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Edito

Afin de vous accompagner dans cette crise sanitaire exceptionnelle, le péle de recherche clinique et
programmes thérapeutiques vous propose une revue bibliographique bimensuelle sur des
thématiques ciblées.

Nous n'aurons pas la prétention d'étre exhaustif face a la quantité d'articles scientifiques publiés
régulierement sur le sujet. En effet, aujourd'hui, on recense plus de 75000 publications relatives a la
COVID-19 sur PubMed (Figure 1). Notre objectif est de vous offrir une premiére approche de la
littérature sur des thématiques telles que les outils diagnostiques, les traitements, la rééducation, les
populations agées...
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Figure 1 : Nombre de publications hebdomadaire d’aprés Chen et al'.

Prélevements salivaires vs voies respiratoires

Il existe de trées nombreuses techniques de prélevement pour détecter les virus respiratoires que I'on
peut combiner avec différentes techniques de révélation (RT-PCR, RT-LAMP, LFA, ELISA, ...). Face a ces
multiples combinaisons pour lesquelles nous n’avons pas toujours de comparaisons directes, le choix
de la méthode de diagnostic reste difficile?. La méthode de prélévement de référence (Gold Standard)
pour les virus respiratoires est le prélevement NPS (écouvillon de sécrétions nasopharyngées) par un
professionnel de santé formé. Cependant, cette méthode de prélevement est invasive et peut étre
difficilement acceptée par les patients ou les professionnels des établissements. Elle est aussi difficile
a réaliser. C'est pourquoi les professionnels doivent étre formés. Elle présente aussi un risque de
contagion pour les professionnels réalisant le prélévement?. De plus cette technique comme méthode
de référence pour SARS-CoV-2 est discutée car le taux de faux négatif varie fortement selon le moment
ou le test est réalisé®.

Face a ces différentes problématiques, le prélevement salivaire semble une alternative possible du fait
de son caractére non-invasif, son faible colt et la possibilité de faire réaliser le prélevement par un
professionnel non qualifié. Plus d’une trentaine d’études ont été publiées sur le sujet>3®. La plupart de
ces études portent sur des cohortes de taille faible a moyenne (£200). Ces études comparent la
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sensibilité et/ou spécificité des prélévements salivaires vs prélévements oro-/nasopharyngés (OPS ou
NPS) suivis d’'une RT-gPCR et montrent une variabilité entre 66% a 91.7% et entre 97% a 100%
respectivement®’. Nous avons cependant recensé trois études portant sur une large cohorte?®3238
L'équipe de Zhu et al. en Chine a inclus 944 patients de 12 cohortes indépendantes présentant des
symptémes COVID-19 de moyen a sévére et a comparé les résultats d’un diagnostic salivaire suivid’une
RT-PCR avec un diagnostic sur voies respiratoires (NPS ou OPS) suivi d’une RT-PCR. Les résultats
montrent une sensibilité de 86.4% (95% Cl 82.8%-89.4%) et une spécificité de 97.0% (95% Cl 95.0%-
98.3%)(Tableau 1)%.

Respiratory tract sample

Saliva — -

Positive MNegative Total
Positive 382 15 397
MNegative 60 487 547
Total 4432 502 944

Tableau 1 : Comparaison de la détection par RT-PCR en temps réel du SRAS-CoV-2 entre les échantillons salivaires et des
voies respiratoires d’aprés Zhu et al?é.

L’équipe de Caulley et al. a analysé 1939 échantillons provenant de patients asymptomatiques a haut
risque et de patients avec des symptomes moyens dans le centre de test d’'Ottawa au Canada. Le géne
E de SARS-CoV-2 a été détecté dans 70 échantillons (34 avec les deux méthodes, 22 avec la méthode
de référence, 14 avec un prélévement salivaire). 31.4% des échantillons positifs n’ont pu étre détectés
que par le prélévement par voies respiratoires et 20% uniquement par prélévement salivaire3?.

Enfin I’équipe de Kandel et al. a publié ce mois-ci une étude dans laquelle ils ont testé 432 paires
d’échantillons (NPS et salivaire) provenant de 3 centres de dépistage canadiens. 46 échantillons étaient
positifs (39 pour les deux, 4 seulement avec le NPS et 3 seulement avec la salive). La sensibilité
observée est de 93% (95% CI 0.81-0.99) pour le NPS et 91% (95% Cl 0.79-0.98) pour la salive®,.

L’ensemble de ces données laisse supposer que le prélevement par la salive peut étre un choix
stratégique pour détecter la COVID-19 afin d’augmenter le nombre de tests au sein de la population.

Tests précoces de détection de la COVID-19

Selon la HAS : « le test utilisé doit présenter une sensibilité clinique supérieure ou égale a 80 % (pour
limiter le nombre de faux négatifs) - seuil retenu également par I’Organisation mondiale de la santé -
et une spécificité clinique supérieure ou égale a 99% (pour s’assurer que les cas positifs sont bien des
cas de COVID-19 et pas d’autres virus respiratoires saisonniers). Pour la HAS, ces performances
cliniques doivent étre établies par le fabricant sur la base d’une étude clinique comparant son test au
test RT-PCR nasopharyngé, et portant sur une série d’individus de statut inconnu vis-a-vis du SARS-
CoV-2 et avec un intervalle de confiance resserré. »*

Tests moléculaires

RT-PCR

La RT-PCR est une méthode permettant la détection d’ARN. Cette technique est basée sur deux
réactions consécutives: a) conversion de I’ARN en ADN complémentaire par une enzyme de
transcription inverse et b) amplification de ’ADNc par cycles thermiques répétés en utilisant la TAQ
polymérase et des amorces spécifiques. Les génes cibles des différentes amorces utilisées sont les
geénes E, RdRp et N. Plus récemment, les génes Orfla/b et celui codant pour la protéine S ont pu étre
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utilisés (Figure 2). La RT-PCR est la méthode de référence qui permet la détection directe de certaines
parties du génome viral. Elle ne peut étre réalisée que dans des laboratoires spécialisés ce qui
complique I'utilisation de ce genre de test pour des dépistages rapides et de masse. Les protocoles de
PCR sont trés variables selon quels types d’amorces, quels types de réactifs, les outils utilisés, les cycles
définis (température et nombre). Le type d’échantillon peut aussi varier. Les résultats sont alors
variables d’un test a I'autre. Par exemple, Chan et al. ont comparé différentes amorces et ont pu
conclure que RdRp/Hel avait un niveau de détection plus faible que RdRp/P2 (sur 273 échantillons 77
sont positifs pour les deux et 42 sont positifs uniquement pour RdRp/Hel)®. La plupart des tests
commerciaux développés ont tous malgré tout un niveau de sensibilité comparable avec une limite de
détection qui se situe entre 3.4 et 4.5 logio copies/mL*. lls ne montrent pas non plus de réaction
croisée avec d’autres virus respiratoires.

Envelope protein (E)
A) Spike glycoprotein (S) / hep

Membrane protein (M)

Nucleoprotein (N) and
+ssRNA genome

B) Hemagglutinin-esterease dimer (HE)
ORFlab S ORF3a E M ORFéa | ORF7a | ORF7b  ORF8 N ORFI0
5UTR | (21290nt) (3822nt) |(828nt)| (228nt) (669nt) (186nt) | (366nt) | (132nt)  (193nt) (908nt) M7nt) | 3UTR
Noncoding Noncoding

Sken”| ORFlab  Surface |ORF3a|Envelope| Membrane = ORF6 | ORFla | ORFb ORFE | Mucleocapsid ORFID | “ches
Polyprotein Glycoprotein|protein| protein |glycoprotein protein | protein |protein protein |phosphoprotein protein

Q)

MN908947 Wuhan-Hu-1
NC_004718 SARS-CoV

=)
15,361- 15460 26,141-26,253 28,555 - 28,682
RdRp E N

Figure 2 : A) Représentation schématique du virus SARS-Cov-2, B) Structure compléte du génome du virus SARS-Cov-2, C)
Positions relatives des amplicons pour SARS-Cov-2 et SARS-Cov d’aprés Yuce et al*2.

RT-LAMP

La technique de LAMP est un autre test moléculaire développé pour une détection plus rapide et plus
facile. Contrairement a la PCR, I'amplification de I’ADNCc se fait a température constante (60-65°c) en
utilisant 2-3 paires d’amorce. Cette méthode permet de synthétiser 10° copies du géne cible en moins
d’une heure. Encore peu utilisé comparé a la RT-PCR, la RT-LAMP pourrait permettre d’obtenir des
tests rapides simples et 3 faible codt, tout en gardant une sensibilité comparable & la RT-PCR*%,
Plusieurs équipes ont travaillé sur le développement de ce type de test avec des sensibilités proches
de la RT-PCR lorsqu’on observe une étape d’isolation de ’ARN (comme pour la RT-PCR). La sensibilité
est de l'ordre de 95% et la spécificité de 99%**®. Les résultats sont moins concluants lorsque la
technique RT-LAMP est effectuée directement sans isolation®4748,

L’ensemble de ces données a conduit le groupe d’appui composé d’experts et de représentants
institutionnels de I’'HAS a considérer la détection du génome de virus SARS-Cov-2 par technique
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d’amplification génique (RT-PCR, RT-LAMP) sur prélevement nasopharyngé comme technique de
référence®.

Tests antigéniques

Les tests antigéniques détectent I'une des protéines du virus SARS-CoV-2 (généralement la protéine
de nucléocapside NP) a partir d’'un prélevement nasopharyngé ou nasal et permettraient, tout comme
la détection du génome viral par amplification génique, de poser un diagnostic d’infection par le
SARSCoV-2 en phase précoce®. Comme les tests RT-LAMP, le but du développement des tests
antigéniques est d’accélérer et de faciliter la réalisation du test. Ces tests sont rapides (15-30min),
faciles d’utilisation et d’interprétation et majoritairement présents sous forme de tests unitaires
rapides®. Ces tests antigéniques peuvent étre réalisés selon deux méthodes : LFA (pour une détection
rapide) et ELISA (pour une détection plus sensible).

La HAS a réalisé en septembre 2020 une revue bibliographique pour laquelle 14 études ont été
retenues. De cette revue ressort une grande hétérogénéité des tests. En effet la sensibilité varie de
17% (I1C95% : 9-27) a 97% (1C95% : 83-100) avec une sensibilité poolée de 71% (1C95% : 57-82). Lorsque
nous nous concentrons uniqguement sur les quatre études prospectives n’incluant que des patients
avec suspicion d’infection a SARS-CoV-2 (statut clinique inconnu a linclusion) et avec analyse
simultanée et en aveugle des tests index et de référence, la sensibilité varie de 68 % (IC95 % : 61-74) a
97 % (1C95 % : 83-100) avec une sensibilité poolée de 90 % (1C95 % : 73-96). A noter cependant que sur
ces quatre études, trois ont directement été transmises par les industriels. Deux des quatre études
seulement sont actuellement accessibles et uniquement en preprint. L'équipe de Young et al. a testé
251 échantillons et a obtenu une sensibilité de leur test antigénique supérieure a 80% dans les 6
premiers jours aprés I'apparition des symptdmes. Cette sensibilité descend a 76.3% a partir de 7 jours
et a 57.1% pour les patients présentant seulement un symptome (0-6j aprés apparition des
symptdmes)*°. Diao et al. ont publié quant a eux leur étude portant sur 239 échantillons provenant de
7 centres différents. Les échantillons sont prélevés dans les urines ou au niveau nasopharyngé. Le test
montre une sensibilité de 68% et une spécificité de 100%°.

L’ensemble de ces données, nous permet de considérer les tests antigéniques comme un choix de
test possible chez des personnes symptomatiques dans les 6 premiers jours apreés I'apparition des
symptomes. Ces tests doivent cependant démontrer au préalable une sensibilité supérieure a 80%
selon I'HAS et 'OMS. Les tests antigéniques n‘ont pour le moment, pas pu démontrer leur efficacité
chez des personnes asymptomatiques. En effet, le test QUIDEL approuvé par la FDA a été testé par
I"'université d’Arizona qui observe une sensibilité qui passe de plus de 80% a 32% selon que le test est
réalisé chez des personnes symptomatiques ou asymptomatiques.

Association test salivaire et RT-LAMP

Quatre études ont analysé I'association prélevement salivaire et détection par RT-LAMP. Deux sont
publiées et deux sont en preprint34>°253 Lamb et al. ont comparé différents prélévements (urine,
salive, OPS, NPS, sérum) associés a une révélation par RT-LAMP alors que Nagura-lkeda et al. ont
comparé différents tests (RT-qPCR, direct RT-PCR, RT-LAMP, test antigénique), tous associés a un
prélevement salivaire (résultats détaillés dans le Tableau 2). Lalli et al. ont comparé le prélevement
salivaire avec RT-PCR vs RT-LAMP. lIs obtiennent une sensibilité de 85% pour la technique RT-LAMP et
95% pour la technique RT-PCR. Cependant, la cohorte reste tres faible puisqu’uniquement 30
échantillons ont été testé. Enfin le test EasyCOV est actuellement évalué a Montpellier par
comparaison avec échantillons salivaires + RT-PCR et échantillons nasopharyngés + RT-PCR. L’objectif
est d’inclure 720 échantillons. Les derniers résultats portent sur 220 sujets avec la détection de 35 cas
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positifs sur 40 ce qui donne une sensibilité de 87.5%. Ce test est vendu a I'étranger depuis juin et I'HAS
devrait rendre dans les prochains jours un rapport sur ce test.

Total no. (%) of samples
(95% confidence interval)
(n=103)

84 (81.6) (72.7-88.5)

76 (73.8) (64.2-82.0)

Test and primer set,
method, or target

RT-gPCR LDT
N-1 set®

N-2 set®

cobas SARS-CoV?2 test
Target 1

83 (80.6) (71.6-87.7)

83 (80.6) (71.6-87.7)
76 (73.8) (64.2-82.0)

Target 2 83 (80.6) (64.2-82.0)

Direct RT-gPCR

Method A® 79 (76.7) (67.3-84.5)

Method B¢ 81 (78.6) (69.5-86.1)

N-1 set’ 80 (77.7) (68.4-85.3)

N-2 set’ 63 (61.2) (51.1-70.6)

Method C“ 52 (50.5) (40.5-60.5)
N-1 set® 15 (14.6) (8.4-22.9)

N-2 set® 51 (49.5) (39.5-59.5)

RT-LAMP 73 (70.9) (61.1-79.4)

Rapid antigen test 12 (11.7) (6.2-19.5)

Tableau 2 : Résumé des résultats des tests moléculaires et antigénique pour la COVID-19 utilisé avec des échantillons de
salive auto-collecté d’aprés Nagura-lkeda et al?°.

a.LDT, laboratory-developed test.

b.Method A, SARS-CoV-2 direct detection RT-qPCR kit (TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, Japan).

c.Method B, Ampdirect 2019 novel coronavirus detection kit (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

d.Method C, SARS-CoV-2 detection kit (Toyobo, Osaka, Japan).

e.Primer and probe set recommended by the National Institute of Infectious Diseases (NIID) in Japan.

f.Primer and probe set recommended by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in the United States.

Conclusion

La stratégie des tests LNA Santé s’inscrit sur la base des études précédemment présentées. Le test
antigénique pour lequel de nouvelles préconisations ont été édictées le 16 novembre dernier tient
compte des limites chez les personnes asymptomatiques ce qui a conduit la DGS a distinguer le
dépistage individuel du dépistage de masse dans son utilisation®*.

Le test EasyCov, utilisé de maniére restreinte actuellement, pourrait prochainement avoir une
utilisation plus large en fonction de la consolidation des résultats des études en cours (preprint) et les
préconisations de I'HAS. C'est dans cet esprit que LNA Santé a souhaité développer une politique
volontariste et sociale de dépistage préventif de ses salariés.
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