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Messages clés :

e La surveillance mondiale des séquences génétiques du SARS-CoV-2 et des métadonnées associées est une
composante importante de la riposte a la pandémie de COVID-19, permettant notamment de suivre la
propagation géographique du SARS-CoV-2 au cours du temps et de détecter et évaluer rapidement les mutations
susceptibles d’influer sur la pathogénicité et la transmission du virus, ainsi que sur les contre-mesures a adopter
(vaccins, traitements, diagnostic).

e Le colt et la complexité du séquengage génétique ont considérablement diminué avec le temps, mais la mise en
ceuvre de programmes efficaces de séquencage exige encore des investissements substantiels en termes de
personnel, d’équipements, de réactifs et d’infrastructures bioinformatiques. En outre, une collaboration solide
est nécessaire pour vérifier que les données produites sont de bonne qualité et sont utilisées de maniére pertinente.

e Les pays sont encouragés a enregistrer rapidement les séquences du SARS-CoV-2 dans une base de données
publique pour qu’elles puissent étre partagées avec la communauté scientifique a des fins de santé publique. Les
investissements consacrés a la mise en place d’un réseau mondial a plusieurs niveaux pour le séquengage du
SARS-CoV-2 contribueront au développement de programmes de séquengage mondiaux robustes et de qualité
qui permettront de détecter et d’endiguer d’autres agents pathogénes a potentiel épidémique a I’avenir.

Contexte

Au cours de la derni¢re décennie, les données de séquengage génétique des agents pathogénes ont gagné en
importance et contribuent désormais de fagon déterminante a la détection et a la maitrise des flambées de maladies
infectieuses, en facilitant la mise au point de produits de diagnostic, de médicaments et de vaccins et en guidant les
activités de riposte aux flambées (7/-711). L’émergence du nouveau coronavirus, par la suite désigné « coronavirus 2
du syndrome respiratoire aigu sévére » (SARS-CoV-2), a encore accentué 1I’importance des données de séquencage
génétique. Plus de 280 000 séquences du génome complet ont été partagées dans des bases de données accessibles
au public au cours de I’année qui a suivi I’identification initiale du SARS-CoV-2 (12). L’analyse de ces données en
temps quasi réel a eu une incidence directe sur la riposte de santé publique (72-16). Les objectifs de santé publique
du séquengage génomique du SARS-CoV-2 sont présentés dans le Tableau 1.

Le role que peuvent jouer les informations de séquengage pour améliorer la santé publique est de mieux en mieux
reconnu, ce qui a conduit a des investissements dans les infrastructures et programmes de séquengage a 1’échelle
mondiale. La production des données de séquengage génétique est devenue moins coliteuse et moins complexe,
permettant une expansion des capacités de séquencage ; toutefois, la mise en ceuvre a grande échelle se heurte encore
a des difficultés, et les capacités et les données de séquencage ne sont pas réparties de maniére uniforme dans le
monde : on constate une surreprésentation des données de séquencage génétique du SARS-CoV-2 issues des pays a
revenu élevé.
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Tableau 1. Objectifs de santé publique du séquencage génomique du SARS-CoV-2

Activités exigeant un effort limité qui, une fois
réalisées, peuvent ne nécessiter aucun
séquencage ou uniquement un séquengage
occasionnel a des fins de suivi

Activités qui nécessitent des efforts durables de séquencage sur une plus longue période

- Identification du SARS-CoV-2 comme agent
étiologique de la maladie.

- Mise au point de produits de diagnostic du
SARS-CoV-2.

- Contribution a la mise au point de traitements et
de vaccins.

- Enquétes sur la date d’introduction chez
I’homme et sur I’origine du SARS-CoV-2 (en
cours).

- Réinfection :

e Evaluer et mieux comprendre ce
phénomene.

e  Auniveau individuel, distinguer une
infection prolongée d’une réinfection.

Evolution du SARS-CoV-2 et impact

sur les aspects suivants :

- Changement du comportement viral
(changement phénotypique),
notamment transmissibilité ou
pathogénicité ;

- Immunité (induite par la vaccination ou
par une infection naturelle) ;

- Diagnostic (tests moléculaires,
sérologiques, antigéniques) ;

- Interventions thérapeutiques (p. ex.
anticorps monoclonaux).

Surveillance de la circulation et de I’activité du
virus :

- FEtude de la propagation géographique et des
réintroductions entre populations.

- Investigation des flambées dans des milieux ou des
groupes de population particuliers (p. ex. en milieu
hospitalier).

- Suivi des réintroductions zoonotiques des deux
cotés de la barriére des especes.

- Surveillance des eaux usées et de 1’environnement.

- Soutien a la surveillance traditionnelle grace a la
quantification de la période de transmission,
I’évaluation des facteurs de transmission et
I’estimation des niveaux de transmission dans la

population.

Objet du présent document

Le présent document fournit des orientations destinées aux décideurs nationaux et autres parties prenantes sur les
moyens a déployer a court terme et a long terme pour tirer le meilleur parti des avantages qu’offrent les activités de
séquencage génomique du SARS-CoV-2 pour la santé publique, alors méme que la pandémie se poursuit. Il aborde
les considérations pratiques relatives a la mise en ceuvre d’un programme de séquengage génomique viral et fournit
un apergu des objectifs de santé publique du séquencgage génomique. Ces orientations sont axées sur le SARS-CoV-
2, mais sont applicables a d’autres agents pathogénes présentant un danger pour la santé publique. 11 est recommandé
aux pays qui souhaitent se doter de capacités de séquengage du SARS-CoV-2 de le faire dans le cadre d’un plan plus
large de renforcement des capacités de détection et de surveillance d’autres agents pathogénes préoccupants pour la
santé publique.

Autres documents d’orientation de ’OMS

En collaboration avec des experts du séquengage du monde entier, I’OMS a élaboré un guide de mise en ceuvre (en
anglais), intitulé Genomic sequencing of SARS-CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on public
health. Ce guide, qui fournit des informations plus complétes sur le séquencage du SARS-CoV-2, est destiné aux
personnes qui sont activement impliquées dans la mise en ceuvre de programmes de séquencage (/7). Il examine en
deétail les différentes utilisations du séquencage et donne des conseils techniques sur le séquencage des agents
pathogénes dans le contexte du SARS-CoV-2. Outre la lecture de ces documents et d’autres publications, il est
recommandé aux laboratoires dont 1’expérience du séquencage est limitée de chercher activement a collaborer avec
des laboratoires expérimentés et/ou d’intégrer ou de former des réseaux de laboratoires dotés d’une expertise en
matiére de séquencage.

1. Présentation générale du SARS-CoV-2

Le SARS-CoV-2 est classé dans le genre Betacoronavirus (sous-genre Sarbecovirus) de la famille des Coronaviridae
(18). 11 s’agit d’un virus enveloppé dont le génome est constitué d’un acide ribonucléique (ARN) simple brin de
polarité positive, d’une longueur d’environ 30 kb (79). Le séquencage génétique permet la lecture des génomes
viraux. Etant donné que chaque agent pathogéne posséde une séquence génomique unique, cette méthode peut étre
utilisée pour identifier de nouveaux agents pathogénes (comme dans le cas du SARS-CoV-2) (20). Le génome du
SARS-CoV-2 code pour des protéines non structurales, quatre protéines structurales (spicule ou « spike » (S),
enveloppe (E), membrane (M), nucléocapside (N)) et plusieurs protéines accessoires putatives (2/—23). Pour que le
SARS-CoV-2 puisse pénétrer dans la cellule hote, il faut que sa protéine S se fixe sur le récepteur de I’enzyme de
conversion de 1’angiotensine 2 (ACE-2) de la cellule hote (24-27). La protéine S du SARS-CoV-2, en particulier le
domaine de liaison au récepteur (RBD), est une cible déterminante de la réponse immunitaire, qu’elle soit naturelle
ou induite par la vaccination (28-32). Par conséquent, toute diversification du gene codant pour la protéine S pourrait
avoir un impact sur 1’efficacité des vaccins, I’immunité naturelle et les traitements a base d’anticorps (monoclonaux)

(33).


https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/338480/9789240018440-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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Lorsque les virus se répliquent, en particulier les virus 8 ARN comme le SARS-CoV-2, des modifications (mutations)
se produisent dans le génome. Si une mutation acquise n’est pas désavantageuse en termes d’évolution, elle peut
s’introduire durablement dans les populations de SARS-CoV-2. Le taux de mutation évolutive du SARS-CoV-2 est
actuellement estimé a 1x107 substitution nucléotidique par site par an (34). Cela équivaut a environ une substitution
toutes les deux semaines dans le génome (35). Ce taux d’évolution relativement faible limite la résolution temporelle
des événements de transmission individuels (35). L’étude de 1’évolution du SARS-CoV-2 et I’identification rapide
des substitutions, insertions ou délétions susceptibles d’avoir une incidence sur les propriétés du virus (changement
phénotypique) jouent un role important dans la surveillance de 1’épidémie. Ces travaux permettent de tirer des
enseignements utiles, en particulier de détecter les mutations associées a une modification de la transmissibilité et/ou
de la pathogénicité du virus, ainsi que les mutations susceptibles de réduire 1’utilité des contre-mesures médicales
(diagnostic, vaccins et traitements). L’étude des mutations virales dans le temps et dans I’espace peut ¢galement
aider a suivre la propagation de 1’agent pathogene et & mieux comprendre les voies de transmission potentielles et la
dynamique de la transmission. Les analyses phylogénétiques permettent de reconstituer la chronologie de 1’évolution
des agents pathogenes. Les analyses phylogénétiques et phylodynamiques (étude de I’influence exercée par les
processus ¢pidémiologiques et évolutifs sur la phylogénie des virus) fournissent des informations exhaustives qui
peuvent étre précieuses dans la riposte aux flambées.

2. Mise en place d’une approche optimale de séquencage du SARS-CoV-2 dans le contexte local

2.1 Etablissement des priorités parmi les objectifs et approches de séquencage selon le contexte

Bien que le colit du séquencage génétique ait considérablement baissé au cours des derniéres décennies, il nécessite
encore un investissement substantiel en termes de ressources (financiéres, infrastructurelles et humaines). Avant de
lancer un projet de séquengage, la premiére étape essentielle consiste a déterminer si le séquengage est réellement
utile pour atteindre un objectif spécifique ou s’il existe d’autres approches plus efficaces en termes de temps ou de
coat. Pour prendre cette décision, on pourra examiner si le séquengage des virus est suffisant a lui seul pour atteindre
I’objectif fixé ou s’il s’agit d’une composante a intégrer dans une approche multidisciplinaire plus large. Lorsque
des analystes des données génomiques sont inclus dans les équipes d’investigation et de riposte de santé publique,
les activités épidémiologiques sont susceptibles d’avoir un impact immédiat plus important que lorsque 1’analyse
génomique des virus est effectuée en tant qu’activité distincte ou secondaire.

Lorsque les ressources disponibles pour le séquengage sont limitées, il peut étre nécessaire de restreindre les objectifs
du programme de séquengage aux activités présentant un fort potentiel clinique et/ou de santé publique et pouvant
étre menées durablement. Dans ce cas, le séquencage du SARS-CoV-2 pourra étre effectué en priorité : i) chez les
personnes qui ont été vaccinées contre le SARS-CoV-2 mais qui sont ensuite infectées par le virus malgré une
réponse immunitaire adéquate au vaccin ; ii) dans les milieux a risque, notamment ceux caractérisés par des contacts
étroits entre I’homme et ’animal avec un grand nombre d’animaux sensibles a I’infection a8 SARS-CoV-2, ou en
présence de patients immunodéprimés présentant une excrétion virale prolongée, en particulier lorsqu’ils regoivent
un traitement a base d’anticorps contre le SARS-CoV-2 ; iii) lorsqu’on observe une augmentation ou une évolution
inattendues de la transmissibilité et/ou de la virulence du SARS-CoV-2 ; iv) lorsqu’on soupgonne un changement de
la performance des méthodes de diagnostic (tests sérologiques, antigéniques, moléculaires) ou des traitements ; et v)
lors d’enquétes sur des groupes de cas dans la mesure ou le séquencage permet de mieux comprendre les événements
de transmission et/ou d’évaluer I’efficacité des mesures de Iutte contre 1’infection.

La Figure 1 donne un apercu des principaux piliers nécessaires au séquengage. Si les capacités requises sont
inexistantes ou limitées dans I’ensemble des trois piliers, des partenariats devront vraisemblablement étre établis
avec d’autres groupes afin d’atteindre les objectifs de séquencage. A I’inverse, si un laboratoire posséde des capacités
et des ressources suffisantes dans un ou plusieurs piliers, il pourra envisager d’appuyer d’autres partenaires dont les
programmes de séquencage sont encore en phase de démarrage. Les besoins peuvent varier au cours des différentes
phases d’une flambée, ce qui peut obliger les laboratoires a changer de stratégie.
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Capacités et Capacités de Séquengage  Analyse des données
moyens diagnostic physique de séquencage

Collaborer avec des

Non partenaires pour bénéficier
d'un appui et renforcer

les capacités

Limitées 7
Déterminer si les besoins
minimums peuvent étre
Oui, mais satisfaits ou si un appui
surchargées extérieur est préférable
. Effectuer le
Oui, séquencage
suffisantes pour atteindre les

objectifs fixes

Effectuer le
séquengage pour
atteindre les objectifs
fixés et aider d'autres
laboratoires si possible

Figure 1. Détermination des capacités requises dans différents piliers afin de choisir la meilleure approche
pour la mise en place d’un programme de séquencage

Qui, suffisantes
pour fournir un soutien
a d'autres laboratoires

2.2 Investissement dans des capacités mondiales durables de séquencage pour le SARS-CoV-2 et pour d’autres
agents pathogénes (émergents/réémergents) préoccupants pour la santé publique

Les réseaux de laboratoires a plusieurs niveaux de I’OMS ont fait leurs preuves et favorisent la collaboration
mondiale tout en permettant une adaptation régionale pour répondre a des besoins nationaux et régionaux spécifiques
(36-39). La mise en place d’un réseau de séquengage mondial solide et résilient peut maximiser I’impact du
séquencage sur la santé publique, tant pour le SARS-CoV-2 que pour d’autres agents pathogenes
émergents/réémergents. Actuellement, les laboratoires de référence de I’OMS qui réalisent les tests de confirmation
de la COVID-19 répondent a certains de ces besoins de séquencage et d’analyse (40). Plusieurs régions comptent
des établissements qui sont dotés de capacités de séquencage ou qui sont en train de les acquérir, de sorte qu’ils
pourront se joindre au réseau mondial de laboratoires/groupes de séquengage. Afin de déterminer la contribution
potentielle des laboratoires du réseau, une estimation mondiale des capacités peut étre effectuée pour chacun des
piliers indiqués dans la Figure 1. Divers réseaux de laboratoires dont le travail est axé sur des agents pathogénes
particuliers (par exemple, laboratoires spécialisés dans la résistance aux antimicrobiens, le MERS-CoV, la grippe, la
rougeole, la rubéole, les poliovirus et la tuberculose) ont procédé a des investissements pour se doter de moyens de
séquencage dans le cadre de leurs activités de surveillance (8, 9, 41-43). Etant donné que le séquengage reste cotiteux
et que de nombreuses composantes de ce domaine d’activité peuvent étre utiles pour différents agents pathogénes ou
objectifs de séquencage, une collaboration nationale est recommandée afin de garantir une utilisation optimale des
capacités existantes. Les programmes de renforcement des capacités devraient se concentrer sur une approche
progressive d’acquisition des compétences et se fixer des priorités adaptées au contexte local. Pour certains pays, il
sera judicieux de renforcer les capacités des laboratoires humides, tandis que dans d’autres, un impact plus important
sera obtenu en externalisant le séquencage proprement dit et en mettant I’accent sur la bioinformatique ou la gestion
et ’interprétation des données. Le partage des données, 1’utilisation de protocoles standardisés de séquengage,
I’organisation de réunions et de formations conjointes, d’audits et de tests d’aptitude (séquengage et analyse) et
I’¢élaboration de normes de référence pour I’évaluation de différentes procédures permettront une collaboration
efficace et contribueront au développement de programmes de séquengage de qualité, non seulement pour le SARS-
CoV-2 mais aussi pour détecter et combattre de futurs agents pathogénes émergents. Lorsque des échantillons sont
¢changés au sein d’un réseau, des mécanismes appropriés doivent également &tre établis pour que les échantillons
soient expédiés dans des conditions adéquates.
-4-
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3. Considérations pratiques pour la mise en ceuvre d’'un programme de séquengage génomique
viral

Nous donnons ici un aper¢u général des conditions techniques requises pour 1’établissement d’un programme de
séquencage. Des informations plus détaillées sur le séquengage du SARS-CoV-2 sont fournies dans le guide complet
de mise en ceuvre du séquengage du SARS-CoV-2 (17).

3.1 Considérations pratiques pour I’élaboration d’un programme de séquencage du SARS-CoV-2

Le plan de travail sera congu en fonction des objectifs fixés pour le séquengage (Tableau 1). Les principales questions
a aborder pour faciliter ce processus figurent a I’annexe 1. L’annexe II contient une liste de contréle recensant les
¢léments a prendre en considération pour la planification d’un programme de séquencage du SARS-CoV-2. La
Figure 2 illustre le plan de travail pour le séquencage du génome complet du SARS-CoV-2. Tout le personnel
participant & un programme de séquengage doit recevoir une formation et des instructions appropriées pour pouvoir
s’acquitter des taches requises. Les principales parties prenantes doivent étre identifiées, consultées et impliquées a
un stade précoce. Les parties prenantes a associer a 1’¢laboration des programmes de séquencage sont notamment les
organismes de santé publique, les laboratoires de diagnostic, les centres de séquengage, les groupes d’analyse et,
selon le contexte, les équipes de lutte anti-infectieuse ou les services de santé au travail, les groupes de défense des
patients et d’autres institutions ceuvrant dans la recherche sur I’interface homme-animal, le cas échéant. Des canaux
et des voies de communication conformes aux objectifs du programme devraient étre établis et maintenus tout au
long du projet afin de tirer le meilleur parti possible des données de séquencage. Il est essentiel d’évaluer
réguliérement les progrés accomplis et de procéder a une évaluation finale du projet pour en tirer des enseignements
et apporter des améliorations si nécessaire. Pour atteindre ses objectifs, tout programme de séquencage portant sur
des pathogénes émergents doit s’appuyer sur la participation d’experts dans les différents domaines suivants : 1)
séquengage en laboratoire humide et manipulation sire des échantillons viraux ; ii) détermination exacte des
génomes a partir de données brutes ; iii) analyse des génomes pour produire des résultats significatifs qui seront
utiles pour les activités de riposte aux flambées ; et iv) agents pathogeénes. La plupart des experts n’auront des
compétences que dans un ou deux de ces domaines. Dans les domaines ii) et iii), des moyens informatiques puissants
sont nécessaires pour obtenir des résultats rapides. La collaboration entre des experts aux compétences différentes et
la mise en commun des ressources sont donc souvent indispensables pour générer des résultats rapides, fiables et
efficaces susceptibles d’avoir un impact réel sur la santé publique.

Prélévement Préparation Séquencage Analyse Gestion/partage Interprétation Mesures de
des échantillons " des échantillons " quencag . bioinformatique " desdonnées des données "| santé publique

Intervenants dans la riposte
al'épidémie de COVID-19

Figure 2. Plan de travail pour le séquencage du génome complet du SARS-CoV-2. Il convient de noter que la
mise en ceuvre réussie de ce plan de travail exige une communication bilatérale entre les experts participant
a différentes étapes du processus ; par exemple, dans I’idéal, ceux qui interprétent les données devraient étre
en contact direct avec ceux qui sont chargés de la sélection et de la préparation des échantillons pour
discuter des échantillons a choisir.

3.2 Considérations éthiques

I1 est important d’examiner les questions d’ordre éthique lors de la conception d’un programme de séquengage. Il
convient d’identifier les risques potentiels de préjudice social pour les participants aux études et de définir des
stratégies d’atténuation de ces risques. Toute étude proposée doit faire 1’objet d’une évaluation et d’une approbation
par un comité d’examen éthique, en tenant compte des aspects suivants : intérét social, validité scientifique, sélection
des participants, rapport risque-bénéfice, consentement éclairé et respect systématique des participants (44-46).

-5-
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Lorsque les chercheurs ne disposent pas de 1’expérience requise pour identifier les problémes éthiques pouvant se
poser dans le cadre du séquengage d’agents pathogenes a potentiel épidémique comme le SARS-CoV-2, il est
fortement recommandé de recourir a la collaboration internationale et a des consultations afin de mobiliser cette
expertise (44). On veillera a ce que la collaboration internationale entre les chercheurs repose sur des partenariats de
recherche participative équitables et mutuellement bénéfiques. Il convient d’encourager les chercheurs locaux a jouer
un réle actif de premier plan tout au long de la recherche, car ils sont mieux a méme de comprendre les systémes
locaux de santé et de recherche et de veiller a la transposition des résultats en politiques (44, 45). Les considérations
éthiques relatives au partage des séquences génomiques et des métadonnées sont abordées au point 3.7.

3.3 Considérations relatives a la stratégie d’échantillonnage et a la préparation des échantillons

Une fois les objectifs identifiés, une stratégie d’échantillonnage appropriée doit étre élaborée avec les partenaires
concernés. Des informations détaillées sur 1’échantillonnage sont fournies dans le guide de mise en ceuvre du
séquencage du SARS-CoV-2 (17). Dans I’idéal, les considérations ayant motivé le choix des échantillons a séquencer
devraient étre enregistrées dans les métadonnées, car 1’inclusion de sous-ensembles d’échantillons non aléatoires
peut avoir une incidence sur la fiabilité de certaines analyses génétiques, notamment les analyses phylogénétiques et
phylodynamiques. Des conseils pratiques sur le prélévement des échantillons cliniques sont donnés dans le document
d’orientation sur les tests diagnostiques pour le dépistage du SRAS-CoV-2 (47). Avant le séquencage, il est
recommandé d’enrichir I’échantillon en matériel génétique du SARS-CoV-2 par rapport a d’autres matériels
génétiques. Lors de cette étape, il faut veiller a ne pas contaminer 1’échantillon (77, 48, 49). Les approches fondées
sur la PCR, telles que celle congue par le réseau ARTIC, sont un moyen peu cotiteux, rapide et pratique d’accroitre
la quantité de matériel génétique viral disponible dans un échantillon avant le séquengage (57-53). Pour obtenir des
détails techniques supplémentaires et comprendre comment choisir la méthode optimale selon le contexte, consulter
le guide de mise en ceuvre du séquencage du SARS-CoV-2 (17). Apres I’étape initiale de préparation et
d’enrichissement des échantillons en matériel génétique du SARS-CoV-2, les bibliothéques peuvent généralement
étre préparées a I’aide des protocoles de séquencage standard applicables a tous les virus.

3.4 Considérations relatives aux laboratoires

Parmi les stratégies de séquencage du SARS-CoV-2 figurent des approches ciblées qui reposent sur la connaissance
du génome, ainsi que des approches métagénomiques qui n’exigent pas de connaissance préalable de la séquence
génomique (54, 55). L’annexe III résume les principaux avantages et inconvénients de chacune des techniques
courantes de séquencage. Avant d’investir dans des moyens de séquencage, il convient de tenir compte des exigences
des différentes techniques dans les domaines suivants: ressources humaines, compétences du personnel,
infrastructures de laboratoire, temps d’exécution, cofits, facilité d’utilisation, traitement ultérieur des données, débit
(rythme de production des données) et degré d’exactitude du séquengage. Le nombre d’échantillons a analyser
dépendra de I’objectif de séquengage. Lors du calcul des cofts, il faut tenir compte non seulement de 1’achat de
I’équipement de séquencage, mais €galement des cofits récurrents liés a I’approvisionnement en réactifs, a I’entretien
et aux contrats de service. Les colits ne sont pas abordés dans les présentes orientations, mais sont traités en détail
dans le document (8). Une infrastructure de base doit étre mise en place pour permettre un séquencage de qualité :
connexion Internet et alimentation électrique fiables, espace de travail approprié (par exemple, sans vibrations ni
poussiére, avec un enregistrement et une régulation de la température et de I’humidité nécessaires pour certaines
plateformes) et stockage consigné des échantillons. Des mesures adaptées de sécurité et de stireté biologiques doivent
&tre mises en ceuvre. L’estimation des cotits et I’évaluation des besoins pour la mise en place d’une infrastructure de
base permettront de décider s’il est préférable d’effectuer le séquencage sur place ou de I’externaliser. La technologie
est en évolution constante et il faut donc s’attendre a ce que certaines méthodes deviennent obsolétes et a ce que les
fabricants changent leurs appareils et/ou réactifs. Avant de procéder a de lourds investissements, il est recommandé
de déterminer pendant combien de temps le fabricant s’engagera a fournir les réactifs et a assurer la maintenance et
le dépannage des plateformes sélectionnées. Lors de la planification du programme, il convient également de tenir
compte de la disponibilité des réactifs auxiliaires et équipements supplémentaires nécessaires au séquengage (par
exemple, méthodes d’extraction [automatisées ou manuelles], instruments de quantification du matériel génétique,
instruments d’amplification et d’incubation, purification des échantillons et stockage des échantillons et des réactifs).
Les laboratoires pratiquant le séquengage génomique doivent avoir la capacité d’effectuer une PCR de qualité du
SARS-CoV-2, confirmée par des évaluations internes et externes d’assurance de la qualité. En outre, des indicateurs
de qualité doivent étre établis et mesurés pour chaque étape du processus.
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3.5 Consideérations relatives a la bioinformatique et aux moyens informatiques

Les besoins en matériel informatique différent selon I’approche adoptée (pour plus de détails, consulter le guide de
mise en ceuvre (17)). Le volume de données brutes produites dépend de la méthode de séquencage (voir annexe I1I)
et du nombre d’échantillons séquencés (56). La puissance de calcul requise pour I’analyse des données varie
également selon 1’objectif du séquencage et la méthode utilisée. Par exemple, I’analyse phylogénétique et
I’alignement du génome peuvent nécessiter une puissance de calcul élevée, en particulier lorsque les ensembles de
données sont volumineux. Les colits de I’architecture informatique requise pour stocker et traiter ces données doivent
tre pris en compte lors de 1’élaboration d’un pipeline de séquengage. Le pipeline bioinformatique dépendra des
étapes de préséquengage en laboratoire, de la plateforme de séquengage et des réactifs utilisés. Pour une description
détaillée des pipelines bioinformatiques, consulter le guide de mise en ceuvre (17).

3.6 Considérations relatives a la désignation et a la nomenclature du virus

Aucune nomenclature uniforme n’a encore été établie pour le SARS-CoV-2. En I’absence de nomenclature uniforme
convenue, trois grandes stratégies de nomenclature sont généralement employées. Des lignées ou clades peuvent étre
définis en se fondant sur les virus qui ont un ancétre commun, tel que déterminé par une analyse phylogénétique. La
GISAID et Nextstrain visent tous deux a établir une classification générale des divers virus circulant dans le monde
par la désignation de différents clades phylogénétiques. Rambaut et al. ont proposé une nomenclature dynamique
des lignées du SARS-CoV-2, qui se concentre sur les lignées de virus caractérisées par une circulation active et une
propagation géographique (57). Il existe des logiciels qui permettent d’attribuer automatiquement les nouvelles
séquences a une lignée et/ou a un clade (58-60). Face a la diversité croissante des génomes du SARS-CoV-2, il
devient urgent d’établir une nomenclature uniforme (57, 61, 62). Tant qu’il n’existe pas de nomenclature uniforme,
la meilleure approche consiste a recenser les lignées et/ou clades particuliers selon les trois systémes couramment
employés, ou au minimum d’indiquer explicitement quelle nomenclature est utilisée.

3.7 Partage des séquences génomiques et des métadonnées

Le partage rapide des données de séquengage génétique des agents pathogénes, ainsi que des métadonnées
¢épidémiologiques et cliniques anonymisées pertinentes, permet de maximiser I’impact du séquencage génomique
dans le cadre des interventions de santé publique (63-65). Le vaste partage des séquences du SARS-CoV-2, des
protocoles de diagnostic, des protocoles de séquencage et des échantillons a largement contribué a la mise en place
de capacités de diagnostic moléculaire a [’échelle mondiale (66-68). 1l convient que la communauté
scientifique/médicale continue de renforcer la collaboration mondiale et le partage en temps utile des données dans
le cadre de la pandémie actuelle de SARS-CoV-2 et d’autres flambées futures de maladies émergentes. Les données
sur les séquences génomiques du SARS-CoV-2 peuvent étre partagées selon deux modalités distinctes : le « domaine
public » et « I’accés public » (69). Les bases de données relevant du domaine public fournissent un acces aux données
sans exiger d’identification de la part des personnes qui consultent et utilisent ces données. C’est notamment le cas
de la base INSDC, exploitée par la DDBJ, ’EMBL-EBI et le NCBI. Dans les bases de données a accés public, telles
que GISAID, les utilisateurs doivent s’identifier pour garantir une utilisation transparente des données, permettre
une surveillance efficace, protéger les droits des contributeurs de données, promouvoir au mieux la collaboration
avec les fournisseurs de données et reconnaitre leur contribution dans les résultats publiés. Les exemples fournis sont
gratuits et accessibles au public. Lors de 1’élaboration d’un projet de séquencage d’un agent pathogéne, il est
impératif de déterminer laquelle de ces deux modalités est la plus appropriée et si d’autres méthodes d’acces et de
partage des données de séquengage génétique sont nécessaires (44). Pour garantir un partage durable des données
génétiques, il est essentiel que les personnes responsables du prélévement des échantillons cliniques et de la
production des séquences génomiques virales soient diment reconnues. Les sources de données doivent
systématiquement étre mentionnées lorsque des données accessibles au public sont utilisées, et les publications et
articles de préimpression correspondants doivent étre cités lorsqu’ils sont disponibles.

Les données sur les séquences, y compris les séquences consensus, les séquences consensus partielles et les données
de séquengage brutes, peuvent étre partagées sous de multiples formes, constituant dans tous les cas un apport utile.
Il convient d’évaluer soigneusement la qualité des données de séquengage, et notamment de vérifier 1’absence de
toute contamination par les amplicons produits par PCR, avant de procéder au partage. Si une erreur est identifi¢e et
corrigée, le laboratoire devra contacter la plateforme concernée afin de mettre a jour les séquences partielles
précédemment transmises. Il est important de partager les lectures brutes de séquencage du virus (c’est-a-dire tous
les fragments individuels séquencés d’un génome viral avant le regroupement en un génome consensus unique) car
cela permet une comparaison directe de 1’effet des différentes approches bioinformatiques utilisées pour la génération
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d’un génome consensus et facilite la correction des erreurs si nécessaire. Compte tenu du large volume de données
des bibliotheéques séquencées, le partage des données de lecture peut étre plus difficile dans les endroits ou la vitesse
de téléchargement sur Internet est limitée ou la connexion est intermittente. Toutes les données partagées doivent
protéger I’anonymat des patients. A cet effet, les données brutes contenant des lectures humaines doivent étre filtrées
pour ne retenir que les données de séquengage non humaines (c’est-a-dire virales) avant d’étre partagées (43). Le
partage de certaines métadonnées associées, comme la date de prélévement de 1’échantillon ou le lieu approximatif
de I’échantillonnage, est nécessaire pour permettre 1’utilisation des données de séquengage dans de nombreuses
applications phylogénétiques. Toutefois, il convient d’examiner avec soin quelles métadonnées peuvent étre
raisonnablement partagées sans compromettre I’anonymat des patients.

Des analyses préliminaires des données de séquencage génétique sont souvent partagées via des forums, des
plateformes ou des serveurs de prépublication (70-72). Dans leurs publications, comme dans tout rapport
scientifique, les chercheurs devront examiner les forces et les faiblesses de leurs analyses et réfléchir a la maniére
dont elles sont susceptibles d’étre interprétées ou présentées par différents publics avant d’avoir été soumises a un
examen collégial. Il est recommandé aux scientifiques de donner une interprétation claire de leurs conclusions afin
d’éviter les erreurs de compréhension ou une mauvaise utilisation des résultats.

4. Obijectifs de santé publique du séquencage génomique du SARS-CoV-2

On trouvera ci-dessous des exemples des principaux objectifs de santé publique du séquencage du SARS-CoV-2 ;
pour des descriptions détaillées, consulter le guide de mise en ceuvre du séquengage du SARS-CoV-2 (17).

4.1 Identification et caractérisation du SARS-CoV-2 et élaboration de contre-mesures

Le partage de la séquence génétique complete du nouveau virus au début du mois de janvier 2020 a constitué une
avancée fondamentale dans la caractérisation du SARS-CoV-2, permettant la mise au point rapide de produits de
diagnostic et facilitant le développement de traitements et de vaccins (73-80). Le séquencage génomique permet de
mieux comprendre I’origine et le mode de transmission des nouveaux virus. En étudiant les génomes du SARS-CoV-
2 initialement identifiés 8 Wuhan (République populaire de Chine) et dans les régions voisines, on a pu établir que
la date d’émergence du virus chez ’homme remontait au plus tard a novembre-décembre 2019 (74, 75, 81, 82). Des
échantillons ont été prélevés chez un large éventail d’animaux pour aider les chercheurs a identifier la source animale
initiale et/ou les hotes intermédiaires potentiels (87, 83, 84).

4.2 Surveillance de la transmission et de la propagation géographique

La phylogénétique est une discipline consistant a étudier les relations évolutives entre différents organismes au regard
de leurs séquences génétiques. Elle est utilisée dans presque toutes les branches de la biologie et a de nombreuses
applications importantes pour guider les interventions de santé publique (77, §5-87). La disponibilit¢ de données
épidémiologiques ou cliniques sur les échantillons prélevés pour le séquencage génomique (souvent appelées
métadonnées, portant par exemple sur la date de prélévement, le lieu de résidence du patient, les paramétres cliniques)
facilite I’interprétation des analyses phylogénétiques. Les métadonnées requises différent selon 1’objectif du
séquencage génomique. Les questions techniques sur les analyses phylogénétiques et phylodynamiques, les
métadonnées et les erreurs d’interprétation les plus courantes sont traitées dans le guide de mise en ceuvre du
séquencage SARS-CoV-2 (17).

4.2.1 Etude de la propagation géographique et des réintroductions entre populations

Des analyses phylogéographiques, qui tiennent compte a la fois des séquences génomiques virales et des informations
sur le lieu d’échantillonnage, sont réalisées pour suivre la circulation du SARS-CoV-2 dans le monde (73, 47, 88-
90). Les reconstructions phylogéographiques exigent souvent une puissance de calcul importante, et des stratégies
de sous-échantillonnage peuvent étre employées pour réduire la charge que cela représente en termes de moyens
informatiques. Les déductions tirées de ces analyses quant a la circulation virale ou le pays d’origine de clades/lignées
spécifiques peuvent étre utiles, mais doivent &tre interprétées avec prudence car plusieurs facteurs peuvent biaiser la
reconstruction phylogéographique. Par exemple, aucune détermination du génome du SARS-CoV-2 n’a été effectuce
dans certaines zones, ces dernieres étant de ce fait moins susceptibles d’étre identifiées comme lieu d’origine d’une
lignée/clade dans la reconstruction phylogéographique. Dans certaines bases de données, les séquences génomiques
peuvent étre associées au lieu de prélévement de 1’échantillon, plutét qu’au lieu présumé d’infection du patient.
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Lorsque ces lieux sont différents parce que le patient a voyagé entre le moment de I’infection et celui du prélévement,
I’analyse phylogéographique peut aboutir & une reconstruction incorrecte de 1’origine de clades/lignées spécifiques
(91). 11 convient donc d’interpréter les résultats phylogéographiques avec prudence, sans présumer qu’ils reflétent
les tendances réelles de la propagation spatio-temporelle (dans le temps et 1’espace) du virus.

Les méthodes employées pour déduire la propagation spatio-temporelle d’une flambée peuvent également é&tre
utilisées pour étudier les facteurs a 1’origine de la dispersion du virus (92). L’identification de ces facteurs de
transmission peut guider I’¢laboration de nouvelles stratégies de prévention de la propagation. Cette approche a
notamment été adoptée pour les flambées de maladie a virus Ebola en Afrique de I’Ouest (93, 94). Pour le SARS-
CoV-2, plusieurs pays ont eu recours au séquencage génomique pour évaluer la contribution de la transmission locale
par rapport aux cas importés, et se sont appuyés sur ces informations pour orienter les décisions politiques (89, 90,
95-100). L’identification phylodynamique des facteurs permettant de comprendre la transmission exige souvent une
puissance de calcul importante et la conservation de données abondantes sur les facteurs contributifs potentiels
(densité et mobilité de la population, par exemple). Souvent, les analyses ne sont donc achevées que plusieurs
semaines ou plusieurs mois apres le séquencage génomique du virus. Cependant, méme rétrospectives, ces analyses
sont utiles pour guider les interventions de lutte contre le SARS-CoV-2 ou d’autres agents pathogenes émergents
potentiels.

4.2.2 Evaluation des données sur les voies de transmission et les groupes de cas

Le regroupement phylogénétique a été utilisé pour appuyer les enquétes sur les groupes de cas et les flambées de
SARS-CoV-2. L’analyse des foyers de transmission peut aider les autorités locales a décider si des mesures de lutte
sont nécessaires pour prévenir une transmission future dans les milieux a potentiel épidémique identifiés (101).
Compte tenu de 1’évolution relativement lente du SARS-CoV-2 (soit une substitution de nucléotides toutes les deux
semaines), il est probable que de nombreux événements individuels de transmission ne puissent pas &tre retracés a
partir des données de séquencgage génomique (35). L’observation d’un regroupement phylogénétique des séquences
provenant de patients soumis a la méme source d’exposition supposée peut étre considérée comme compatible avec
cette exposition (bien qu’il ne s’agisse pas d’une preuve solide). En revanche, une séparation phylogénétique des
séquences virales provenant de patients soumis a la méme source d’exposition supposée indique clairement que
I’identification de la source d’exposition commune est erronée.

4.2.3 Quantification des périodes de transmission et suivi du taux de reproduction dans le temps

Les analyses phylogénétiques fondées sur 1’horloge moléculaire peuvent aider a estimer les limites supérieure et
inférieure de la période de circulation des lignées génétiques virales observées dans une population donnée (74, 90,
102-106). Cette approche peut fournir des informations plus précises sur la période de transmission que
I’identification clinique des cas, en particulier au début ou a la fin d’une flambée, lorsque la surveillance est limitée.
En étudiant la variation des séquences génomiques identifiées, on peut déterminer s’il existe une transmission locale
qui n’a pas été détectée sur le plan clinique. Dans de telles situations, des programmes renforcés de surveillance
diagnostique devront étre mis en ceuvre l1a ou I’on soupgonne une circulation non détectée du virus.

L’analyse des séquences génomiques permet également d’estimer le nombre de sujets qu’une personne contagicuse
peut infecter dans une population donnée (taux de reproduction [R0]) et d’examiner 1’évolution relative de I’ampleur
des flambées au cours du temps. Ces informations peuvent étre utilisées pour évaluer I’impact de mesures
particulieres de lutte contre la maladie.

4.2.4 Surveillance environnementale des eaux usées et des boues

Pour certains agents pathogénes comme les poliovirus, la surveillance des eaux usées est d’un apport précieux car
elle peut mettre en évidence une circulation virale silencieuse dans une communauté donnée. Cette approche permet
de détecter la circulation virale (avant I’identification clinique des premiers patients), d’estimer la prévalence des
virus et d’appréhender leur parenté génétique et leur diversité (107, 108). Plusieurs pays ont détecté I’ARN du SARS-
CoV-2 dans les eaux usées par des méthodes moléculaires (109-115). La surveillance environnementale est donc une
stratégie prometteuse, en particulier dans les milieux a faible prévalence, pour identifier les porteurs non détectés du
virus et servir de « systéme d’alerte précoce » face a une introduction du SARS-CoV-2 ou a une évolution de la
prévalence (109, 116, 117).
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4.2.5 Enquétes sur les réinfections potentielles

Les coronavirus saisonniers peuvent donner lieu a des réinfections chez ’homme (718). Pour le SARS-CoV-2, des
cas de réinfection ont été constatés (1/9-124). Dans ce contexte, on peut comparer les séquences génomiques du
SARS-CoV-2 identifiées lors du premier épisode et lors des épisodes suivants afin de déterminer si la nouvelle
détection du SARS-CoV-2 chez une personne donnée est le résultat d’une réinfection ou d’une excrétion virale
prolongée (125, 126). Si les séquences observées lors de chaque épisode présentent d’importantes disparités
génétiques, par exemple si elles appartiennent a des lignées/clades différents et bien établis, les épisodes ultérieurs
peuvent étre considérés comme des réinfections. Des études sérologiques doivent étre menées en paralléle pour
comprendre si la réinfection est associée a une souche distincte sur le plan antigénique ou a I’absence d’une réponse
immunitaire protectrice a la suite de 1’infection initiale. Le séquengage peut donc contribuer a une meilleure
compréhension de la fréquence des réinfections et des facteurs de risque potentiels (125, 126).

4.3 Suivi de I’évolution du SARS-CoV-2
4.3.1 Evaluation structurée des mutations présentant un intérét potentiel

Le séquencage génomique peut étre utilisé pour identifier les substitutions génétiques susceptibles de modifier les
caractéristiques d’une infection virale (changement phénotypique), telles que la transmissibilité ou la virulence. Tous
les virus subissent des modifications génétiques au fil de leur circulation, mais dans leur grande majorité, ces
modifications n’ont pas d’effet majeur sur le comportement du virus. Il est toutefois possible que de rares
modifications génétiques du SARS-CoV-2 entrainent des changements phénotypiques présentant un intérét
particulier pour la santé publique. L’impact de ces changements est difficile a évaluer et a démontrer. En général, il
est difficile d’établir avec certitude si I’augmentation de la prévalence relative d’une ou de plusieurs mutations au
cours du temps est imputable a une différence phénotypique. Par exemple, la prédominance d’un clade/d’une lignée
spécifique de virus au sein d’une population peut étre davantage due au comportement de la population infectée
qu’au comportement du virus lui-méme. La plupart du temps, on peut s’attendre a ce que ces tendances soient
aléatoires. Toutefois, si I’analyse phylogénétique semble indiquer que des mutations/variants spécifiques pourraient
avoir un impact épidémiologique ou clinique, il est nécessaire de mener des études génomiques cliniques rigoureuses
afin d’étudier les variants susceptibles d’occasionner des changements phénotypiques cliniquement observés. Les
modifications génétiques supposées Etre a 1’origine de changements phénotypiques doivent étre examinées par des
méthodes standardisées, y compris des études de modélisation des protéines pour évaluer 1’impact potentiel et des
expériences in vitro ou in vivo avec un virus mutant (clone) présentant les mutations ciblées afin de confirmer ou
d’exclure les propriétés spécifiques des variants étudiés. Un groupe de travail spécial de I’OMS, s’appuyant sur le
réseau de laboratoires de référence de I’OMS pour le SARS-CoV-2, a été créé. La mission premiere de ce groupe de
travail est d’étudier I’évolution du SARS-CoV-2 afin de fournir a ’OMS des informations en temps utile sur
I’identification et 1’évaluation des mutations potenticllement pertinentes, ainsi que des conseils en matiére
d’atténuation des risques (16, 40, 127).

4.3.2 Surveillance de I’impact de I’évolution du SARS-CoV-2 sur les contre-mesures

Dans I’idéal, il faudrait au minimum que la surveillance mondiale des génomes du SARS-CoV-2 permette de détecter
I’émergence de lignées du SARS-CoV-2 présentant des variations génétiques ayant une incidence sur 1’efficacité des
contre-mesures. Le lancement des campagnes de vaccination contre le SARS-CoV-2 devrait s’accompagner d’une
surveillance des modifications génomiques susceptibles de réduire I’efficacité des vaccins. La surveillance et I’étude
des causes possibles d’échec vaccinal devraient inclure des évaluations génomiques visant a analyser les mutants
d’échappement potentiels du virus. En outre, le séquencage peut aider a identifier les mutants d’échappement aux
anticorps monoclonaux (7128) et a d’autres traitements futurs. La surveillance génomique a déja été utilisée pour
déceler une pharmacorésistance chez d’autres agents pathogenes, notamment les virus grippaux, le VIH et
Mycobacterium tuberculosis (9, 129).

Le séquencage génomique peut également étre employé pour surveiller les changements génétiques viraux

susceptibles d’avoir un effet sur le diagnostic moléculaire. Les méthodes de détection du SARS-CoV-2 axées sur

plusieurs cibles, par exemple une PCR multiplex ciblant deux régions ou plus du génome viral, constituent une

stratégie d’un bon rapport cout-efficacité pour réduire le risque d’obtenir des résultats faux négatifs en raison de

I’évolution du virus (47,127). On pourra procéder a un séquengage du génome ou d’un gene cible du virus en cas

d’échec répété de détection d’une cible ou d’apparition nouvelle de différences de sensibilité des tests ciblant
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différentes régions afin d’identifier les causes possibles. Pour plus d’informations, consulter les orientations
provisoires sur le diagnostic des infections 8 SARS-CoV-2 (47). Les mutations virales peuvent aussi avoir un impact
sur les tests antigéniques ou sérologiques, et le séquencage génomique peut aider a détecter les éventuelles
defaillances de ces tests a un stade précoce (130-132).

4.3.3 Evolution du SARS-CoV-2 a Uinterface homme-animal

Lorsqu’un virus se transmet d’une espéce a une autre, il s’adapte parfois a son nouvel hote. Le récepteur ACE-2 ciblé
par le SARS-CoV-2 est semblable chez I’homme et chez de nombreux animaux (principalement les mammiféres)
(133, 134). 11 est donc possible que le virus se transmette de I’homme a I’animal (anthroponose). Si cette homologie
du récepteur ACE-2 laisse supposer que d’autres animaux pourraient étre sensibles au SARS-CoV-2, il est toutefois
possible que d’autres protéines essentielles a la réplication virale soient différentes chez ces animaux, ce qui
préviendrait ’infection. Pour déterminer la sensibilité d’espéces animales spécifiques, il est donc nécessaire de
disposer de données adéquates sur les infections, recueillies en situation réelle ou en milieu expérimental. La
sensibilité de divers animaux au SARS-CoV-2 a été démontrée (15, 127, 135-151), et on sait que le SARS-CoV-2
est transmissible chez certaines espéces animales (visons et hamsters, par exemple). La résistance de certaines
espeéces animales a I’infection par le SARS-CoV-2 a également été démontrée. La séquence codant pour la protéine
de spicule du virus, laquelle se fixe aux récepteurs ACE-2, pourrait subir des modifications génétiques, facilitant la
transmission a de nouvelles espéces hotes. La protéine de spicule du SARS-CoV-2, en particulier le domaine de
liaison au récepteur (RBD), est une cible déterminante de la réponse immunitaire, qu’elle soit naturelle ou induite
par la vaccination (28-32). Une diversification des régions génomiques codant pour la protéine de spicule a déja été
observée dans des cas ou une transmission du SARS-CoV-2 de ’homme au vison a été suivie d’une nouvelle
transmission zoonotique secondaire du vison a I’homme (749). Ainsi, la diversification du géne codant pour la
protéine de spicule a la suite de I’échange du SARS-CoV-2 entre I’homme et I’animal augmente probablement le
risque d’apparition de souches aptes a réinfecter I’homme et pourrait étre associée a une réduction de I’efficacité
vaccinale et de la sensibilité aux traitements par les anticorps monoclonaux (33). Pour éviter de telles situations, les
pays sont encouragés a évaluer le risque de propagation a d’autres espéces qui vivent avec des étres humains ou a
proximité de ces derniers dans un cadre domestique, rural, agricole ou zoologique (727, 152-154). 11 est nécessaire
d’¢laborer des stratégies d’atténuation des risques et d’assurer une surveillance adéquate pour veiller a la détection
rapide de ces événements. La surveillance nécessite des ressources, et des stratégies ciblées devraient étre adoptées
dans la mesure du possible. Cela implique de mettre en ceuvre une stratégie fondée sur le principe « Un monde, une
santé », reposant sur une collaboration multisectorielle incluant la santé publique, la santé clinique et la santé au
travail, les autorités chargées des soins vétérinaires et de la faune sauvage, ainsi que la gestion des foréts et des
ressources naturelles (127, 152, 155-157). Cette collaboration devra également &tre axée sur 1’élaboration de
protocoles communs d’enquéte sur les flambées épidémiques et de lutte contre les infections, sur le dépistage de
I’infection chez I’homme et I’animal et sur le partage des données de séquengage. Lorsqu’une infection
anthroponosique ou une zoonose secondaire sont observées, le séquencage des génomes viraux peut étre utile pour
évaluer les nouveaux risques éventuellement associés a ces événements.

Méthodes

Les présentes orientations provisoires ont été élaborées parallelement au guide de mise en ceuvre (en anglais) intitulé
Genomic sequencing of SARS-CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on public health. Le guide de
mise en ceuvre a été ¢laboré de concert avec des experts de divers domaines du séquengage génomique de 1’ Alliance
mondiale de laboratoires pour le diagnostic d’agents pathogenes a haut risque (GLAD-HP), qui est le réseau de
référence pour les tests de confirmation de la COVID-19, et le Réseau mondial d’alerte et d’action en cas d’épidémie
(GOARN). Apres des discussions préliminaires menées par un groupe de rédaction technique dirigé par un conseiller
temporaire et des membres de 1’équipe de ’OMS chargée du dépistage en laboratoire de la COVID-19, des
contributions ont été sollicitées auprés d’autres experts travaillant 8 I’OMS et dans d’autres organisations, et deux
réunions en ligne ont été organisées pour résoudre les questions en suspens. Ensuite, une version du document
d’orientation provisoire destinée aux partenaires nationaux a €té rédigée, contenant un résumé des informations clés
tirées de ces orientations provisoires, ainsi que des informations supplémentaires pertinentes pour ce public cible.
Ces orientations provisoires ont par la suite été distribuées en vue de recueillir les commentaires des experts ayant
contribu¢ a la rédaction du guide de mise en ceuvre, des membres du réseau de référence pour les tests de confirmation
de la COVID-19, des points focaux des laboratoires régionaux et d’autres parties prenantes, dont la liste est fournie
dans les remerciements.
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Futures mises a jour

L’OMS continue a suivre de pres la situation et reste attentive a tout changement susceptible d’avoir une incidence
sur ces orientations provisoires. Si certains facteurs devaient évoluer, I’OMS publierait une nouvelle mise a jour.
Sinon, ces orientations provisoires resteront valables un an aprés leur date de publication.

Contributeurs

Groupe directeur de I’OMS : Céline Barnadas ; Sebastian Cognat ; Roger Evans ; Bruce Allan Gordon ; Varja
Grabovac ; Rebecca Grant ; Francis Inbanathan ; Frank Konings ; Karen Nahapetyan ; Marco Marklewitz ; Marie-jo
Medina ; Kate Olive Medlicott ; Mick Mulders ; Mark D Perkins ; Magdi Samaan ; Oliver Schmoll ; Maria Van
Kerkhove ; Karin von Eije ; Joanna Zwetyenga.

Contributeurs extérieurs : Kim Benschop, Institut national néerlandais pour la santé publique et I’environnement
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Italie ; Nuno Rodrigues Faria, Imperial College, Londres, et Université d’Oxford, Oxford, Royaume-Uni ; Tanya
Golubchik, Université d’Oxford, Oxford, Royaume-Uni ; Keith Hamilton, Organisation mondiale de la santé animale
(OIE) ; Edward Holmes, Université de Sydney, Sydney, Australie ; Sarah C Hill, Royal Veterinary College, Londres,
et Université d’Oxford, Oxford, Royaume-Uni ; Erik Karlsson, Institut Pasteur du Cambodge, Cambodge ; Meng
Ling Moi, Université de Nagasaki, Nagasaki, Japon ; Leo Poon, Université de Hong Kong, Hong Kong (région
administrative spéciale de Chine), Chine ; James Shepherd, Universit¢ de Glasgow, Glasgow, Royaume-Uni ;
Etienne Simon-Loriére, Institut Pasteur, Paris, France. Et les autres experts ayant contribué au guide de mise en
ceuvre du séquencage du SARS-CoV-2, qui a servi de base au présent document : Kristian Andersen, Scripps
Research, La Jolla, CA, Etats-Unis d’Amérique ; Julio Croda, Ministére de la santé, Rio de Janeiro, Brésil ; Tulio de
Oliveira, Université de KwaZulu-Natal, Durban, Afrique du Sud ; Simon Dellicour, Université libre de Bruxelles,
Bruxelles, Belgique; Nathan Grubaugh, Yale University, New Haven, CT, Etats-Unis d’Amérique; Liana
Kafetzopoulou, KU Leuven — Université de Louvain, Belgique ; Marion Koopmans, Erasmus MC, Rotterdam, Pays-
Bas; Tommy Lam, Universit¢ de Hong Kong, Hong Kong (région administrative spéciale de Chine), Chine ;
Philippe Lemey, KU Leuven — Université de Louvain, Belgique ; Tze Minn Mak, Centre national sur les maladies
infectieuses, Singapour ; Marcio Roberto Nunes, Evandro Chagas Institute, Ananindeua, Para, Brésil ; Bas Oude
Munnink, Erasmus MC, Rotterdam, Pays-Bas; Gustavo Palacios, United States Agency for International
Development, Washington, DC, Etats-Unis d’ Amérique ; Steven Pullan, Public Health England, Londres, Royaume-
Uni ; Timothy Vaughan, Eidgendssische Technische Hochschule Zurich (ETH Zurich), Zurich, Suisse ; Josh Quick,
Université de Birmingham, Birmingham, Royaume-Uni ; Andrew Rambaut, Université d’Edimbourg, Edimbourg,
Royaume-Uni ; Chantal Reusken, RIVM, Bilthoven, Pays-Bas; Tanja Stadler, Eidgenossische Technische
Hochschule Zurich (ETH Zurich), Suisse ; Marc Suchard, University of California at Los Angeles, Los Angeles, CA,
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Annexe I : Principales questions a aborder avant
de lancer un programme de séquencage

(1) Quels sont les résultats attendus du programme de séquencage ?

(2) Quels échantillons faut-il séquencer pour obtenir les résultats attendus identifiés a
I’étape 1 ? Quelles métadonnées ou sources de données supplémentaires sont essentielles ?

(3) Quelles sont les principales parties prenantes et quelles sont leurs responsabilités ?
Comment encourager au mieux leur participation ?

(4) Comment garantir un transfert rapide et approprié des échantillons et des informations
entre les parties prenantes, selon les besoins ?

(5) Le projet est-il congu conformément aux lois et aux directives éthiques locales, nationales et
internationales ?

(6) Les fonds, équipements et ressources humaines disponibles sont-ils suffisants pour
accomplir toutes les étapes requises : prélevement des échantillons, séquencage en
laboratoire humide, analyses bioinformatiques, phylodynamiques et autres, partage des
données et communication rapide des résultats aux parties prenantes concernées ?

(7) Comment atteindre les objectifs sans perturber les autres travaux menés en laboratoire,
comme le diagnostic clinique, et en évitant les doubles emplois ?

(8) Comment le rapport colt-efficacité et I'impact du programme seront-ils évalués ?
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Annexe II : Liste de controle pour I’établissement
d’un programme de sequencage du SARS-CoV-2

Objectifs

O

Définir les objectifs escomptés du programme de séquencage : quelles informations susceptibles d’étre fournies par le
séquencage représentent une valeur ajoutée ou un meilleur rapport colt-efficacité par rapport aux approches
existantes ?

Identification et mobilisation des principales parties prenantes

Identifier les principales parties prenantes.

Discuter des objectifs du programme avec les principaux représentants des groupes concernés et définir les
responsabilités de chaque groupe.

Envisager de communiquer aux parties prenantes des supports pédagogiques sur les avantages et les exigences du
séquencage du SARS-CoV-2.

Identifier les liens a établir entre les principales parties prenantes pour permettre la transmission rapide des
échantillons et des demandes d’information et I’exploitation rapide des résultats.

Veiller a ce que des liens clairs et adaptés soient établis entre les parties prenantes.

Considérations techniques

0

O

Déterminer le niveau d’échantillonnage requis dans le cadre du séquengage génomique pour atteindre les objectifs
souhaités, en concertation avec les responsables des équipes d’identification des cas et d’analyse des échantillons.
Identifier les métadonnées requises pour atteindre les objectifs souhaités, en concertation avec les responsables des
équipes d’identification des cas et d’analyse des échantillons.

Choisir des protocoles appropriés de préparation des échantillons et des bibliotheques.

Choisir des protocoles bioinformatiques appropriés.

Choisir des protocoles d’analyse appropriés.

Considérations logistiques

U

Déterminer ou le séquencage et I'analyse auront lieu (par exemple, un laboratoire de diagnostic existant ou un
laboratoire commercial ou universitaire externe).

Identifier des sources de financement suffisantes pour le séquencgage en laboratoire et le stockage et I'analyse des
données.

Veiller a ce que les réactifs et le matériel informatique nécessaires soient disponibles en quantité suffisante et puissent
étre approvisionnés durablement selon les besoins.

Veiller a la disponibilité de ressources humaines appropriées et suffisantes pour accomplir chaque étape du
programme.

Veiller a ce que l'intégrité des échantillons puisse étre préservée a toutes les étapes du processus grace a la chaine du
froid ou a d’autres mesures.

Veiller a ce que les métadonnées soient recueillies et stockées de maniére appropriée et soient correctement associées
aux échantillons biologiques correspondants.
Tenir compte de la pression supplémentaire que le séquencage pourrait exercer sur les activités existantes de riposte

en santé publique et chercher a mettre en place des mesures d’atténuation.

Pour les programmes de séquencage a grande échelle, réfléchir a la maniére de rationaliser le partage des données et
des échantillons entre les groupes participants (par exemple, possibilité d’utiliser un identifiant d’échantillon unique et
des formats identiques pour les métadonnées).
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Instaurer un cadre sir et éthique

O

Mener des examens éthiques appropriés concernant la production, I'utilisation et le stockage des données de
séquencage et des métadonnées associées.

Procéder a une évaluation des risques des activités de séquencage afin de garantir une sécurité biologique adéquate a
toutes les étapes du processus.

Procéder a une évaluation des risques des activités de séquencage afin de garantir une sécurité biologique adéquate, si
cela est prévu par la législation nationale et régionale.

Tenir compte de I'incidence du programme sur les ressources humaines, notamment de la nécessité de réaffecter du
personnel ou de recruter du personnel supplémentaire pour maintenir la charge de travail individuelle a un niveau
raisonnable.

Veiller a ce que les membres du personnel puissent se rendre au travail et accomplir leurs taches en toute sécurité et
conformément aux directives nationales sur la prévention de la transmission pendant |'épidémie de COVID-19.

Définir des stratégies pour assurer la continuité du programme de séquencage si des membres clés du personnel
tombent malades ou doivent s’isoler.

Partage des données

O  Veiller a ce que les parties prenantes décident d’'un commun accord quelles séquences et métadonnées seront rendues
publiques, sur quelles plateformes et a quel moment.

[J  Veiller a ce que les parties prenantes décident d’un commun accord si I’acces a certaines métadonnées devra étre
limité a un nombre restreint d’utilisateurs locaux et élaborer des stratégies pour la transmission sécurisée de ces
données.

[1  Veiller a ce que les données soient partagées conformément aux cadres réglementaires nationaux et internationaux en
vigueur.

Evaluation

[1  Prévoir une évaluation réguliere du programme de séquencage, y compris des progres réalisés et des difficultés
subsistantes.

[1  Veiller a la mise en ceuvre d’'un cadre de suivi et d’évaluation afin d’évaluer les performances du programme de

séquengage, tant sur le plan technique (qualité, etc.) qu’en termes de réalisation des objectifs fixés.



Séquengage génomique du SARS-CoV-2 a des fins de santé publique : orientations provisoires

Annexe III : Caractéristiques des plateformes

couramment employées pour I’analyse des

sequences du SARS-CoV-2

Instrument® Avantages Inconvénients Temps Débit de Comparaison des
d’exécution séquengage colts relatifs
Largement disponible Débit tres faible Généralement 100 kb-2 Mb Relativement
Sanger quelques heures par run peu colteux
sequencing Utilisation facile Les amplicons (d’une longueur ne pour quelques
Bon ra . .., | dépassant généralement pas 1000 pb) cibles
pport cou'F—efflcamte doivent étre amplifiés et séquencés
du séquencage si peu de individuellement
cibles sont requises
CoUteux pour le génome complet
Inadapté a la métagénomique
. Possibilité d’obtenir des A I'exception d’lllumina iSeq, colts 10-55 heures, 1,2-6000 Gb, Couts d’entretien
!Ilumlna. (P' ex. rendements de d’achat et d’entretien élevés par selon selon et de démarrage
iSeq, Miniseq, I'instrument I'instrument élevés

MiSeq, NextSeq,
HiSeq, NovaSeq)

séquengage tres élevés

Degré d’exactitude trés
élevé

iSeq est portable

Méthodes bien établies de
traitement des données

rapport a d’autre plateformes

Longueur de lecture maximale de 2 x
300 pb

Codlts de
fonctionnement
modérés

Portable, séquengage Difficultés avec les homopolymeres Disponibilité Variant entre | Pas de colts
Oxford Nanopore direct i ddiate d <2Gb d’entreti t
Technologies ree Le taux d’erreur par lecture est ~5 % immedtate des pour entretien

Gic | 8 N i ‘el l " P Futilisation d ° lectures les flow cells colts de
g%nge, MinION, Données en temps rée ( .OV\II.CE s R9.4) e't’ uti |s;t|on e ) Flongle et démarrage
ridION, Faibles codts de pipe |n'es appropriés es't onc Peut (ftr:e 220 Gb pour relativement

PromethION) i X X essentielle pour obtenir des controlé et les fl I faibl

démarrage et d’entretien séquences consensus avec un haut fonctionner o8 ow ce 8 aibies

s . PromethION N
Possibilité d’arréter le degré d’exactitude pendant une Colts de
5 & ériode allant Jusqu’a 48 fonctionnement

séquengage des que des Actuellement inadapté a la p ,s . d (d

données suffisantes sont détermination d iati intra- jusqu’a plusieurs flow cells modérés

obtenues hE‘: errrnna .|0nd'es varlla ,'C?n,s mdra jours selon les peuvent étre

?te, a moins d’une répétition du basoins utilisées sur

Permet des lectures trés séquencage (552) PromethlON

longues (supérieures a la

longueur du génome

complet du SARS-CoV-2)

Exécution rapide une fois Difficultés avec les homopolymeres 2 heures—1 jour, 30 Mb- Colts modérés
lon Torrent le séquengage commencé . s Pach selon les puces et | 50 Gb, selon

Coliteux a I'achat les dispositifs les puces et

Longueur de lecture maximale
généralement d’environ 400 pb

les dispositifs

a Cette liste vise a fournir un apercu des outils les plus couramment employés pour le séquencage génomique du SARS-CoV-2 et n’implique en aucun cas que

ces produits sont approuvés par I'OMS.

b Différentes estimations des co(ts sont disponibles dans le document (8).
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L’OMS continue a suivre de pres la situation et reste attentive a tout changement susceptible d’avoir une incidence sur ces
orientations provisoires. Si certains facteurs devaient évoluer, I’OMS publierait une nouvelle mise a jour. Sinon, ces
orientations provisoires resteront valables deux ans apres leur date de publication.

© Organisation mondiale de la Santé 2021. Certains droits réservés. La présente publication est disponible sous la licence CC
BY-NC-SA 3.0 IGO.
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