la maladie en association avec la production

de méthémoglobine méme si la différence n’était pas statistiquement différente.

e Et le second, la capacité du plasma des patients COVID-19 a induire les mémes bles-

sures apres incubation avec des globules rouges sams.
En fait. 'altération de la morphologie des globules rouges pourrait étre liée a la théorie
actuellement proposée par THOMAS et al, sclon laquclle ils détectent, apres infection par

le SRAS-CoV2, 'augmentation du stress oxydatif des protéines membranaires et le dysfonc-
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tionnement de ’homéostasie lipidique affectant ainsi la déformabilité des globules rouges et
contribuent potentiellement a la complication de la thrombose [39].

Parmi les anomalies des GB qu’on a fréquemment observer la présence des polynucléaires
neutrophiles vacuolées, et on a noté que 'exacerbation de cette anomalic est en fonction de
la sévérité de 'infection

Grange et al, montre que la présence de PNN vacuolées dans les frottis sanguins de pa-
tients infectés semble étre associée a une croissance massive de I’agent infectieux et constituer
un symptome tres précoce de septicémie mettant rapidement en jeu le pronostic vital [96].

L’étude de corrélation réalisée entre méthémoglobine et les autres parametres montre une
corrélation positive entre la Mét-Hb, GB et PNN. Cette corrélation peut étre expliquer par
le faite que I'exposition de l'organisme a un agent infectieux conduira sans doute & 'augmen-
tation des défenses immunitaires par recrutement de plusieurs types cellulaires dont les neu-
trophiles qui jouent un role clé dans la réaction du corps face au COVID-19. Une fois dans le
tissu infecté. les neutrophiles sont activés et libérent des radicaux libres qui détruisent I'agent
infecticux. L’exacerbation de ces radicaux libres provoque une altération du métabolisme des
globules rouges, notamment la glycolyse et le systeme redox. Cela peut perturber 1'équilibre
Fe*?/Fe*® dans I'hémoglobine et donc conduit & la formation de méthémoglobine [81, 82].

Un développement anticorrélé entre la Mét-Hb et I'Hb chez un patient COVID-19 a été
rapporté, conformément a la voie décrite par Hare et al. 1'une augmentation de Mét-Hb
induite par le NO causée par l'anémie. Le role de la Mét-Hb en tant que marqueur du stress
anémique a également été validé dans une étude portant sur les modifications de la Mét-
Hb chez des patients subissant une chirurgie cardiaque. Alors que < I'anémie inflammatoire
» est associée a la méthémoglobinéniie, I'anémie ferriprive semble étre un facteur de risque
supplémentaire de méthémoglobinémie acquise en augmentant le stress oxydatif des globules
rouges [97].

Il y aussi une corrélation négative entre 'hémoglobine et GB qui peut s’expliquer par

une anémie inflammatoire :

— Les cytokines dérivées des macrophages en cas d’irfection et d’états inflainmatoires
contribuent a la diminution de la production d’EPC' et a Paltération du métabolisme

du fer en augmentant la svnthese hépatique de 1'hercidine.
- L’augmentation de I'hepcidine inhibe I'absorption e le recyclage du fer et conduisant
a la séquestration du fer.
Une survie légerement raccourcie des globules rouges, probablement due & une augmen-
tation de I'hémiophagocytose par les macrophages, survient chez les patients atteints de

maladies inflammatoires {98].
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Plusieurs limites ont été rencontrées au cours de la réalisation de notre travail :
— Notamment en termes de taille de 'échantillon,

~ Manque des informations récoltées par difficulté d’acces aux données qui obstruait de

compléter I'étude clinique,

- La difficulté d’avoir les prélevements de chaque malade pendant toute la période d hos-
pitalisation pour faire le suivi,

~ La possibilité d’avoir des formes asymptomatiques chez la population saine qui peut
affecter légerement la validité des résultats,

~ La nature récente de la pathologie et la pauvreté de la bibliographie ont constitué une

limite pour une meilleure comparaison des résultats.
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De la pandémie Covid-19, nous semblons peiner a prendre la mesure. Son arrivée est
soudaine, ses effets incertaius et ses conséquences a long ternie encore imprévisibles.

La COVID-19 a pris de vitesse par sa complexité et sa prolifération et mis 'expertise
scientifique en demeure de réagir tres vite a une crise qui a surpris par son ampleur.

Le SARS-CoV-2 attaque en priorité les cellules du systeme respiratoire, jusqu’au plus
profond des poumons, et le syndrome de détresse respiratcire aigu qui emporte bien des
malades en est la preuve. Cependant, le nouveau coronavirus ne se limite pas a ces organes,
et I'on sait désormais qu’il touche bien d’autres endroits de I'organisme comme le cerveau et
les nerfs, le foie, les reins, le systéme digestif... Le coeur et les vaisseaux sanguins ne sont
pas épargnés, et meéme le sang semble perturbé par le SARS-CoV-2.

A travers les recherches menées lors de cette étude, nous avons pu conclure que la ma-
ladie de COVID-19 provoque une série de changements au niveau sanguin, principalement
représentés par 'élévation du taux de méthémoglobine avee une dvnamique suivant la pro-
gression de la maladie.

Un déséquilibre des parametres érythrocytaires et leucoc/taires fortement corrélé a 'aug-
mentation du méthémoglobine.

De plus, la gravité de ces changements est directement proportionnelle 4 la sévérité de la
maladie.

La présence des altérations morphologiques importantes des cellules sanguines des pa-
tients COVID-19 en association avec la production du stress oxydatif.

L’exacerbation de ces altérations est en fonction de la siévérité de Uinfection.

D apres les résultats de notre étude il est recommandé : de doser la méthémoglobine qui
est rarement évoquée et utiliser le bleu de méthyléne comme traitement dans les cas qui
Pexigent. Aussi I'utilisation des antioxydants tel que vitamine A, E, D, B6, et B12, folate,

zinc en particulier la vitamine C.
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Ce travail peut constituer une base pour de futurs travaux. Dans un perspective avenir,

il est préférable de :

- Augmenter la taille de I’échantillon & étudier.

- Examiner en détail le lien entre les niveaux de méthémoglobine et les résultats cliniques
chez les patients atteints de COVID-19.

- Vérifier 'implication du stress oxydatif dans les différentes perturbations qu’on a ob-
servécs.

— Faire une méta-analyse des études récentes.

- La compréhension des manifestations hématologiques du SRAS-CoV-2 est encore a
un stade évolutif. Pour parvenir a une conclusion définitive concernant la spécificité

ct la fiabilité de ces cffets, nous avons besoin d'une évaluation dans des études plus

importantes.
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ANNEXE

A

PROTOCOLE DU TEST A TBARS

Préparation des solutions

e TCAa30%
30g — 100ml

r — 15ml

x = 4,5 g dissout dans 15ml d’eau distillée
e NaOH a 0,06 M

m=CxVxM

m = 0,05 x 0,010 x 39,997

m = 20myg dissout dans l'eau distillée
e TBA a 1%
lg — 100ml

r — 10ml

z = 100myg dissout dans 10ml de NaOH a 0,05M |
e EDTA a 0,1 mol/l

m=0CxV x M

m =0,1x 0,002 x 292,24

m = 58, 44mg dissout dans 2ml d’eau distillée
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Protocole du test a TBArs

Lavage des érythnicyles (2 3 3 fois)
I
e N
> : > — e B —— —
; Centritugation Elimination Remplacé par Centrifugation Elemination Préparation
d'un sujet — 3000 rpm; 10 min au Nal1a09+ 3000 rpm 10 min du d he_matocrl(e
Kath surnageant surnageant 4202
|
I
] v
Témoin négatif Contréle R
Malade 1 Malade 2 Malade 3
r—nr, ——— ————
' v w w v
Blanc 2 Bl ) Blanc 4 Blax § soul
Blanc1 50 plsang sopl  somlsang soyl  soulsing o ul soutsang  Co 50 ul sang
s00pl isatonique Na  Isotonique Na]  otomique a2 wotonique  y,q  isotomque
e - - 450 ul - 4soul o ul 450 pl - 450!
o ;‘ fso wi ;Iso ®l Plasma ;.50 1] Blasma 450 ui Plasma 450l Plasma
\acl e normal s VD s QWD o amD

Incubation 24 - 48 h a 37°C

v

Ajout de 125 i NaCl + 315 pl TCA

Y
Incubation & 0°C pendant2 h

v
Centrifugation & 3000 rpm pendant 10 min &
4°C et récupération du

]

158 pl TBA + 47 pl EDTA

v
Chauffé a2 95°C pendant 15 min

Refroid.ssement
(Bain de giace)

Lecture & 532-535 nm

Created in BioRender.com 5
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ANNEXE

B

PROTOCOLE DU TEST A ABTS

Préparation des solutions

e Solution A’ABTS & 7mAM dans 'eau distillée

e Préparation du persulfate de potassium a 2.45 mnM (MM = 270,322 g/mol)

e Préparation de la solution ABTS™ : 2 volumes de solution d’ABTS + 1 volume per-

sulfate de potassium = ABTS™ (bleu vert); on .aissc le mélange au repos et a

I’obscurité a température ambiante pendant 12-16h.
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ANNEXE B. PROTOCOLE DU TEST A ABTS

Protocole du test a ABTS

Tube
EDTA e .
\’ —_————p e e
Sang frais :
dun Centrifugation 3000 rpm Récupération du Plasma
malade pendant 10 min
COVID-19
J
\ ‘ \
Sy 10000 ¢
10 pl plasma ABTS +
: Lecture a 734 nm ——
ajres 6 min
etactement
! B e SR
Vert clair

Created in BioRender.com bb
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Abstract:

Since the WHO declared COVID-19 as a pandemic, a great etfort has been made to under-
stand this serious illness. Thousands of studies were devoted to understand its epidemi-
ology. its molecular characteristics, its mechanisms and the clinical course of this viral
infection. However, little has been published on its pathogenesis towards blood, particu-
larly, its impact on red blood cells.

The COVID-19 infection, especially in life-threatening condirions, is highly dependent on
the strength of the host’s immune system. This latter depends in part on the balance
between oxidative stress and tlie antioxidant systems of the ‘1uman body. Besides that, a
key role of oxidative stress has been demonstrated in the pathogenesis of COVID-19. Ox-
idative stress is very damaging to essential macromolecules in our cells, and it is especially
critical for red blood cells, which can become dysfunctional.

Therefore. we carried out this study which ains to identify heriobiological disturbances ad
morphological abnormalities of blood cells, in particular red bl>od cells, during the infection
by SARS-CoV-2 and the involvement of oxidative stress in these disturbances. To do this,
we had to demonstrate the presence of this oxidative stress in patients confirmed to be
mfected with SARS-CoV-2, by measuring two of its markers, in particular, methemoglobin
and malonaldehyde (MDA) after reaction with the thiobarbituric acid (TBArs test) and
assessment of total antioxidant status by ABTS test. We also wanted to experimentally
induce the hemoglobin disturbances and morphological abnormalities observed in patients
on their admission by mixing the plasma of COVID-19 pa:ients with the pellet of red
blood cells from healthy people to demonstrate the exacerbation of this oxidative stress.
Finally, we wanted to correlate these morphological abnorma ities and the methemoglobin
level with the severity and the progress of the disease. Thrcugh the research carried out
during this study, we were able to conclude that Covid 19 disease causes a series of blood
changes, mainly represented by an imbalance of erythrocyte and leukocyte parameters as
well as a significant morphological alteration associated with oxidative stress. The severity
of these changes is directly proportional to the severity of the infection. Methemoglobin
also appears to be elevated with dynamics following disease progression.

Key words: COVID-19, Oxydative stress, Red blood cell, Morphological abnormalities,
Methemoglobin.




Résumé:

Depuis que 'OMS a déclaré le COVID-19 comme une pandémie, un grand effort a été
fait pour comprendre cette maladie grave. Des milliers d’études sont consacrées a la com-
préhension de son épidémiologie, de ses caractéristiques moléculaires, de ses mécanismes et
de I'évolution clinique de cette infection virale. Cependant, peu de choses ont été publiées
sur sa pathogenese envers le sang et en particulier, son impact sur les globules rouges.
L’infection au COVID-19, en particulier dans les états mettant la vie en danger, dépend
fortement de la force du systeme immunitaire de I'héte. Ce dernier dépend en partie de
I'équilibre entre le stress oxydatif et les systemes antioxydants de 'organisme humain.
Par ailleurs, un role clé du stress oxydatif a été mis en évidence dans la pathogenese du
COVID-19. Le stress oxydatif est trés dommageable pour les macromolécules essentielles
de nos cellules, plus particulierement critiques pour les globules rouges, qui peuvent devenir
dysfonctionnels.

Par conséquent, nous avons réalisé cette étude qui a pour but d’identifier les perturbations
hémobiologiques et les anomalies morphologiques des cellules sanguines. en particulier les
GR, au cours de l'infection par le SARS-CoV-2 et 'implication du stress oxydatif. Pour
cela, nous avons di & mettre en évidence ce stress oxydatif, hez des patients qui ont été
confirmés comme étant infectés par le SRAS-CoV-2, en dosant deux de ces marqueurs
notamment la méthémoglobine et le malonaldéhyde (MDA apres réaction avec lacide
thiobarbiturique (test & TBArs) et en évaluant le statut antioxydant total par le test
a ABTS. Nous voulons induire expérimentalement les pertu-bations de I'hémoglobine et
les anomalies morphologiques observées au paravent des cellules sanguines (GR et GB)
en mélangeant le plasma des malades COVID-19 avec le culot globulaire des sujets sains
pour mettre en évidence l'exacerbation du stress oxydatif. Enfin, nous voulons faire la
corrélation de ces anomalies morphologiques et le taux de mérhémoglobine avec la sévérité
et I'évolution de la maladie.

A travers les recherches menées lors de cette étude, nous avons pu conclure que la maladie de
Covid-19 provoque une série de changements au niveau sanguii, principalement représentés
par un déséquilibre des parametres érythrocytaires et leucocytaires ainsi qu'une altération
morphologiques importantes associé au stress oxydatif. La gravité de ces changements est
directement proportionnelle a la gravité de l'infection. La niéthémoglobine semble aussi
étre élevés avec une dynamique suivant la progression de la maladie.

Mots clés: COVID-19, Stress oxydant, Globule rouge, Anomalies morphologiques,
Méthémoglobine.
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