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1. Demande

Par saisine de la DGS en date du 11 septembre 2020, le Directeur Général (Pr Jéréme SALOMON) et la
conseillere médicale Dr Bernadette WORMS (cellule de gestion de crise sanitaire) de la DGS ont demandé
a la SFM en lien avec le Centre National de Référence (CNR) des Virus respiratoires d’émettre un avis
concernant l'interprétation de la valeur de Ct (cycle threshold, estimation de la charge virale) obtenue en
cas de RT-PCR SARS-CoV-2 positive sur les prélevements cliniques respiratoires réalisés a des fins
diagnostiques ou de dépistage.

2. Contexte

Dans le cadre de I'épidémie de COVID-19, une stratégie de dépistage massif au niveau national a été
déployée, reposant encore presque exclusivement sur la technique RT-PCR sur prélévement naso-
pharyngé (NP) pour détecter le génome du SARS-CoV-2, agent responsable de la COVID-19. La RT-PCR est
la technique de référence et dispose d'une sensibilité trés élevée permettant de détecter de tres faibles
quantités d'ARN viral dans les échantillons cliniques. Cette sensibilité souleve cependant des questions
sur un risque éventuel de contagiosité de ces faibles charges virales. Les résultats faiblement positifs
impliguent notamment des enjeux importants en termes de prise en charge des patients dans les
établissements de soins et de santé, de conduite a tenir pour les individus asymptomatiques (cas contact,
dépistages en EHPAD, autour de clusters ...), les individus précédemment testés positifs et cliniquement
guéris avant un voyage en Outre-Mer ou a l'étranger, et les patients nécessitant une admission en
structure hospitaliere hors indication COVID-19 ou de soins (séjour en EHPAD ...).

Les techniques analytiques de RT-PCR permettent, pour certaines, de rendre un résultat numérique
semi-quantitatif appelé Ct permettant d’estimer approximativement la charge virale. Cette valeur est
généralement comprise entre 10 et 45 et est inversement proportionnelle a la charge virale : plus la
valeur de Ct est élevée, plus la charge virale est faible. En revanche, cette valeur peut étre variable selon
le processus analytique ou selon la technique de RT-PCR utilisés. Les comparaisons entre techniques
différentes est donc complexe. De plus, d’autres techniques de détection du génome viral SARS-CoV-2
dans les prélevements respiratoires ne sont pas basées sur la technologie RT-PCR en temps réel (rendus
en unités non comparables, par exemple la TMA [transcription mediated amplification] ou la LAMP [loop-
mediated isothermal amplification] PCR) ou ne rendent pas de valeur de Ct (certains tests multiplex
respiratoires). Enfin, la valeur de Ct est le reflet de la quantité d’ARN viral dans le prélevement mais la
qualité de la réalisation du prélevement (qualité du frottis cellulaire réalisé) impacte aussi le résultat : si le
prélevement NP est paucicellulaire, la charge virale est sous-estimée.

3. Problématique

A ce jour, aucune recommandation n'a été émise quant a l'interprétation des valeurs de Ct et des
résultats faiblement positifs. Cependant, la distinction entre les situations a fort ou faible risque infectieux
est importante pour prioriser les efforts et les précautions a mettre en place. Il apparait pertinent de
s’interroger sur la possibilité de mettre a disposition des biologistes médicaux des recommandations leur
permettant d'orienter leur interprétation.

En I’état actuel des connaissances, plusieurs questionnements sont ainsi soulevés :

- U'information de la valeur Ct est-elle pertinente et informative ? Peut-elle étre rendue et interprétée
avec les limites liées aux variations entres les différentes techniques de RT-PCR et la qualité du
prélevement ?
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- Est-il possible d’établir un algorithme permettant une interprétation raisonnable du risque de
contagiosité ? Si oui, y-a-t-il d’autres éléments (contexte clinique, tests sérologiques, critéres
radiologiques ...) qui devraient étre pris en compte pour cette interprétation ?

- Pour quel délai, aprés un épisode documenté d’infection par le SARS-CoV-2, pouvons-nous considérer
gu'un risque de réinfection est infime ?

4. Syntheése des informations et des données scientifiques disponibles

De nombreuses techniques de RT-PCR pour la détection du génome viral du SARS-CoV-2 sont
actuellement disponibles ciblant 1, 2 ou 3 génes viraux (en France, il est recommandé d’utiliser une
trousse ciblant au moins 2 génes viraux) parmi le géne de I’enveloppe (E), le gene de la nucléocapside (N),
le gene de la ARN polymérase ARN-dépendante virale (RdRp, RNA-dependent RNA polymerase), le géne
de la protéine de spicule (S, spike) et 'ORF1 (open reading frame 1). La sensibilité de ces techniques
dépend notamment des couples amorces/sondes utilisés ainsi que des plateformes analytiques possibles
(couple extracteur/thermocycleur temps réel). Ceci explique la grande hétérogénéité des tests de RT-PCR.

Au cours de l'infection, I’ARN viral est détectable dans les prélevements NP 1 a 3 jours avant le début
des signes cliniques. Cet ARN reste présent pendant généralement 7 a 10 jours pour les cas
symptomatiques. Chez les individus asymptomatiques cette durée peut étre plus courte. L’ARN viral peut
persister plus longtemps et a un taux parfois élevé chez les patients présentant une forme clinique sévere,
les patients dgés ou immunodéprimés. Un portage prolongé de I’ARN viral est possible apres la phase de
guérison et a été rapporté jusqu’a plus de 60 jours apres le début des signes cliniques. La détection d’ARN
viral par RT-PCR ne signifie pas forcément qu’il y a des particules virales infectieuses dans les échantillons
biologiques. L'infectiosité peut étre recherchée par la mise en culture des échantillons biologiques. Il est
rapporté I'absence d’infectiosité apres la premiére semaine d’infection dans la plupart des cas et d’autant
plus si I’ARN viral est détecté a un taux faible (valeurs de Ct élevées). De méme, il est rapporté I'absence
d’infectiosité des personnes ayant séroconverti, mais quel que soit le résultat du bilan sérologique anti-
SARS-CoV-2, aucun corrélat n’est actuellement démontré entre présence d’anticorps anti-SARS-CoV-2 et
non infectiosité formelle. Dans tous les cas, la quantité d’ARN viral présente dans le préléevement semble
le corrélat le plus fort sur la positivité de la culture cellulaire et I'infectiosité du patient.

5. Méthodologie et réponses du groupe d’experts

L'information de la valeur Ct est-elle pertinente et informative ? Peut-elle étre rendue et interprétée
avec les limites de variation entres les différentes techniques de RT-PCR et de la qualité du
prélevement ?

Le groupe d’experts estime que la valeur du Ct de la RT-PCR SARS-CoV-2 est une information qui peut
étre pertinente sur les prélevements NP réalisés dans les cadres suivants : dépistage ciblé et de masse si
la situation impliqgue de se concentrer sur les individus les plus contagieux (cas contact, individus
asymptomatiques, individus dépistés avant un voyage ...), démarche diagnostique ou suivi d’infection
(patients hospitalisés), individus nécessitant une hospitalisation pour des soins hors COVID-19 (bilan pré-
opératoire, bilan d’admission ...). En revanche, en raison de son caractére seulement semi-quantitatif et
des variations inter-techniques, le groupe d’experts ne pense pas qu’il soit recommandé de faire figurer
systématiquement cette valeur sur les comptes-rendus de résultats. Le biologiste médical reste a méme
de décider si cette valeur doit étre diffusée aux prescripteurs en fonction des besoins et expertises. Le
groupe d’experts rappelle également que pour certaines techniques de RT-PCR, le rendu est uniquement
qualitatif ou exprimé en valeurs numériques non corrélables aux valeurs de Ct usuelles (tests non RT-PCR,
tests multiplex ...).
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Si le prélevement NP est réalisé dans les conditions optimales par un personnel formé, la qualité du
prélevement peut étre considérée comme correcte. Cependant, le groupe d’experts insiste sur le fait
gu’en cas de prélevement NP paucicellulaire, la charge virale est sous-estimée. La réalisation de
prélevements respiratoires profonds peut étre nécessaire dans le cadre des infections au-dela des 10 a 15
premiers jours de la maladie notamment pour les patients COVID-19 hospitalisés en services de soins
intensifs. En effet, dans ces cas précis il est possible que les prélevements NP soient négatifs malgré la
positivité des prélevements respiratoires plus profonds.

Les conditions pré-analytiques (types de milieu de transport virologique, durée de la conservation ...)
peuvent aussi, comme pour toute analyse médicale, influer sur la qualité des résultats. Il est a rappeler
que, si les milieux de transports virologiques permettent la conservation des échantillons pour des durées
d’au moins 7 jours, il y a une vraie perte de sens médical a rendre un résultat au-dela de 48h et que les
laboratoires acceptant d’effectuer le prélevement doivent s’assurer de pouvoir s’y conformer en dehors
de tout probleme technique ponctuel.

Plutot que de rendre une valeur de Ct dont I'interprétation et la comparaison peut poser probleme, la
valeur du Ct peut étre utilisée par le biologiste pour catégoriser et caractériser |'excrétion virale apres
analyse du prélevement NP par RT-PCR. Or, les différentes techniques disponibles peuvent étre
hétérogenes en termes de valeurs de Ct obtenus. Le CNR des Virus respiratoires a évalué de nombreux
kits de RT-PCR dans le cadre de systemes analytiques divers (de nombreux couples trousse/thermocycleur
temps réel) qu’ils ont comparé a la technique de référence publiée par le CNR dénommée IP2/1P4 ciblant
le gene viral de la RdRp (cf. abaque fourni en annexe).

Le biologiste médical peut donc, apres évaluation locale ou a I'aide de I'abaque des valeurs de Ct
obtenue comparativement a la technique du CNR IP4 (cf. annexe), établir la catégorie d’excrétion virale. Il
est recommandé de suivre pour les trousses commerciales les régles d’interprétation données par le
fournisseur si elles sont disponibles. En plus de ces régles, et selon le nombre de cibles virales positives et
la valeur du Ct de la cible la plus sensible, le biologiste peut rendre un résultat qualitatif comme suit :

- Sitoutes cibles détectées (1/1, 2/2 ou 3/3) avec Ct de la cible la plus sensible < 33,
rendre « Positif »

- Si2cibles sur 3 avec Ct de la cible la plus sensible < 33, rendre « Positif »

- Si2cibles sur 3 avec Ct de la cible la plus sensible > 33, rendre « Positif faible »

- Sitoutes cibles détectées (1/1, 2/2 ou 3/3) avec Ct >33, rendre « Positif faible »

- Siuniguement 1 cible détectée sur 1 avec Ct > 33, rendre « Positif faible »

- Siuniquement 1 cible détectée sur 2 ou 3 avec Ct < 33, échantillon a controler

- Siuniguement 1 cible détectée sur 2 ou 3 avec Ct 2 37, rendre « Négatif » §

$ Selon le contexte clinique, le biologiste médical peut considérer qu’il est important de rendre un résultat
« Positif faible » en cas de détection d’une seule cible avec une valeur de Ct > 37.

Ainsi, la valeur de Ct de la cible la plus sensible de la technique utilisée (comparée a la technique de
référence P4 peut étre interprétée concernant Iimportance de [|‘excrétion virale comme
suit (cf. algorithme infra) :

- Sila valeur de Ct est < 33, la présence d’ARN viral détecté est compatible avec une excrétion
virale significative

- Sila valeur de Ct est > 33, la présence d’ARN viral détecté est compatible avec une excrétion
virale modérée voire tres faible
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Comme tout résultat biologique, I'interprétation qui doit en étre faite pour estimer le risque infectieux
doit prendre en compte divers parameétres tels que :

- La symptomatologie présentée par le patient puisque la toux et les éternuements sont les
symptomes majoritairement associés a un risque d’aérosolisation dans I'environnement ;

- La date de début des signes cliniques pour les patients symptomatiques ;

- Le statut immunitaire individuel et la présence de comorbidités ;

- Les conditions environnementales de I'individu (entourage familial, vie en collectivité, situation
d’hospitalisation, prise en charge en EHPAD ...).

Le groupe de travail considere que dans I'état actuel de la situation sanitaire, de la pénurie possible de
réactifs et de matériel de prélévement, de la réalisation d’un grand nombre de tests et de I'engorgement
des laboratoires de biologie médicale, il convient de limiter au maximum les analyses de RT-PCR
SARS-CoV-2 itératives chez les individus ne présentant pas de formes graves et de privilégier les stratégies
de levée d’isolement selon une approche clinique prenant en compte les délais de précautions
recommandées. Ainsi, les réanalyses doivent étre considérées au cas par cas et uniquement si la situation
clinique I'exige (immunodépression profonde, nouveaux symptémes respiratoires quel que soit le résultat
du bilan de sérologie anti-SARS-CoV-2, en cas de bilan pré-hospitalisation/admission en structure
collective si jugé nécessaire).

Est-il possible d’établir un algorithme permettant une interprétation facile sur un éventuel risque de
contagiosité ? Si oui, y-a-t-il d’autres éléments (contexte clinique, tests sérologiques, critéres
radiologiques ...) qui devraient étre pris en compte ?

Au vu de lI'ensemble des données scientifiques actuelles, le groupe d’expert propose donc la
recommandation de I'algorithme ci-dessous (voir infra Paragraphe 6), algorithme qui ne tient pas compte
des parametres sérologiques et radiologiques (non pertinents pour statuer sur I'excrétion virale) et qui est
basé uniqguement sur l'interprétation de la valeur de Ct et le contexte clinique.

Pour quel délai pouvons-nous considérer qu'un risque de réinfection est infime a la suite d'un
antécédent documenté d'infection par le SARS-CoV-2 ?

Le groupe d’expert unanimement décide qu’il est impossible de se prononcer sur ce point avec les
connaissances actuellement disponibles puisque les cas de réinfection sont en cours de documentation
dans la littérature.
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6. Logigramme proposé pour l'interprétation des tests de RT-PCR ciblant 2 ou 3 génes viraux

Analyse par RT-PCR SARS-CoV-2 de prélevement nasopharyngé*

Pertinence médicale de rendu de résultats :
dés que possible, recommandé dans les 24-48h

Selon les techniques, 2 ou 3 génes viraux sont analysés®.
Il est recommandé de suivre les regles d’interprétation
de la technique utilisée.

En plus de ces régles, et en accord avec les évaluations de concordance
entre la technique utilisée et la technique CNR IP4, les interprétations suivantes
peuvent étre appliquées (les valeurs de Ct indiquées ici faisant référence
a la technique CNR IP4) :

- si 2 cibles sur 3 ou toutes cibles détectées avec Ct de la cible
la plus sensible Ct < 33, rendre « Positif »

- si 2 cibles sur 3 ou toutes cibles détectées avec Ct de la cible
la plus sensible > 33, rendre « Positif faible »

Interprétation de la valeur de Ct de la cible la plus sensible
(se reporter a I'abaque de concordance des techniques par rapport
a la technique du CNR IP2/IP4 ; cf. annexe)

Ct <33 Ct>33
Présence d’ARN viral compatible avec Présence d’ARN viral compatible avec une
une excrétion virale significative Excrétion virale modérée voire trés faible

Dans toutes les situations, les mesures et les gestes barriéres
doivent étre respectés.

Il nest pas recommandé de faire figurer la valeur de Ct
sur les compte-rendus d’analyse mais l'interprétation suivante
peut étre ajoutée :

« A interpréter selon la symptomatologie (notamment la présence de toux et
d’éternuements¥), la date de début des signes cliniques éventuels, le statut
immunitaire individuel et les conditions environnementales. »

* RT-PCR SARS-CoV-2 sur prélevement nasopharyngé réalisée dans les cadres suivants : dépistage
ciblé et de masse (cas contact, individus asymptomatiques, individus dépistés avant un voyage ...),
démarche diagnostique (patients symptomatiques), suivi d’infection (patients hospitalisés),
individus nécessitant hospitalisation / soins hors COVID-19 (bilan pré-opératoire, bilan
d’admission ...). La réalisation de prélevements respiratoires profonds peut étre nécessaire dans le
cadre du suivi d’infection notamment pour les patients COVID-19 hospitalisés en services de soins
intensifs. * Pour certaines techniques, le rendu est uniquement qualitatif ou exprimé en valeurs
numériques non corrélables aux valeurs de Ct usuelles (tests non RT-PCR, tests multiplex ...). ¥ La
toux +/- les éternuements sont les symptomes majoritairement associés a un risque
d’aérosolisation dans I'environnement.
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ANNEXE - Abaque de correspondance (technique de référence RT-PCR IP4 CNR)

Fournisseur

Dénomination de la

Thermocycleur temps réel

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée
voire tres faible

trousse RT-PCR significative
Ct<33 Ct>33 Ct=>37
Abbott ALINITY m SARS-COV-2 ASSAY (CE) ALINITY <36 > 36 240
ABL (Adva‘nced Biological Combo2Screen SARS-CoV-2 Assay QuantStudioTM 5 System <35 >35 > 39
Laboratories)
Altona DIAGNOSTIC France RealStar®SARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0 | QuantStudioTM 5 System <33 >33 > 37
® i _

Anatolia Genworks Bosphore Nc.)vel (:‘oronawrus (2019 QuantStudioTM 5 System <32 >32 > 35

nCoV) Detection Kit

Real-time fluorescent RT-PCR kit
BGI MGl < > 237

G (2019-nCoV) G 3 3 3

BIOMAXIMA SARS-CoV-2 Real Time PCRLAB-KIT | - tStudioT™ 5 System <33 >33 >39

Multiplex
bioMérieux ARGENE® SARS-COV-2 R-GENE® QuantStudioTM 5 System <34 >34 > 38
bioPerfectus technologies COVIQ-19 Coronnavirus Real Time ABI 7500 <32 >32 > 37

PCR Kit
BioSellal Bio-T kit SRAS-CoV-2 ABI 7500 fast <30 >30 > 38
BioSellal Bio-T kit Covid-19 ABI 7500 fast <32 >32 > 37
BioSellal Bio-T kit TriStar Covid-19 ABI 7500 <32 >32 > 37
BioSewoom Real-Q 2019-nCoV Detection Kit ABI 7500 <30 >30 > 35

. P Novel coronavirus (2019-nCoV) Real
< >

Biosynex / LifeRiver Time Multiplex RT-PCR kit ABI 7500 <33 >33 > 37
careGENE N-CoV RT-PCR kit ABI 7500 <30 > 30 > 35
Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 Genexpert 33 >33 > 37
CerTest test Viasure SARS-CoV-2 sur BD BD MAX <34 >34 538

MAX™
DiaSorin Molecular Simplexa COVID-19 Direct LIAISON® MDX <33 >33 >37
enzolifesciences AMPIPROBE SARS-CoV-2 Test System | QuantStudioTM 5 System <32 >32 237
Eurobio Scientific EurobioPlex SARS-CoV-2 Multiplex ABI 7500 <31 >31 236
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Fournisseur

Dénomination de la

Thermocycleur temps réel

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée
voire tres faible

trousse RT-PCR significative
Ct<33 Ct>33 Ct=>37
FosunPharma Diagnostics Fosun 2019-nCoV qPCR ABI 7500 <27 > 27 >33
Gencurix GenePro SARS-CoV-2 Test QuantStudioTM 5 System <25 >25 >31
Genefirst COVID-19 Nucleic Acid Diagnostic Kit | ABI 7500 <32 > 32 > 36
GENESTORE Detection Expert 1S SARS COV-2 ABI 7500 <28 > 28 >34
Genestore France Expert 15® SARS-CoV2 QuantStudioTM 5 System <33 >33 237
Hologic Panther HOLOGIC Panther™ System <34 >34 > 38
idSOLUTIONS IDNCOV-2 LightCycler 480 Roche <30 >30 >35
Diagnostics
Kit thermofisher V1 TagMan 2019-nCoV Assay Kit v1 nghtCycIfer 480 Roche <31 >31 >34
Diagnostics
Kit thermofisher V2 IC;anthTM COVID-19 CE-IVD RT-PCR QuantStudioTM 5 System <28 > 28 232
. . BioGX SARS-CoV-2 Open System
< >
Launch Diagnostics Reagents for BD MAX™ BD MAX <32 >32 =35
MASCIR MASCIR SARS-CoV/-2 kit 1.0 LightCycler 480 Roche <30 >30 >37
Diagnostics
Mediane France Q-Sens 2019-nCoV detection ABI 7500 <30 >30 235
MOBIDIAG Amplidiag COVID-19 kit BioRad CFX96 <33 >33 239
NovaTec Immundiagnostica | -c/, n o aprime ABI 7500 <29 >29 >33
Gmbh
OPTIMedical OPTI SARS-CoV/-2 RT-PCR Test LightCycler 480 Roche <29 > 29 >34
Diagnostics
Orgentec / SD Biosensor Standa.rd M bCoV real-Time nghtCycIfer 480 Roche <78 598 > 36
Detection Diagnostics
Orgentec / vircell SARS-COV-2 REALTIME PCR KIT LightCycler 480 Roche <33 >33 >37
Diagnostics
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Fournisseur

Dénomination

Thermocycleur temps réel

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée
voire tres faible

de la trousse RT-PCR significative
Ct<33 Ct>33 Ct=>37
. L RealAccurate Quadruplex Corona- .
< >
PathoFinder / AirDiag plus PCR kit QuantStudioTM 5 System <33 >33 >37
R-Biopharm RIDA®GENE ABI 7500 fast <32 >32 >37
Roche Diagnostics cobas® SARS-CoV-2 COBAS 6800 <32 >32 > 35
. NOVEL CORONAVIRUS (2019-nCoV) .
< >
Sansure Biotech BLUE DNA Companion QuantStudioTM 5 System <36 > 36 239
Servibio Vitassay qPCR SARS-CoV-2 QuantStudioTM 5 System <34 >34 238
Theradiag Innovattionfor | . be Coronavirus SARS-Cov2 | HENtCycler 480 Roche <34 >34 >37
Biotechnologies Diagnostics
Visiomed EasyNat (Ustar Biotechnologies) LlfghtCycI.er 480 Roche <32 >32 > 36
Diagnostics
Wiratech 3DMed 2019-nCoV par RT-qPCR ABI 7500 <31 >31 234
Wiratech ANDIS SARS-CoV2 et Grippe A/B ABI 7500 <30 >30 > 35
Multiple Real-Time PCR Kit for
< >
XABT Detection of 2019-nCoV ABI 7500 =30 >30 237

Source : Rapports d’évaluation des trousses de RT-PCR - CNR Virus respiratoires Institut Pasteur, Paris / CNR Virus respiratoires Lyon sur le site internet de la Société Francaise

de Microbiologie (SFM) ; https://www.sfm-microbiologie.org/covid-19-reactifs-evaluations/.
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