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PARTIE I : LE SARS-COV-2

A- HISTORIQUE DES CORONAVIRUS HUMAINS

Le premier coronavirus humain (HCoV) a été isolé en 1965 a partir de I’écoulement nasal d’un
patient et a ét¢ nommé B814 [1]. Puis deux autres especes ont été isolées a la fin des années
1960 : les coronavirus 229E (HCoV-229E) et OC43 (HCoV-OC43) par des équipes de
recherches américaines [2,3]. Ces virus sont impliqués dans 15 a 29% des rhumes [4] et sont
responsables d’infections respiratoires souvent bénignes (fievre, toux, céphalées, rhinorrhées).
C’est en 2003 qu’émerge le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV)
dans le delta de la riviere des perles a Guangdong en Chine [5]. L'épidémie li€e a ce virus est
reconnue officiellement suite aux cas dans et autour de 1'hopital Prince of Wales de Hong Kong
le 10 mars 2003 [6]. Les signes cliniques les plus fréquemment rapportés sont la fievre et un
syndrome pseudo-grippal associés a des troubles respiratoires et dans de plus rares cas a des
troubles gastro-intestinaux. L’évolution des contaminations dans le monde est croissante
jusqu’en juillet 2003, puis se stabilise avant de diminuer. Le SARS-CoV est responsable d’une
épidémie qui a touché 29 pays entre novembre 2002 et juillet 2003 avec 8098 patients infectés
pour 774 déces.

Les coronavirus humains NL63 (HCoV-NL63) et HKU1 (HCoV-HKU1) sont ensuite décrits
respectivement en 2004 et 2005 [7,8]. Ils sont aussi responsables de rhumes avec des
symptomes tels que rhinorrhées, toux, et fievre. En septembre 2012, un sixiéme coronavirus
humain émerge au Moyen Orient : le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient
(MERS-CoV) [9]. 1l a été isolé des poumons d’un homme de 60 ans décédé a la suite d’une

insuffisance respiratoire séveére en Arabie Saoudite a Jeddah. Les signes cliniques sont assez
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variés : ils vont de la pneumonie non sévere a I'insuffisance respiratoire sévere avec choc
septique et insuffisance rénale pouvant conduire au déces [10].

En décembre 2020, un nouvel agent viral responsable de cas de pneumonies d’étiologies
indéterminées émerge en Chine, 2 Wuhan dans la Province de Hubei [11]. II est initialement
identifi¢ a partir du lavage broncho-alvéolaire (LBA) de trois patients atteints de
pneumopathies. Plus de soixante cas similaires sont décrits dans les jours suivants. Les deux
tiers des patients hospitalisés ont tous un lien direct ou indirect avec le "marché de gros de fruits
de mer" a Huanan [12] ou des animaux sauvages vivants sont vendus.

Rapidement des mesures diagnostiques sont développées et grace aux tests virologiques
d’amplification en chaine de I’ARN en temps réel (RT-PCR) ou encore grace aux nouvelles
techniques de séquencage a haut débit aussi appelé "de nouvelle génération" (NGS) la séquence
virale est obtenue le 7 janvier 2020. Il s’agit d’un nouveau coronavirus humain, d’abord appelé
2019-nCoV puis rebaptisé par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) SARS-CoV-2 (pour
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), virus responsable de la maladie a coronavirus
2019, ou COVID-19 (pour coronavirus disease 2019) [13]. Rapidement, des cas hors de Chine
sont détectés comme en Thailande et au Japon respectivement les 13 et 15 janvier 2020, a
Seattle aux Etats-Unis le 21 janvier, en France le 24 janvier, en Australie le 25 janvier. Le
premier cas africain est déclaré en Egypte le 14 février 2020 et ’OMS déclare 1’état de
pandémie mondiale le 11 mars 2020.

A ce jour (septembre 2021) on compte plus de 211 millions de cas a travers le monde pour
4,5 millions de déceés (https://www.ecdc.europa.eu/en/geographical-distribution-2019-ncov-

cases).
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8 December 2019
Onset of the first recorded case in
Wuhan

28 February 2020
WHO risk assessment increased to
very high on the global level

I

[

31 December 2019
First report of 27 cases of pneumonia
with unknown cause in Wuhan, China

11 February 2020
ICTV named virus SARS-CoV-2 and
WHO named disease COVID-19

December January

9 January 2020

China announced the identification of
a novel coronavirus as the causative
agent of the pneumonia outbreak

February

March

11 March 2020
WHO defined COVID-19
as a pandemic

13 January 2020
Case of a traveler from
Wuhan was confirmed

in Thailand

20 January 2020
Human-to-human
transmission was
confirmed

2 October 2020
>34,000,000 cases and
>1,000,000 deaths

23 January 2020
Wauhan city was
locked down

29 January 2020
The coronavirus
spread to all 34
provinces across
China

October

30 January 2020
WHO declared a
PHEIC alert

Fig. 1| Timeline of the key events of the COVID-19 outbreak. The first recorded cases were reported in December
2019 in Wuhan, China. Over the course of the following 10 months, more than 30 million cases have been confirmed
worldwide. COVID-19, coronavirus disease 2019; ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses; PHEIC, public
health emergency of international concern; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; WHO, World

Health Organization.

Figure 1 : Chronologie des principaux événements liés au SARS-CoV-2, Nat Rev Microbiol

2021 [14]

B- TAXONOMIE

La classification actuelle des coronavirus comprend 39 especes réparties dans cingq genres,

27 sous-genres, et deux sous-familles appartenant a la famille Coronaviridae, au sous-ordre

Cornidovirineae, a I'ordre Nidovirales et au royaume Riboviria. Les sept coronavirus humains

pathogenes pour I’homme appartiennent a deux sous-groupes différents : d’une part celui des

alphacoronavirus regroupant les HCoV-229E et HCoV-NL63 et d’autre part celui des

betacoronavirus regroupant le SAR-CoV, les HCoV-HKUT1 et HCoV-OC43, le MERS-CoV et

le SARS-CoV-2.

Le SARS-CoV-2 appartient au sous-genre Sarbecovirus et a I’espéce Severe acute respiratory

syndrome related coronavirus (SARSr-CoV) qui comprend également le SARS-CoV. Du fait

de sa grande proximité¢ génétique avec le SARS-CoV, I'ICTV (Comité International de

Taxonomie des Virus) I’a nommé SARS-CoV-2 le 11 février 2020 [13].
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Figure 2 : Arbre phylogénétique reliant le SARS-CoV-2 aux autres coronavirus (en rouge
et orange les coronavirus responsables de pathologies chez ’Homme), Nat Microbiol 2020

[13]

C- PROPRIETES STRUCTURALES

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN simple brin non segmenté¢ de polarité positive (29 903

nucléotides) ce qui en fait I’un des virus a ARN avec le plus long génome capable d’infecter

I’Homme.

Il comprend 4 protéines structurales majeures :

¢ la protéine Spike (S) : glycoprotéine a la surface du virus qui comprend deux sous-

unités (S1 et S2). La sous-unité S2 est impliquée dans 1’attachement du virus a son

récepteur Enzyme de conversion de I’angiotensine de type II (ACE2) via le domaine

de liaison au récepteur (Receptor Binding Domain (RBD)) [15]. Elle permet la liaison

du virus aux cellules cibles (cellules respiratoires essentiellement) et provoque la

fusion cellulaire. Elle induit des anticorps neutralisants.
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e laglycoprotéine d’enveloppe (E) : glycoprotéine transmembranaire, impliquée dans
I’assemblage et la maturation virale [16].

e la glycoprotéine membranaire (M) : glycoprotéine de surface, impliquée dans
I’assemblage des virions [17].

e la protéine de la nucléocapside (N) : protéine lie a I’ARN viral qui participe a son

entrée dans la cellule hote et a I’assemblage des virions.

Spike (S1& S2)

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

ssRNA
(+ sense, ~30kb in length)

B
B} ¥ Receptor Binding Domain
Y

Figure 3 : Structure du SARS-CoV-2 et protéine ACE2, Turk J Med Sci 2020 [18]

Le SARS-CoV-2 code aussi pour 16 protéines non structurales (NSP1 a NSP16) incluant les
protéases de type papaine (PLP ou PLpro) et de type 3C (3CLpro), ainsi que les protéines du
complexe Réplicase-Transcriptase impliquées dans la réplication et la transcription virale et

comprenant notamment I’ARN polymérase ARN-dépendante [19].
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D- CYCLE VIRAL

L’entrée du virus se fait via I’interaction entre le domaine RBD de la protéine Spike et son
récepteur ACE2 au niveau de différents tissus (muqueuse nasale, nasopharynx, poumons,
estomac, moelle osseuse, rate, reins, foie et cerveau) pouvant ainsi expliquer les signes cliniques
variés [20]. L’entrée peut se faire de deux maniéres : via le récepteur TMPRSS2 (entrée par
fusion) ou via la clathrine (entrée par endocytose), présents a la surface cellulaire.

Une fois dans le cytosol, I’ARN viral est traduit (aprés élimination de la protéine N) directement
par les ribosomes de la cellule (du fait de sa polarité positive) en polyprotéines ppla et pplab
avec libération des protéines 3CL-pro et PL-pro.

Commence alors la réplication virale aprés assemblage du complexe de réplication-
transcription avec formation des ARN sous-génomiques qui seront ensuite traduits pour former
les protéines structurales S, E et M. La protéine N est formée dans le cytosol puis bourgeonne
dans le compartiment intermédiaire du réticulum endoplasmique-appareil de Golgi (ERGIC)
ou elle s’assemble avec les autres protéines structurales avant libération des nouveaux virions

matures et infectieux par exocytose [21].

15



a Viral particle

b
Receptor binding
ACEZ# j
TMPRSS2 Cytoplasm
+ss genomic RNA
ntry
Ca Ex sis
, / TS o o

| 3 N protein

\ ) [ Primary translation
Endosome .0 2 Polyprotein processing
Viral protease | "
inhibitors

+55 genow
Replicative nsps

L
Y Fusion and o
' / | /, uncoating °°

+ss genomic RNA

[ ——————— |
Cap
[T —_
ranslation
Viral RdRP- g N
) 5 — | Viral RNA synthesis Cap:ﬁ— An
Fol . | sgmRNA
eplicase complex = Cap f_ﬂ— An translation
= Capau—L An l
Cap J oo Accessory
Capoll— An proteins—host
L interactions

Cach:- An _J
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E- SIGNES CLINIQUES ET COMPLICATIONS

Les signes cliniques initiaux de la COVID-19 consistent souvent en ceux d’autres infections
virales respiratoires a savoir de la fievre, une toux souvent séche, accompagnés de myalgies et
plus rarement de rhinorrhées, de maux de gorge, de douleurs thoraciques ou de
diarrhées/vomissements [23,24]. Une anosmie et une agueusie sont souvent rapportées par les
patients [25]. Des manifestations cutanées a types d’éruption ou lésions érythémateuses ont été
décrits (surtout dans les formes bégnines de la maladie) [26].

Les syndromes de détresses respiratoires aigué€s, les surinfections bactériennes et les
thromboses sont les complications les plus fréquentes et sont associés a I’hospitalisation en
unité de réanimation.

Un age avancé (>65 ans) et de nombreuses comorbidités ont été listées comme facteurs de
risque des formes cliniques sévéres (diabete, obésité, maladies cardio-vasculaires,

hypertension) [27].

A

ntations:
| complications

COVID-19 disease

inflammatory

Typical presentations: QR ldren (MI1S-C)

Fever

Dry cough
Exhaustion
Anorexia
Smell and taste disorder
Myalgia

Shortness of breath

complications

n multi—organ failure
| co-infection

Less frequent presentations: Co-morbidities associated

Nausea with severe presentations:
Diarrhea Cardiovascular diseases
Sore throat | Diabetes

Rhinorrhea Hypertension

Headache I Chronic lung illness
Cutaneous manifestations Kidney disease

a

Figure 5 : Signes cliniques de la COVID-19, J Immunol 2020 [24]
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F- DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE

Plusieurs prélévements peuvent étre réalisés pour la détection au laboratoire de virologie
clinique d’une infection SARS-CoV-2.

Au niveau des voies aériennes supérieures avec essentiellement des

¢couvillonnages naso-pharyngés, le recueil de crachats, des aspirations naso-
pharyngées

- Au niveau des voies aériennes inférieures : aspiration bronchique, recueil de
LBA, éventuellement biopsie pulmonaire

- Recueil de selles ou écouvillonnages rectaux

- Prélevement de sang pour la détection du virus mais surtout pour la recherche

d’anticorps anti-SARS-CoV-2

I1 existe différents types de diagnostic virologique : le diagnostic direct permettant de détecter

le génome viral ou des antigénes viraux, et le diagnostic indirect, sérologique, permettant la

détection des anticorps spécifiques du virus.

1- Diagnostic direct

a) RT-PCR en temps réel

La RT-PCR en temps réel a ét¢ développée des la disponibilité du génome viral (11 janvier
2020) afin de le mettre en évidence par amplification et hybridation moléculaires. Il s’agit de
la technique de référence pour diagnostiquer les infections 8 SARS-CoV-2.

Cette technique consiste a amplifier la séquence connue d’un fragment du génome du SARS-

CoV-2 en la ciblant par deux amorces et une sonde d’hydrolyse marquée par un fluorochrome.
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Cette technique de RT-PCR comporte plusieurs étapes, une fois que I’ARN viral a été extrait a
partir du prélévement :
e Une étape de rétro-transcription de I’ARN en ADNc (ADN complémentaire) par une
transcriptase inverse. L’ADNc synthétisé servira alors de matrice pour la réaction de
PCR
e Dénaturation de PADN : séparation du double brin synthétisé préalablement
e Hybridation des amorces a niveau de chaque brin dénaturé avec une température
spécifique a la séquence ciblée
e EKlongation via PADN polymérase du brin complémentaire en totalité et grice a
I’activité 3’exonucléasique de la polymérase il va y avoir hydrolyse de la sonde et
libération du fluorochrome dans le milieu réactionnel
Ces 3 ¢étapes qui correspondent en fait a un cycle de PCR sont ensuite répétées environ 40 fois
et ’augmentation de I’intensité de fluorescence détectée est directement proportionnelle a la
quantité d’ADN. On établit ainsi une courbe de fluorescence qui permet de déterminer le cycle
seuil (cycle threshold (Ct)), correspondant au nombre de cycles a partir duquel I’intensité de
fluorescence augmente significativement au-dela du bruit de fond et de maniére linéaire,
indiquant I’amplification du fragment ciblé du génome viral.
Le succes de la détection du SARS-CoV-2 peut dépendre en partie de la qualité du prélévement,

des conditions de transport et de la conservation des échantillons.

b) Détection d’antigéne viral par technique immuno-chromatographique

Les tests rapides d'orientation diagnostique (TROD) ont été développés afin de compléter le

diagnostic du SARS-CoV-2 dans les cabinets médicaux ou les pharmacies d’officines. Ils
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détectent par principe immuno-chromatographique les protéines (antigénes) du SARS-CoV-2
a partir d’un prélévement nasal ou naso-pharyngé.

Ce sont des tests simples d’utilisation pouvant méme étre réalisés par le patient (auto-test) avec
des résultats rapides obtenus en moins de 30 minutes. Avec une sensibilité moindre que celle
de la RT-PCR, les résultats (surtout ceux négatifs) doivent étre confirmés par une technique de

référence selon I’indication et la situation clinique.

¢) Culture cellulaire

A Dinstitut hospitalo-universitaire (IHU) Méditerranée Infection, depuis le début de la
pandémie nous avons inoculé en culture dans le laboratoire NSB3 prés de 9000 échantillons
positifs en RT-PCR pour le SARS-CoV-2. Nous avons testé différentes lignées cellulaires [28]
et avons retenu les cellules Vero E6, cellules de reins de singes verts Africains pour I’isolement
du SARS-CoV-2 en routine.

Briévement, 500 ul de I'échantillon de départ (frais ou stocké a +4°C, -20°C ou -80°C) ont été
filtrés a4 0,22 pm (Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne) puis inoculés sur des plaques 96
puits contenant des cellules Vero E6 dans du milieu de culture (Minimum Essential Medium)
avec 4% de sérum de veau foetal et 1% de glutamine. Ensuite, les plaques ont été incubées a
37°C sous 5% de CO; aprés une centrifugation a 4000 g. L’effet cytopathogene a été observé
quotidiennement.

La figure 6 montre des cellules Vero E6 non infectées (figure 6¢) et des cellules Vero E6

infectées par le SARS-CoV-2 48h post-inoculation.
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Figure 6 : culture cellulaire de SARS-CoV-2 sur cellules Vero-E6, Eur J Clin Microbiol Infect
Dis 2021 [28]

Cette expertise dans la culture cellulaire nous a permis d’établir rapidement une corrélation
entre les Ct détectés par RT-PCR et la viabilité et réplication virale en culture comme marqueur

de la contagiosité des patients [29].

d) Séquencage
Le séquengage de nouvelle génération (NGS) ou séquencage a haut débit est une technologie
développée depuis le début du 21 siécle et d’introduction récente dans les laboratoires de
microbiologie et virologie clinique, qui permet de séquencer I’ADN ou I’ARN beaucoup plus
rapidement que les méthodes précédentes comme le séquencage par la technologie Sanger. Dés
juillet 2020, le NGS a permis d’observer une grande diversité entre les souches de SARS-CoV-
2 parmi les cas diagnostiqués a I’'THU Méditerranée Infection avec la mise en évidence de
plusieurs variants [30], démontrant I’intérét d une surveillance épidémiologique génomique. A
ce jour (au 13 septembre 2021) ont par exemple été identifiés 2764 patients positifs au variant
communément appelé Marseille-4 (20A.EU2 selon la classification Nextstrain), 3622 patients
positifs au variant alpha, 221 patients positifs au variant beta et 2859 patients positifs au variant

delta.
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Différentes technologies de séquencage modernes sont disponibles mais elles présentent trois
étapes communes apres 1’extraction des acides nucléiques :

e Préparation des librairies

e Amplification

e Séquencage
Les reads obtenus sont ensuite assemblés pour construire le génome entier en se basant sur un
génome de référence. Apres analyse bio-informatique, les positions et la nature de chaque

mutation sont étudiées, permettant ainsi de déterminer les variants du SARS-CoV-2.

Recueil et préparatic Préparation des Amplification et Analyse
des échantillons librairies séquencage bioinformatique

ot

Partage des données

Figure 7 : Etapes du séquencage

2- Diagnostic indirect sérologique

La détection d’anticorps anti-SARS-CoV-2 par techniques sérologiques n’est pas utilisée pour
le diagnostic d’infection mais pour la détermination du statut immunitaire du patient vis-a-vis
du SARS-CoV-2, un résultat positif indiquant une infection ancienne ou en cours et/ou une
vaccination. Sont détectés des anticorps post-infectieux IgG anti-SARS-CoV-2 (dirigés contre
la protéine N) ou post-infectieux et/ou post-vaccinaux (dirigés contre la protéine S) par
technique immuno-enzymatique ELISA. Il existe aussi des tests rapides a lecture subjective

permettant la détection des IgM et/ou IgG anti SARS-CoV-2.
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PARTIE II : SARS-COV-2 ET CO-INFECTIONS VIRALES
RESPIRATOIRES

Une co-infection virale peut étre définie comme la détection concomitante de plusieurs virus
respiratoires dans un méme laps de temps.

Dans la littérature, il existe surtout des revues et méta-analyses [31] sur les co-infections
bactériennes associées au SARS-CoV-2 car on sait depuis de nombreuses années que les
infections virales peuvent prédisposer aux infections bactériennes, augmentant ainsi leur morbi-
mortalité [32]. L’une des association les mieux documentées est celle des surinfections
bactériennes survenant au cours de la grippe [33-35]. Compte-tenu de la fréquence des
infections virales respiratoires en saison hivernale, la question des co-infections virales s’est
aussi rapidement posée concernant le SARS-CoV-2 : peut-il étre associ¢ a d’autres virus
respiratoires et si oui a quelle fréquence et quelles en sont les conséquences ?

Il a été rapporté qu’avec les coronavirus humains saisonniers, les taux de co-infections avec
d’autres virus respiratoires pouvaient atteindre jusqu’a 42% [36]. Dans respectivement 38% et
42% des cas, les HCoV-OC43 et HCoV-HUKU-1 pouvaient étre associés a d’autres virus
respiratoires et notamment le virus respiratoire syncytial (RSV) [37] ou le rhinovirus (HRV)
[37]. Aucune différence au niveau des signes cliniques n'a ét€ observée pour les personnes co-
infectées par rapport a celles infectées individuellement par I'un ou l'autre virus.

Les signes cliniques de la COVID-19, souvent similaires a ceux retrouvés avec les autres virus
respiratoires (fievre, asthénie, toux, dyspnée) rendent difficile le diagnostic et la détection de
co-infections. Avec le développement de nouvelles approches diagnostiques, notamment les
tests de biologie moléculaire multiplex détectant simultanément de 2 a plus de 20 agents
infectieux, il est devenu plus facile de détecter les co-infections, permettant ainsi une prise en
charge rapide et adaptée des patients par un diagnostic plus exhaustif, et optimisant 1’é¢tude de

ces co-infections [38,39].
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Dans un premier temps, je ferai dans ce manuscrit de thése un point sur les co-infections
répertoriées dans la littérature puis je présenterai les résultats de mon analyse sur les co-
infections SARS-CoV-2 et les autres virus respiratoires diagnostiquées a I’'THU Méditerranée

Infection a Marseille entre le 1°" mars et le 30 avril 2020.

A- REVUE DE LA LITTERATURE

Les taux de co-infections avec le SARS-CoV-2 dans la littérature sont variables d’une étude a
I’autre. En effet, les estimations des taux de co-infections peuvent aller de 0,3% a 3,2% avec
seuls quelques cas sporadiques décrits dans certaines cohortes [23,40] a 26% dans d’autres

études [41].

La premicre étude chinoise (2 ma connaissance) réalisée sur le sujet des co-infections par Lin
et al [40] a conclu que sur 186 patients choisis au hasard rétrospectivement entre le 20 janvier et
le 1° février 2020, 92 étaient positifs pour le SARS-CoV-2 et parmi eux, 6 étaient co-infectés
avec du HRV, du RSV, du métapneumovirus (HMPV), du parainfluenza type 2 (HPIV-2) et du
HCoV-HKUI, représentant 3,2% des patients totaux et 6,5% des patients SARS-CoV-2

positifs.

Une autre étude chinoise réalisée a la suite par Ding et al [42] & Wuhan a rapporté 5 co-
infections chez 115 patients SARS-CoV-2 positifs (4,35%) : 3 par le virus de la grippe A et
2 par le virus de la grippe B. Les symptomes cliniques étaient communs a ceux observés chez
les patients mono-infectés par le SARS-CoV-2 (fiévre, toux, asthénie et céphalées) sauf pour
deux patients qui avaient en plus une pharyngite et une congestion nasale, signes cliniques peu
fréquents dans la COVID-19. Aucune différence de pronostic n’a été observée entre les patients

co-infectés et les patients mono-infectés.
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Toujours sur le continent Asiatique, une étude réalisée a Singapour [43] entre le 5 février et le
15 avril 2020 a rapporté un taux de co-infections de 1,4% parmi les patients SARS-CoV-2
positifs (6 patients / 431 patients). Ils ont répertorié 3 infections a HRV, 2 a HPIV (non typés)
et une a HCoV-229E. IIs ont observé une différence statistiquement significative entre les taux
de patients co-infectés SARS-CoV-2 négatifs versus SARS-CoV-2 positifs (respectivement 4,8
% versus 1,4%, p<0,0001). Pour les 6 patients co-infectés il n’y a pas eu de progression vers la

pneumonie, ni de recours a la ventilation mécanique assistée ou a 1’intubation.

Une autre étude rétrospective réalisée en Chine dans la Province de Jiangsu [44] entre le
22 janvier et le 2 février 2020 a rapporté 1’un des plus haut taux de co-infections dans la
littérature : 242 patients co-infectés (toutes origines microbiologiques confondues) sur
257 patients SARS-CoV-2 positifs (94,2%).

Dans cet article, la majorité des co-infections étaient bactériennes (91,8%) suivies par 31,5%
de co-infections virales puis 23,3 % de co-infections fongiques.

Le top trois des co-infections bactériennes rapportées comprenait Streptococcus pneumoniae,
Klebsiella pneumoniae et Haemophilus influenzae.

Pour les virus respiratoires ils ont comptabilisé 11 cas de co-infections avec le HRV, 10 avec
les adénovirus (HAdV), 5 avec le virus de la grippe B, 2 avec le virus de la grippe A, 1 avec les
bocavirus (HBoV) et 1 avec le métapneumovirus (HMPV). Les co-infections variaient selon
les tranches d’age des patients et par exemple ['unique co-infection rapportée avec le HMPV a
¢été détectée chez un patient de moins de 15 ans alors que les co-infections avec les virus de la
grippe A et le HBoV n’ont été détectés que chez les patients entre 15 ans et 44 ans. La détection

du HRYV a ét¢é la plus ¢élevée dans la tranche d’age des 44 a 64 ans.
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Figure 8 : Distribution des pathogenes respiratoires chez les patients co-infectés avec le
SARS-Cov2, Virus Res 2020 [44]

Une ¢étude menée par Hashemi et al [45] en Iran au Nord de Khorasan entre le 2 mars et le

20 avril 2020 a étudié¢ les taux de co-infections parmi 105 patients décédés du SARS-CoV-2.

IIs ont identifié¢ une co-infection avec le virus de la grippe dans 22,3 % des cas, avec le RSV et

le HBoV dans 9,7 % des cas, avec les HPIV dans 3,9 % des cas, avec le HMPV dans 2,9 %, et

avec 'HAAV dans 1,9 % des cas. La plupart des patients co-infectés étaient des hommes agés

de plus de 60 ans avec des comorbidités telles que des maladies cardio-vasculaires.
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Figure 9 : Taux de co-infections parmi 105 patients décédés du SARS-CoV-2 en Iran,

J Med Virol 2021 [45]
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Une étude cette fois-ci menée a New-York (Etats-Unis) par Nowak et al [46] entre le 16 mars
et le 20 avril 2020 a recensé 36 cas de co-infections sur 1204 patients SARS-CoV-2 positifs
testés aussi pour au moins un autre virus respiratoire (3,0%). Le taux de co-infection le plus
important était celui avec les HCoV (1,54%) avec 17 co-infections (7 avec le HCoV NL63, 5
avec le HCoV-HKUI1, 4 avec le HCoV-229E et 1 avec le HCoV-OC43) suivi par les co-
infections avec les HRV avec 8 cas. Pendant cette période, le taux de circulation virale le plus
haut était pour les HRV et les HCoV, expliquant surement le nombre élevé de co-infections
avec ces virus. La moyenne d’age des patients co-infectés était de 60,1 ans avec 44% d’hommes

et 56% de femmes.

SARS-CoV-2 status

37 Detected 1 1 1 Not Detected

Pathogen Tested  Detected  Percent Tested  Detected _ Percent
Influenza 1204 1 0.08% 843 13 1.54%
Influenza A 1204 1 0.08% 845 10 1.18%
Influenza B 1204 0 0.00% 843 3 0.36%
Respiratory Syncytial Vis 1270 4 031% 845 13 1.54%
_l)lll.erCorona\'irid.ae 1103 17 1.54% 77 28 3.61% !
Coronavirus NL63 1103 7 0.63% 77 16 2.06%
Coronavirus HEUL 1103 3 045% 17 8 1.03%
Coronavirus 229E 1103 4 0.36% 17 2 0.26%
Coronavirus OC43 1103 1 0.09% 77 2 0.26%
inovirms Enterovirus 1103 8 0.73% 77 46 5 93% I
Human Metapneumovirs 1103 4 0.36% 77 15 1.93%
Adenovirus 1103 2 0.18% 17 3 0.39%
Parainfluenza Virus 1103 0 0.00% 776 4 0.52%
Parainfluenza Virs 1 1103 0 0.00% 176 2 0.26%
Parainfluenza Virus 2 1103 0 0.00% 17 0 0.00%
Parainfluenza Virus 3 1103 0 0.00% 17 2 0.26%
Parainfluenza Virus 4 1103 0 0.00% 77 0 0.00%

Figure 10 : Proportion des pathogénes respiratoires détectés chez des patients positifs et
négatifs pour le SARS-CoV-2, J Med Virol 2020 [46]
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Une étude Californienne réalisée par Kim et al [47] a rapporté [’un des taux les plus élevés de
la littérature : 24 patients co-infectés sur 116 patients SARS-CoV-2 positifs (26,1%). Le top 3
des virus responsables de co-infections étaient les HRV (8), les RSV (6) et les autres HCoV
non typés (5). L’age moyen entre les patients co-infectés et non co-infectés ne différait pas

significativement (respectivement 46,9 ans vs 51,1 ans).

Sur le continent Européen, une étude espagnole (Valence) a été réalisée par Blasco et al [48]
durant le mois de mars 2020. Ces auteurs ont observé 2,9% de co-infections (3 cas parmi 103

patients SARS-CoV-2 positifs).

Une étude parisienne [49] réalisée entre le 25 janvier et le 30 avril 2020 a comptabilisé 6% de
co-infections (49/806 patients) : HRV (n= 17), HCoV (n=15), HAdV (n=7), HPIV (n=5),
HPMYV (4), influenza (4) et RSV (2). Il n’y avait pas de différence d’4ge entre les patients co-
infectés et mono-infectés par le SARS-CoV-2 (moyennes de respectivement 58 ans versus
59 ans) ni dans les signes cliniques tels que la dyspnée, les expectorations, la toux et les
myalgies contrairement a la fieévre et aux céphalées (plus ¢levées dans le groupe des patients

mono-infectés).

Dans une autre étude parisienne, menée par Burell et al [50] 7% des patients (21/301) étaient
co-infectés SARS-CoV-2 / autres virus respiratoires. Parmi les patients hospitalisés en unités
de soins intensifs, la proportion de patients co-infectés était significativement inférieure a celle

de patients mono-infectés par le SARS-CoV-2 (19% versus 46,7%).
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B- MATERIELS ET METHODES

A I'THU Méditerranée Infection a Marseille nous avons commencé les tests de RT-PCR pour
diagnostiquer les infections 8 SARS-CoV-2 a la fin du mois de Janvier 2020 et le premier
patient positif a été diagnostiqué le 27 février 2020 [51]. Nous avons testé les patients issus de
I’THU Méditerranée Infection et des quatre hopitaux de I’ Assistance Publique des Hopitaux de
Marseille (AP-HM : hopital de la Timone, hopital de la Conception, hopital Nord, et hopital
Sainte Marguerite) ainsi que des prélévements issus de différents autres sites de Marseille, des
Bouches-du-Rhone, et des autres départements de la région Provence-Alpes-Cote d’Azur
(’IHU était pendant plusieurs semaines le seul laboratoire a réaliser des tests de RT-PCR).
Dans notre étude nous n’avons analysé que les données des prélévements issus de I’AP-HM.
Entre le 1¢" mars 2020 et le 30 avril 2020 (semaines 10 a 18 de I’année 2020) nous avons
réalisé 38,633 tests RT-PCR pour le SARS-CoV-2 a partir de prélévements respiratoires
(écouvillons naso-pharyngés, crachats, LBA, aspirations bronchiques).

La technique de RT-PCR utilisée a été celle mise en place au sein de notre institut au début de
la pandémie et décrite par Amrane et al [52]. Rapidement, I’ARN a été extrait a partir de 200
uL de prélévement naso-pharyngé en utilisant le EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen®,
Courtaboeuf, France). Pour détecter ’ARN du SARS-CoV-2 nous avons utilisé un systeme qui
cible la protéine E d’enveloppe comme décrit précédemment par I’équipe de Corman et al [53]
et un témoin ARN positif synthétique pour s’assurer du bon fonctionnement de la RT-PCR
(Charité virology institute - Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Allemangne). Un controle
interne ARN de phage a été ajouté a chaque échantillon clinique avant I'extraction pour garantir
la précision de I'extraction de 'ARN et de l'amplification par RT-PCR. Toutes les RT-PCR ont
été réalisés sur des LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics) selon le protocole suivant :
une étape de rétro-transcription a 50°C pendant 20 secondes, une étape d’activation a 95°C

pendant 10 secondes, puis une étape d’amplification a 95°C pendant 15 secondes et a 60°C

29



pendant 30 secondes avant de finir avec une étape de refroidissement a 40°C pendant 30

secondes, et ce pendant 40 cycles.

En parallele, durant la méme période, nous avons testé 4 222 prélévements respiratoires afin

d’avoir une approche syndromique et ainsi détecter rapidement d’autres virus respiratoires que

le SARS-CoV-2. Pour cela nous avons abordé trois approches différentes :

Tests PCR multiplex en temps réel avec le panel Fast Track Diagnostic Respiratory

(FTDR) pathogens 21 kit (Fast Track Diagnosis, Luxembourg) qui cible simultanément
20 virus et 1 bactérie a I’aide de cinq tubes contenant un mélange de sondes et d’amorces
- tube-1: [Grippe A, Grippe A sous-type HINI (Pandemic HINTI), rhinovirus
humain (HRV), Grippe B (Flu B)]

- tube-2 : [coronavirus humain NL63 (HCoV-NL63), 229E (HCoV 229E), OC43
(HCoV-0C43), and HKU1 (HCoV HKU1)]

- tube-3 : [parainfluenzavirus humain 2, 3, 4 (HPIV-2, 3 et 4) et contrdle interne (IC)]
- tube-4 : [parainfluenzavirus humain 1 (HPIV-1) , Mycoplasma pneumoniae,
bocavirus huhuain (HBoV), metapneumovirus humain (HMPV A/B)

- tube-5: [Virus Respiratoire Syncytial A et B (RSVA/B), adenovirus humain

(HAdV), entérovirus (EV) et parechovirus humain (HPeV)]

Tests de PCR nichées avec le Biofire FilmArray Respiratory Panel 2 plus (RP2+)

(Biomérieux, Marcy-1'Etoile, France) qui détecte 23 pathogeénes simultanément :
19 virus (HAdV, HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43, MERS-
Coronavirus, HMPV, HRV/EV, virus de la grippe A et ses sous types A/H1, A/H1-
2009, A/H3, virus de la grippe B, HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3 et HPIV-4, RSV et SARS-

CoV-2) et 4 bactéries (Bordetella pertussis, Bordetella parapertussi, Chlamydia
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pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae). Ces tests PCR sont réalisés au laboratoire
Point-of-Care (POC) au sein de I'IHU Méditerranée Infection et de I’hopital nord par

des internes en biologie médicale 24h sur 24h et 7 jours sur 7 [54].

e Tests de RT-PCR temps réel pour détecter simultanément les virus de la grippe A, de la

grippe B et le RSV par la technique GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, Californie, USA)

Nous avons défini une co-infection virale par la détection concomitante du SARS-CoV-2 avec

un autre virus respiratoire dans un délai de 7 jours.

C- RESULTATS

Entre le 1¢" mars 2020 et le 30 avril 2020 nous avons testé 4797 patients en RT-PCR pour le
SARS-CoV-2 et parmi eux, 4222 (88%) ont bénéfici¢ en plus d’un diagnostic syndromique.

643 patients ont été positifs pour le SARS-CoV-2 (15,2%), 1095 patients ont été diagnostiqués
avec au moins un virus respiratoires autre que le SARS-CoV-2 (25,9%) et 27 patients ont été
co-infectés SARS-CoV-2 / autre virus respiratoire (4,2% des patients SARS-CoV-2 positifs

et 0,6% des patients totaux).
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IHU Méditerranée Infection
1ier mars 2020 = 30 avril 2020

4797 patients testés
en RT-PCR SARS-CoV-2

4222 patients testés en RT-
PCR SARS-CoV-2 et
autres virus respiratoires

|

SARS-CoV-2
2 2 Positif Négatif Total
£ 3 | Posif 27 1068 1095
£ £ [ Negay 616 2511 3127
2E [ o 643 3579 4222

Figure 11 : Schéma de I’étude réalisée entre le 1°" mars 2020 et le 30 avril 2020
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1- Epidémiologie des patients non co-infectés

a) Patients SARS-CoV-2 positifs

Pendant les deux mois de la période de I’étude, il y a eu 643 patients positifs pour le SARS-
CoV-2 (15,2%). Le sex ratio était de 1,37 (372 hommes (57,8%) pour 271 femmes (42,2%)).
Dans notre cohorte, les patients positifs pour le SARS-CoV-2 étaient significativement plus
susceptibles d'étre des hommes et d’étre plus agés (age moyen =+ écart type : 61,3 + 20,1 ans)
par rapport aux patients infectés par des virus autres que le SARS-CoV-2 (49,8% d’homme
avec un age moyen de 29,2 + 27,6 ans) (p=0,0013).

La circulation du SARS-CoV-2 pendant la période de 1’étude a été faible entre le 1°" mars et le

18 mars avec seulement 85 cas contre 558 cas sur le reste de la période.
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Figure 12 : Répartition temporelle des SARS-CoV-2 positifs
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b) Patients positifs pour au moins un autre virus que le SARS-CoV-2

Nous avons aussi comptabilisé 1068 patients positifs pour au moins un virus respiratoire autre
que le SARS-CoV-2 sur la période étudiée (25,3%). Le sex ratio était de 0,99 (532 hommes
(49,8%) pour 536 femmes (50,2%)).

La moyenne d’age des femmes était de 30,5 + 27,8 ans et celle des hommes et de 29,2 +£ 27,6 ans.
Voici la répartition du nombre de cas positifs en fonction de la période de 1’étude et du nombre

total de demandes.

InfluenzaV RSV HRV EV HCoV | HPIV | HBoV | HAdV | HMPV T{:E;b(;‘:
demandes

SEMAINE 10 191 12 134 18 82 13 21 30 30 440
SEMAINE 11 124 4 100 10 49 9 20 30 20 309
SEMAINE 12 64 1 51 1 28 4 10 11 9 160
SEMAINE 13 43 3 23 7 21 1 9 6 1 91

SEMAINE 14 8 0 6 0 6 1 3 4 0 22
SEMAINE 15 4 0 6 0 4 0 1 2 1 16
SEMAINE 16 5 1 2 0 6 0 1 1 2 17
SEMAINE 17 1 1 2 0 3 0 0 0 0 8

SEMAINE 18 3 0 0 0 1 1 0 0 1 5

Tableau 1 : Répartition du nombre de cas positifs en fonction du nombre total de demandes
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Figure 13 : Répartition temporelle du nombre de virus respiratoires diagnostiqués en
fonction du nombre total de prélévements testés (demandes)
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Nous avons détecté un taux élevé (45%) de co-infections chez les patients SARS-CoV-2-

négatifs (481 / 1068) ; en voici la répartition :
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Figure 14 : Répartition des co-infections dans la cohorte des patients SARS-CoV-2
négatifs

Les taux de co-infections les plus élevés ont été observés avec les HRV (27,8%), les virus de la

grippe A et B (18,2%), et les HBoV (11,6%).
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2- Epidémiologie des patients co-infectés

Voici la répartition des co-infections SARS-CoV-2 / autres virus respiratoires chez les

27 patients co-infectés :

Rhinovirus 11(40,7%)
Coronavirus humains
saisonniers 2 (7,4%)
0C43 2 (7,4%)
HKU1 1 (3,7%)
Virus de la Grippe

A 2 (7,4%)
B 2 (7,4%)
Parainfluenza virus

2 1 (3,7%)
4 2 (7,4%)
Entérovirus 2 (7,4%)
Bocavirus 2 (7,4%)
Adenovirus 1 (3,7%)
Métapneumovirus 1 (3,7%)

Tableau 2 : Répartition des co-infections chez les patients SARS-CoV-2 positifs

Le taux de co-infection pour les patients SARS-CoV-2 positif était de 4,2%.

Nous n’avons observé aucune co-infection entre le SARS-CoV-2 et les HPIV-1, les HPIV-3,
les HCoV-NL63 et les RSV.

Le sex ratio des 27 patients était de 0,93 : 13 hommes (48,1%) pour 14 femmes (51,8%).

La moyenne d’age pour les 27 patients était de 59,6 ans (+ 23,8 ans, min : 1 an — max : 89 ans).
La moyenne d’age chez les 14 femmes était de 55,9 ans (+ 24,22 ans, min : 19 ans — max :
89 ans) et chez les 13 hommes de 63,54 ans (+ 23,8 ans, min : 1 an — max 88 ans).

Trois patients ont été perdus de vue durant la période étudiée (2 patients co-infectés HRV /

SARS-CoV-2 et 1 patient co-infect¢ HCoV-HKU1 / SARS-CoV-2).

On note une différence significative entre les valeurs de Ct des RT-PCR au diagnostic des
patients co-infectés : les Ct des RT-PCR SARS-CoV-2 étaient inférieurs comparés a ceux des

autres virus respiratoires (respectivement en moyenne 25.6 £ 5.6 vs 30.7 = 5.4, p = 0.0009).
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Figure 15 : Comparaison chez les 27 patients co-infectés des Ct des qPCR ciblant le SARS-

CoV-2 et les autres virus respiratoires au moment du diagnostic

Les caractéristiques cliniques des 27 patients co-infectés sont regroupées dans le tableau

suivant :
HRV/EV ~ HCoV  InfluenzaV  HPIV HBoV  HAdV HMPV  Total
(N=11) (N=5) (N=4) (N=3) (N=2) (N=1) N=1) N, %)
Clinique
Asthénie 8 5 4 1 1 1 1 21 (78%)
Céphalées 4 4 2 0 0 0 1 11 (41%)
Toux 8 1 2 1 1 1 1 15 (56%)
Dyspnée 5 1 1 0 0 1 1 9 (33%)
Agueusie * 1 0 0 0 0 0 0 1 (4%)
Anosmie * 1 0 0 0 0 0 0 1 (4%)
Diarrhées 2 0 2 0 1 0 0 5(19%)
Paraclinique : Stade atteinte pulmonaire (Scanner Thoraco Abdomino Pelvien)
Pas d’atteinte 3 0 1 0 0 0 0 4 (15%)
Mineure 1 1 0 2 0 0 0 4 (15%)
Intermédiaire 3 0 0 0 1 0 0 4 (15%)
Sévere 1 0 2 1 0 0 0 4 (15%)
Non réalisé 3 4 1 0 1 1 1 11 (41%)

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des 27 patients co-infectés SARS-CoV-2 / autres

virus respiratoires

*Probable biais de sélection car non demandé en systématique a 1’interrogatoire clinique au

début de la pandémie.
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11 patients ont été hospitalisés a I’'IHU et un patient était en réanimation.
Une patiente est décédée au cours de la période étudiée : il s’agissait d’une femme de 68 ans
co-infectée par le SARS-CoV-2 et le métapneumovirus. On note parmi ses antécédents un

asthme avec une insuffisance respiratoire nécessitant 2 litres d’oxygene nocturne depuis 10 ans.

D- DISCUSSION

Nos résultats (impliquant 1’une des plus grandes cohortes de patients a notre connaissance)
montrent que des co-infections sont possibles entre le SARS-CoV-2 et d’autres virus
respiratoires, mais qu’elles nécessitent une coincidence de leurs périodes épidémiques. Le taux
de 4,2% dans 1’étude est plus élevé que certains taux retrouvés dans la littérature [46,55] mais
aussi plus faible que ceux d’autres études [49].

Les premiers cas de SARS-CoV-2 en France sont apparus en Janvier 2020 et nous avons détecté
notre premier cas a I'IHU Méditerranée Infection le 27 février 2020. L’épidémie de SARS-
CoV-2 est alors survenue a une période durant laquelle la circulation des autres virus
respiratoires était élevée et notamment au moment du pic saisonnier des infections par les virus
de la grippe ou par le RSV.

Nous pouvons ainsi observer que la circulation des virus respiratoires (hors SARS-CoV-2)
pendant cette période a été élevée jusqu’a mi-mars. En effet nous avons comptabilisé quasiment
90% (938 cas) des cas de viroses respiratoires entre le 1°" mars et le 18 mars. Le nombre de cas
a ensuite considérablement diminué avec uniquement 57 cas en avril 2020. Le nombre
d'infections par des virus respiratoires non-SARS-CoV-2 a donc diminué de 17,7 fois (passant
de 1011 a 57) entre mars et avril, et le nombre de co-infections par le SARS-CoV-2 et d'autres
virus respiratoires a par conséquent diminué de 3,5 fois (de 21 a 6) entre ces 2 mois. Une étude
suisse a retrouvé dans les mémes proportions que nous une importante circulation des virus

respiratoires avant I’arrivée du SARS-CoV-2 durant les semaines 12-13 de I’année 2020 [56].
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Le taux de co-infection virale chez les patients SARS-CoV-2 positif a été plus faible que celui
chez les patients SARS-CoV-2 négatif (4,2% versus 45%, p < 0,0001). Cette tendance est
similaire a celle de I’étude de Singh et al [57] (4% de co-infections virales chez les patients
SARS-CoV-2 positifs et 9% chez les patients SARS-CoV-2 négatifs (p<0,05)).

Nous avons observeé 4 cas de co-infections avec le virus de la grippe (2 grippes A et 2 grippes
B) car la période de notre étude se situe au moment de la phase finale de I’épidémie pour I’année
2020 (méme si la surveillance s’est arrétée mi-mars a cause du confinement rentré en vigueur
en France le 17 mars 2020) https://www.vie-publique.fr/en-bref/276800-grippe-de-lhiver-
2019-2020). Dans la littérature de nombreux cas ont été rapportés pour cette co-infection et une
récente méta-analyse [58] indique que sur 26 études incluses, la prévalence de cette co-infection
a été globalement de 1,2%. Un rapport chinois [59] a signalé que cette co-infection SARS-CoV-
2 / virus grippal était fréquente au début de 1’épidémie & Wuhan et Bai et al [60] ont décrit a
travers de modéles expérimentaux animaux qu’une infection préalable par le virus de la grippe
A favoriserait une infection par le SARS-CoV-2.

Fait intéressant, nous n’avons détecté que 2 infections par un virus de la grippe au cours de

I’hiver 2021 durant lequel I’incidence des infections par le SARS-CoV-2 est resté ¢levée.

Dans les deux cohortes (patients co-infectés SARS-CoV-2/autres virus respiratoires et patients
positifs pour un autre virus autre que le SARS-CoV-2), les taux de co-infections les plus élevés
étaient avec les HRV du fait d’une circulation importante durant la période de 1’étude et durant
toute 1’année de manieére plus générale. A I'IHU méditerranée Infection depuis le
1" janvier 2015 jusqu’a septembre 2020 nous avons comptabilisé 12,5% de HRV positifs avec
une circulation tout au long de I’année et avec des pics a partir du mois d’octobre jusqu’au mois
de mars-avril pour chaque année. Une étude danoise a d’ailleurs décrit que la circulation des
HRYV sur une période de cinq ans était similaire a la notre avec des pics a 1’automne et une

régression en début d’été [61].
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Nous n’avons détecté aucune co-infection avec le RSV alors que dans certaines études les taux
de co-infection atteignent 4,8% [62]. Ceci est surement di a la faible circulation du virus
pendant la période d’étude (2% des virus respiratoires diagnostiqués). Pour le RSV, Ia
saisonnalité est surtout hivernale : elle commence le plus souvent entre octobre-novembre avec
un pic en décembre puis le nombre de cas diminue a partir de février-mars [63].

De plus, le RSV est connu pour infecter surtout les enfants (a 1’age de 1 an, 60% a 70% ont déja
¢été infectés par ce virus [64]) et les personnes agées [65]. Il est associé a d’autres virus

respiratoires mais ceci a surtout été décrit dans des cohortes pédiatriques [66]

En ce qui concerne les HBoV, nous avons observé un taux plus élevé de co-infections chez les
personnes SARS-CoV-2 négatif comparé aux patients SARS-CoV-2 positif (respectivement
11,6% versus 7,2%). Le HBoV est un virus respiratoire souvent retrouvé en association avec
d’autres virus et notamment les HRV, les HAdV ou les virus de la grippe avec des taux de co-
infection pouvant atteindre 50% [67]. Lorsqu’il est retrouvé en association avec un autre virus

respiratoire, il n’y a pas de différence significative cliniquement parlant [68].

Pour les HPIV, nous avons observé des co-infections avec les sérotypes 2 et 4. Ceci est surement
da a leur saisonnalité avec des pics en automne/hiver essentiellement, contrairement au HPIV-

3 qui commencent a circuler a partir de mai - juin [69,70].

Au total I’incidence des co-infections par le SARS-CoV-2 et d’autres virus respiratoires s’est
avérée dépendante de la co-incidence des différents virus respiratoires. Ceci explique
certainement en grande partie les différences importantes de I’incidence des co-infections
observée selon les études quand elles ont été réalisées a des périodes différentes et/ou dans des

pays différents, a des périodes durant lesquelles I’incidence des infections par les autres virus
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respiratoires que le SARS-CoV-2 étaient variables. Nous avons observé ceci dans notre étude
entre les mois de mars et avril, avec une réduction importante de la circulation des infections

par les autres virus respiratoires que le SARS-CoV-2.

Dans notre étude, une patiente co-infectée SARS-CoV-2/HMPV est décédée et un autre a été
hospitalisé en service de réanimation. Les résultats de certaines études sur la gravité des co-
infections sont contradictoires. Dans une premicére étude frangaise [71] sur 92 patients admis en
réanimation, 49% sont décédés et 28% d’entre eux étaient co-infectés par une bactérie
(S. aureus ; H. influenzae et S. pneumoniae essentiellement). En revanche, aucun patient décédé
n’était co-infecté par un autre virus respiratoire. Une méta-analyse [72] semble tirer les mémes
conclusions : les détections concomitantes de virus respiratoires et du SARS-CoV-2 n’étaient
pas associées a plus d’admission en réanimation comparées a ce qui était observé chez les
patients mono-infectés SARS-CoV-2. Ces études sont en contradiction avec plusieurs autres
¢tudes. Notamment, dans celle de Stowe et al [73], 43% des patients co-infectés SARS-CoV-2
/ virus grippal sont décédés contre 27% des patients mono-infectés par le SARS-CoV-2. Les
patients co-infectés étaient deux fois plus a risque de ventilation mécanique ou d’étre admis en
réanimation. Une autre étude d’Alosaimi et al [74] a décrit que sur 48 patients co-infectés, les
14 patients qui ont ét¢ admis en réanimation avaient statistiquement plus d’infections virales

que bactériennes (6 par le virus grippal HIN1, 3 par HAdV, 2 par des bactéries).

Notre étude comporte certaines limites. La période étudiée €tait courte (2 mois) et la chance de
détecter des co-infections entre le SARS-CoV-2 et un autre virus respiratoire €tait mince. De
plus, nous nous intéressons qu’a une seule région de France, et nos conclusions ne s’appliquent

ainsi peut-étre pas dans d’autres zones géographiques.
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La majorité des co-infections est survenue chez des adultes : nous n’avons eu qu’une seule co-
infection chez un enfant de 1 an (SARS-CoV-2 / HRV). 1l s’agissait d’un enfant prématuré né
a 26 semaines d’aménorrhées nécessitant depuis sa naissance une oxygénothérapie persistante
dans le cadre d’une dysplasie broncho-pulmonaire.

Or, les co-infections (surtout virales) sont trés fréquentes chez les enfants. L’étude de Mandelia
et al [75] a comparé les taux de co-infections entre les adultes et les enfants (5,8% 35%) et
parmi les plus fréquentes ont été retrouvées celles impliquant HRV et RSV.

A T'IHU, nous avons réalisé une étude sur la proportion d’enfants infectés par le SARS-CoV-2
entre le 27 février et le 14 mars 2020 [76]. Parmi 228 patients SARS-CoV-2 positifs sur
4766 (5.6%) nous avons comptabilisé 4% (10/228) et 8% (17/228) d’enfants respectivement de
moins de 10 et 15 ans. De plus, la charge virale ne différait pas significativement entre les
enfants de moins de 10 ans, les adolescents entre 10-18 ans et les adultes (24.9 + 4.3 ;
26.0 + 4.9 et 24.8 + 4.6 respectivement). Enfin, sur 9 enfants chez qui nous avons pu recueillir
des informations cliniques, 6 étaient asymptomatiques.

Une méta-analyse [77] réalisée sur 41,640 enfants de moins de 20 ans et 268,945 adultes semble
d’ailleurs confirmer cette tendance : les enfants auraient une sensibilit¢ diminuée au SARS-
CoV-2 comparativement aux adultes.

En ce qui concerne les co-infections SARS-CoV-2 et autres virus respiratoires dans les cohortes
pédiatriques, Li et al [78] ont retrouvé un taux de 7% (versus 25% avec le M. pneumoniae).
L’¢équipe de Karaaslan et al [79] a montré que sur 93 enfants positifs pour le SARS-CoV-2,
6 avaient des co-infections avec d’autres virus respiratoires (6.4%): 2 avec HRV, 2 avec HCoV-
NL63, 1 avec HAdV et un patient avec HRV/HAAV. Une €équipe italienne [80] a révélé que les
enfants co-infectés SARS-CoV-2/autres virus respiratoires étaient plus susceptibles d’étre

admis en réanimation.
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L’une des autres limites de notre étude est qu’elle a été réalisée au début de la pandémie et a
impliqué des virus génétiquement proches de la souche Wuhan-Hu-1 d’origine. Depuis, sont
apparus de nombreux variants SARS-CoV-2 dans le monde et en France, et nous avons observeé
une prédominance a partir de 1’été 2020 du variant Marseille-4 (20A.EU2 (Nextstrain clade
(https://clades.nextstrain.org/)) ou B.1.160 (Pangolin classification  (https://cov-
lineages.org/resources/pangolin.html) jusqu’en février 2020, suivi du variant alpha (Pangolin
lineage B.1.1.7) de février a juin 2021 et enfin plus récemment depuis le mois de juillet 2021
du variant delta (Pangolin lineage B.1.617.2).

Cette évolution de I’épidémie est a 1’origine de changements dans les présentations cliniques.
Par exemple, le variant Marseille-4 est plus fréquemment associé a des hypoxies et les patients
infectés présentent plus de fievre qu’avec les variants 20A ou Marseille-1 et ont plus de risque

d’étre hospitalisés [81,82].

Enfin, I’arrivée du SARS-CoV-2 a modifié la saisonnalité et I’épidémiologie des autres virus
respiratoires. En effet, a I'THU Méditerranée Infection, nous n’avons diagnostiqué que 2 cas de
grippe durant I’hiver 2020-2021 et le RSV est apparu en décalé comparé aux années précédentes
(avec un retard de 4 mois). Cette méme observation avait été rapporté lors de I’épidémie de
grippe HIN1 en 2009 avec un décalage temporel de I’apparition du RSV I’année suivante [83].
Les HRV, eux, ont continué¢ de circuler sur toute la période, semblant peu impactés par les
mesures barriére prises sur I’ensemble de la planete. Ces observation ont d’ailleurs aussi été

rapportées dans d’autres pays et dans des études préliminaires [84—87].

Plusieurs hypotheses peuvent alors étre émises sur le peu de co-infections virales rapportées
dans la littérature. D’abord ceci peut étre expliqué par les mesures barri¢res rentrées en vigueur
avec le confinement national le 17 mars 2020 et dans d’autres pays. Il se peut aussi qu’il y a

une « interférence virale » : soit le SARS-CoV-2 réduirait la réplication de la plupart des autres
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virus respiratoires, soit la réplication SARS-CoV-2 serait réduite par la présence d'autres virus

respiratoires.

Une équipe anglaise [88] a étudié a 1’aide de mode¢les cellulaires la cinétique de réplication du
SARS-CoV-2 en présence de HRV sur des cellules épithéliales bronchiques (HBECs) obtenues
grace a la technique de culture interface air-liquide (ALI). Afin de reproduire au mieux la
réalité, ils ont d’abord inoculé le SARS-CoV-2 puis 24h apres le HRV et vice versa. Dans les
deux cas, la cinétique du SARS-CoV-2 a ¢ét¢ modifiée. Pour la premiére condition, ils ont
observé une forte croissance du SARS-CoV-2 entre 24h et 48h post-infection virale puis une
forte diminution entre 48h et 96h. Pour la deuxiéme condition, la réplication du SARS-CoV-2
n’a pas conduit a une augmentation de la charge virale par rapport a 1’inoculum initial et les
charges virales ont rapidement diminué en 24h. Cette réduction rapide de la charge virale du
SARS-CoV-2 pourrait étre liée a une interaction indirecte négative avec le HRV qui
déclencherait une réponse interféron rendant la plupart des cellules non permissives au SARS-
CoV-2. Des mode¢les mathématiques établissent le méme lien suggérant que la réplication du

SARS-CoV-2 serait réduite par les autres virus respiratoires [89,90].
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E- PUBLICATIONS

a) Publication 1 : Co-infections with SARS-CoV-2 and other respiratory viruses in
Southeastern France : A matter of sampling time — J Med Virol 2020

DOI: 10.1002/jmv.26692
LETTER TO THE EDITOR
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Coinfections with SARS-CoV-2 and other respiratory viruses
in Southeastern France: A matter of sampling time

To the Editor,

We read with interest the article by Nowak et al." Coinfections with
several respiratory viruses are common worldwide and can represent
up to 42% of infections with non-SARS-CoV-2, endemic coronaviruses.”
However, the relative risk of coinfections is mainly based on the coin-
cidence of the seasonality of these viruses. Regarding SARS-CoV-2, its
codetection with other respiratory viruses has been reported with
frequencies that varied from less than 5%"°° to 27%.° Such variations
could be explained partially by differences in the incidence of viral re-
spiratory infections that varies considerably according to the study
period, the geographical area, and the age group. The frequency of these
coinfections and the viruses they involved deserve further studies at
multiple regional scales as this can have consequences on the diagnosis
strategies and the patients' clinical management.

At the University Hospital Institute Méditerranée Infection in
Marseille, Southeastern France, we implemented the SARS-CoV-2 di-
agnosis by reverse-transcription polymerase chain reaction (PCR)
since the end of January 2020. March 1 and
April 30, 2020, 38,633 patients from all four university hospitals of
Marseille were tested by PCR for SARS-CoV-2 and 4,975 (12.9%) re-

sulted positive (https://www.mediterranee-infection.com/covid-19/).

Between

During the same period of time, respiratory samples from 4,797 pa-
tients were tested for non-SARS-CoV-2 respiratory viruses and 28% of
the patients (n = 1,358) were positive for one or more tested viruses.

A total of 4,222 patients were tested during the 2-month period
for SARS-CoV-2 and other respiratory viruses as well. Among them,
643 (15.2%) were diagnosed with SARS-CoV-2, 1,095 (25.9%) were
diagnosed with one or more non-SARS-CoV-2 respiratory viruses,
and 27 (0.6% of the 4,222 patients and 4.2% of those SARS-CoV-2-
positive) were coinfected with SARS-CoV-2 and another respiratory
virus, mostly rhinoviruses (n = 11), endemic coronaviruses (n = 5), and
influenza A or B viruses (n=4) (Table 1).

Interestingly, the circulation of SARS-CoV-2 was low until mid-
March (85 cases between March 1 and March 18) and high from mid-
March until mid-April (558 cases between March 19 and April 15)
(Figure 1). Conversely, the circulation of other respiratory viruses
was high until mid-March (938 cases between March 1 and March
18) and very low thereafter (130 cases, including 57 cases in April).
The number of infections with non-SARS-CoV-2 respiratory viruses
dropped by 17.7 times, from 1,011 to 57, between March and April,
and the number of coinfections with SARS-CoV-2 and other re-
spiratory viruses consequently decreased by 3.5 times, from 21 to 6,

between these 2 months. Therefore, the chance to detect

coinfections with SARS-CoV-2 and another virus was small in Mar-
seille during the period of the study.

The 27 patients infected with SARS-CoV-2 and another re-
spiratory virus comprised 13 men (48.2%) and their mean age
(+standard deviation) was 59.6 + 23.8 years. Similar characteristics
were observed for patients studied by Nowak et al." who reported
44% of men and a mean age of =60 years among SARS-CoV-2-
positive patients positive for another respiratory virus. In our cohort,
patients positive for SARS-CoV-2 were significantly more likely to be
men (57.8%) and older (mean age of 61.3+20.1 years) compared to
patients infected with viruses other than SARS-CoV-2 (49.8% male
with a mean age of 29.2 + 27.7 years).

Our findings that involved the largest cohort of patients, to our
knowledge, tested for SARS-CoV-2 and other respiratory viruses
show that coinfections are possible, but their occurrence requires a
coincidence of their epidemic periods. This justifies using a syndromic
diagnostic strategy, primarily through the use of multiplex PCR as-
says, as we and others have implemented in clinical microbiology and
virology laboratories.” ? Nonetheless, the frequency of coinfections,
which make it difficult to estimate the clinical impact of each re-
spiratory virus, largely depends on the rate of coincidence of these
viruses. Since its emergence in December 2019, SARS-CoV-2 has
shown different incidence patterns according to the geographical
area and the time of sampling, and the overlap between its temporal
distribution and that of other respiratory viruses, therefore, varied
considerably. In the coming winter and spring seasons, it is a possi-
bility that epidemics of common respiratory viruses, including influ-
enza viruses, will overlap with epidemics of SARS-CoV-2, and
accurate and timely diagnosis will be important. Currently, the out-
come of the SARS-CoV-2 pandemic remains uncertain, but previous
findings warrant adding the detection of this new virus in syndromic
approaches on the assumption that this new coronavirus might cir-
culate in the future in a seasonal manner like the other respiratory
viruses, particularly like endemic human coronaviruses.
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TABLE 1 Epidemiological and virological features of SARS-CoV-2-negative and -positive patients coinfected with other respiratory viruses
using the FTD Respiratory pathogens 21 (Fast Track Diagnosis, Luxembourg), the Biofire FilmArray Respiratory panel 2 plus (Biomérieux,
Marcy-I'Etoile, France), the Respiratory Multi-Well System r-gene (Argene, BioMérieux), or the GeneXpert Xpert Flu/RSV (Cepheid, Sunnyvale,
CA) assays

(1) SARS-CoV-2- (3) SARS- (4) SARS-

negative but CoV-2- CoV-2-

positive for (2) SARS- positive positive

another CoV-2 without with

All patients respiratory virus positive coinfection  coinfection
Epidemiological features and viruses (N=1,711) (N=1,068) (N = 643) (N=616) (N=27) p Value® p Value® p Value®
Age, mean + standard deviation (years) 41.3+29.5 29.2+27.7 613+20.1 614200 59.6+238 <2x107'¢ <2x107'¢ 7103
Gender, n (%)
Male 904 (52.8%) 532 (49.8%) 372 (57.8%) 359 (58.3%) 13 (48.2%) .001251 .003 2967

Female 807 (47.2%) 536 (50.2%) 271 (42.2%) 257 (41.7%) 14 (51.8%)

Influenza viruses, n (%)

Influenza A virus 212 (12.4%) 210 (19.7%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Influenza B virus 235(13.7%) 233 (21.8%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Parainfluenza viruses, n (%)
Parainfluenza virus 1 3 (0.2%) 3 (0.3%) 0 (0%) - 0 (0%)
Parainfluenza virus 2 9 (0.5%) 8 (0.8%) 1 (0.2%) - 1 (3.7%)
Parainfluenza virus 3 8 (0.5%) 8 (0.8%) 0 (0%) - 0 (0%)
Parainfluenza virus 4 12 (0.7%) 10 (0.9%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Human endemic coronaviruses, n (%)
Coronavirus 229E 34 (2.0%) 33 (3.1%) 1(0.2%) - 1(3.7%)
Coronavirus OC43 44 (2.6%) 42 (3.9%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Coronavirus NL63 61 (3.6%) 61 (5.7%) 0 (0%) - 0 (0%)
Coronavirus HKU1 66 (3.9%) 64 (6.0%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Respiratory syncytial virus 22 (1.3%) 22 (2.1%) 0 (0%) - 0 (0%)
Bocavirus 67 (3.9%) 65 (6.1%) 2 (0.3%) - 2 (7.4%)
Adenovirus 85 (5.0%) 84 (7.9%) 1(0.2%) - 1 (3.7%)
Metapneumovirus 65 (3.8%) 64 (6.0%) 1 (0.2%) - 1 (3.7%)
Rhinovirus 335(19.6%) 324 (30.4%) 11 (1.7%) - 11 (40.7%)
Enterovirus 38 (2.2%) 36 (3.4%) 2 (0.3%) - 2 (7%)

Note: x2 or Fisher exact test were used to compare differences between proportions. Quantitative data means were compared using the one-way analysis
of variance or Student's test. Significant p values are in bold font.

@Comparison of SARS-CoV-2-negative (1) versus SARS-CoV-2-positive (2).

bComparison of SARS-CoV-2-negative (1) versus SARS-CoV-2 positive without coinfection (3) versus SARS-CoV-2 positive with co-infection (4).
“Comparison of SARS-CoV-2-positive without coinfection (3) versus SARS-CoV-2-positive with coinfection (4).
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Abstract

Previous reports have suggested that children are less affected than adults by SARS-CoV-2. We analyzed SARS-CoV-2 diag-
noses between February 27, 2020, and March 14, 2020, and mortality among positive patients in Marseille university hospitals.
Of 4050 tested individuals, 228 were positive. Deaths occurred in 2/99 documented cases (both > 85 year-old). Children were
majorly asymptomatic. Incidence increased by 7.4-fold between 1-5 and 4565 years then decreased. It was significantly lower
among 0—1 year- (0%) and 1-5 (1.1%) and 5-10 (3.6%)-year-old children than among subjects > 18 years (6.5%). Viral loads did
not differ between children and adults. Children may not contribute significantly to virus circulation.

Keywords SARS-CoV-2 - Covid-19 - Children - Transmission - Viral load

A new coronavirus, named SARS-CoV-2, has emerged in
humans since December 2019 in the region of Wuhan in
China [1]. In France, the first case was diagnosed on
January 24, 2020, and on March 14, 2020, the number of
confirmed cases was 3661, and the number of deaths was 79
[2]. As was the case previously in a dozen countries, the de-
cision was made on March 12, 2020, to close schools, and
universities, in order to limit the transmission of SARS-
CoV-2 across the French population.
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Among parameters associated with infectivity of respirato-
ry viral infections are duration of viral shedding and viral load
that are positively correlated with the transmission risk. In the
case of influenza virus infections, children are considered im-
portant drivers of transmission of the virus in the community
and were described as more infectious than adults [3, 4]. In
contrast, reports available from China have suggested that
children are less affected than adults by the SARS-CoV-2
[5, 6]. No study has focused on SARS-CoV-2 among children
in France. We describe here the number of infections and viral
load in children comparatively to those in adults for cases
tested in our French institution.

Viral RNA was extracted from nasopharyngeal secretions
collected with Virocult swabs (Medical Wire and Equipment
Company, Corsham, Wilts, England) using the EZ1 Virus
Mini Kit v2.0 on the EZ1 instrument (Qiagen, Courtaboeuf,
France) or the QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) on the QIAcube automated nucleic acid
purifier (Qiagen). Then, SARS-CoV-2 RNA was assessed
by a real-time reverse transcription (RT)-PCR system
targeting the envelope protein (E)-encoding gene with the
LightCycler Multiplex RNA Virus Master kit on a
LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), as previously described [7, 8]. Estimated detection
threshold was 200 copies/mL. An internal control phage was
used to ensure RNA extraction and PCR accuracies [7, §]. Ten
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swabs were weighed before and after collection of nasopha-
ryngeal secretions to be able reporting the number of RNA
copies/g of secretions. Mean weight was 220 +35 mg. Copy
number was calculated using a positive control synthetic RNA
corresponding to the PCR target region. Then, this number
was multiplied by 23 as volume used for viral RNA extraction
was 200 pL and total volume of swab fluid was 1 mL (factor =
5) and RNA copy number per swab was converted to that per
g (factor =4.5). We considered the time period starting from
the first SARS-CoV-2-positive diagnosis, during which we
had evidence that SARS-CoV-2 was present in our geograph-
ical region and may circulate. We analyzed the presence of
clinical symptoms and the mortality rate among SARS-CoV-
2-positive patients sampled in Marseille university hospitals
for whom this information was available. Statistical analyses
were performed with the OpenEpi online tool (https:/www.
openepi.com/Menuw/OE_Menu.htm).

Between the 27th of February when we began to have
positive tests until the 14th of March (17-day period), we
tested 4766 respiratory samples from 4050 patients for the
presence of SARS-CoV-2 RNA and found that 228 (5.6%)
were positive. Tests were performed for people with a broad
range of age as 15% of the 4050 subjects were < 10 years,
18% were < 15 years, and 18% were > 65 years (Fig. 1a). As
a comparison, 18% of the inhabitants of Marseille city and
Bouches-du-Rhone department counted in 2016 were <
15 years (https://www.insee.fi/fr/statistiques/2011101?geo=
COM-13055; https://www.insee.fr/fr/statistiques/2011101?
geo=DEP-13). Mean age (+ standard deviation) of these
4050 patients was 40+ 25 years. The proportion of children
was significantly lower among SARS-CoV-2-positive than -
negative subjects. Thus, 4% and 8% of positive subjects were
<10 and 15 years, respectively, whereas these proportions
were 15% and 19%, respectively, among negative subjects
[10 and 17/228 versus 578 and 735/3822 (p < 10> for both
age groups)] (Fig. 1b). In addition, the proportion of positive
subjects was significantly lower or showed a tendency to be
significantly lower among children whose age was comprised
between 0 and 1 years (0/110; 0%), 1-5 years (3/285; 1.1%),
and 5-10 years (7/194; 3.6%) than among subjects > 18 years
(208/3205; 6.5%) (p< 107, p< 107>, and p=0.074, respec-
tively) (Fig. 1c). Besides, among SARS-CoV-2-positive sub-
jects, viral loads did not differ significantly between children
or adolescents and adults. Indeed, mean cycle threshold (Ct)
value was 24.8 £4.6 overall and 24.9+4.3 in children <
10 years, 26.0 +4.9 among children and adolescents between
10 and 18 years, and 24.8 +4.6 among adults (Fig. 2a). We
further considered particularly the Ct values < 19, <23, and <
26 as we determined that they corresponded to viral loads > 10
billions, > 1 billion, and > 100 millions RNA copies/g of na-
sopharyngeal secretions. The proportion of Ct values < 19 was
0% (0/10), 0% (0/10) and 9% (19/208) for subjects < 10 years,
between 10 and 18 years, and > 18 years, respectively (Fig.
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2b). In addition, a tendency toward a significant difference
was found between the proportions of Ct values < 19 among
subjects < 18 years (0/20; 0%) and those between 45 and
55 years (6/43; 18%) (p =0.090). Finally, the proportions of
Ct values comprised between 19 and 26 did not differ signif-
icantly between children < 10 years (7/10; 70%), children and
adolescents between 10 and 18 years (4/10, 40%), and adults
(100/208; 48%).

We collected the presence of clinical symptoms among
children and determined the mortality rate among the 99
SARS-CoV-2-positive patients sampled in Marseille univer-
sity hospitals. Two (2.0%) of them died after being diagnosed
with Covid-19. They were 87 and 89 year-old and were ad-
mitted with severe acute respiratory syndrome (SARS), and
were out of 5 patients > 85 years. The three other patients >
85 years were symptomatic at admission: one presented
SARS, one pneumonia, and one upper respiratory tract infec-
tion. Among 9 children or adolescents with clinical documen-
tation, six were asymptomatic, one had cough and fever, one
had upper respiratory tract infection, and one had isolated
fever. No death was observed in subjects younger than
85 years in our series. Mean age + standard deviation for the
129 remaining patients was 47 =21 years (range, 1.4-89).

We report in the present work for the first time in France
based on the testing of 4050 patients and a series of 228
diagnosed SARS-CoV-2 infections that children and adoles-
cents represented a low proportion of these infections, were
majorly asymptomatic, and exhibited viral loads that did not
differ significantly at the time of diagnosis with those among
adults, and even tended to be lower. Regarding mortality, we
observed that 2/5 patients older than 85 years, both admitted
with SARS, died. Based on the first Chinese reports on the
epidemiology of SARS-CoV-2 infections, it early appeared
that these infections were uncommon in children [5, 6].
Thus, children < 10 years and aged of 10—19 years represented
1% each of 72,314 Covid-19 cases in a large study [5], and
few pediatric cases have been reported overall [6, 9].
Consequently, it was questioned if children may be less sus-
ceptible to Covid-19 [6]. In addition, infections in children
were found to be associated with milder clinical symptoms
and with faster recovery compared to those in adults
[10—12]. These epidemiological and clinical patterns are sim-
ilar to those previously described for SARS-CoV and MERS-
CoV infections [13—16]. Several series of childhood cases of
SARS-CoV-2 infections have been reported in China, but
overall, information are lacking on incidence relatively to that
among adults, and on viral loads in clinical samples. In the
largest study conducted to date, Dong et al. reported 731
laboratory-confirmed pediatric cases, among whom 94
(13%) were asymptomatic, 315 (43%) presented mild severity
of illness, 300 (41%) moderate severity, 18 (2%) were severe
cases, 3 (0.4%) needed intensive cares, and one (0.1%) 14-
year-old patient died [12]. Lu et al. reported 171 cases who
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represented 12% of 1391 children with known contact with
confirmed or suspected SARS-CoV-2 infections [17]. They
described confirmed family members in 77% of the cases,
and a milder clinical course in most children compared to
adults; one 10-month-old child with intussusceptions died.
In a study of 10 symptomatic pediatric cases, SARS-CoV-2
RNA was detected in nasopharyngeal/throat swabs for a mean
duration of 12 days (range, 622 days) after illness onset [9].
Household exposure was found in seven cases. In another
series that included 31 children whose age ranged between
1.5-17 years, 94% of the cases were in family clusters, and
39% were asymptomatic [18]. Liu et al. described that 1.6%
(n=6) of 366 hospitalized children with respiratory infections
were SARS-CoV-2 positive [19]. The age of these cases
ranged between 1 and 7 years. One of them was admitted to
an intensive care unit but all recovered. Wang et al. reported a
series of 37 SARS-CoV-2-positive children whose age ranged
between 7 months and 18 years [20]. Family cluster transmis-
sion was suspected in 87% of these cases. Seven cases were
asymptomatic and one was severe. Finally, 35% of 82 cases of
amedian age of 10 years from mainland China had an infected
family member [21]. Hence, overall, a majority of childhood
cases were part from familial clusters.

In summary, in contrast to flu, our findings confirm that
children represent a small proportion of SARS-CoV-2 cases
and do not have higher viral loads than adults, and may not be
a major reservoir or vector of infections. This is a proof of
concept that predictive models based on previously known
respiratory viral diseases are vain.
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PARTIE III : CONLUSION ET PERSPECTIVES

Avec le développement des techniques multiplex permettant de réaliser des approches
diagnostiques syndromiques, la recherche de co-infections respiratoires et notamment virales a
permis une prise en charge rapide et adaptée des patients. Méme si les mécanismes qui sous-
tendent ces associations virales sont souvent mal connus et peu caractérisés, il parait important
de continuer a les répertorier afin de mieux caractériser 1’épidémiologie et la sévérité des

infections virales respiratoires.
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Résumé

Depuis son apparition 8 Wuhan en Chine en décembre 2019, le nouveau coronavirus humain
nommé SARS-CoV-2 a été responsable d’une pandémie mondiale avec plus de 200 millions de
cas et de 4,6 millions de déceés. A I'lHU Méditerranée Infection a Marseille, nous avons
commencé le dépistage de I’infection par RT-PCR a la fin du mois de janvier 2020 et nous
avons inscrit ce dépistage dans une approche syndromique respiratoire plus globale avec des
PCR multiplex afin de permettre a la fois le diagnostic du SARS-CoV-2 et des autres virus
respiratoires. Ainsi, entre le 1" mars et le 30 avril 2020 nous avons testé¢ par RT-PCR 4222
patients pour I’infection par le SARS-CoV-2 et les autres virus respiratoires. Un total de 643
patients ont été positifs uniquement pour le SARS-CoV-2 (15,2%), 1068 patients ont été positifs
pour un virus autre que le SARS-CoV-2 (25,3%) et 27 patients ont été co-infectés SARS-CoV-
2 / autre(s) virus respiratoire(s) (4,2%). Nous avons retrouvé parmi les co-infections surtout des
rhinovirus, des coronavirus humains saisonniers et des virus grippaux. Les 27 patients
comprenaient 13 hommes pour 14 femmes avec une moyenne d’age (+ écart-type) de 59,6 +
23,8 ans. Les charges virales au diagnostic pour les patients co-infectés étaient plus élevées
pour le SARS-CoV-2 et sur la durée de I’étude un patient a ét¢ admis en réanimation et un autre
est décédé. Le taux de co-infection était plus €élevé chez les patients SARS-CoV-2 négatifs
(45%) avec une majorité de rhinovirus.

Dans la littérature, de nombreuses études rapportent des séries de patients co-infectés par le
SARS-CoV-2 et un ou plusieurs autres virus respiratoires mais ces taux sont considérablement
variables, allant de 0,3% a plus de 30%. Le taux de ces co-infections s’avere li¢ a la coincidence
de ces différents virus respiratoires. Méme si les mécanismes associés a ces co-infections virales
respiratoires sont assez mal connus et caractérisés il parait important de les inclure dans une

démarche diagnostique syndromique afin d’adapter au mieux la prise en charge des patients.

Mots-clés : SARS-CoV-2, Covid-19, France, Marseille, coinfections, virus respiratoires.
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