AT 24 - tests diagnostiques COVID-19
ELEMENTS DE CORRIGE

Q1. Identifier les trois types de tests réalisables pour le diagnostic du COVID-19. Rappeler la
nature des molécules recherchées ou dosées dans chaque type de test.

doc 2 : test antigénique (protéines spécifiques du virus), sérologique (anticorps sériques Ig dirigés
contre le virus), moléculaire (génes situés sur 'ARN viral).

Q2. Expliquer pourquoi, au 16 avril 2020, la Haute Autorité de Santé ne recommande qu'un seul
type de test. Préciser la condition a respecter pour que les résultats de ce test soient exploitables.

doc 2 : le test antigénique n'est pas performant s'ily a trés peu de virus présent (charge virale
basse), les connaissances physiopathologiques et cliniques restent a développer pour exploiter
pleinement le test sérologique. Il reste le test moléculaire, a réaliser absolument en phase aigué du
COVID pour pouvoir détecter le génome du virus présent dans les sécrétions naso-pahryngées.

Q3. Analyser les résultats obtenus dans le document 3 (haut de la page 3) aprés réalisation du
test sérologique rapide. Expliquer a quoi est due I'apparition d'une ligne colorée sur la bandelette
de nitrocellulose.
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document 3 : La présence de la ligne contréle est indispensable pour valider les résultats du test,
ici, les tests E, F, G et H sont invalides pour absence de ligne contrble, ce qui témoigne d'un test
défectueux, par exemple, une bande de nitrocellulose interrompue...

La ligne C permet de valider les résultats des tests A, B, C et D. La ligne T1 indique d'aprés le
schéma de principe, la présence d'lgM tandis que la ligne T2 indique la présence d'lgG.

Le test A est négatif (pas de COVID-19) : pas de bande, nien T1, nien T2. Le test B, avec des
IgM, traduit une infection récente (méme s'ily a des IgG), tout comme le test C. Quant au test D, il
s'agit d'une infection ancienne puisque les IgG apparaissent plus tard et qu'il n'y a plus d'lgM.

IgM positive, IgG positive Indicates that it may be a recent infection with 2019-nCoV.
IgM positive, IgG negative Indicates that it may be a recent infection with 2019-nCoV.

IgM negative, IgG positive Indicates that it may be a previous infection with 2019-nCoV.

IgM negative, IgG negative Indicates that it may be on infection with 2019-nCoV, or there is not
’ enough detectable antibodies in the early infection.

La couleur est obtenue grace a I'or colloidal qui est un traceur attaché a I'antigéne viral. Pieégé par
les immunoglobulines sur les lignes test et contréle, il donne sa couleur au complexe Ag-Ac.



Q4. Donner la signification de I'acronyme CLIA. Expliquer comment les anticorps dirigés contre le
2019- nCoV sont piégés et expliquer comment se fait I'apparition de la luminescence dans
I'automate YHLO.

document 4 : CLIA : chemiluminescence Immunoassay. Ce sont des particules magnétiques
recouvertes par des antigenes de coronavirus qui permettent de piéger les anticorps sériques du
patient ; des aimants permettent de retenir les particules magnétiques contre la paroi du tube de
réaction. Par ajout de peroxyde d'hydrogene, I'ester d'acridine présent sur 'anticorps secondaire
(conjugué) est dégradé en N-methylacridon qui émet une lumiére a 430 nm.

Q5. Citer deux tests sérologiques autres que les tests CLIA et immunochromatographique.
Préciser leurs avantages et inconvénients.

Document5 : ELISA : dosage quanti, assez rapide mais ne dit pas siles Ac dosés permettent de
protéger contre le virus. Neutralisation PRNT : analyse longue mais permet de visualiser les effets
des Ac surdes cellules en culture.

Q6. Le test moléculaire réalisé pour le diagnostic de l'infection en phase aigué est une g®RT®-
PCR®. Expliquer succinctement chacun des éléments constituant ce test moléculaire en
expliquant leur réle.

Document6 et 7 : © RT pour reverse transcriptase car virus a ARN, pour permettre I'ampilification,
il faut synthétiser a partir de cet ARN viral, un ADN complémentaire (ADNc).

® PCR: polymerase chain reaction : c'est I'amplification de 'ADNc du virus par la répétition de
cycles d'hybridation / élongation a I'aide d'amorces spécifiques de séquences génomiques du
coronavirus

® q pour quantitative ou en temps réel : cette technique permet une quantification de 'ADN
présent (ce n'est donc pas juste un test qualitatif présence / absence du virus), on peut estimer la
charge virale grace a I'apparition en temps réel d'une fluorescence mesurable a partir d'un nombre
de cycles seuil (Ct ou Cq).

Q7. Pour ce test moléculaire, repérer et justifier I'étape préalable indispensable a réaliser avant la
gRT-PCR. Nommer les genes du 2019-nCoV amplifiés par le kit Diacarta™.

Document 7 : extraction de 'ARN (virus enveloppé, nucléocapside hélicoidale). Les génes
amplifiés sont le géne Orf1ab, celui codant la protéine de nucléocapside N et d'enveloppe E

Q8. Donner la composition moléculaire du contréle interne de la qRT-PCR et préciser sonréle.
Expliquer le mécanisme selon lequel la fluorescence apparait dans le kit Diacarta™.

document 7 : contrOle interne : géne humain de la RNase P. C'est un controle d'efficacité de la
PCR, permet de vérifier I'apparition de la fluorescence au nombre de cycles prévu.

La sonde Tagman® émet une fluorescence une fois le fluorophore séparé du suppresseur par
I'action exonucléasique de 'ADN polymérase.

Hydrolyse de sondes (Hydrolysis probes: TagMan® assay)

(a) Durant I'étape de denaturation, la sonde est libre en solution.

(b) A la température d'appariement, la sonde et les amorces s’hybrident a leurs séquences
cibles respectives et la proximite des fluorochromes permet l'inhibition de la fluorescence. La
polymérisation débute,

(c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de
I'environnement du suppresseur permettant ainsi I'émission de la fluorescence.

Q9. Déterminer le nombre moyen de cycles nécessaires pour détecter les genes du Coronavirus.
Identifier le géne le plus rapidement détecté par ce kit de gqRT-PCR. Analyser les résultats du
contréle de qualité et conclure.

Il faut environ 30 cycles pour détecter les génes du Coronavirus. Le géne le plus facilement
détectable par PCR est celui qui a le plus petit Ct (ou ici, Cq), c'estdonc le géne N, mais tous sont
trés proches. Le CV est toujours inférieur a 3 % et toujours inférieur a celui de la méthode de
référence effectuée en paralléle. Ce kit est donc fiable.



