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L'émergence du virus SARS-COV-2 constitue si
on peut dire un tsunami biologico-médical. En
fait c’est 'ensemble des populations humaines
de la planéte qui est concerné. Lextension de
la pandémie a ce jour n’est pas contrblée. La
mortalité et la morbidité évoluent de facon
variable selon les environnements géographiques
et les organisations territoriales. Ce virus
appartient a la famille des coronavirus. |l provoque
un syndrome respiratoire aigu sévere plus agressif
que ses cousins apparus précédemment, c’est-a-
dire SRAS-COV1- et le MERS-COV. En raison de la
transmissibilité de ce virus et de son aspect létal,
la communauté scientifique a fait appel aux outils
les plus avancés de la génomique. Elle a réussi
en un temps record le séquencage complet du
génome viral ce qui a permis la mise en place
rapide des tests de détection directe en faisant
appel aux méthodes de RT-PCR. De nombreuses
qguestions ne sont pas encore résolues. Ainsi
la problématique épidémiologique demeure
une réalité cruelle. Avec I'aide des méthodes
biotechnologiques industrialisables a coté de
la production des tests RT-PCR sont apparus les
tests sérologiques mais aussi les connaissances
structurelles indispensables sur le virus qui
nous permettent d’espérer la mise au point de
vaccins a condition qu’ils puissent étre efficaces
et sécurisants.

Bien évidemment il aurait été souhaitable que
ce virus d’origine animale n’émerge jamais et
ne puisse impacter 'espece humaine quireleve
elle aussi des regles biologiques de la vie sur
Terre. Par contre aucune maladie infectieuse

provoquée par un micro-organisme n’avait
jamais été identifiée en un temps si court. Ce
tsunami microbiologique devrait pouvoir étre
contré grace aux outils biotechnologiques qui
sont donc a disposition de I"humanité. Alors
gue le combat contre le virus SARS-COV-2 est
lancé, «il est important de rappeler que le virus
sauvage de la poliomyélite parallelement vient
d’étre éradiqué du continent africain mais celaa
nécessité 100 ans d’efforts». || ne faut donc pas
désespérer de I'avenir. En effet ces mémes outils
biotechnologiques peuvent étre aussi utilisés
dans d’autres applications que médicales afin
de permettre la conversion énergétique ou de
préserver la biodiversité de notre planéte. Dans
le contexte de prévention en santé il devrait
étre possible également d’éviter de nouvelles
pandémies émergentes a I'espece humaine.
Encore faudrait-il qu’elle revienne a une certaine
modestie. 'émanation de la vie biologique sur
terre nous concerne comme toutes les autres
especes. Nous ne sommes pas spectateurs du
décor de la planete mais bien dans le décor
et nous évoluons avec les autres especes en
interactions permanentes.

Le nouveau numéro de SOMANEWS présente
plusieurs dossiers scientifiques et professionnels
en relation avec l'actualité du virus SARS-COV-2
telle que nous la vivons au sein d’'une campagne
biomédicale de diagnostic engagée dans le
combat contre la maladie.

Pr. Gérard DINE
Président de SOMADIAG ACADEMY
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Le 31 décembre 2019, 'organisation mondiale
de la santé (OMS) a été informée d’un groupe
de cas de pneumonie d’étiologie inconnue a
Wuhan, la capitale de la province du Hubei, en
Chine (Yuki et al. 2020). Des études ultérieures
ont identifié un nouveau coronavirus qui était
étroitement lié aux troubles respiratoires aigus
sévéres de ces patients (Zhu et al. 2019). Ce
nouveau virus a été nommé « Coronavirus 2
du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere » (SARS-
CoV-2). Une grande proportion de patients
atteints d’une infection par le SRAS-CoV-2 ou
de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19),
manifeste une fievre aigue, une myalgie, une
toux, une dyspnée et des signes radiologiques
pulmonaires compatibles avec une pneumonie
atypique (Huang et al. 2020). Cependant,
des cas asymptomatiques ou légerement
symptomatiques ont également été rapportés
(Huang et al. 2020).

Comme en témoignent les épidémies
précédentes causées par le SRAS-CoV1 et le
MERS-CoV (le coronavirus du syndrome des
voies respiratoires du Moyen-Orient), des
approches diagnostics hautement sensibles et
spécifiques sont essentielles pour I'identification
des cas, la recherche des personnes contacts et
la rationalisation des mesures de lutte contre
la propagation de la pathologie (Peiris et al.
2003).

L'utilisation de la culture du virus pour établir
un diagnostic n’est pas convenable, car il
faut au moins 3 jours pour le SRAS-CoV-2
afin qu’il provoque des effets cytopathiques

dans les lignées cellulaires appropriées. De
plus, I'isolement du virus vivant nécessite des
installations de niveau de biosécurité 3, non
disponibles dans la plupart des Laboratoires de
santé publique. D’autre part, les techniques de
détection des anticorps sériques et d’antigenes
viraux de patients potentiellement atteints
de la COVID- 19, peuvent étre utilisées mais
présentent le risque de présenter des réactivités
croisées avec le SRAS-CoV, qui partage un degré
élevé d’identité nucléotidique (82%) avec le
SRAS-CoV-2 (Chan et al. 2020), mais également
avec d’autres virus proches, éventuellement.
En raison de toutes ces limites, la transcription
reverse couplée a la PCR (RT-PCR) reste
I'approche diagnostic la plus adéquate pour
la COVID-19, dans le monde entier.

Le séquencage du génome complet de SRAS-
CoV-2 afacilité le développement de protocoles
de détection spécifiques du virus chez des
patients atteints de la COVID-19 (Lu et al. 2020).
Ainsi, il est devenu possible de concevoir des
amorces et sondes permettant de détecter
différentes parties du génome viral témoignant
de linfection des patients.

Lapproche RT-PCR en temps réel repose sur
différentes étapes. D’abord, I'extraction de
'ARNm a partir des échantillons de sujets
suspects, puis une transcription inverse pour
générer de 'ADNc (ADN complémentaire) a
partir de cet ARNm. Ensuite, une amplification
de cet ADNc. Cette derniere étape est cruciale et
devrait étre dotée d’une grande spécificité. Cela
dépend principalement du choix des amorces et

Dépistage massif lors du déconfinement : Test moléculaire versus test sérologique
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des sondes fluorescentes utilisées. Ces amorces
et sondes devraient détecter spécifiguement le
SARS-CoV-2 et aucun autre coronavirus humain
ni aucun autre pathogéne, éventuellement
présent dans les échantillons testés. Lorsqu’elle
est réalisée correctement, I'approche RT-
PCR en temps réel est sensible, spécifique et
reproductible, ce qui en fait le choix primordial
de diagnostic de la COVID-19 a travers le monde
aussi bien pendant le confinement que pendant
la phase de déconfinement, tant que le virus
circule encore.

Cependant, le dépistage massif, fortement
recommandé par 'OMS, n’est pas toujours
facilement réalisable, notamment en raison
du codt tres élevé des KIT de diagnostic et la
rareté des réactifs. Pour cela, le regroupement
« ou pooling » des échantillons a été proposé.
Bien que critiquée initialement, cette méthode
s’est montrée utile, tant qu’utilisée dans des
conditions bien controlées (Yelin et al. 2020).
Effectivement, il a été rapporté que des
échantillons positifs uniques peuvent étre
détectés lors d’'un pooling effectué soit avant
soit apres I'extraction de I'ARN. De plus, cette
méthode utilise des protocoles, réactifs et
équipements standards, et peut étre appliquée
immédiatement dans les laboratoires de
diagnostic. Ces capacités de criblage pourraient
permettre ainsi I'extension de détection dans
les communautés, ainsi que dans des groupes
rapprochés de personnes, tels que les services
hospitaliers, les unités d’armée et les usines.
En résumé, le pooling des échantillons pourrait
étre utilisé mais apres une étude de mise au
point des conditions spécifiques dans chaque
laboratoire de diagnostic pour déterminer
I’étendue et les limites de I'approche.

A c6té de la RT-PCR en temps réel, des tests
dits sérologiques sont également utilisés
dans le diagnostic de la COVID-19 (Guo et
al. 2020 ; Zhao et al. 2020). Dans ce cas, ce
test recherchera a détecter un peptide viral
du virus. Alternativement, il détectera un
anticorps (Ac) produit, par I'individu infecté,
contre une protéine virale. Ce test « anticorps
» peut renseigner sur une infection actuelle,
comme il peut indiquer si I'individu a eu une

infection dans le passé, individu éventuellement
immunisé (Guo et al. 2020). Cependant, un
test « anticorps » peut passer a c6té d’une
infection actuelle, car la production des Acs
peut prendre 1 a 3 semaines apres 'infection,
dans certain cas. Dans tous les cas, lorsqu’utilisé
pour des fins diagnostics, le test sérologique
doit étre confirmé par le test moléculaire
(RT-PCR). Par contre, ces tests « anticorps »
peuvent jouer un role fondamental dans le
suivi de personnes immunisées et dans des
futurs vaccins. Cela donne une base solide
a des études épidémiologiques futures qui
permettront de renseigner sur I'immunité
individuelle et I'immunité collective.

En résumé, le test RT-PCR permet de détecter
la présence du virus, tot, de maniere spécifique
et avec une grande sensibilité ; alors que le test
« Anticorps » peut renseigner sur l'infection
courante mais surtout sur I'immunité a long
terme.

Ces deux tests doivent aller de pair pour :

1) pouvoir identifier les nouveaux cas, les isoler
puis les traiter

2) évaluer I'immunité individuelle et collective
de la population

3) élaborer une carte épidémiologique des
différentes régions du pays
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SYNLAB Y/

TEST DE DEPISTAGE COVID-19

Le SARS-CoV-2 est un virus appartenant a la
famille des coronavirus qui provogque une
maladie (appelée COVID-19) sous la forme
d’un syndrome respiratoire aigusévere.

Ce nouveau coronavirus est originaire de Chine,
s’est propagé de la ville de Wuhan dans la
province de Hubei, déclenchant d’abord une
vague d’infection a l'intérieur du pays puis
provoquant une pandémie mondiale.

AGENT PATHOGENE

Les résultats du séquencage du génome entier
indiquent un nouveau coronavirus (SARS-CoV-2)
comme pathogene causal. Les coronavirus sont
des virus a ARN encapsulés. Le SARS-CoV-2
utilise le récepteur ACE2 pour pénétrer dans
les cellules.

TESTS DISPONIBLES POUR

LE DIAGNOSTIC

RT-PCR

La technique RT-PCR est la plus sensible et Ia
plus spécifique.

Elle nécessite :

e Labonne réalisation du prélevement (frottis
nasopharyngé) par du personnel entrainé
et protégé efficacement

e Un équipement spécialisé

Elle permet de confirmer la présence du virus
SARSCoV-2 dans les voies respiratoires. La RT-
PCR est 'outil indispensable pour le diagnostic
chez les patients symptomatiques.

La sensibilité de la technique varie selon le
stade de la maladie et la qualité du prélevement
nasopharyngé.

RECHERCHE  ANTIGENE SUR  FROTTIS
NASOPHARYNGE

La recherche de I'antigene sur un frottis
nasopharyngé peut se justifier s’il n'est
pas possible de réaliser rapidement la RT-
PCR. Certains centres de tri utilisent cette
méthode (qui est rapide et ne nécessite pas
un équipement particulier) pour orienter les
patients directement vers les unités COVID
guand le test est positif. Néanmoins la sensibilité
de cette technique étant de l'ordre de 60%,
il est obligatoire de réaliser une RT-PCR sur
tout prélevement dont le résultat antigeéne est
négatif ou douteux.

SEROLOGIE

Les tests sérologiques permettent de déterminer
si une personne a produit des anticorps en
réponse a une infection par un virus, en
I'occurrence le virus SARS-CoV-2

En pratique, il est préférable de demander le
dosage 15jours apres le début des symptomes
méme si les anticorps apparaissent des la 2eme
semaine.

Test de dépistage Covid-19
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Al'heure actuelle, selon les données scientifiques,
il n'est pas établi que les anticorps produits apres
une exposition au SARS-CoV-2 sont protecteurs.
De plus, si ces anticorps s’averent protecteurs,
on ne connait pas la durée de cette protection.

STRATEGIE DEPISTAGE : QUEL TEST

ET A QUEL MOMENT ?

La RT-PCR est le test de référence pour le
diagnostic précoce d’infection au COVID-19 (voir
graphique au verso).Les tests sérologiques sont
un outil complémentaire aux tests virologiques
(modalités de remboursement non disponibles
actuellement).

Le choix de la stratégie a adopter dépend des
objectifs définis. Au début d’une épidémie, il
est important de diagnostiquer les patients
symptomatiques ou asymptomatiques porteurs
du virus afin de les isoler pour empécher la
propagation de l'infection.

AR )
Window perlod
Asymptomatic
stage : !
! Dinset of !
 symptoms
: !
A
it
i
e e e e e m— — m— — — — — — — —
Days tince infection 5 7 14
RT-PCR

Selon les ressources disponibles, le testing doit
étre le plus large possible pour identifier les
individus porteurs du virus qu’ils soient malades
ou pas. La RT-PCR a toute sa place dans cette
démarche. Méme si cette analyse est coliteuse
et requiert une infrastructure spécialisée, elle
est la plus sensible et la plus spécifique.

Dans le décours de l'infection, il devient ensuite
important de connaitre le statut immunitaire
des patients. La détection des anticorps anti-
SARS-CoV-2 permet de savoir si un patient
a été exposé au virus et s’il a développé des
anticorps spécifiques.

Le suivi de la séroprévalence dans une population
est un outil utile pour planifier et suivre les
mesures de déconfinement.

Long berm imimundty 77

Ab IgM |

Rapid Ab test (IlgM/lgG k]

Figure 1 (Recherche préliminaire SYNLAB): Il illustre la détection de I’ ARN viral, ainsi que
comment les anticorps anti-SRAS CoV 2 apparaissent au fil du temps par rapport aux symptomes.

Test de dépistage Covid-19
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LE MONDE DU LABORATOIRE
CONCEPTION D’UNE PLATEFORME RT-PCR

L'espace de travail doit étre organisé de maniére a obtenir un flux de travail unidirectionnel, allant
des zones propres (Pré-PCR) vers les zones « sales » (Post-PCR). Il convient d’avoir a disposition
des salles désignées distinctes, ou au minimum des zones physiquement séparées, pour les
taches suivantes :

e Extraction des acides nucléiques et ajout de la matrice d’ADN
e Préparation du mélange réactionnel

e Amplification

e Analyse du produit amplifie

Les réactifs et les équipements ne doivent pas étre déplacés d’une zone vers une autre, tous les
équipements doivent étre étalonnés régulierement, le consommable doit étre stérile et a usage
unique de préférence.

A - LES ETAPES D’UN TEST MOLECULAIRE :
1- PRE-PCR

Zone 1:

e  Extraction des acides nucléiques

Cette zone doit étre trés propre et comporter les
équipements suivants :

+ Un Poste de sécurité microbiologique de classe I, certifié —_—

+ Un Set de pipettes calibrées, vortex 4 J/

x - PR

Extracteur

+ Un Extracteur (extraction automatisée)

+ Un Réfrigérateur Micropipettes

+ Une Centrifugeuse (en cas d’extraction manuelle

Zone 2 :
e  Préparation du mélange réactionnel

Cette zone doit étre tres propre. Elle doit disposer
d’un ensemble distinct de matériel :

+ Une hotte PCR
+ Une micro-centrifugeuse

+ Un set de pipettes calibrées - =~
. -

+ Un réfrigérateur 2 Mini-centrifugeuse

+ Un Congélateur Hotte a flux laminaire

Dans cette étape (zonel et zone 2), il est trés recommandeé de respecter les bonnes pratiques de laboratoire.

Le monde du laboratoire
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2 - PCR

e Amplification
e Manipulation du produit amplifié

Lamplification, doit étre physiquement séparée
des zones pré-PCR. Il contient en général des
thermocycleurs et des plateformes d’analyse
en temps réel, dans I'idéal, doit disposer d’'une
enceinte a flux laminaire. Cette zone doit
disposer d’un ensemble distinct de matériel :

+ Une hotte a PCR

+ Un thermocycleur en temps réel calibré

+ Un congélateur -20°C

+ Un set de pipettes calibrées

+ Un bain sec (en cas d’extraction manuelle)

3 - POST-PCR

e  Analyse du produit

Zone physiquement séparée, et a matériel
distinct. Aucun réactif ne doit étre introduit
dans cette zone. Cet espace doit étre gardé
tres propre

Thermocycleur

Logiciel pour validation et gestion des résultats

1l est a noter que : [’équipement critique doit étre ondulé.

4- QUALITE ET BIOSECURITE

e Le circuit des patients et des préléevements
doivent étre clairement identifiés, il faut faire
de sorte a éviter le croisement des individus
et des préléevements COVID de ceux relatifs
a un examen de biologie médicale classique

e Laréception etl'enregistrement des échantillons
doivent étre effectués dans un site autre que
les salles techniques

e Lagestion des déchets doit étre bien identifiée

e Les procédures techniques doivent étre écrites
et disponibles

L'acces aux pieces techniques doit étre bien
controlé

La signalisation du danger biologique et les
panneaux d’avertissement doivent étre
affichés ...

Pour plus de détails Cf au Circulaire ministériel
072 relatif aux exigences pour le diagnostic de
la COVID19 par gRT-PCR dans le secteur privé
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B - ESPACE DE LABORATOIRE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE :

Un laboratoire de biologie moléculaire doit
comporter deux zones de travail fonctionnelles :
une zone de pré-amplification et une zone de
post-amplification. Ces deux zones doivent
dans l'idéal étre situées dans des salles

séparées ou, en cas de contraintes spatiales,

dans des espaces de travail/postes de sécurité
biologique distincts au sein d’'une méme salle.
Les consommables et les équipements doivent
étre alloués a chaque zone de travail et ne sont
pas interchangeables entre les zones.

Laboratoire type de biologie moléculaire
J!, 7500
) 2400 y 3000 , 2100
b T = -
PCR amgification area __ Reagen| preparing aren
1 s ﬁ i 13
8 i
g 6 7 11 § § 16
§ : J Sample preparing arca :
o ] ';%ﬂkﬁ__.._ 8 - F:’::Jﬁxt I
~ 3 pPCR Laboratory E g §1 ,’E- |15
]
o
N 12 Buffer area Buffer area
17
\ \ B e e 1) ———

Figure 1: Plan illustrant I'agencement modeéle d'un laboratoire de biologie moléculaire, avec (1) Salle d’amplification PCR; (2) Evier;
(3) Lavage des yeux ; (4) Paillasse de laboratoire ; (5) Sas ; (6) Congélateur ; (7) Poste de sécurité microbiologique ; (8) Salle de préparation
des échantillons ; (9) Evier ; (10) Lavage des yeux ; (11) Paillasse de laboratoire ; (12) Sas ; (13) Salle de préparation des réactifs ; (14) Evier ;

(15) Lavage des yeux ; (16) Paillasse de laboratoire ; (17) Sas.

https://toolkit-chargevirale-oppera.solthis.org

Dr. Brahim TAKOURT
Membre de SOMADIAG ACADEMY
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QUOI DE NEUF SOMADIAG ?

PRESENTATION DU WEBINAR
ORGANISE PAR SOMADIAG ACADEMY

LE DEPISTAGE MASSIF, CLE DU DECONFINEMENT DU COVID-19

L'évolution galopante de I'infection par le virus SARS-
CoV-2 a plongé le monde entier dans une situation
sanitaire tres critique, avec un taux de morbidité et
de mortalité inquiétant.

Cette pandémie a interpelé la communauté scientifique,
sur plusieurs plans : sanitaire, sociale et économique.

Dans le but d’apporter un support scientifique et
technique aux professionnels de la biologie médicale
SOMADIAG ACADEMY a organisé le 23 juin 2020 un
webinar portant sur le dépistage massif.

Les participants ont débattu sur l'intérét d’un
dépistage massif dans le contrdle de la propagation
de l'infection par le SARS-COV- 2 et comment envisager

=
SOMADIAG
ACADEMY

Ensemble versl'excellence

SOMADIAG ACADEMY organise un Webinar
sous le theme :

" Le dépistage massif, clé du
déconfinement du COVID-19 "

Modérateur
Pr. Gérard DINE; président de
SOMADIAG ACADEMY

Mardi 23 juin 2020
18H-20H

un déconfinement raisonnable. Cette rencontre
scientifique a été modérée par le Pr. Gérard DINE
président de SOMADIAG ACADEMY, avec la participation
du Pr. Abdellah BADOU ; professeur d’immunologie
et de biologie moléculaire a la faculté de médecine
et de pharmacie de Casablanca et le Dr. Mounir Filali
pharmacien biologiste praticien dans le secteur libéral.

Et animée par Dr. Brahim TAKOURT ; ex biologiste au
CHU Casablanca et enseignant a I’'Université Mohamed
VI des sciences de la santé.

Conférenciers

Pr. Abdallah BADOU

Professeur d'Immunologie et de Biologie
moléculaire a la Faculté de Médecine et de
Pharmacie de Casablanca

Dr Mounir FILALI
Pharmacien Biologiste

Intervenant au débat

Dr. Brahim TAKOURT

Ex biologiste au CHU Ibn Rochd Casablanca
et enseignant a I'Université Mohamed VI des
sciences de la santé
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i/ AMBM
SOMANAG AMBM

e Biologie Médicele

ATELIER DE FORMATION

SOMADIAG ACADEMY a organisé en partenariat avec 'AMBM
un atelier de formation destiné aux techniciens de laboratoire
sous le théme « Pré-analytique : gérer pour mieux améliorer »
animé par Dr. Khalid KATFY.

Cette manifestation scientifiquo-technique a eu lieu le 29 février
au siege de SOMADIAG. Elle a vu la participation d’'un nombre
important de laborantins et a suscité beaucoup de discussions
vue la pertinence du sujet.

Il était prévu de reproduire cet atelier dans les différentes
régions du Maroc, malheureusement cette activité n’a pas
pu étre relayée au niveau national a cause de la pandémie du
COVID-19.
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SOLUTION COMPLETE POUR UN DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

14

DE LA COVID-19

Platforme

PCR

- Extracteurs
- Thermocycleurs

7
RT PCR

- Kits d’extraction ;
- Kits d’amplification », :
L1 Tl

DIAGNOSTIC
BIOLOGIQUE

«€OoVID-19
NGT

7

Test rapide TESTS
COVID-19 sérologiques

immunoenzymatiques
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@ ECOUVILLONS FLOQUES AVEC
COPAN | MILIEU DE TRANSPORT
UNE GAMME COMPLETE AVEC DES CARACTERISTIQUES UNIQUES
UNE TECHNOLOGIE INNOVANTE

e Ecouvillon floqué ( relargage de 90% de I'échantillon)

UN RECUEIL ET UNE SURVIE OPTIMISEE DES
MIBRU ORGANISMES

Bactéries ( aérobies, anaérobies, exigeants) et
entérobactéries

e Virus, Chlamédia, Mycoplama, Ureaplasma

e Kit pourlaconservation de transport d’un prélevement
oropharyngé ou nasopharyngé pour le COVID-19

UNE PHASE PRE-ANALYTIQUE MAITRISEE

Transport et conservation de I'échantillon jusqu’a
48H a température ambiante

e Compatible avec la plupart des techniques de biologie
moléculaire
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POUR UN DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE COMPLET DU COVID-19

Extracteur par billes magnétiques

MagPurix® 12 EVO / 24 EVO

12 ou 24 échantillons

Kit d'extraction PCR

Thermocycleur RT- PCR
AriaMx

Jusqu’a 96 échantillons

Kit d'amplification PCR
(géne RdRp, gene E et géne N)
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Kits de prélevement et de transport

Eppendorf PCR

—

CITOSWAB® VTM
or VTM-N
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Combinaison
Blanche jetable

Casaque jetable

Cones a filtre
AHN MYTIP LR

Gant a usage unique
en nitrile et non poudré

SARS-COV2- par ELISA

NovaLisa® SARS-CoV2- (COVID19-) IgG
NovaLisa® SARS-CoV2- (COVID19-) IgA
NovaLisa® SARS-CoV2- (COVID19-) IgM

@ Quartier Lissasfa, Route d'El Jadida 37

Lot Batoul - Casablanca

Test rapide NADAL® COVID19- IgG / IgM

COVID-19

El Tél : +212 (0) 522 657 657
- Fax. +212 (0) 522 910 745

X somadiag@somadiag.com
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