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AVIS

relatif a la stratégie de prise en charge des personnes suivant
I'interprétation du niveau de réplication virale par technique de
RT-PCR SARS-CoV-2 ainsi que la pertinence du prélévement nasal
pour RT-PCR SARS-CoV-2

21 novembre 2020

Le Haut Conseil de la santé publique (HCSP) a été saisi en urgence par la Direction générale de la
santé (DGS) par courriel en date du 22 octobre 2020 (annexe 1)

Dans les suites des publications de la Société Francaise de Microbiologie (SFM) [1,2], il est
demandé au HCSP de se prononcer sur :

e les préconisations quant a la stratégie de prise en charge et de gestion des personnes ayant
un résultat « positif » ou « positif faible » de RT-PCR SARS-CoV-2, notamment en situation
professionnelle, en distinguant les situations de diagnostic et de dépistage,

e |le délai pendant lequel le risque d’une réinfection est infime suite a un antécédent
documenté d’infection par SARS-CoV-2 en fonction des données de la littérature,

e |utilisation du prélévement nasal pour la recherche du SARS-CoV-2 par RT-PCR sachant que
la SFM dans sa fiche de compétence et de formation-habilitation identifie la possibilité de
faire un frottis nasal profond en cas d’indisponibilité de matériel adapté pour un prélévement
naso-pharyngé, avec une contre-indication chez les enfants de moins de 15 ans.

Le HCSP a également pris en compte le questionnement de Santé Publique France (SpF) sur la
pertinence d’interprétation de la valeur de Ct pour toute personne avec un test positif pour le
SARS-CoV-2 et ayant un antécédent de Covid-19 confirmé datant de plus de 2 mois, dans les
situations suivantes :

e Prise en charge en ambulatoire d’un patient qui présente de nouveau des symptdmes
compatibles avec le Covid-19 aprés une période de rémission clinigue ou restée
asymptomatique lors du premier épisode.

e Prise en charge d’une personne-contact asymptomatique testée positive pour le SARS-CoV-2.

e Prise en charge d’une personne asymptomatique testée positive pour le SARS-CoV-2 dans le
cadre d’un dépistage ciblé.
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Le HCSP a audité la SFM sur I'argumentaire scientifique ayant conduit a indiquer que le
frottis nasal profond pouvait étre pratiqué a la place du prélévement naso-pharyngé chez les
personnes de 15 ans et plus.

Contexte :

Aprés une dégradation importante des indicateurs depuis septembre 2020, la semaine 45
semble étre marquée par un ralentissement de la circulation du SARS-CoV-2 mais le niveau des
indicateurs nationaux se maintient a un niveau trés élevé

Au 19 novembre 2020

57 784 525 malades ont été infectés par le SARS-CoV-2 dans le monde et 1 341 360 déces ont
été rapportés a cette pathologie.

En France 2 065 138 cas ont été confirmés depuis le début de I’'épidémie dont 34 048 déces ;
32 842 personnes sont hospitalisées pour forme grave de Covid-19 dont 4 775 patients en
réanimation.

Le HCSP a pris en compte :

1. Les données relatives a la cinétique d’excrétion virale et a la durée de contagiosité
d’un malade ayant présenté un Covid-19

1.1 Cinétique de I'excrétion virale

e Infections symptomatiques
Au cours de la phase pré-symptomatique, le virus SARS-CoV-2 peut étre détecté par RT-
PCR dans les échantillons naso- ou oro-pharyngés jusqu’a 5 a 6 jours (réplication virale
de faible niveau) avant le début des signes cliniques, mais la charge virale est
particulierement élevée 2 a 3 jours avant cette échéance [3].

Durant la phase symptomatique, la charge virale décroit progressivement [4-6] . Elle est
maximale de J2 avant a J3 apreés les signes cliniques de Covid-19, pouvant culminer a
108 copies par échantillon ; cing jours aprés le début des signes cliniques, elle a été
évaluée a environ 105 copies par échantillon [5].

Une étude récente a montré que le virus pouvait étre cultivé a partir de 1941 des 3790
échantillons rhino-pharyngés prélevés chez des patients testés positifs par RT-PCR pour
SARS-CoV-2. Parmi ces échantillons pour lesquels le virus a pu étre isolé sur culture
cellulaire, 87,6% avaient été prélevés la premiére semaine de linfection, 9,6% la
deuxiéme semaine et 2,8% la troisieme semaine [7]. Dans d’autres études, du virus
infectieux a pu étre isolé sur culture cellulaire jusqu’a 10 jours aprés le début des
symptomes chez les sujets présentant une forme modérée de Covid-19 [3,8-10] et
jusqu’a 20 jours aprés le début des symptdmes -avec une médiane de 8 jours- dans les
formes sévéres dans une série [11]. Dans cette derniére étude ayant impliqué 129
patients hospitalisés, les trois facteurs significativement associés au caractére
cultivable du virus (analyse multivariée) étaient une charge virale supérieure a 107
copies d’ARN par mL, la durée de symptdomes de moins de 7 jours et un taux d’anticorps
neutralisants inférieur au seuil de détection de 1:20. L’existence d’une
immunodépression était également associée au caractére cultivable du virus, méme si
la différence n’était pas statistiquement significative du fait de la petite taille de I'effectif
[11]. Dans d’autres études [4,10,12], le grand age et la gravité clinique de I'infection ont
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été également associés a une charge virale plus élevée. Cependant d’autres études ont
montré que la charge virale était similaire chez les enfants et les adultes [13] de méme
que chez les sujets symptomatiques et asymptomatiques [5,14]. Dans cette revue de la
littérature, il est indiqué que des Vvariations existent selon le statut
d’'immunocompétence des personnes testées, des formes cliniques (personnes
symptomatiques ou non).

Par modélisation, la probabilité d’isoler le virus en fonction du début des signes
clinigues a été évaluée a partir de 3 études incluant 1048 échantillons de voies
respiratoires supérieures (prélévements naso-pharyngés, prélévements oro-pharyngés).
Au bout de 7 jours aprés le début des signes cliniques, la probabilité d’isoler le virus en
culture cellulaire est de 40%, a 8 jours, elle est de 26%, a 9 jours, de 14%, au bout de
10 jours, de 6% (Figure 1) [15].
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Figure 1. Probabilité d’isoler le virus en culture cellulaire par modélisation a partir de 3
études (N=1048 échantillons). Les zones colorées représentent les valeurs d’IC95 [15].

De nombreux travaux ont montré que la détection d’ARN viral au niveau oro- ou rhino-
pharyngé et dans les selles pouvait étre prolongée aprés la disparition des signes
cliniques et la guérison.

- Chez les sujets hospitalisés pour Covid-19, le test RT-PCR a ainsi été trouvé positif
jusqu’a six semaines aprés le début des symptomes [9,16,17], bien aprés la
séroconversion [18,19].

- Dans une étude américaine récente conduite chez des sujets présentant encore des
signes cliniques a un stade tardif de I'infection, il a été rapporté que le SARS-CoV-2 a
pu étre cultivé jusqu’a 20 jours aprés le début des symptoémes dans des échantillons
respiratoires présentant une valeur de Ct supérieure a 29,5 [20].

- Plusieurs cas de re-positivation de la RT-PCR SARS-CoV-2 dans les prélévements
respiratoires quelques jours aprés sa négativation, parfois accompagnée de
réapparition de signes cliniques respiratoires ont été par ailleurs rapportés.
Quelques-unes de ces observations sont résumées ci-apres :

o Une publication concerne 15 des 70 patients suivis par des prélévements
naso-pharyngés séquentiels, dont un cas positif en RT-PCR jusqu’a 45 jours
aprés le début des symptomes [21]. Selon les auteurs, les résultats négatifs
des tests RT-PCR sont des « faux-négatifs ». Il s’agirait de « détection prolongée
d’ARN » sans précision sur le caractére infectieux du virus.
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Une autre étude, conduite chez 56 patients guéris du Covid-19, a montré la
détection d’ARN du SARS-CoV-2 jusqu’a 5 semaines aprés le début des signes
cliniques, avec parfois alternance de détections négatives et positives [16].
Une détection prolongée d’ARN du SARS-CoV-2 a également été observée dans
des clusters familiaux, avec persistance pendant plus de 35 jours dans
certains cas, dont certains de re-positivation sur des durées bréves [22].

Enfin, une publication portant sur 4 patients a montré la détection du SARS
CoV-2 par RT-PCR (sans précision sur le niveau de la charge virale) dans des
prélévements respiratoires effectués 5 a 13 jours aprés d'une part la guérison
clinique et d’autre part plusieurs tests négatifs de RT-PCR. Les 4 patients
étaient asymptomatiques et avaient des images pulmonaires non évolutives a
I’examen tomodensitométrique thoracique [23].

Au total, ces données suggerent que la détection prolongée d’ARN de SARS-CoV-2 dans
les prélévements naso- pharyngés est liée a la persistance d’une excrétion virale faible,
ce que confirment les valeurs de charge virale, le plus souvent trés basses, quand elles
sont disponibles. En conséquence, le risque de transmission dans ces situations
apparait extrémement réduit. Il en va de méme pour la détection tardive d’ARN viral
dans les selles [6].

La Figure 2 résume schématiquement les données connues sur l'infectiosité du SARS-
CoV-2 et la présence d’ARN viral dans différents fluides biologiques en fonction de la
date des symptdmes et de la réponse sérologique.
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Figure 2. Cinétique des marqueurs virologiques au cours de I'infection a SARS-CoV-2 (d’aprés

Sethuraman et al.[6])

Infections asymptomatiques

La proportion des d’infections a SARS-CoV-2 restant totalement asymptomatiques tout
au long de la surveillance clinique et virologique a été estimée entre 30 et 40% [24-26].
De I’ARN de SARS-CoV-2 est détectable et du virus cultivable au cours de ces infections
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[27-29]. Une étude déja citée [14] a montré que les charges virales étaient
équivalentes chez les patients symptomatiques et les sujets asymptomatiques.

Selon une autre étude, il semblerait que la durée pendant laquelle 'ARN viral est
détecté par RT-PCR soit Iégérement plus courte chez les personnes asymptomatiques
ou pauci-symptomatiques par rapport aux personnes symptomatiques (soit un test de
RT-PCR positif pendant 14,5 jours chez les personnes asymptomatiques versus 18 jours
chez les personnes symptomatiques) [30].

1.2 Durée de contagiosité

On connait encore mal la relation entre la valeur de la charge virale mesurée par RT-PCR
dans les voies aériennes supérieures et la contagiosité [31]. Il faut distinguer la durée
d’incubation, qui est en moyenne de 5 a 6 jours et inférieure dans 97,5% des cas a 11,5
jours, de la durée de contagiosité qui commence 48 a 72 heures avant I'apparition des
symptomes et persiste jusqu’a une dizaine de jours aprés le début de ceux-ci [3,32]. Cette
durée de contagiosité est particulierement mal connue pour les personnes peu ou pas
symptomatiques.

e Transmission au cours des infections asymptomatiques ou de la phase pré-
symptomatique des formes symptomatiques
Plusieurs études portant sur des clusters familiaux ont identifié des cas
asymptomatiques ou pauci-symptomatiques a l'origine de contamination de
I'entourage [33]. Mi-mars 2020, la surveillance des cas de Covid-19 survenus a
Singapour a permis d’identifier 7 clusters chez 157 personnes. Parmi ces cas, 10
(6,4%) ont pu étre attribués a une transmission a partir de personnes pré-
symptomatiques [34]. Cette proportion était de 44% dans I'étude de He et al. [3], et

de 37% dans celle de Chun et al. [35]

Le début de I'excrétion virale avant 'apparition des symptomes est évalué a 3 jours
par 'ECDC [36]. La transmission du SARS-CoV-2 a été décrite au cours de la phase
prodromique pendant laquelle les personnes infectées ont des symptdomes mineurs
et poursuivent leurs activités normales, ce qui contribue a la diffusion de I'infection
[5,37].

Une étude répertoriée par I'OMS indique que la transmission du virus par des sujets
asymptomatiques serait moins fréquente que la transmission par des sujets
symptomatiques [38]

e Transmission au cours de la phase symptomatique
Des données issues des études de « contact-tracing » ont montré que la plupart des
cas secondaires survenaient dans les cing jours suivant le début des symptémes du
cas index [39,40] mais le nombre de cas pour lesquels cette estimation est
disponible reste limité.

Concernant les formes évoquées précédemment avec poursuite de I’'excrétion virale pendant
plusieurs semaines, a distance de la guérison clinique, il semble que les quantités d’ARN
détectées dans les préléevements respiratoires tardifs soient trop faibles pour pouvoir
s’accompagner d’un risque de transmission.
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2. Les avis et rapport précédents du HCSP et les outils de Santé publique France (SpF)
pour limiter la transmission du Covid-19

Rapport du 23/07/2020 : sur I'actualisation de la prise en charge dont le chapitre
sur les critéres de levée d’isolement [41]

Avis du HCSP du 17/09/2020 relatif a la préparation des épidémies de virus
hivernaux en période de circulation du SARS CoV-2 : [42]

Avis du HCSP du 11/08/2020 sur la pertinence des prélévements oro-pharyngés :
[43]

Avis du HCSP du 23/10/2020 relatif au délai de transfert en SSR ou en Ehpad
des patients ayant présenté un Covid-19 : [44]

Outils de SpF a destination des patients pour limiter la transmission du Covid-19
(mise a jour le 06/11/2020) et a destination des personnes contact
(https://www.santepubliquefrance.fr/dossiers/coronavirus-covid-19/covid-19-
outils-pour-les-professionnels-de-sante).

3. Stratégie de prise en charge des personnes suivant I'interprétation de la valeur de
cycle threshold (Ct) par RT-PCR lors de détection de I’ARN de SARS-CoV-2

Rationnel d’'une approche semi-quantitative pour apprécier l'infectiosité d'un sujet a
partir d’un résultat de RT-PCR SARS-CoV-2 sur prélévement rhino-pharyngé ou oro-

pharyngé

La détection du SARS-CoV-2 par amplification génique reste la technique de
référence devant plusieurs situations : démarche diagnostique, suivi d’infection,
dépistage ciblé et de masse. La RT-PCR, par sa capacité de détection de trés faibles
quantités de virus, est considérée comme la méthode la plus sensible [45]. Alors
que, dans la plupart des laboratoires, le résultat est encore exprimé sous forme de
détection positive ou négative de I’ARN du SARS-CoV-2 dans I’échantillon testé, 'une
des problématiques majeures est de pouvoir déterminer si I’échantillon testé est
infectieux ou non et de statuer sur le niveau de contagiosité de la personne
présentant un résultat positif de RT-PCR. La culture du virus dans I'échantillon est la
seule technique de laboratoire disponible pour déterminer si le virus est infectieux ou
non et donc pour évaluer si I'échantillon est potentiellement contaminant ou non,
mais cette technique n’est pas réalisée en routine dans les laboratoires de biologie
médicale, car elle nécessite des cultures cellulaires en milieu de confinement LSB3.

Compte tenu de cette difficulté a déterminer I'infectiosité d’'un échantillon par culture
cellulaire, une approche pour évaluer sa charge virale consiste a prendre en compte
les données semi-quantitatives obtenues par la technique de RT-PCR. En effet, par le
biais de la valeur du Ct, il est possible d’établir une relation inversement
proportionnelle entre le Ct et la charge virale : plus le Ct - généralement compris
entre O et 40- est faible, plus il traduit une charge virale élevée. En I'absence de
standards de quantification, seuls capables de déterminer une vraie charge virale,
cette relation reste une approximation dans la mesure ou le Ct est également
dépendant d’autres critéres comme la qualité du prélévement et la technique de RT-
PCR utilisée.

Données de la littérature sur la relation entre la valeur de Ct en RT-PCR et le
caractére cultivable ou non du virus présent dans le prélévement

Différentes études se sont intéressées récemment a évaluer la corrélation entre les
valeurs de Ct obtenues par amplification génique de I’ARN SARS-CoV-2 par RT-PCR et
les résultats de la culture cellulaire.
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Dans une étude conduite en France sur 183 échantillons (dont 174 prélévements
naso-pharyngés et 9 produits d’expectoration) testés positifs pour la recherche du
SARS-CoV-2 par RT-PCR, le virus a pu étre isolé sur culture cellulaire pour 126 d’entre
eux. Il a été isolé dans tous les échantillons dont la valeur de Ct était comprise entre
13 et 17, dans 12% des échantillons dont la valeur de Ct était comprise entre 18 et
33 et dans aucun échantillon dont la valeur de Ct était supérieure ou égale a 34 [46].

La méme équipe a complété cette étude en reprenant 3790 prélévements naso-
pharyngés testés a la fois par RT-PCR et par culture cellulaire [7]. Pour les
échantillons dont la valeur de Ct était inférieure ou égale a 25, la culture cellulaire a
été positive pour 70% des cas; pour ceux dont la valeur de Ct était égale a 30, le
virus a pu étre isolé dans 20% des cas ; enfin, pour ceux dont la valeur de Ct était
égale a 35, le virus a été isolé dans 3% des cas.

Dans une autre étude conduite en Angleterre auprés de 253 personnes
diagnostiquées positives pour le SARS-CoV-2 dont 61 cas asymptomatiques
(personnes contact), la moyenne géométrique des valeurs de Ct a partir de 324
échantillons des voies respiratoires supérieures (incluant sans distinction des
prélevements de nez, de gorge, combinés nez-gorge, du nasopharynx) était de 28,2
(ICos : 27,8-28,6) au cours de la premiére semaine aprés le début des signes
cliniques, de 30,6 (ICos : 29,9-31,5) au cours de la deuxiéme semaine, et de 31,6
(ICes : 31,6-34,5) au cours de la troisieme semaine. Le taux d’isolement du virus en
culture cellulaire était de 74% au cours de la premiére semaine, de 20% au cours de
la deuxiéme semaine, et de 6% 10 jours aprés le début des signes cliniques. Les
valeurs de Ct et le taux d’isolement du virus n’étaient pas différents que le patient
soit symptomatique ou asymptomatique. Pour 60 échantillons dont la valeur de Ct
était supérieure a 35, le taux d’isolement a été de 8,3% (ICos : 2,8-14,8) [47].

Les données étudiant la corrélation entre la valeur de Ct par RT- PCR et la capacité a
isoler le virus en culture cellulaire viennent d’étre complétées par une étude
rétrospective concernant 131 patients ayant eu des préléevements naso-pharyngés
séquentiels jusqu’a 45 jours aprés la date du résultat de la premiére détection de
I’ARN viral par RT-PCR [20]. Pour les échantillons dont la valeur de Ct était comprise
entre 10 et 20, le taux d’isolement du virus en culture cellulaire était de 76,7% ; pour
une valeur de Ct comprise entre 20 et 30, ce taux était de 24,1% ; pour une valeur de
Ct comprise entre 30 et 40, il était de 2,9%. En prenant en compte la valeur de Ct par
rapport a I'apparition des signes cliniques, il a été observé une charge virale moindre
a partir de la deuxiéme semaine. Dans le cadre du suivi séquentiel de 93 patients
symptomatiques et cas contact, la valeur médiane de Ct était de 26,5 (ICos : 20,8-
29,8) a partir de prélévements naso-pharyngés prélevés 7 jours aprés le début des
signes cliniques, de 30 (ICg5 : 26-32) au cours de la deuxiéme semaine, et de 35
(ICes : 33,5-35,7) au cours de la troisieme semaine [48].

Au total, les études citées ci-dessus confirment que I’estimation de la charge virale par la
détermination de la valeur de Ct en RT-PCR refléte le caractére cultivable ou non du virus
présent dans I’échantillon. Au cours de la 2¢me semaine, une valeur de Ct comprise entre
20 et 30 reflete dans la majorité des cas, I'absence d’infectiosité (isolement du virus en
culture cellulaire dans moins de 25% des cas). A partir de la 3éme semaine, une valeur de
Ct élevée (en général supérieure ou égal a 33) est dans la majorité des cas synonyme
d’absence d’infectiosité et donc de contagiosité.
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e Approche pratique de I'utilisation de la valeur de Ct pour estimer la charge virale

Le Laboratoire de santé publique du Québec a validé en date du 7 octobre 2020
I'interprétation des valeurs de Ct par RT-PCR afin d’harmoniser le rendu des résultats
en choisissant le seuil de 34 pour distinguer un résultat « détecté » (Ct £ 34) d’un
résultat « détecté avec faible quantité d’ARN viral » (Ct > 34) [49].

La SFM, dans I'avis du 7 octobre 2020 [1], a proposé un algorithme d’interprétation
a partir de la valeur de Ct obtenue par la technique de RT-PCR recommandée par le
Centre National de Référence (CNR) des virus respiratoires (dont la grippe) sur
préléevement naso-pharyngé (technique de référence nommée IP4 CNR, a partir de
cibles virales situées dans le géne de la polymérase du SARS-CoV-2). Le seuil de 33 a
été défini pour distinguer une «excrétion virale significative » (Ct < 33) d’une
« excrétion virale faible » (Ct > 33).

En pratique, pour ne pas surcharger I'étape de validation biologique du résultat, il est
possible de paramétrer les valeurs de Ct afin que linterprétation puisse étre
transcrite automatiqguement selon les seuils définis par la SFM en :

- échantillon positif pour les valeurs de Ct < 33 correspondant a une « présence
d’ARN viral compatible avec une excrétion virale significative »,

- échantillon positif faible pour les valeurs de Ct comprises entre 34 et 37
correspondant a une « présence d’ARN viral compatible avec une excrétion virale
faible »,

- échantillon négatif si aucun signal n’est détecté ou si la valeur de Ct est
supérieure a 37.

Ces valeurs seuil de Ct définies pour la technique de référence IP4 CNR, ont été
adaptées pour les techniques commerciales utilisant d’autres cibles. La SFM a établi
un abaque donnant les valeurs de Ct a prendre en compte en fonction des
principales techniques disponibles sur le marché francais et évaluées par le CNR. Cet
abaque peut étre consulté en annexe de 'avis de la SFM [1]

e Limites techniques de cette approche semi-quantitative utilisant la valeur de Ct

Il est a noter que certaines techniques commerciales d’amplification moléculaire ne
permettent pas de disposer de valeurs de Ct, comme par exemple les techniques
utilisant le principe de la TMA (transcription mediated amplification) ou de la LAMP
(loop-mediated isothermal amplification) et que la Nomenclature des Actes de
Biologie Médicale n'impose pas de faire figurer la valeur de Ct sur le compte-rendu.

Il est rappelé par ailleurs que la valeur de Ct est tributaire de la qualité du
prélevement naso-pharyngé (une charge virale faible peut étre sous-estimée par un
prélevement insuffisamment profond ou mal réalisé) ainsi que de la conservation du
préléevement (diminution de la charge virale en cas de congélation notamment).

L’interprétation doit également tenir compte du délai du prélévement par rapport aux
signes cliniques. Chez un sujet asymptomatique contact, une charge virale faible
peut correspondre a la phase de début de I'ascension de |'excrétion virale, ce qui
rend hasardeux I'utilisation de la valeur de Ct sur un seul test de RT-PCR dans ce
cadre.

e Limites opérationnelles de cette approche semi-quantitative utilisant la valeur de Ct

Outre le fait que la plupart des laboratoires de biologie médicale ne rendent pas la
valeur de Ct sur le compte rendu, comme indiqué ci-dessus, il est a noter que les
équipes de I’Assurance Maladie qui prennent en charge les personnes contacts de
cas confirmés n’ont pas accés aux résultats de Ct dans la base de données relatives
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aux résultats des tests virologiques Covid-19 (base SIDEP). Pour une personne
contact a risque avec une personne testée positive et pour laquelle, la recherche de
SARS-CoV-2 par amplification génique reste la technique de référence, la stratégie
est I'isolement de la personne contact sans antécédents documentés d’infection
SARS-CoV-2 pendant au moins 7 jours a partir de la date de prélévement
(https://www.santepubliquefrance.fr/dossiers/coronavirus-covid-19/covid-19-outils-

pour-les-professionnels-de-sante). La valeur de Ct n’a donc pas sa place dans cette
situation.

Par ailleurs, la détection du virus SARS-CoV-2 peut étre réalisée par tests
antigéniques dans un certain nombre de situations :
https://www.legifrance.gouv.fr/jorf/id/JORFTEXTO00042525251

- dans le cadre d'un diagnostic individuel, prioritairement pour les patients
symptomatiques dans un délai inférieur ou égal a quatre jours aprés l'apparition
des symptoémes,

- dans le cadre d'opérations de dépistage collectif.

De ce fait, la prise en charge de ces personnes est indépendante de la valeur de Ct.

4. Délai a partir duquel le risque de réinfection est possible a la suite d’'un antécédent
documenté d’infection a SARS-CoV-2

4.1 Cas documentés dans la littérature

Des cas de détection intermittente, de re-positivation du test d’amplification génique pour
la détection de I’ARN viral, avec des périodes d’alternance de détection positive et négative
ont été rapportés [41] sans pouvoir préciser s’il s’agissait d’excrétion intermittente de virus,
de reviviscence ou de réinfestation . Cette situation a été décrite chez 4 professionnels de
santé qui, aprés une quarantaine et une guérison clinique (12 a 35 jours), ont été a
nouveau détectés positifs (détection de I'ARN SARS-CoV-2 dans les échantillons oro-
pharyngés, sans notion de charge virale ni de valeurs de Ct 4 a 5 jours plus tard, tout en
restant asymptomatiques [23]. Cette situation a également été rapportée en France chez
11 patients (sex-ratio H / F 1,2, 4ge médian 55 ans, intervalle : 19-91 ans) ayant présenté
un second épisode aigu de Covid-19 cliniquement et virologiquement confirmé aprés un
premier épisode. Pour 4 d’entre eux, il s’agissait de professionnels de santé sans
comorbidité (dge médian : 32,4 ans ;19-43 ans), dont les délais entre les 2 épisodes ont
été de 7 a 14 jours [50]. Pour les 7 autres patients présentant des facteurs de comorbidité
(8ge médian : 73 ans ; intervalle : 54-91 ans), le second épisode a été documenté par la
détection positive de I’ARN viral par RT-PCR, de 3 a 27 jours aprés |'épisode initial. La
recherche des anticorps anti-SARS-COV-2 réalisée pour 9 des 11 personnes 3 semaines au
moins aprés I'épisode initial, détectait des IgG/IgM ou Ig totales chez 6 cas. Pour 3
patients, la sérologie était négative.

La comparaison des séquences du génome SARS-CoV-2 au cours des 2 épisodes n’a pas
été réalisée pour ces 11 patients.

Au vu de ces publications, la possibilité d’excrétion intermittente, de réactivation, de
réinfection a été soulevée d’autant plus que la durée et le niveau d’'immunité conférée par
un épisode d’infection a SARS-CoV-2 ne sont pas a ce jour complétement connus. Le risque
de réactivation d’'un antécédent de SARS-CoV-2 est mal connu mais possible, en particulier
chez les personnes immunodéprimées [41,51].
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Plus récemment des cas de réinfection possible ont été rapportés dans plusieurs pays. La
réinfection a été définie par I'analyse phylogénétique du génome viral des épisodes 1 et 2
indiquant une différence nucléotidique suffisante pour déterminer qu’il s’agit de variants
viraux différents, ces derniers appartenant ou non au méme clade que ceux de I'épisode 1.
Le diagnostic virologique des cas a été documenté par RT-PCR avec les valeurs de Ct
correspondantes. Les caractéristiques clinico-biologiques sont présentées dans les
tableaux 1 et 2. Pour 9 des cas rapportés, les personnes étaient immunocompétentes.
Pour le cas décrit en Belgique, il s’agissait d’une femme traitée pour une autre pathologie
par des corticoides inhalés. Les 2 cas rapportés en Inde concernent des professionnels de
santé dont la présentation clinique a été asymptomatique au cours des 2 épisodes : pour
ces 2 personnes, le diagnostic a été réalisé dans le cadre de dépistage de routine. Pour ces
cas, le délai minimum entre la résolution des signes cliniques de I'épisode 1 et la date a
laquelle le diagnostic de réinfection a été documenté par RT-PCR était de 48 jours.

Dans une étude conduite au Quatar a partir de 133 266 cas confirmés virologiquement, 54
cas sont présentés comme une réinfection, avec la détection du virus par RT-PCR plus de
45 jours apres I'épisode initial. Le délai de 45 jours a été défini a partir de la cinétique
connue des marqueurs virologiques. Ni la mise en culture des échantillons, ni I'analyse
génétique des virus n’ont été réalisées [52].

En aout 2020, Tomassini et al. ont proposé de définir un cas de réinfection sur les critéres
suivants [53] :

° premier épisode d’infection par SARS-CoV-2 confirmé virologiquement suivi de
guérison clinique ;

° au moins un test de RT-PCR SARS-CoV-2 négatif entre les 2 épisodes ;

° nouvelle détection positive de I'ARN de SARS-CoV-2 par RT-PCR (contexte
symptomatique ou non) au moins 28 jours apreés |'épisode initial.

Le délai d’au moins 28 jours entre les 2 épisodes a été défini au vu de la réponse
adaptative susceptible de diminuer (cinétique des anticorps IgG anti-SARS-CoV-2) et de la
sélection de variants résistants a cette réponse.

4.2 Recommandations internationales

e |L'ECDC dans un rapport du 21 septembre 2020 propose des critéres pour évaluer le
nouvel épisode infectieux comme une réinfection [54] : le délai entre les 2 épisodes
sans indiquer de valeur chiffrée et en prenant en compte :

- la qualité de la réponse immune (durée et type de la réponse),
- la caractérisation d’un virus infectieux,
- l'analyse phylogénétique des séquences des virus des différents épisodes.

Dans une enquéte conduite par 'ECDC auprés des Etats membres sur la stratégie de
prise en charge d’'une personne ayant un antécédent d’infection a SARS-CoV-2 et a
nouveau réexposée au virus, 5 pays ont répondu. Trois pays ont indiqué que la prise en
charge était identique a celle de I'épisode 1. Pour 2 pays, le délai minimum entre 2
épisodes d’infection pour définir une possible réinfection était de 2 a 3 mois.

e Selon I'lnstitut belge de la santé, un délai minimum de 8 semaines entre les 2 résultats
de RT-PCR SARS-CoV-2 est proposé pour suspecter une possible réinfection [55]. Sont
également pris en compte :

- le délai d’exposition a risque de la personne contact permettant d’évoquer alors
une excrétion intermittente quand ce délai est inférieur a 3 semaines,

- la charge virale des 2 épisodes,

- laréponse sérologique si disponible,
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I’analyse génétique des virus pour la recherche de variants viraux.

e  Pour les CDCs américains, chez une personne ayant un antécédent de SARS-CoV-2, un
cas de réinfection est défini comme probable lorsque le délai entre les 2 épisodes est
de 90 jours et plus, et possible quand ce délai est de 45 a 89 jours avec une valeur de
Ct <30 lors du nouvel épisode [56]. Les CDCs recommandent de poursuivre la
documentation de ces cas par des investigations de suivi clinique et virologique. Quant
au risque de transmission au cours du second épisode pour I'ensemble des cas décrits,
les CDCs indiquent que cela n'a pas été documenté. Aucune transmission n’'a été
rapportée dans les contacts des cas décrits comme des réinfections. Cependant le
contact tracing et le suivi des cas et des contacts ont été rapportés dans un trés faible
nombre de cas.

Au total, les cas de réinfection documentés restent rares au vu du nombre de primo-infections
actuellement rapportées dans le monde (plus de 53 millions de cas confirmés du 31 décembre
2019 au 14/11/2020). Ainsi l'incidence des cas de réinfection est a ce jour difficile a
déterminer en l'absence d’analyse de I'émergence de variants viraux et des connaissances
limitées sur la durée et la qualité de la réponse immune adaptative protectrice.

Tableau 1. Caractéristiques clinico-biologiques de cas possibles de réinfection & SARS-CoV-2 avec comparaison

de génome viral entre les 2 épisodes.

Pays Genre Age Gravité de la Gravité de la Délais entre les Diagnostic Diagnostic Réf.
(ans) | primo-infection / Ct réinfection / Ct 2 épisodes sérologique lors sérologique
(jours) de la primo- lors de la
infection réinfection
Hong M 33 Modérée / Non Asymptomatique 142 Absence d’lgG 1gG + [57]
Kong déterminée /27 etd’'lgM
Nevada M 25 Modérée / 35 Hospitalisation / 48 Non réalisé 1gG + [58]
(US) 35 IgM +
Virginie M 42 Modérée/ Non Plus grave / Non 51 Non rapporté Non rapporté [59]
(US) déterminée rapporté
Belgique F 51 Modérée / 26- Modérée / 33 93 Non réalisé 1gG + [60]
(cible N1) (cible N1)
Equateur | M 46 Modérée / 37 Plus grave / Non 63 IgM + 1gG + [61]
rapporté 18G - IgM +
Inde M 25 Asymptomatique/C | Asymptomatique 108 Non rapporté Non rapporté [62]
136 /16,.
Inde F 28 Asymptomatique/2 | Asymptomatique 111 Non rapporté Non rapporté [62]
8 /17
Tableau 2. Caractéristiques clinico-biologiques de cas possibles de réinfection SARS-CoV-2 sans comparaison de
génome viral entre les 2 épisodes.
Pays Genre Age Gravité de la primo- Gravité de la Délais entre les Diagnostic Diagnostic Réf.
(ans) infection / Ct réinfection / Ct 2 épisodes sérologique lors de | sérologique lors
(jours) la primo-infection de la réinfection
Brésil | F 24 Forme bénigne / Forme bénigne / 65 Non rapporté 1gG + [63]
Non rapporté Non rapporté IgM ++
Israél | F 20 Modérée / Non Asymptomatique 101 Non réalisé 1gG + [64]
rapporté / Non rapporté
Turqu | F 23 Modérée/ Non Plus grave/ Non 116 Non réalisé Ig sans [65]
ie rapportéee rapporté précision

Ct : valeur de Ct déterminées par RT-PCR ; le diagnostic sérologique a été réalisé par la recherche d’Ac de type IgG et/ou
IgM par technique ELISA selon les trousses utilisées
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5. Utilisation du prélévement nasal pour la recherche de SARS-CoV-2 par amplification
génique comme alternative au prélévement naso-pharyngé chez les personnes de 15
ans et plus

Les définitions des différents types d’échantillons pour la recherche du SARS-CoV-2 ont été
présentées dans 'avis du HCSP du 11/08/2020 [43]

Le prélevement naso-pharyngé et le prélevement nasal se différencient par la taille et la
longueur de I'embout de I’écouvillon introduit dans la narine :

- pour réaliser un prélevement naso-pharyngé, I'écouvillon de recueil des sécrétions est
trés fin et introduit dans la narine jusqu’au niveau du nasopharynx ;

- pour le préléevement nasal, le diamétre de I’écouvillon est plus important et de ce fait, le
niveau d’introduction de I'extrémité distale de ce dernier est moins profond ; certains
écouvillons présentent une collerette pour aider a apprécier la profondeur de leur
introduction ;

La SFM en collaboration avec le collége des ORL a indiqué dans le document « Fiche de
compétence et de formation-habilitation au frottis rhinopharyngé et nasal profond pour
recherche de SARS-CoV-2 (Covid-19) » [2], que le prélévement nasal profond pouvait étre
pratiqué en cas d’indisponibilité de matériel adapté au préléevement naso-pharyngé ou en cas
d’anomalies anatomiques contre-indiquant la réalisation de ce dernier. L'age de 15 ans et
plus a été déterminé au regard de critéres anatomiques.

La valeur diagnostique du prélévement nasal a fait I’objet d’un petit nombre de publications,
de facon isolée ou en association avec un prélévement salivaire [66-68]. Ces publications
relatives a des prélévements alternatifs au prélévement naso-pharyngé considéré comme la
technique de référence ont été analysées dans une revue générale publiée récemment [69].
Le Tableau 3 présente une synthése des publications analysées dans cette revue qui
comportaient un prélévement nasal [66-68,70-72]
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Tableau 3: Analyse de 6 études ayant testé le rendement du prélévement nasal (associé ou non a un
prélévement salivaire) versus le prélévement naso-pharyngé comme échantillon de référence pour la détection
de I’ARN SARS-CoV-2 par RT-PCR (adapté de Comber et al. [69]).

Griesemer et al. Kojima et al. McCulloch et al. Péré et al. Tu etal. Wehrhahn et al.
Journal medRxiv Ciin Infect Dis JAMA Netw Open J Clin Microbiol NEJM (lettre) J Clin Virol
Pays USA USA USA France (HEGP) USA Australie
Patients adultes adultes adultes adultes adultes et enfants adultes et enfants
Plvi(s) nasal / salive nasal / salive nasal nasal nasal (2 types*) nasal + salive
analysé(s)
Modalité de | ambulatoire ambulatoire ambulatoire hoépital ambulatoire ambulatoire
plvt
Réalisation non précisé auto-prélévement auto-prélévement | soignant auto-prélévement auto-prélévement
Effectif 463 43 154 44 498 / 504 166
Nbre total + 105 29 14 44 51/52 13
Nbre + PNP | 103 (98,1) 23(79,3) 11 (78,6) 37 (100) 50 (98,0)/ 52 (100) | 12 (92,3)
(ref.)
(% total +)
Nbre + (% total
+) 86 (81,9) 23(79,3) 12 (85,9) 33(89,1) 48 (94,1)/50 (96,2) | -
- nasal 87 (82,9) 27 (93,1) - - - -
- salive 99 (94,3) 28 (96,6) - - - 13 (100)
-les 2
Biais Pts non consécutifs | Faible effectif + - - Pts non consécutifs
Faible effectif + RT-PCR maison
Faible effectif +

* Ecouvillon nasal standard et écouvillon avec collerette.

HEGP : Hopital Européen Georges Pompidou ; PIvt : prélévement ; PNP : prélévement naso-pharyngé ; ref.: technique de référence ; Pts :

patients.

La premiére constatation qui ressort de I'analyse de ce tableau est le faible nombre de
prélévements analysés. Par ailleurs, les auteurs de la revue insistent sur la faible qualité
méthodologique de la plupart de ces études et sur I’'existence de nombreux biais d’analyse
pour plusieurs d’entre elles. Quatre de ces études montrent la supériorité du prélévement
naso-pharyngé par rapport au prélévement nasal pour la détection de 'ARN SARS-CoV-2 par
RT-PCR, méme si le premier peut également manquer dans quelques cas la détection virale
mise en évidence a partir de prélévement nasal [70]. Ce tableau montre par ailleurs que les 3
études qui ont combiné un auto-prélévement nasal et un auto-prélévement salivaire
atteignent le méme niveau de sensibilité que celui obtenu avec un prélévement naso-
pharyngé. Les auteurs de la revue concluent que ces résultats sont encourageants et doivent
conduire a des études prospectives plus ambitieuses destinées a valider de facon plus
rigoureuse les performances analytiques de ces prélévements alternatifs. Le grand intérét de
ces nouvelles stratégies de prélévements combinant un prélévement nasal et un prélévement
salivaire est qu’elles affranchissent I'étape de prélévement de la nécessité d’un préleveur
externe, ce qui simplifie cette étape, élimine les risques de contamination d’un tiers et
permet de réduire les colts, sans parler du risque de pénurie d’écouvillons naso-pharyngés.
Cependant, la standardisation de ces nouveaux types de prélévements doit faire I'objet de

travaux méthodologiques rigoureux permettant de valider leur utilisation a une grande
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échelle. Par ailleurs, l'auto-préléevement peut présenter l'inconvénient d’une utilisation
détournée par celui a qui une attestation de non-infectivité est détournée.

Par ailleurs, chez les enfants, le prélévement endo-nasal est plus performant pour la
détection du virus que le prélévement oro-pharyngé [42,73].
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Le HCSP recommande

1. Point 1 de la saisine : stratégie de prise en charge et de gestion des personnes ayant
un résultat « positif » ou « positif faible » par la technique de RT-PCR SARS-CoV-2

1) Que linterprétation de la valeur de Ct ne soit pas systématiquement prise en compte dans
la stratégie de prise en charge et d’isolement du patient

2) Que l'interprétation par les biologistes de la valeur semi-quantitative du résultat de RT-PCR
lors de la détection de I’ARN de SARS-CoV-2 a partir de prélévements naso-pharyngés
selon l'algorithme du référentiel de la SFM soit notée sur le compte rendu du
laboratoire pour les situations ci-dessous.

a) Pour évaluer le risque de contagiosité chez une personne asymptomatique avec un
épisode précédent de Covid-19 confirmé

e Dans les situations suivantes :

- lors de prise en charge d’une personne-contact

- lors de dépistage ciblé : par exemple investigation de clusters, dépistage en
collectivités, bilan d’admission ou en cours de séjour de personnes admises en
structures de santé et en établissements médico-sociaux, etc.

- en milieu professionnel

e Afin de mettre en place les mesures de contrdle de la transmission du SARS-CoV-2
selon le risque de contagiosité de la personne testée

Néanmoins, les délais variables de la durée d’incubation ne permettent pas de
s’appuyer sur une éventuelle date de contact pour déterminer la conduite a tenir

- Silavaleur de Ct est < 33, un isolement est a respecter 7 jours a partir de
la date du prélévement.

- Sj la valeur de Ct est > 33, une seconde RT-PCR est recommandée 48
heures aprés pour déterminer la phase de la cinétique virale :

o si la valeur de Ct de la deuxieme RT-PCR reste > 33, I'isolement
est levé au regard du faible risque de contagiosité,

o silavaleur de Ct de la deuxiéme RT-PCR est < 33, I'isolement est a
poursuivre 7 jours a partir de la date du prélévement.

b) Dans le cadre de suivi d'infection a SARS CoV-2

e Lors de transfert en SSR ou en Ehpad de personnes ayant présenté une infection
Covid-19, lorsque les délais de transfert sont avancés par rapport aux modalités
recommandées selon les données cliniques, la gravité du Covid-19, le statut
d’'immunodépression et définies dans I'avis du HCSP du 23 octobre 2020 [44]. La
valeur de Ct < 33 contre-indique le transfert de la personne vers la structure SSR
ou Ehpad, en dehors d’un secteur Covid-19 spécifique.

e Pour documenter la cinétigue de [I'excrétion virale chez un patient
symptomatique :
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c)

En hospitalisation classique, pour apprécier la part du niveau d’excrétion virale
dans I'évolution de la maladie, chez le patient présentant une forme grave bien
que les critéres de I'amélioration et de guérison soient cliniques.

En milieu professionnel

La valeur de Ct pourrait étre un des indicateurs pour le retour au travail du personnel
ou le maintien au travail, mais la décision de reprise ou de poursuite des activités
professionnelles, du domaine de la médecine du travail, est multifactorielle incluant
notamment le contexte clinique, I'existence de facteur de risque de forme grave et
les conditions d’exercice professionnel.

3) Que la détection d’'une excrétion virale modérée voire faible (Ct> 33) ne soit pas un motif
de non-respect des mesures barriéres en population générale.

2. Point 2 de la saisine : délai minimum pour le risque de réinfection,

Le HCSP ne peut se prononcer sur le délai minimum pour le risque de réinfection au vu
du faible nombre de cas rapportés et des études en cours pour contribuer a
documenter les cas possibles de réinfection.

Le HCSP recommande que les cas suspects de réinfection puissent étre investigués
suivant les données cliniques, épidémiologiques (délai entre les épisodes) et
virologiques (niveau de charge virale suivant la valeur de Ct, analyse des séquences
virales des deux épisodes, données sérologiques).

3. Point 3 de la saisine : intérét du prélévement nasal chez les personnes de 15 ans et
plus pour le diagnostic d’'infection a8 SARS-CoV-2 par RT-PCR

Le HCSP rappelle que le prélevement naso-pharyngé est pour 'instant le prélévement
de référence pour recherche d’infection a SARS-CoV-2 par amplification génique du
SARS-CoV-2.

A I’'heure de la circulation a un niveau élevé du SARS-CoV-2 sur le territoire national et
dans le cadre d’'une démarche diagnostique et de dépistage de I'infection, le HCSP ne
recommande pas le prélevement nasal comme une alternative au préléevement naso-
pharyngé. Tout au plus, le préléevement nasal peut étre pratiqué en cas de contre-
indication au prélévement naso-pharyngé ou oro-pharyngé pour une détection du
SARS-CoV-2 par RT-PCR.

En revanche, le HCSP encourage la mise en place d’études prospectives a large
échelle et conduites selon une méthodologie rigoureuse pour I'évaluation de
prélevements alternatifs ne nécessitant pas l'intervention d’un tiers, notamment en
combinant un prélévement nasal et un prélévement salivaire, cette association ayant
montré dans plusieurs études préliminaires des performances analytiques
comparables a celle du prélévement naso-pharyngé.
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Ces recommandations, élaborées sur la base des connaissances disponibles a la date de
publication de cet avis, peuvent évoluer en fonction de I'actualisation des connaissances et des
données épidémiologiques.

Avis rédigé par un groupe d’experts, membres ou non du Haut Conseil de la santé publique.

Validé le 21 novembre 2020 par le président du Haut Conseil de la santé publique
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Annexe 1: saisine de la Direction générale de la santé

De : SALOMON, Jéréme (DGS)

Envoyé : jeudi 22 octobre 2020 18:22

A : CHAUVIN, Franck (DGS/MSR/SGHCSP); HCSP-SECR-GENERAL
Objet : saisine sur les résultats RT-PCR faiblement positifs

Monsieur le Président, cher Franck,

La prise en charge thérapeutique et sanitaire des patients atteints de Covid-19 repose sur le
diagnostic clinico-biologique. Afin de lutter rapidement contre la propagation du virus, le dispositif
mis en place au niveau national s’appuie principalement sur la positivité du résultat biologique
pour enclencher les mesures de gestion sanitaires, notamment la mise/le maintien en isolement
et le contact-tracing.

La sensibilité élevée de la RT-PCR, technique de référence, permet d’atteindre un seuil analytique
de détection du SARS-CoV-2 trés faible, sans savoir si le virus est viable et/ou présente un risque
de contagiosité. En d’autres termes, il existe une distinction entre un résultat positif par RT-PCR
et la pertinence clinigque et sanitaire de ce résultat.

Afin d’éclairer sur la positivité du résultat rendu par le biologiste, la Société francaise de
microbiologie a été saisie et a élaboré, en date du 25 septembre 2020, un avis relatif a
I'interprétation de la valeur Ct (estimation de la charge virale) obtenue en cas de RT-PCR SARS-
CoV-2 positive sur les prélevements cliniques réalisés a des fins de diagnostiques ou de
dépistage. Selon la valeur Ct obtenue, deux situations sont identifiées :

- Un résultat « positif », compatible avec une excrétion virale significative ;

- Un résultat « positif faible », compatible avec une excrétion virale modérée voire
trés faible. Au regard de cette distinction, et afin d’optimiser la prise en charge et la
mobilisation des ressources, il s’avere nécessaire de préciser les modalités de gestion des
personnes selon le résultat RT-PCR positif obtenu.

Ainsi, je souhaite que vous me fassiez part de vos préconisations quant a la stratégie de prise en
charge et de gestion des personnes ayant un résultat « positif » ou « positif faible » a la détection
du SARSCoV-2 par RT-PCR. Votre avis devra distinguer les situations de diagnostic et de
dépistage.

Je vous remercie également de m’indiquer, au regard de l'actualisation de la littérature
scientifique, si nous pouvons identifier un délai pendant lequel le risque d’une réinfection est
infime suite a un antécédent documenté d’infection par SARS-CoV-2.

Enfin, afin de simplifier la réalisation des prélévements, je souhaite avoir votre avis sur
I'utilisation du prélévement nasal pour la recherche par RT-PCR du SARS-CoV-2. La Société
francaise de microbiologie, dans sa fiche de compétence et de formation-habilitation, identifie la
possibilité de faire un frottis nasal profond en cas d’indisponibilité de matériel adapté pour un
prélévement nasopharyngé, avec une contre-indication chez les enfants de moins de 15 ans.

Je souhaite pouvoir disposer de vos préconisations pour le 30 octobre 2020.

Je vous prie d’agréer, Monsieur le Président, I'expression de ma considération distinguée.
Amitiés

Professeur Jérdme SALOMON

Directeur général de la

Santé PARIS 07 SP,
FRANCE www.solidarites-

sante.gouv.fr
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