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Liste des abréviations

ACE2: Angiotensin-Converting Enzyme 2
ADN: Acide desoxyribonucléique

ADNCc: Acide desoxyribonucléique complémentaire
ADNdb: Acide desoxyribonucléique double brin
ADNSsb: Acide desoxyribonucléique simple brin
ANOVA: Analyse Of Variance

ARN: Acide Ribonucléique

AVC: Accident Vasculaire Cérébral

BPCO: Bronchopathie Chronique Obstructive
CDC: Centers for Disease Control and Prevention
CLIA : Chemiluminescent Immunoassays
COVID-19: Coronavirus Disease 2019

CRP: C Reactive Protein

CT: Cycle Treshold

dNTP : desoxyribonucléotide phosphate

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FFP1 : Filtering Facepiece 1

FFP2 : Filtering Facepiece 1

hACE2 : human Angiotensin-Converting Enzyme 2
HE : Hémagglutinine

HRP : Horseradish Peroxidase

HTA : HyperTension Artérielle

LAMP : Loop-mediated isothermal Amplification
LBA : Lavage Broncho-Aléolaire

MERS : Middle East respiratory syndrome

NTD : N-terminal Domain

NP : Protéine de la Nucléocapside
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OMS : Organisation Mondiale de a Santé

ORF : Open Reading Frame

PCR : Polymerase Chain Reaction

RBD : Receptor Binding Domain

RdRp: RNA dependant RNA Polymerase

RT : Reverse Transcription

RT-LAMP : Reverse Transcription -Loop-mediated isothermal Amplification
RT-PCR : Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction
SARS : Severe Acute Respiratory Syndrome

SARS-CoV- 2 : Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
TDM : Tomodensitométrie

TDR: Test Diagnostic Rapide

TROD : Test Rapide d’Orientation Diagnostic

UTR : Untranslated Transcribed Region

VEGF : Vascular endothelial growth factor
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INTRODUCTION

En décembre 2019, une nouvell maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) associé au
syndrome respiratoire aigu sévere a pris naissance a Wuhan, dans la province de Hubei en
Chine (1). Ensuite, elle s’est vite répandue a travers I'Europe et dans le reste du monde
devenant rapidement une pandémie. Les manifestations cliniques des patients atteints de
COVID-19 comprenaient la fievre, la dyspnée, la fatigue, la toux séche, la myalgie, la
lymphopénie et les anomalies radiographiques de la pneumonie. Dans les cas graves,
les patients souffraient du syndrome de détresse respiratoire aigué, d'une insuffisance
respiratoire aigué, d'autres complications graves avec une issue fatale(2). La transmission
présumée de personne a personne du SARS-CoV-2 a été suggérée sur la base de
I'épidémiologie et des preuves cliniques (3,4); des rapports suggérant que des personnes
infectées par le COVID-19 asymptomatiques pourraient également étre la source de la
transmission (5). Pour contenir efficacement I'épidémie de SARS-CoV-2, les interventions
de sante publigue se sont basées sur le dépistage des cas positifs, le traitement et
lisolement des malades. La RT-PCR a donc été désignée comme le test de référence pour
le diagnostic positif des cas de COVID-19 par la détection de 'ARN viral dans les
prélevements respiratoires faits chez les patients.

C'est le 3 mars 2020 que le Maroc enregistra son tout premier cas positif et huit jours apres
son premier cas de déces (6,7). Lorsque la transmission locale a été révélée le 12 mars
2020, des mesures ont eté prises afin d'endiguer la propagation de la pandémie (8). Au

terme de ce premier mois le Maroc enregistrait 574 cas positifs et 33 cas de déces(9).

Nous nous sommes donc proposé de mener une étude rétrospective dans le but d'analyser
les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et virologiques des patients atteints de la
COVID-19 au tout début de la pandémie, admis a I'Hépital Militaire d’Instruction
Mohammed V (HMIMV) lors de la premiere vague de I'épidémie.
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PARTIE 1: RAPPELS GENERAUX
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I.  Rappels historiques

Le genre « Coronavirus » a été créé en 1967 et a regroupé a partir de criteres
essentiellement morphologiques des virus animaux connus depuis les années 1930. Les
coronavirus humains sont au nombre de sept
HCoV-229E et HCoV-OC43 décrits dans les années 1960 ; le SARS-CoV identifié en
2003 lors de Iépidémie du SRAS ; HCoVNL63 décrit en 2004 aux Pays-Bas,
HCoV-HKUL découvert en 2005 a Hong-Kong, Le MERS-COV découvert en 2012 au
Moyen Orient, et enfin le SARS-CoV-2 en 2019 (10).

1) Les Coronavirus humain-229E, -OC43, -NL63 et -HKU1
La souche prototypique HCoV-229E (nommée d'apres un spécimen d'étudiant codé 229E)
a été isolee en utilisant une culture tissulaire standard. Isolé pour la premiere fois en 1966,
le HCoV-229E proviendrait des chauves-souris africaines et adopterait les camélidés
comme hotes intermédiaires. L'infection par le HCoV-229E est associée aux symptomes du
rhume chez les adultes en bonne santé. Mais les jeunes enfants et les personnes agées sont
wvulnérables aux infections des wvoies respiratoires inférieures. Il évolue sous forme

épidémique pendant I’hiver dans les pays tempérés.

Le HCoV-OC43 (Organ Culture 43) a été isolé pour la premiere fois en 1967. Les
patients infectés par le HCoV-OC43 présentent en plus des mémes symptdmes que lors
d’une infection par le HCoV-229E, un mal de gorge plus fréquent. Depuis le premier
isolement de HCoV-OC43, sept génotypes (A-G) ont été identifiés par analyse
phylogénétiqgue. Le HCoV-OC43 est également transmis principalement pendant [hiver

dans les climats temperés.

Le HCoV-NL63 (NetherLand 63) a eté isole a partir de laspiration bronchique d'un
nourrisson de 7 mois atteint de bronchiolite en 2004 au Pays Bas. L'épidémie de
HCoV-NL63 montre un pic pendant le printemps et I'été, ce qui indique que la saisonnalité
de linfection par le HCoV-NL63 peut ne pas étre limitée a l'hiver en particulier dans les

régions tropicales subtropicales.
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Le HCoV-HKUL (Hong Kong University 1) a été isolé chez un patient de Hong Kong
atteint de pneumonie en 2005. Comme les trois autres HCoV responsables de maladies
bénignes, le HCoV-HKU1 est distribué dans le monde entier. L'infection par Ile
HCoV-HKUL est relativement fréquente chez les adultes. Il est responsable de symptomes
tels qu'une rhinorrhée, une toux, une congestion nasale, une fiévre, des expectorations, des

maux de gorge, des frissons, un écoulement nasal et une hypertrophie des amygdales. (11)

2) Pandémie de 2002 : Le SARS-CoV

Dans la province chinoise de Guangdong, au cours de rhiver 2002-2003, une forme
inhabituelle et souvent mortelle de pneumonie est apparue, une maladie appelée par la suite
syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) (12). Cette maladie s'est propagée a Hong Kong
a la fin du mois de février et, en quelques jours, les voyages aériens internationaux ont
propagé le virus sur une vaste zone, provoquant des épidémies au Vietnam, a Singapour,
au Canada et ailleurs. En juillet 2003, a la fin de cette épidemie, 8422 cas avaient eté
enregistrés, dont 916 (10,8 %) mortels, dans 29 pays sur 6 continents. Le point
d'émergence initial du réservoir animal du SARS-CoV était les marchés d'animaux vivants
de Guangdong. On a constaté que les petits mammiferes, tels que les chats civettes, vendus
sur ces marchés abritaient des virus étroitement apparentés au SARS-CoV et que la
transmission initiale inter-espéces a I'homme provenait probablement de ces marchés
[4, 5].

3) L’épidémie de 2012: le MERS-CoV
Le MERS-CoV a été isolé pour la premiere fois en 2012 a partir du poumon d'un patient de
60 ans qui a développé une pneumonie aigué et une insuffisance rénale en Arabie saoudite.
Un MERS-CoV vivant identigue au virus trouvé chez homme a été isolé a partir
d'écouvillons nasaux de chameaux dromadaires, ce qui indique en outre que les chameaux
servent d'héte réservoir du MERS-CoV. A la fin du mois de Mai 2021, plus de 2 574 cas
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confirmés en laboratoire ont été signalés, avec 886 déces avec un taux de 34 ,4%, faisant

du MERS-CoV l'un des virus les plus dévastateurs connus chez 'lhomme (15).

4) La pandémie de 2019 : Le SARS-CoV-2

En fin 2019, une nouvelle forme de pneumonie sévere d’étiologie inconnue a ét¢ déclarée a
Wuhan dans la province du Hubei en Chine. Les enquétes ont révélé que son point de
départ était le marche de fruits de mer de Wuhan. Plus tard, le 7 Janvier 2020, I’agent
causal fut identifié comme un coronavirus et son génome fut séquencé le 12 Janvier 2020
(16). Dénommé nCov-19 (novel Coronavirus 2019) puis SARS-CoV-2 a cause de la
similarité des symptomes causés avec celle du SARS-CoV de 2002, la nouvelle maladie a
coronavirus COVID-19 (Coronavirus disease 2019) s’est rapidement répandue dans I’Asie
puis 'Europe et dans le reste du monde. A cause de sa forte contagiosité et sa letalité, elle
fut déclarée par FOMS comme pandémie le 11 Mars 2020 (17).

Avec plus de 178 Millions de cas positifs et 3,86 millions de déces a ce jour au niveau
mondial et (21 Juin 2021), le nouveau coronavirus semble avoir interrompu le cours
normal de la vie et handicapé I'’économic mondiale. Les figures ci-dessous montrent la

chronologie de I’évolution dans le monde et un apergu de I’évolution des cas au Maroc.
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Figure 1: Chronologie de I'évolution de la pandémie du SARS-CoV-2 dans le monde
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Figure 2: Evolution des cas de COVID-19 au MAROC (jusqu'a Juin 2021) (19)
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Il.  Caractéristiques virologigues du SARS-CoV-2

1) Classification et phylogénie
Le virus SARS-CoV-2 appartient, comme le Virus du SRAS, a [lespéce SARSr-
CoV (severe acute respiratory syndrom-related coronavirus), dans le

genre Betacoronavirus et la famille Coronaviridae, de I'ordre des Nidovirales (20).

L'analyse phylogénétique de Iensemble du génome montre que le SARS-CoV-2 est
regroupé avec le SARS-CoV et les coronavirus lies au SRS (SARSr-CoV) trouvés chez les
chauves-souris, ce qui le place dans le sous-genre Sarbecovirus du genre Betacoronavirus.
Bien que phylogénétiquement apparenté, le SARS-CoV-2 est distinct de tous les autres

coronavirus des chauves-souris et des pangolins (21).
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2) Structure
C’est un virus enveloppé de diametre compris entre 60 et 140 nm. La morphologie
des virions_est typique de celle des coronavirus, notamment par son halo de protubérances
constituées de polymeres de protéines virales « spike » (spicule), qui leur confére leur nom
de «virus a couronne »(22)
Morphologiquement, on distingue chez le SARS-CoV-2 (23,24):

> la protéine S: c’est une glycoprotéine membranaire de type 1 avec différents
domaines fonctionnels au niveau N-terminal (S1) et C-terminal (S2).

e La sous-unit¢ S1 est périphérique et est associée a des fonctions de liaison
aux récepteurs

e La sous-unit¢é S2 est une protéine transmembranaire permettant la fusion des
membranes virales et cellulaires.

D'une maniere générale, la glycoprotéine S facilite la liaison du virus aux

cellules sensibles, provoque la fusion des cellules et l'apparition de la maladie et

induit la production des anticorps neutralisants.

» la protéine de la nucléocapside N : elle a pour fonction principale de se fixer au
génome ARN du coronavirus. Elle joue aussi un réle dans la réplication de ARN
viral et dans la réponse cellulaire de I'hdte a linfection virale.

> la protéine de membrane ou matrice M : dirige la plupart des interactions protéine-
protéine nécessaires a lassemblage des virus apres sa liaison a la nucléocapside.

» la protéine d’enveloppe E : contribue a I'assemblage et a la libération du virion hors
de la cellule infectée, en suivant la voie de sécrétion (appareil de Golgi, puis
vésicules sécrétoires).

» T'’hémagglutinine estérase HE présente chez les Betacoronavirus de clade A (25).
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Figure 4: Structure du SARS-COV 2(26)

3) Génome
Le génome du SARS-CoV-2 est représenté par un ARN Simple brin de polarité positive
d’une taille variant de 29,8 kb a 29,9 kb (27).
Il est organisé en 14 cadres ouverts de lecture (ORF= Open Reading Frame) codant pour
27 protéines (fig. 5).

v Les deux premiers tiers du génome en 5° correspondent aux ORFla et ORF1b qui
codent pour 16 protéines non-structurelles différentes (nspl-nspl6) impliquées
dans le complexe « réplicase ».

v Le dernier tiers du génome abrite plusieurs cadres de lecture ouverts qui codent
pour 4 protéines structurelles (spicule, S ; enveloppe, E ; membrane, M ;
nucléocapside, N) et 10 protéines accessoires (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8a, ORF8b, ORF9b, ORF9c, ORF10).

v A chaque extrémitt du génome se trouvent des régions non codantes (UTR)
connues sous le nom de 5'UTR et 3'UTR. Ces UTR sont relativement courtes,
d'environ 230 bases, mais ont des fonctions régulatrices importantes (28)(29).

10
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Figure 5 : Structure du génome du SARS-CoV-2(14)

4) Cycle viral

Le cycle de réplication du SARS-CoV-2 se traduit par I'entrée du virus a I'intéricur de la
cellule, le détournement de la machinerie cellulaire par le virus, la réplication du virus par
la cellule et/ou la réalisation de taches bien précises par la cellule répondant aux besoins du

Virus.

La protéine S du le SARS-CoV-2 est le principal acteur dans linfection des cellules. La
protéine S est constituée de deux sous-unités fonctionnelles : la sous-unité S1 permet la
liaison du virus au récepteur de la cellule héte et la sous-unité S2 assure la fusion de
Ienveloppe virale avec la membrane cellulaire. La sous-unité S1 contient deux domaines
(le RBD et le NTD) qui chacun reconnait des récepteurs cellulaires différents. Le principal
domaine utilisé jusqua present par le SARS-CoV-2 est le RBD. Le RBD permet la liaison
au récepteur ACE2 (30)(31)(32).

Une fois que la sous-unité S1 est liée a un récepteur (le plus souvent ACE2), deux clivages
protéolytiques successifs sont nécessaires. Le premier clivage coupe la protéine S en S1 et
S2. Le second appelé S2' libére lextrémité du peptide de fusion qui comme son nom

lindique amorce la fusion du virion avec la cellule. Une des originalités de la protéine S du

11
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SARS-CoV-2 est qulelle intégre une séquence d'activation au site de clivage dit
«S1 / S2 », similaire aux séquences observées dans les virus de la grippe. Ainsi, a I'instar
du virus de la grippe, la protéine S du SARS-CoV-2 peut étre clivée a I'aide d’une protéase
qui se trouve en abondance dans le plasma : la furine. Les scientifiques suggerent que cette
capacité a pouvoir cliver S1 et S2 par la furine est la raison pour laquelle le SARS-CoV-2

est devenu une épidémie.

Une fois dans la cellule, aprés décapsidation, la protéine N bloque la production
d’interféron. Dans le méme temps, 'ARN wviral est traduit par les ribosomes de la cellule
hote, avec synthése de deux grands polypeptides la et 1b a partr de 'ORFla et de
IORF1b. Les ppla et pplb vont subir un clivage par des protéinases virales en de
nombreuses protéines dont certaines vont s’assembler pour former le Complexe Réplicase-
Transcriptase (CRT) indispensable a la réplication en série du génome viral. Ce complexe
produit une série d’ARNM sous-génomiques par transcription discontinue et finalement
traduits en protéines virales correspondantes. Les protéines virales et IARN génomique
sont ensuite assemblés en virions dans le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi,

puis transportés par des vésicules et libérés hors de la cellule (33).

12
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Figure 6: Cycle de réplication viral du SARS-CQOV 2(23)

5) Propriétés physico-chimiques

YY)

Comme la plupart des virus nus, le SARS-CoV-2 est un virus fragile, sensible a différents

agents désinfectants chimiques et physiques. Le tableau 1 résume I'ensemble des agents

testés sur le SARS-CoV-2.
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Tableau 1: Agents désinfectants actifs contre le SARS-CoV-2

Agent désinfectant Concentration Durée Effet (réduction de | Reference
d’action la charge virale)

L'éthanol 78 %, 80 %, 85 % | 30 secondes | 4,3 et 5,5 logl0 (34)

et 95 %
Formaldéhyde 0,7% a 1% 2 minutes 3 logl0 (34)
Povidone iodée 0,23%a75% 15 secondes | de 4,4 a5 logl0 (35)
2-propanol 70 %, 75 % et 100 | 30 secondes | 3,3 a4,0 logl0 (34)

%
peroxyde 0,5% 1 minute 4log 10 (34,36)
d'hydrogéne
Glutaraldéhyde 0,5% 2 minutes 4log 10 (34)
Hypochlorite de | 0,5%et 1% 3log 10 (37)
sodium
Chaleur 60°C 30 minutes 4log 10 (38)
Chaleur 80°C 1 minute - (38)

IIl.  Caractéristiques épidémiologiques de la pandémie du COVID-19

1) Réservoir du virus

La découverte de divers coronavirus de chauves-souris étroitement liégs au SARS-CoV-2

suggere que les chauves-souris sont des réservoirs possibles du SARS-CoV-2 (39).

Néanmoins, sur la base des résultats actuels, la divergence entre le SARS-CoV-2 et les

coronavirus de chauve-souris apparentés

représente probablement plus de 20 ans

d'évolution séquentielle, ce qui suggere que ces coronavirus de chauve-souris peuvent étre

considérés uniquement comme le précurseur évolutif probable du SARS-CoV-2, mais pas
comme le progéniteur direct du SARS-CoV-2 (40).
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Les pangolins sont un autre hbte sauvage probablement lié au SARS-CoV-2. L'apparition
répétée d'infections a coronavirus liées au SARS-CoV-2 chez des pangolins provenant de
differents événements de contrebande suggére que ces animaux sont des hotes possibles
des virus. Ces anomalies suggerent que les pangolins ne sont probablement pas le réservoir
de ces coronavirus, mais qu'ils ont plus vraisemblablement acquis les virus aprés avoir été
contaminés par les hotes naturels. Toutefois, aucune preuve n'a montré que les pangolins

étaient directement impliqués dans I'émergence du SARS-CoV-2 (21)
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Figure 7: Réservoir du virus(26)

2) Modes de transmission
La transmission se fait essentiellement par (fig. 8):
> voie aérienne a travers les gouttelettes de salive ou des sécrétions des voies
aériennes supérieures émises lors de la toux, la parole, I'éternuement par un sujet
mfecté. L’on se contamine lorsque ces gouttelettes porteuses du virus entrent en

contact avec la mugueuse de la bouche, du nez et des yeux (41)(42).
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» Contact avec les surfaces souillées par des gouttelettes dans I'environnement du
sujet infecté (43).

» Aérosolisation dans I'air des fines gouttelettes (44).
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Figure 8: Transmission du SARS-CoV-2(44)

3) Facteurs de risque et réceptivité
Divers facteurs, tels que les déterminants socio-économiques, les facteurs intrinseques et
les conditions de santé préexistantes et les niveaux d'exposition jouent un réle important
dans la détermination du risque de contracter le SARS-CoV-2.(45,46).
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Les facteurs de risque associés a une mauvaise évolution de la maladie sont les suivants :

» Le tabagisme,

> L’obéstité,

» Les diabétes,

» La préexistence de maladies cardiovasculaires : 'HTA, Pathérosclérose, I'infarctus

du myocarde, un AVC

A\

La préexistence de maladies respiratoires : BPCO, I’asthme

Y

L’age > 65 ans

» L’immunodépression

IV.  Physiopathologie

En se fixant sur les cellules épithéliales du tractus respiratoire, le SARS-CoV-2 commence
a se répliquer et a migrer vers les voies respiratoires inférieures puis pénétre dans les
cellules épithéliales aléolaires des poumons grdce a la liaison avec le récepteur a
I'enzyme de conversion de Iangiotensine (ACE 2). La réplication rapide du SARS-CoV-2
dans les poumons peut déclencher une forte réponse immunitaire. Les cellules
immunitaires  activées  sécrétent des cytokines inflammatoires dans les cellules
endothéliales des arteres pulmonaires. L’orage cytokinique provoque le syndrome de
détresse respiratoire aigué et l'insuffisance respiratoire.

L’atteinte multi-viscérale  peut étre causée directement par le virus SARS-CoV-2 ou
résulter d'une réponse immunitaire accrue. Puisque I'ACE2 est largement exprimés a la
surface des membranes cellulaires au niveau du cceur, des reins, des intestins et des artéres

(18,47 ,48).
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V.  Manifestations cliniques de la COVID-19

1) Durée d’incubation etde contagion
La période d'incubation moyenne du SARS-CoV-2 est de 5 a 6 jours mais peut atteindre 24
jours, ce qui rend le dépistage de linfection plut6t difficile (18). La période de contagiosite
est estimée a 2 a 4 jours avant 'apparition des symptomes et dure environ 7 & 10 jours

apres (49-51).

2) Formes asymptomatiques
L'incidence des cas asymptomatiques de SARS-CoV-2 varie de 1,6 % a 51,7 % et ces
personnes ne présentent pas de symptdmes ou de signes cliniques typiques mais peuvent

présenter des anomalies apparentes a la tomodensitométrie (TDM) pulmonaire (18,52).

3) Formes symptomatiques
Un large éventail de manifestations cliniques est observé chez les patients atteints de
SARS-CoV-2, allant d'une maladie légere/modérée a une maladie grave, rapidement
progressive et fulminante.
> Les symptdmes non spécifiques (les plus courants et similaires a ceux d’une
grippe) : la fievre, la toux, la myalgie ou la fatigue
> Les symptomes atypiques (moins fréquents) : les expectorations, les maux de téte,
I'hémoptysie, les vomissements et la diarrhée, une perte de lodorat (hyposmie ou
anosmie) ou du godt (hypoagueusie ou agueusie), qui sont désormais considérés

comme des signes d'alerte précoce et des indications d'auto-isolement (53,54).

Les signes radiologiques caractéristiqjues de la COVID-19 sont les suivants

des opacités en verre dépoli, non systématisées, multifocales, bilatérales et asymeétriques,
de localisation sous pleurale a prédominance basale et postérieure. L’évolution des images
en verre dépoli se fait vers un aspect de crazy paving : apparition secondaire de
réticulations intralobulaires de condensations linéaires. Dans les formes graves, la

proportion de condensation pulmonaire est plus élevée (55).
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Figure 9: Condensations en verre dépoli basales bilatérales, sous-pleurales,

caractéristiques de la maladie(55)

Biologiquement, la plupart des patients présentent des taux élevés de la CRP, une élévation
des transaminases, de la ferritine, de la protéine C-réactive (CRP), de la créatine kinase,

des D-dimeres et aussi une lymphopénie, une thrombopénie et une leucopénie (2,53,56).

4) Les formes graves et modes d’évolution
Il existe un large spectre de gravite et de modes d'évolution. Environ 6,5 % a 31,7 % des
patients hospitalisés sont admis en soins intensifs et environ 29 % d'entre eux développent
détresse respiratoire aigué(4,45,54) .
Certains patients (de 2 % a 20 %) présentent une mauvaise évolution de la maladie se
traduisant par la progression du dysfonctionnement de plusieurs organes avec nécessité une
ventilation mécanique invasive et la mortalité (45,57).
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En outre, d’autres développent des formes longues de la maladie avec persistance d’au
moins un symptéme du COVID-19 jusqu'a un mois apres leur sortie de [I'hopital. Les
symptomes les plus fréquents chez ces patients étaient la fatigue, la dyspnée, les douleurs
articulaires et les douleurs thoraciques (58).

Des lésions pulmonaires persistantes ont été observées chez des patients guéris du COVID-
19.

Age as major risk factor

<10 years <50 years >60 years >68 years

\ |
[
COVID-19 cases (percentage of all cases)

Asymptomatic... and mild disease (81%) Critical and deceased (5%)

Incubation period « Fever, fatigue and dry cough * Dyspnea « ARDS
* Ground-glass opacities » Coexisting illness * Acute cardiac injury
* Pneumonia * ICU needed * Multi-organ failure
. I I\, J

N ' R
~5 days i ~8 days ~16 days
(1_14) isease onset (1_14} (12_20)

Figure 10: Aspects cliniques de la COVID-19(21).

VI.  Méthodes du diagnostic virologique
Le diagnostic rapide et précis du SARS-CoV-2 est une étape cruciale dans la gestion de la

pandémie. Les tests de diagnostic consistent soit a la détection directe de IARN viral ou &

la recherche des antigenes ou anticorps viraux par des méthodes immunologiques.
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1) Diagnostic direct moléculaire
a) Mesures de protection :

b) Les types de préléevements
Le CDC recommande la recherche des acides nucléiques sur des échantillons des voies
respiratoires supeérieures collectés par écouvillons ; et dans les cas graves lorsque cela est

possible, des prélevements des voies respiratoires inférieures. \Voir tableau ci-dessous.

Tableau 2: Types de prélevements respiratoires pour le diagnostic moléculaire

Prélevements des voies supérieures (par Prélevements des voies inférieures

écouvillonnage)

4+ Les échantillons nasopharyngés 4+ Les expectorations

+ Leséchantillons oropharyngés + L'aspiration trachéale

4+ Les échantillons nasaux (auto- 4+ Le liquide de lavage broncho-alvéolaire
écouvillonnage) (LBA)

c) Preparation des échantillons
La préparation des échantillons pour le diagnostic moléculaire consiste a transformer les
échantillons prélevés en un échantillon compatible a la technique de diagnostic. Les
échantillons doivent étre traités pour isoler 'ARN viral. Les kits d'isolement de I'ARN

doivent étre compatibles avec aux protocoles de détection du génome du SARS-CoV-2.
L’extraction et la purification du matériel génétique se fait en différentes étapes:

» Lalyse cellulaire,

» La dénaturation de IARNase et des protéines,

» La purification de 'ARN viral par différentes techniques : la purification par billes
magnétiques, isolement sur micro-colonnes ou par l'usage des solvants organiques.

Ces méthodes sont résumées dans le tableau 3.
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Tableau 3: Tableau comparatif des techniques d'extraction de I'ARN viral

du SARS-CoV-2 (59).

Méthode Principe de purification

La purification B/
billes

par

magnétiques

Isolement

micro-colonnes

Méthode

organique

sur

billes
fonctionnalisées

magnétiques
IARN viral.
Un champ magnétique externe maintient

pré-
capturent

les billes en place pendant les étapes de
lavage et d’élution

Les colonnes contenant des membranes
en silice ou en polyméres chargés piegent
IIARN viral. La force centrifuge ou le vide
est appliqué pour les étapes de lavage et
de collecte.

Une solution de phénol ou de chloroforme
est utilisée ainsi que la force centrifuge
ARN viral

aqueux. Une précipitation a l'alcool et une

pour séparer en milieu
réhydratation sont mises en ceuvre pour

isoler I'ARN viral.

d) Les techniques d’analyses moléculaires

Grande efficacité
pour extraire de
grandes
concentrations
d’acides
nucléiques

Facile a mettre en
ceuvre R
cependant, elle
nécessite une
centrifugeuse  ou
un vide.

Méthode de
référence pour
isoler IARN
viral.

Risque

contamination  des
billes
dans la solution

d'ARN viral isolée.

magnétiques

Les membranes
peuvent étre
colmatées en
fonction du

spécimen utilisé

Meéthode
fastidieuse et

plus
risque chimique
avec les produits

utilises

% Les tests d'amplification en chaine par polymérase avec transcription inverse
(RT-PCR)

» Les génes cibles

Les cibles de la détection du SARS-CoV-2 comprennent les genes codant pour les
protéines N, E et S et le géne RARP situé dans 1'Orflab (60,61) (figure 11). Le choix des
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cibles affecte la spécificité analytique des tests RT-PCR. Le gene E est hautement conservé
parmi tous les Sarbecovirus et le géne N peut avoir une réaction croisée avec d'autres
coronavirus. Le géne RdRP peut étre utilisé pour différencier le SARS-CoV-2 du virus
SARS-CoV. Le géene S est également utile pour différencier le SARS-CoV-2 car il est
hautement divergent des autres coronavirus. Le tableau en annexe 1 fait une comparaison

des différents tests moléculaires approuvés par la FDA-EUA.

» Le principe

La figure 12 illustre les processus typiques de RT-PCR pour le SARS-CoV-2. La réaction
de retro-transcription convertit ARN viral en ADN complémentaire (ADNCc).
La polymérisation en chaine (PCR) amplific ADNc de maniére exponentielle et 'ADN
amplifié est détecté en temps réel a laide de sondes fluorescentes. Lorsqu'un nouveau brin
d'’ADN est synthétisé, une sonde rapporteuse hybridée (par ex, la sonde TagMan) est clivée
par lactivite exonucléase 5' de la polymérase et le quencher est retiré du fluorophore, ce
qui entraine la génération de fluorescence. Ainsi, lintensité de la fluorescence reflete
lamplification en temps réel des séquences d'’ADN et est utilisée pour la détection
guantitative de 'ADN cible.

Une autre stratégie pour produire de la fluorescence consiste a [lutilisation d’agents
intercalants se liant ADN double brin (ADNdb) (par exemple, SYBR Green).
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Figure 11: Organisation du genome du SARS-CoV-2 et positions relatives des cibles
génétiques détectées a I'aide de réactions en chaine par polymérase a transcription
inverse (RT-PCR)(62)
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Figure 12: Le principe de la RT-PCR(62)
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Chez la plupart des individus présentant une infection symptomatique a COVID-19, ARN
viral dans l'écouvillon nasopharyngé, mesuré par le seuil de cycle (Ct) devient détectable
dés le premier jour des symptdmes et atteint un pic dans la premiere semaine de
l'apparition des symptémes (63).

Le Ct est le nombre de cycles de réplication nécessaires pour produire un signal
fluorescent, des valeurs Ct plus faibles représentant des charges d’ARN viral plus élevées
(Fig. 13). Une valeur de Ct inférieure a 40 est cliniquement signalée comme étant PCR
positive. Cette positivitt commence a diminuer a partir de la troisieme semaine et devient
ensuite indétectable. Un resultat PCR " positif " reflete uniquement la détection de 'ARN
viral et n'indique pas nécessairement la présence d'un virus viable (50). A cet effet la
Société Francaise de Microbiologie a mis a la disposition des biologistes des
recommandations d’aide a I'interprétation des résultats de la PCR en définissant un seuil
de positivitt avec «excrétion virale significative » et un seuil avec «excrétion virale

modérée voire faible » (64). (Voir Logigramme en annexe 2)

Interprétation des valeurs Ct : ] <«_—— Zone
Entre 23,8 et 33,2 — positives / / «indéterminée »
o 37,0—Ct positif élevé , v / Valeur Ct entre 38,1
T = / / _— | BRSSO
Témoin positif / [ i
& Ct 27,0
<2
ni Ligne de seuil
01
NEG
A
g 35" { -
oor| f i G, ’ ‘ R 4
5 10 15 20 Y25 v 30 v35 v 4 45

23.8 27.0 33.2 37.0

Figure 13: Exemple de courbe d’amplification par PCR en temps réel (en log)(65)
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s Latechnique RT-LAMP (RT Loop Mediated Isothermal Amplification)
La LAMP est une technique d’amplification isotherme. Elle fonctionne généralement a
60-65 °C pour obtenir une amplification exponentielle des cibles d'acide nucléique sans
necessiter de cycles de température [49]. Cette technique utilise trois paires d'amorces :

deux amorces internes, deux amorces externes et deux amorces en boucle.

Les amorces internes et externes se lient a la cible et leur extension produit une structure en
haltere composée de deux boucles a tige a chaque extrémité. Les amorces internes
s'hybrident a la région en boucle de l'haltére pour initier lamplification de 'ADN. L'ADN
amplifié nouvellement formé est a double brin. L'activité intrinseque de déplacement des
brins de la polymérase permet de multiples cycles d'amplification en séparant ADNdb en
ADNsb.

Plusieurs tests RT-LAMP ont été mis au point pour cibler différentes régions génétiques du

SARS-CoV-2, avec des lectures de fluorescence ou colorimétriques (67)(68).

La fluorescence de la Calcéine est initialement inhibée lorsque la Calcéine est liée au
manganese. Les pyrophosphates générés par les réactions d'amplification de [I'ADN
séquestrent le manganese et libérent la calcéine. La Calcéine libre peut se lier aux ions

magnésium, ce qui augmente lintensité de son émission de fluorescence.

Les lectures colorimétriques sont réalisées a laide d'indicateurs de pH. Pendant la
polymérisation de ADN, chaque ajout d'un dNTP libere un ion hydrogéne qui diminue le
pH de la solution. La diminution du pH correspond a l'étendue de la polymérisation de
I'ADN. Un indicateur de pH peut étre utilisé, le rouge de phénol, qui passe du rose (pH 8,8)
au jaune (pH 6,5) pour indiquer l'apparition de lamplification (68).

2) Méthodes de diagnostic direct antigénique
Les tests antigéniques détectent 'une des protéines du virus SARS-CoV-2 (généralement
la protéine de nucléocapside NP) a partir d’un prélevement nasopharyngé ou nasal et
permettraient, tout comme la détection du génome viral par amplification génique, de poser

un diagnostic d’infection par le SARS-CoV-2 en phase précoce. Il est a noter que
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Iefficacit¢ de la détection des antigénes viraux semble corrélée a la charge virale.
Comparativement au test de référence (RT-PCR sur prélévement nasopharyngé), I’objectif
des tests antigéniques est d’accélérer et de faciliter le dépistage et de rendre rapidement le
résultat afin notamment de réduire les risques de transmission virale.

En effet, les tests antigéniques réalisés sur prélevements nasopharyngés voire nasaux sont
rapides (15 a 30 minutes), facile d’utilisation et d’interprétation ; majoritairement présents
sous forme de tests unitaires (c’est-a-dire sous forme de Test Diagnostic Rapide
(TDR))réalisable par les laboratoires de biologie médicale et par d’autres opérateurs (69).
Ces tests ont une bonne valeur prédictive positive. Si un test antigénique positif signe une
mfection, I'inverse n’est pas valable. Le test de référence pour le diagnostic positif de la
COVID-19 reste la RT-PCR.

3) Diagnostic sérologique
Les prélevements sont de types sanguins: sang total prélevé sur tube avec ou sans
anticoagulant.  Plusieurs techniques sont utilisées pour la recherche d’anticorps anti
SARS-CoV-2 chez les patients. Ce sont les tests de diagnostic rapide (TDR), les tests
immuno-enzymatiques  (ELISA), les tests immunologiques par chimioluminescence

(CLIA) ou les tests seroneutralisation (70).

Le test sérologique par immunochromatographie fonctionne par action capillaire ou
I'échantillon est acheminé vers une membrane de nitrocellulose qui est pré-fonctionnalisée
avec des anticorps de capture et de détection, et généralement des nanoparticules d'or ou
d'autres nanoparticules colorées, afin de générer des lignes colorées sur la membrane si

lanalyte d'intérét est présent.

Dans le test immunologique type ELISA, la détection des anticorps d'un patient est réalisée
en immobilisant d'abord un antigéne de capture connu sur la plaque. Lors de lajout de
I'échantillon, les anticorps du patient présents dans I'échantillon qui sont spécifiques a
l'antigene de capture se lient a lantigene de capture immobilisé sur la plague. Un anticorps
de détection marqué par une enzyme, généralement de la peroxydase de raifort (HRP), et

specifique a l'un des isotypes d'anticorps (c'est-a-dire 1gG, IgM, etc.) est ajouté et se lie
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spécifiquement aux anticorps du patient capturés. Un substrat est ajouté et interagit avec
lenzyme, provoquant un changement colorimétrique qui peut étre mesuré et corréle a la

présence et/ou a la concentration de l'anticorps.

La chimioluminescence type CLIA repose sur [lutilisation d’un marqueur qui est une
molécule lummnescente capable d’émettre un rayonnement ou quasi-visible (A = 300-800
nm) La méthode hétérogeéne est le dosage par chimiluminescence le plus largement utilisé.
Les méthodes chimioluminescentes peuvent étre directes - utilisant des Iluminophores - ou
indirects - utilisant des marqueurs enzymatiques. L'une ou lautre méthode peut étre
compétitive ou non compétitive. Dans les méthodes de chimioluminescence directe, les
marqueurs utilisés sont les esters d'acridinium et de ruthénium, tandis que les marqueurs
enzymatiques utilisés dans les méthodes indirectes sont la phosphatase alcaline (PAL) avec
le substrat adamantyl 1, 2-dioxétane aryl phosphate (AMPPD) et la peroxydase de raifort
avec le luminol ou ses dérivés comme substrat (71). Les tests CLIA sont connus pour avoir
une sensibilité et des intervalles de mesures supérieures a ceux des tests ELISA (72).
L'immunochromatographie, I'ELISA et la CLIA testent plus fréquemment les anticorps
type IgG et IgM. En revanche, le test de seroneutralisation mesure le nombre d'anticorps
neutralisants, c'est-a-dire ceux qui peuvent se lier efficacement au virus et en bloquer la

réplication (59).

Les biomarqueurs recherchés peuvent étre des 1gG, IgM ou IgA et immunoglubulines
totales dirigées contre une ou plusieurs protéines virales : S, N, la sous unit¢ S1, la sous
unité S2, le RBD de la sous unit¢ S1 (59) (voir Annexe 3)

L'IgA semble étre un meilleur marqueur d'infection récente, car il reste beaucoup plus

longtemps que les anticorps spécifiques, aprés une infection récente.
A Tissue de ces tests :

v Des IgA et/ou IgM positives suggerent une infection récente par le SRAS-CoV-2.

v Des titres d'lgG croissants suggerent une infection récente.
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v Une sérologe SRAS-COV-2 positive ne signifie pas une immunité a
linfection/réinfection.

Dans les cas symptomatiques qui sont négatifs par RT-PCR, la sérologie peut étre utilisée

comme un test complémentaire mais pas en remplacement des tests RT-PCR (70).

La figure 14 ci-dessous résume la cinétiqgue des différents marqueurs du diagnostic du
SARS-CoV-2.

Before symptom onset After symptom onset

( Detection unlikely3 ) ( PCR - Likely positive )( PCR - Likely negativeb )

C Antibody detection )

-
il .
-
-
______

SARS-CoV-2
exposure

Increasing probability of detection —lb

]
[
T T T T T T T T
Week -2 Week -1 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6
Symptom onset
Nasopharyngeal swab PCR s Bronchoalveolar lavage/sputum PCR ~  eeeeee. IgM antibody
s \/iTUS iSOlation from respiratory tract StoolPCR =0 esssee. 1gG antibody

Figure 14: Estimation de la variation dans le temps des tests de diagnostic pour la
détection de l'infection par le SRAS-CoV-2 par rapport a Il'apparition des
symptomes(63)
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VII. Traitement

1) Prise encharge de la COVID-19 benigne a moderée

L’OMS recommande un traitement symptomatique pour les patients atteints de la forme
bénigne de la COVID-19 constitué d’antipyrétiques en cas de fievre accompagné d’une
alimentation équilibrée et une réhydratation adéquate.
Ces patients doivent étre placés en isolement afin d’éviter la transmission a I’entourage
(73).
Au Maroc, la circulaire N°63 du 5 Aolt 2020 du Ministere de la Santé (annexe 4)
préconise pour les cas asymptomatiques, en premiére intention, un traitement de 7 jours
mené a domicile et a base de :

= Chloroquine 500 mg, 2 fois par jour ou Sulfate d’hydroxychloroquine 200 mg,

3 fois par jour

= Associée a de I'azythromycine 500 mg & J1 puis 250 mg de J2 a J7

* En plus d’un isolement de 14 jours
Les patients présentant des symptdmes modérés ne nécessitant pas une hospitalisation sont

aussi soumis au méme protocole thérapeutique pendant une période de 10 jours (74).

2) Traitement de la COVID-19 sévere
Pour les cas ou les patients sont atteints des formes sévéres a grave, TOMS recommande
une hospitalisation avec assistance respiratoire invasive ou non en fonction des cas. Un
suivi biologique régulier est nécessaire et une antibiothérapie en cas de surinfection

bactérienne (73).

3) Les traitements antiviraux potentiels
A ce jour, il nexiste pas de traitement efficace généralement prouvé contre la COVID-19
ou d'antiviraux contre le SARS-CoV-2, bien que certains traitements aient montré certains
avantages dans certaines sous-populations de patients. En date du 2 octobre 2020, il y
avait environ 405 médicaments therapeutiques en développement contre la COVID-19, et

prés de 318 dans des essais cliniques. Dans le tableau 4, nous résumons les thérapeutiques
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potentielles contre le SARS-CoV-2 sur la base des données cliniques et des expériences

cliniques publiées. Différents mécanismes sont exploités, a savoir :

> Inhibition de l'entrée du virus.
» Inhibition de la réplication du virus

» Les agents immunomodulateurs
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Tableau 4: Potentielles thérapeutiques contre le SARS-CoV-2(21)

Thérapeutique Indication primaire Mécanisme dans le Réfeérences
COVID-19

L'Umifenovir Le traitement de la grippe etde la  Inhibition de l'entrée. (75,76)
(Arbidol) tuberculose.(Chine et Russie)
Le mésylate de Traitement de la pancréatite etde  Inhibition de l'entrée du (77,78)
camostat l'cesophagite par reflux virus. Blogue l'activité de

postopératoire (japon) TMPRSS2
La chloroquine et Prévention et traitement du Inhibition de I'entrée du (79)(80)
I'hnydroxychloroquine  paludisme et des maladies auto- virus.

immunes
Toréemiféne Cancer Inhibition de l'entrée. (81)
Emodine Cancer Inhibition de l'entrée. (82)
hACE2 recombinante, Inhibiteurs de fusion (83,84)
anticorps onoclonaux (protéine S)
Ivermectine Antiparasitaire (85)
Le remdesivir, le Inhibition de la réplication  (79,86)
favilavir, la ribavirine, (rdrp).
Lopinaviretle Inhibition de la réplication.  (79,86)
ritonavir
Le favilavir Traitement de la grippe (Japon) Inhibition de la réplication.  (87)
La dexamethasone Anti-inflammatoire corticostéroide immunomodulateurs (88)
Le tocilizumab et le immunomodulateurs (89)
sarilumab
Le bevacizumab Anti-facteur de croissance Immunomodulateurs

endothélial (VEGF) (Réduction de I'cedéme

pulmonaire)

L'éculizumab Anticorps monoclonal immunomodulateurs (90)
Interféron-o (seul ou Interférence a différents (91-93)
en combinaison) niveaux de la réplication
Plasma convalescent (94)
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VIII. Prévention

1) Mesures non specifiques : les gestes barriéres
La COVID-19 se propage facilement et peut se répandre rapidement dans les collectivités.
Son mode de transmission a conduit a la recommandation de mesures de prévention

simples, capitales pour limiter la transmission. Ce sont les mesures barrieres :

» Prévention de la transmission par contact direct: limiter les contacts physiques
notamment par les mains, utilisation réguliere et répétée de solution hydro-
alcoolique.

» Prévention de la transmission par contact indirect (objets et surfaces souillés) :
éviter le passage d’objet des patients infectés aux patients non infectés, nettoyages
réguliers des surfaces avec une solution d’hypochlorite diluée

» Prévention de la transmission aérienne par le respect d’une distance d’au moins
2 metres : tousser ou éternuer dans son coude, utiliser des mouchoirs a usage
unique, utiliser des masques de protection type FFP2 ou de type chirurgicaux FFP1.
Les masques évitent la projection de secrétions des voies aériennes supérieures ou
de salive, ils doivent étre portés dés les premiers symptdmes et changés toutes les 4

heures.

2) Les mesures spécifiques : la vaccination
En décembre 2020, IOMS avait recensé plus de 214 candidats vaccins COVID-19, dont 51
étaient en cours d'évaluation clinique, 13 en phase Ill d'essais et plusieurs vaccins dont
Iutilisation est désormais autorisée dans certaines régions (OMS ; COVID-19 Vaccine
tracker). Diverses technologies ont été utilisées pour la mise au point d’un vaccin efficace ;

toutes ciblant la protéine S comme principal support des vaccins.
Ce sont :

v" Vaccins a virus inactivés
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Les virus sont physiquement ou chimiquement inactives mais preservent [lintégrité de la

particule virale, qui sert d'immunogene.
v’ Les vaccins a particules ou nanoparticules de type viral

Dans cette stratégie, les protéines virales structurelles sont co-exprimées pour former des
particules non infectieuses qui servent d'immunogéne au vaccin. Elles ressemblent a de

Véritables virions mais ne contiennent pas le génome du virus.
v Les vaccins a base de sous-unités protéiques

Cette stratégie ne comprend que des protéines ou des peptides viraux clés qui peuvent étre
produits in vitro via des bactéries, des levures, des insectes ou des cellules de mammiferes.
Le plus grand nombre de cas de syndrome respiratoire aigu sévere coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) aux stades clinique et préclinique sont basés sur cette stratégie.
v' Les vaccins a vecteur viral

Le(s) géne(s) codant pour le(s) antigene(s) pathogene(s) est (sont) cloné(s) dans des
vecteurs viraux non réplicables ou réplicables (tels que les adénovirus). Le ou les antigenes

sont produits par les cellules hétes transduites aprés immunisation.
v Les vaccins a ADN ou ARNm

Les vaccins a ADN ou ARNm présentent lavantage d'une fabrication rapide contre les
agents pathogenes émergents. Pour les vaccins a ADN, le ou les antigénes viraux codés par
un ADN recombinant plasmidique sont produits dans les cellules hdtes par un processus
séquentiel de transcription et de traduction. En revanche, les vaccins ARNm sont
synthétisés par transcription in vitro et produisent des antigenes viraux dans le cytoplasme

par traduction directe des protéines in vivo.

v' Les vaccins a virus vivant atténué
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Dans cette stratégie, le virus est atténué par passage in vitro ou in vivo ou par mutagenese
génétique inverse. Le virus résultant devient non pathogene ou faiblement pathogéne mais

conserve son immunogenicité en imitant l'infection par un virus vivant.

Dans le tableau ci-dessous annexe nous résumons les candidats vaccins contre le
SARS-Cov-2 (95).
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PARTIE II: CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES,
CLINIQUES ET VIROLOGIQUES DES PATIENTS ATTEINTS DE
LA COVID-19 A L’HMIMV.
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l. Matériels et méthodes

1) Type, lieu et période de I’étude
Il s’agit d’'une étude rétrospective et mono-centrique d’une cohorte de 51 patients realisee
au laboratoire de virologie (Centre de virologie des maladies infectieuses et tropicales) de
I’hopital militaire d’instruction Mohammed V de Rabat sur une période d’un mois (Mars
2020). Les patients inclus sont ceux qui ont été testés positifs par PCR pour le
SARS-CoV-2 et pour lesquels des PCR de contrdle ont été réalisées au sein du laboratoire.
Du fait du caractére observationnel et rétrospectif de I'étude, il n’a pas été nécessaire de

recueillir de consentement aupres des patients.

2) Recueil des données
Les informations et parametres principaux du diagnostic ont été relevés et numerisés sur
fichier Excel a partir de la fiche de renseignement clinique adoptée par le Ministére de
Santé Marocain (Annexe 5).
Nous avons recueillis pour chaque patient positif :
¢ L’identité du patient
e Sexe
o Age
o Vile
e Nationalité
s Les facteurs épidémiologiques
e \oyage en pays COVID-19 +
e Contact avec un personne COVID-19 +
e Passage dans une structure hospitaliere avec des patients COVID-19 +
e Contact avec une personne ayant séjourné dans un pays COVID-19 +

e Professionnel de la santé
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a.

Les données cliniques
Date de début des symptémes
Types de symptomes
Fievre
Toux et mal de gorge
Difficulté respiratoire
Céphalées
Myalgies
Douleurs abdominales
Diarrhées

Comorbidités
Hypertension artérielle
Maladie respiratoire
Grossesse

Immunodépression
Données de la RT-PCR

Date de dépistage
Résultats de la RT-PCR a J0 ;J6; J10; J14 ;J16 ; J18 puis J21
Valeurs des Cycle Treshold (Ct)

Evolution

3) LaRT-PCR

Réalisation et acheminements des prélévements

Un écouvillonnage naso-pharyngé a été réalisé par du personnel formés au niveau du

service

des maladies infectieuses. Les prélevements étaient acheminés au laboratoire et

traités généralement sans délai sinon conservés a +4°C sans excéder 48 h.
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b. L’extraction de ARN viral
L’extraction et la purification de ’ARN viral a été réalisée par une technique d’extraction
automatisée en utilisant le kit EZ1 DSP Virus (QIAGEN). Ce Kit utilise la technologie des
particules magnétiques pour Iisolation et la purification automatisées des acides

nucléiques viraux et de TADN cellulaire.

c. Réalisation de la RT-PCR au laboratoire
La recherche de ’ARN viral a été réalisee par le kit TIB MOLBIOL LigthtMix (Roche).
Les genes cibles étaient le géne E de I'enveloppe et le géne RdRp de ’ARN polymérase
ARN dépendante. L’amplification a été réalisée sur le thermocycleur Z480 (Roche). La
sensibilité du test est de 100% (IC 95% = 93%- 100,00%) et la spécificité

diagnostique de 100% (IC 95 % = 96 %-100 %).

e) Analyse statistique
Les données épidémiologiques et virologiques recueillies ont été analysées statistiguement
par le logiciel Excel. L’analyse valide de la variance repose obligatoirement sur Ia
vérification de deux hypothéses, a savoir la normalit¢ et I'homogénéité. L hypothése de
normalitt a été \érifiée par le graphiqgue QQ plot et confirmée statistiguement par le test
Shapiro-Wilk calculé pour chaque niveau de groupe. Pour tester I’hypothése de
’homogénéité des variances, le graphique residuals versus fits (résidus versus prédictions)
a éte utilise avec le test statistigue de Levene. L’étude de I'impact de ces facteurs
épidémiologiques sur le délai de négativation a été réalisée pour une analyse de la variance
a une variable pour le sexe et 'dge (ANOVA 1) ; puis a deux variables pour le sexe et 'age

combinés (ANOVA II). Le niveau de signification de la p-value était de 0,05%.
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II. Résultats

1) Données épidémiologiques
Nous avons colligé 51 cas d’infection au SARS-CoV 2 au cours de notre étude. 49 d’entre

eux étaient des Marocains et 2 étaient des étrangers.

a. Distributiondes casd’infectionenfonctiondel’age
La distribution selon I'dge des cas d’infection au SARS-CoV-2 est représentée dans la

figure 15 avec une majorité des cas se trouvant dans les 55 a 64 ans.
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Figure 15: Répartition des cas positifs selon I'age

b. Distributiondes cas d’infection enfonction dusexe
Dans notre étude, les patients atteints du COVID-19 étaient en majorité des hommes avec

une sex-ratio H/F = 1,55. (fig. 16)
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B Hommes

B Femmes

Figure 16: Répartition des cas selon le sexe

2) Données cliniques
Du point de vue des manifestations cliniques, 88% des patients étaient symptomatiques et
12 % étaient asymptomatiques. La répartition des différents symptémes est représentée
dans la figure 17. Des comorbidités ont été trouvées que chez 6 patients (Fig. 18).

H Toux

H Fievre

i Dyspnée

H Myalgies

M Douleurs abdominales et

diarrhées
M céphalées

i asymptomatiques

Figure 17: Différentes manifestations cliniques
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B HTA
B Maladie respiratoire
W Diabete

W Acune pathologie

Figure 18: Répartition des différentes comorbités.

3) Données du diagnostic virologique

a. Taux de positivité de la RT-PCR
Nous rapportons ici I'évolution au cours du temps de la positivité et de la négativité des
tests RT-PCR chez les patients diagnostiqués pour une infection au SARS-CoV-2, au cours
du temps.
Le graphe montre une forte positivitt des échantillons pendant les premiers jours puis
diminue lentement jusqu’au quatorzieme jour (J14) puis plus rapidement aprés J14 (Fig.
19).
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Figure 19: Taux de positivité et de négativité de la RT-PCR en fonction du temps

b. Période de positivité etde négativité

La période de positivitt se définit comme la période allant de la date du début des
symptdmes a la date du dernier test positif. Dans notre étude, il est en moyenne
de 16 jours (n=45).

Le délai de négativité de la RT-PCR se définit comme la période allant de la date du début
des symptdmes a la date du premier test négatif. Il s’éleve a 18,75 jours (n=37). Nous
avons exclu de cette détermination les patients asymptomatiques (n=6), les patients ayant
eu des tests non négatifs jusqu’a J21 (n=5), les patients suivis ailleurs (n=2) et les patients
décédés (n=1).
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4) Statistique descriptive du profil dynamique de la RT-PCR en

fonction des données épidémiologiques

a. Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-
PCR en fonction du sexe
Le tableau et la figure ci-dessous présentent les statistiques descriptives du profil
de la RT-PCR en fonction du sexe, avec le nombre d’observation dans chaque catégorie (n,
les valeurs minimales(min) et maximales(max) du délai de négativation, la valeur médiane
calculée de ce délai (median), Iécart interquartile (igr), la valeur moyenne (mean), I’écart

type (sd), 'erreur standard ou I'erreur type, et le centre de I'intervalle de confiance (ci)).

Ces données montrent une variabilité plus grande dans la population féminine que dans la

population masculine, mais des moyennes proches.

Tableau 5 : Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-PCR en fonction

du sexe
Sexe n min max median | igr mean | sd se Ci
Femme | 25 10 28 19 7 19.96 | 5.152 | 1.03 2.127
Homme | 16 9 28 20 5.55 19.438 | 4.56 1.14 2.43

n = nombre d’observations, min = valeur minimale, max = valeur maximale, median =
valeur médiane, iqr = écart interquartile, mean = valeur moyenne, sd = écart type, se =
erreur standard = erreur type, ci = centre de l'intervalle de confiance
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Figure 20: Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-PCR en fonction

du sexe

PCR en fonction de I’age

b. Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-

Les résultats de la statistique descriptive du profil de la RT-PCR en fonction de I'age

montrent de plus grandes variabilités pour les patients agés de 45 a 64 ans, et des délais

peu variables chez les plus de 65 ans (Tableau 6 et figure 19).

Tableau 6 : Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-PCR en fonction

de I’age
Age n min max median | igr mean | sd se
[>65] 3 14 26 20 6 20 6| 3,464
[25_34] 8 13 25 18,5 325 19,25| 3,845 1,359
[35_44] 5 10 21 16 2 16,2 | 4,025 1,8
[45_54] 10 9 28 19,5 6,5 20| 5,812 1,838
[55_64] 15 13 28 21 4 21| 4,766 | 1,231
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Figure 21 : Statistique descriptive du délai de négativation de la RT-PCR en
fonction de I'age

5) Analyse de ’effet des facteurs épidémiologiques sur le profil

dynamique

a. Effet du sexe surle délai de négativation de la RT-PCR
La situation approximative des points le long de la ligne de référence permet de supposer
une normalité. Cette conclusion est étayée par le test Shapiro-Wilk. La p-value n’est pas
significative (p = 0,23 > 0,05 et p = 0,73 > 0,05 respectivement pour les groupes

« Femme » et « Homme »), on peut donc supposer une normalite.

L’hypothése d’homogénéité des variances a ét¢ vérifice. Le graphique montre qu’il
n’existe pas de relations évidentes entre les résidus et les valeurs calculées. On peut donc
supposer ’homogénéité des variances. Cette conclusion est étayée par le test de Levene

non significatif avec une p-value = 0,45 > 0,05
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Figure 22: Diagramme Quantile-Quantile de vérification de la normalité du facteur
sexe
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Figure 23: Diagramme de Levene de vérification de I'homogénéité du facteur sexe

Le tableau ANOVA ci-dessus montre qu’il n’existe pas de difféerence significative entre

les groupes (p = 0,016), qui sont mis en évidence par F(1,45) = 0,109 et p = 0,743 > 0,05.
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En conclusion, le sexe n’a pas un effet statistiguement significatif sur le délai de

négativation de la RT-PCR.

Tableau 7: Analyse de la variance au facteur sexe

Effect DFn DFd F p

Sexe 1 39 0.109 0.743

DFn : Degree of freedom (dégré de liberté) ; DFd : Denominator (dénominateur) ; F : Fisher

b. Effet de I’age sur le délai de négativation de la RT-PCR

Sample

0
Theoretical

Figure 24: Diagramme Quantile-Quantile de vérification de la normalité du facteur
age

L’hypothése de normalité a été vérifiée. Le QQ plot étaye I’hypothése de normalité qui est

confirmée par le test Shapiro-Wilk avec une p-value non significative (p = 0,33 > 0,05).
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Le graphique des résidus versus prédictions semble valider I’hypothése d’homogénéité qui

est confirmée par le test de Levene non significatif avec une p-value = 0,76 > 0,05.
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Figure 25: Diagramme de Levene de vérification de I'homogénéité du facteur age

Tableau 8 : Analyse de la variance au facteur age

Effect DFn DFd F p

Age 4 36 0.932 0.457

Le tableau 8 de Tanalyse de variance ci-dessus montre qu’il n’existe pas de différence
significative entre les groupes (p = 0,016), qui sont mis en évidence par F(5,41) = 0,932 et
p = 0,457> 0,05. On peut donc conclure que I'age n’a pas un effet statistiquement

significatif sur le délai de négativation de la RT-PCR.
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c. Effet combiné du sexe etde I’age sur le délai de
négativation de la RT-PCR (ANOVA II)
L’effet combiné du sexe et de l'dge n’a pas d’effet statistiquement significatif sur le délai
de négativation de la RT-PCR (p = 0,58> 0,05).

Tableau 9: Analyse de la variance a deux facteurs combinés: Sexe et age

Effect DFn DFd F p

Sexe 1 32 0.435 0.514
Age 4 32 0.972 0.436
Sexe : Age |3 32 0.653 0.587

d. Effet de ’age (non regroupé en classe) sur le délai de
négativation de la RT-PCR
Si on considére I'age non regroupé par classe, I'age a un effet statistiguement significatif
sur le delai de négativation de la RT-PCR a un seuil de probabilit¢ de 10% (p = 0,07).

Tableau 10: Analyse de la variance a I'age non groupé par classe

Effect DFn DFd F p

Age 1 45 3.37 0.073
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1. Discussion

1) Caractéristiques épidémiologiques

Dans notre étude il a été retrouvé que la majorité des patients atteints de COVID-19
étaient des hommes adultes avec un taux de 61 %. Ces résultats s’accordent avec les
données d’autres études a linstar de celle menée par Chen et al. en Chine (51,4%
d’hommes) (96). Tandis que I’étude menée par C. Prezioso et al. en ltalie révele une
préepondérance de la population féminine (53,1% de femmes contre 46,9% d’hommes)
parmi les patients atteints de COVID-19 (97).

La moindre sensibilitt des femmes aux infections virales pourrait étre attribuée a la
protection du chromosome X et des hormones sexuelles, qui jouent un role important dans
Fimmunité innée et adaptative (98). Une étude menée par Zhao et al a révélé qu’il existe
une plus grande concentration de récepteurs ACE2 dans les poumons des hommes que
dans chez les femmes (99). De méme, une équipe de chercheurs en Espagne a émis
I'hypothése que les genes des récepteurs d'androgénes pourraient étre des facteurs de risque
d'une gravité accrue chez les hommes aprés avoir observé que 71 % des patients masculins
hospitalises pour le COVID-19 présentaient une alopécie cliniquement significative due

aux récepteurs d'androgenes (100).

En ce qui concerne I'dge, des études menées a Wuhan, point de départ de la pandémie,
décrivent une majorité de patients agés en moyenne de 55,5 ans, 49 ans et 56 ans selon les
études (2,4,54). Les sujets agés de plus de 50 ans représentaient environ la majorité des
malades (2). De méme dans notre étude, nous avons enregistré une majorité des patients
ayant entre 55 et 64 ans. Mais les plus de 65 ans ne représentaient que 5,88 %.

Il semblerait que I'dge soit lié a une difference dans la réponse immune de I’hdte mais
aussi a la présence de comorbidités fréquentes. Ceci peut s’expliquer par le fait que dans le
systeme immunitaire vieillissant, il y a une lymphopénie progressive avec déplétion des
cellules T CD4+ et diminution de la fonction des cellules T régulatrices, ce qui entraine
une prolifération lymphocytaire homéostatique, avec une tendance a des réactions auto-
immunes et inflammatoires excessives. Ce phénoméne peut étre aggravé par une

diminution de Ila capacitté des macrophages sénescents a phagocyter les cellules
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apoptotiques, ce qui entraine un état pro-inflammatoire général. Le déséquilibre du
systeme immunitaire &gé est ensuite exacerbé par une infection telle que la COVID-19, qui
accentue encore la déplétion des cellules CD4+T et la réponse inflammatoire des

macrophages. (47,101)

2) Caractéristiques cliniques
Du point de wvue clinique, seulement 12 % de nos patients étaient asymptomatiques. On

découvre dans la littérature des résultats trés variables allant de 18 a 88 % en fonction des
populations (55). Comme décrits, les symptdmes manifestés étaient essentiellement la
fievre associée a la toux et les myalgies. Mais aussi la dyspnée, les céphalées et des signes
digestifs types diarrhées, nausées, douleurs abdominales.

Le tableau 11 montre les differentes proportions des symptomes rapportes dans la

littérature.

Tableau 11: comparaison des différents symptomes de la COVID-19 retrouvés dans la
littérature

Symptomes | Fievre | Toux | Myalgies | Dyspnée | Céphalées | Signes | Références
T e
Chen et al

Huang et al i) 31 18 22(n=40) 3 (n=38) 1(n=38) (54)
(n=41)

Wang et al Pkl 82 48 43 9 14 4)
(n=138)

Notre 9 10 6 9 4 6
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3) Caractéristiques virologiques
Le délai entre le début des symptomes et la premiere PCR positive était de 3 jours (IQR 2-

4 ; intervalle 0-5; n=45). La période médiane entre le debut des symptdmes et la derniere
PCR était de 17 jours (IQR 12-20 ; intervalle 4-25 ; n=45). L’étude menée par A.T Xiao et
al a révélé respectivement un délai de 8 jours (IQR 5-12 ; intervalle 0-32 ; n=301) du début
des symptomes a la premiere PCR positive et de 16 jours (IQR 10-23; intervalle 0-42 ;
n=301) avec la derniere PCR positive (102).

Chez certains patients on a noté des tests positifs a la suite d’un test négatif, ceci peut
s’expliquer par I'excrétion virale mntermittente dans les échantillons respiratoires de
patients atteints de SRAS-CoV-2 (103).

La recherche de l'impact des facteurs épidémiologiques sur le profil dynamique notamment
sur le délai de négativation a montré que ni le sexe (p=0.74) ni l'age (p=0.45) ni ces deux
facteurs combinés (p=0.58) n'avaient méme pas significatif sur le profil dynamique car les
p-values >0.05. Toutefois i est trouvé dans I'étude d’A.T Xiao et al que I'age avait un
impact significatif sur le délai de négativation (p=0.015 <0.05). Ainsi chez les patients de
plus de 65 ans les tests PCR restaient positifs plus longtemps que dans les autres groupes
d’age (p<0.001). (102)

4) Limites de I'étude
Lorsque nous essayons d’analyser [limpact de I'dge non groupé par classe sur le délai de

négativation de la PCR et a un seuil de probabilit¢ de 10 % c’est-a-dire une valeur de p<
0.1, nous nous rendons compte que ce facteur a un impact significatif avec une p value=
0.07 < 0.1. (Voir paragraphe 5) d. des résultats).

Cette difference marquée pourrait étre expliquée par la taille de I'échantillon ou les

differents groupes (sexe et age) sont peu représentés avec des effectifs faibles.
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CONCLUSION

Le monde est frappé par une nouvelle pandémie di a un virus émergent. le SARS-CoV-2.
Virus qui jusque-la était inconnu du monde medical et scientifique. Plusieurs études ont été
menées dans le but de connaitre tous les aspects épidémiologiques et cliniques et
virologiques de la maladie causée par le nouveau coronavirus. C'est dans ce but que c'est
inscrit notre  étude au terme duquel nous avons trouvé comme caractéristiques
épidéemiologiques une prédominance de linfection dans la population masculine avec 61%
des hommes contre 39% de femme et chez les personnes agées de plus de 50 ans. D’un
point de wue clinique, la majorité de nos patients ont présenté des symptdmes communs et
légers types respiratoires associés a une ficvre et des myalgies chez la plupart d’entre eux.
La confirmation du diagnostic positif de la COVID-19 était objectivée par un test RT-PCR
par détection de I'amplification des génes E et RdRp dans les prélevements nasopharyngés.
Les données recueillies du suivi virologique de ces patients au bout de 21 jours ont permis
de faire une analyse d’impact des facteurs épidémiologiques sur les aspects virologiques.

Toutefois l'analyse de limpact du sexe et de lage n'a pas révélé en effet significatif sur le
délai de négativation de la RT-PCR, définissant la limite de notre étude due a la taille de
léchantillon, avec la perspective de mener une étude considérant un échantillon plus

conséquent et plus représentatif, qui pourrait révéler des résultats plus significatifs.
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RESUME

Introduction : Face a la rapide propagation de la nouvelle maladie a coronavirus causée
par linfection au SARS-CoV-2, nous avons mené une étude afin de décrire les
caractéristiques  épidémiologiques, cliniques et virologiques des patients atteint de
COVID-19 suivis a THMIMYV lors du premier mois de la pandémie au Maroc.

Matériel et méthodes : Nous avons collecté des cas diagnostiqués au laboratoire de
virologie de 'Hopital Militaire d’Instruction Mohamed V de Rabat, sur une période d’un
mois  (Mars 2020). Les patients testés positifs (JO) ont subi des tests RT-PCR sur
prélevements nasopharyngés a J6; J10; J14; J16; J18 puis J21. De plus, les données
épidémiologiques et cliniques ont été recensées a partir de la fiche de renseignements
cliniques.

Résultats : Notre enquéte a colligé 51 patients positifs. Il y avait 61% d’hommes contre
39% de femmes. La répartition selon I'age a montré une majorité de cas ayant entre 55 ans
a 64 ans (31%). Parmi tous ces patients, 88% presentaient des symptomes de type
respiratoire associés a une fievre et des cephalées. L’étude du profil dynamique a révélé
une période de positivité moyenne de 16 jours (n=45) et un délai de négativation moyen de
18,75 jours (n=37). L’analyse de I'impact du sexe et de I'age sur le profil a révélé un effet
non significatif.

Discussion et conclusion: Les aspects épidémiologiques observés semblent étre
concordant avec ceux décrits dans la littérature a savoir la prédominance masculine et des
personnes agees parmi les patients atteints. Toutefois, on retrouve dans certaines études
une prédominance féminine. Quant a I'impact des facteurs sexe et &ge sur le délai de
négativation, i est rapporté que le sexe masculin et 'dge de plus de 65 ans étaient des
facteurs allongeant le délai de négativation de la RT-PCR. Ces analyses nous meénent a
proposer une étude sur un échantillon plus grand avec une meilleure représentation des
différentes classes d’age pour des résultats plus significatifs.
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SUMMARY
Introduction: Facing the rapid spread of the new coronavirus disease caused by SARS-

CoV-2 infection, we conducted a study to seek to describe the profile of viral detection by
RT-PCR in patients with COVID-19.

Patients and methods: We collected cases diagnosed at the virology laboratory of the
Hopital Militaire d'Instruction Mohamed V in Rabat, over a period of one month (March
2020). Patients who tested positive (DO) underwent RT-PCR tests on nasopharyngeal
swabs at D6; D10; D14; D16; D18 and D21. Epidemiological and clinical data were
recorded. All these data were statistically analyzed by defining as parameters of the

dynamic profile the time of positivity and negativity of the RT-PCR.

Results: Our survey collected 51 positive cases. There were 61% males and 39% females.
The age distribution showed a majority of cases between 55 and 64 years of age (31%).
Among all these patients, 88% had respiratory symptoms associated with fever and
headache. The dynamic profile study revealed a mean time to positivity of 16.11 days
(n=45) and a mean time to negativity of 18.75 days (n=37). Analysis of the impact of

gender and age on the profile revealed a non-significant effect.

Discussion and conclusion: The epidemiological aspects observed seem to be consistent
with those described in the literature, ie. the predominance of males and elderly people
among the affected patients. However, in some studies there is a female predominance. As
for the impact of sex and age factors on the time to negativation, it is reported that male
sex and age over 65 years were factors that prolonged the time to negativation of the RT-
PCR.

These analyses lead us to propose in perspective a study on a larger sample with a better

representation of the different age groups for more significant results.

56



CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES, CLINIQUES ET VIROLOGIQUES DES
PATIENTSATTEINTS DE LA COVID-19 A L’HMIMV.

Résumé en Arabe
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ANNEXE 1 : Tableau comparatif des tests de diagnostic moléculaire approuvés par la
FDA-EUA(59)

Manufacturer | Test SARS-CoV-2 | Sample Types Sensitivity/Specificity
Biomarkers | Accepted Time to
Result
CDC 2019- N1, N2, RP Nasopharyngeal (NP) | ~80 min for 1 | 100% (13/13)/100%
nCoVReal- swab, Oropharyngeal | sample (104/104)
Time RT-PCR (OP) swab, Sputum,
Diagnostic Tracheal aspirates,
Panel Bronchoalveolar
lavage (BAL), Nasal
aspirate
QIAGEN OlAstat-Dx\ | ORF1b, E NP swab ~1hfor1 100% (30/30)/100%
RespiratorySA sample (30/30)
RS-CoV-2
Panel
PerkinElmer | PerkinElmer® | ORFlaband N | NP swab, OP swab ~2 h for 96 X LOD (100%, 20/20)4X
New samples LOD (100%,
Coronavirus 20/20)/100% (94/94)
Nucleic Acid
Detection Kit
Thermo TagPath ORF1b, S, N NP swab, BAL, Nasal | 3 hfor 94 100% (60/60)/100%
Fisher COVID-19 swabs, OP swabs, samples (60/60)
Scientific Combo Kit Nasal aspirate,Mid-
turbinate swabs
Roche cobasSARS- ORFla/b, E NP swab, OP swab 3 h for 96 100% (50/50)/100%
CoV-2 samples (100/100)
Alinity m RdRp, N NP swabs, OP swabs, | ~2 h for 24 100% (40/40)/96.5%
Abbott SARS-CoV-2 BAL samples (55/57)
Molecular Assay
BD SARS- N1, N2 NP swab, OP swab 3 hfor24 1-2X LOD (95%,
Becton, CoV-2 samples 38/40)3-5X LOD (100%,
Dickinson & | Reagents for 10/10); 100% (29/29)
Company BD MAX
(BD) System
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ANNEXE 2 : Logigramme proposé pour I'interprétation des tests de RT-PCR ciblant 2 ou
3 génes viraux(64)

Analyse par RT-PCR SARS-CoV-2 de prélevement nasopharynge™* ‘

Pertinence médicale de rendu de résultats :
dits gque possible, recommandé dans les 24-48h

Selon les technigues, 2 ou 3 génes viraus sont analysés®.
Il est recommandé de suivre les régles d'interprétation
de la technigue uiilisée.

En plus de ces rbgles, et en accord avec les évaluations de concordance
entre la technigue utilisée et la technique CNR 1P4, les interprétations suivantes
peuvent &tre appliguées (les valeurs de Ct Indiguées lcl falsant référence
a la technique CNR IP4) :

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

- 51 2 cibles sur 3 ou toutes cibles détectées aves Ct de la cible
la plus sensible > 33, rendre « Positil faible »

Interpritation de ka valeur de Ct de la cible la plus sensible
[z2 regorter & I'abaque de concordance des technlques par rapport

a la technique du CNR IP2/IP4 ; of, annexe]

Ct =33 Ct=33
Présence dARN viral compatible avee Présence dARN viral compatible avec une
une excrétion virale significative Excrétion virale modérée voire trés faible

Dans toubes bes situations, les mesures et les gestes barritres
dolvent étre respectés,

Il n'est pas recommandé de faire figurer la walaur de Ct
sur bes eampte-rendus o analyse mais Finterprétation suivante
peut dtre ajoutde :

« & interpréter salon la symptomatologie [notamment la présence de toux at
d'étermuemants’), la date de début des signes eliniques dventuels, be statut
immunitaire individuel et les conditions emdronnementales. o
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ANNEXE 3 : Tableau comparatif des tests sérologiques approuvés par la FDA-EUA (59)

Manufacturer Test Test Type SARS-CoV-2 Time to results| Sensitivity/
Biomarkers Specificity
Autobio Anti-SARS-CoV- | Lateral flow IgG and IgM ~15 min 99.0%
Diagnostics 2 Rapid Test immunoassay only against S (299/302)/99.04%
protein (309/312)
Cellex gSARS-CoV-2 Lateral flow IgG and IgM ~15-20 min 93.8%
1gG/IgM Rapid immunoassay only against S (120/128)/96%
Test and N proteins (240/250)
Ortho Clinical VITROS Chemi- Total antibody | ~50 min 100% (49/49)/100%
Diagnostics Immunodiagnosti | luminescent against S1 (400/400)
¢ Products Anti- immunoassay protein
SARS-CoV-2
Total Reagent
Pack
DiaSorin LIAISON SARS- | Chemi- IgG against ~35 min 97.56% (40/41) >15
CoV-2 S1/S2 1gG | luminescent S1/S2 protein days post-symptom
immunoassay onset/99.3%
(1082/1090)
Abbott SARS-CoV-21gG | Chemi- 19G only ~30 min 100% (88/88) >14
Laboratories Assay luminescent against N days post-symptom
microparticle protein onset/99.63%
immunoassay (1066/1070)
Bio-Rad Platelia SARS- ELISA Total antibody | ~100 min 92.2% (47/51)/99.6%
Laboratories CoV-2 Total Ab against N (684/687)
assay protein
Roche Elecsys Anti- Electrochemi- Total antibody | ~18 min 100% (29/29) >14
SARS-CoV-2 luminescence against N days post-symptom
immunoassay protein onset/99.81%
(5262/5272)
Siemens Atellica IM Chemi- Total antibody | ~10 min 100% (42/42) 14
Healthcare SARS-CoV-2 luminescent against RBD of days post-symptom
Total (COV2T) microparticle S1 protein onset/99.8%
immunoassay (1089/1091)
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ANNEXE 4 : circulaire N°63 du 5 Aot 2020 du Ministere de la Santé (pages 1 et 2)(74)

ROYAUME DU MAROC A aall ASlaal)
+eXUAZ+ | HCYOZXO
Ministére de la Santé “aual) 3055

+ololloa®+ | +AZ0Z

DIRECTION DE L'EPIDEMIOLOGIE Elhalaglis galglll ole dupns
ET DE LUTTE CONTRE LES MALADIES +.LCO% | $OICESH A U:Os5 X $LIEJ

Prise en charge des cas de Covid-19
Mise a jour du 03/08/2020

1. Prise en charge du cas possible

Voies de détection d'un cas possible de Covid-19:

Consultation au niveau d'une structure de soins publique ou privée ;

Suivi des contacts ;

Activités de dépistage ;

Appel téléphonique : Allo veille, allo 141 et allo 300,

Lieu de prise en charge : De régle, au niveau de structures hospitaliéres, conventionnelles
ou non conventionnelles,

Démarrage de la prise en charge : En présence d'un tableau radio-clinique trés évocateur
de Covid-19, démarrer le traitement sans délai et aprés bilan pré-thérapeutique, puis faire
un prélévement pour confirmation virologique,

2. Prise en charge du cas confirmé ou probable

* Les cas symptomatiques sont impérativement pris en charge en milieu hospitalier et
mis sous traitement de 1*~ intention pendant une durée de 10 jours ;

* Les cas asymptomatiques sont mis sous traitement de 1% intention pendant une durée
de 7 jours :

o Les cas sont pris en charge a domicile (voir annexe) en I'absence de facteurs de
risque, avec un isolement durant les 7 jours de traitement et 7 jours
supplémentaires, soit un total de 14 jours d'isolement ;

o Un suivi médical rigoureux de I'état de santé doit étre assuré, afin de détecter
précocement tout signe d'aggravation ou effet indésirable du traitement.

3. Critéres de guérison
* Pour un cas asymptomatique : La guérison ne peut étre évoquée qu'a l'issue des 07
jours de traitement, sans l'apparition du moindre symptdme évocateur de la maladie ;
* Pour un cas symptomatique (probable ou confirmé): La guérison est déclarée a
V'issue de la période de traitement de 10 jours, en plus des deux critéres suivants :
- Nette amélioration clinique, avec une apyrexie pendant 3 jours consécutifs ;
- Normalisation du bilan biologique

4. Prise en charge en post-guérison
« Le patient doit compléter le confinement pour une durée de 14 jours apres le début de la
| prise en charge (les 14 jours incluent la période d’hospitalisation) ;
U ¢ Durant le confinement, le patient guéri doit observer scrupuleusement les mesures
suivantes :
J - lIsolement & domicile dans une chambre individuelle ;
l} - Port d'un masque chirurgical en présence d'une tierce personne ; N

\
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- Respect des régles d'hygiéne individuelle, y compris la désinfection des selles &

I'eau de javel au moins 10 minutes avant nettoyage ;

- Alapparition de tout signe, se présenter a la structure de prise en charge la plus

proche tout en spécifiant que le patient a été COVID-19 positif.

5. Suivi de pharmacovigilance

Tout patient bénéficiant d'un traitement de premiére ou de deuxiéme intention doit bénéficier
d'une surveillance active des effets indésirables, selon les normes de pharmacovigilance, en

utilisant la fiche en vigueur.

6. Protocole thérapeutique

Traitement de premiére intention :

Chloroquine
500 mg X 2/j, pendant 7 jours En association avec ’Azithromycine
Ou 500 mg a1, puis 250 mg /lourde |24 7
Sulfate d'hydroxychloroguine
200 X3/] pendant 7 jours

Traitement de deuxiéme intention :
Association Lopinavir/Ritonavir : 400mg X 2 par jour pendant 7jours,

Antibiothérapie : Non systématique, indiquée si surinfection bactérienne.

Amoxicilline + acide clavulanique, 3g par jour
Ou
Moxifloxacine 400mg/j en une seule
Ou
Levofioxacione 500 mg/j en une seule prise

Nébulisation :  utiliser si besoin, avec les précautions nécessaires en matiére de
prévention des infections liées aux soins.

Héparine a bas poids moléculaire, si alitement.

Avant le démarrage du traitement, il est nécessaire de réaliser un bilan minimum
qui comprend les examens suivants : NFS, CRP, Glycémie, urée, créatininémie,

transaminases, ECG, Radiographie thoracique.

7. Critéres de transfert en réanimation

Le transfert en réanimation se fait devant I'yn des critéres suivants :

NB : Des mises a jour de ce protocole peuvent avoir lieu, selon le contexte épidémique et
I'évolution des connaissances sur la maladie. Elles feront I'objet de notes spécifiques, le cas

Troubles neurologiques : les troubles de la conscience ;
Polypnée : FR> ou égale 3 30 cycles par min ;

TA systolique <90 mmHg ;

Fréquence cardiaque : 120 bat/min ;

Saturation en oxygeéne <92 % sous 41/min d'02.

échéant. »‘\\
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ANNEXES5 : Fiche de renseignement pourle diagnosticau laboratoire de laCOVID-19(104)

ROYAUME DU MAROC ’ Ay Al Aslaali
+IHATS | HEYOIO
Misistére de In Sante “aall 35y
3 ol lba©4 | O_Awl
RELTHON DU L PO MIOLOGTE . o e lis g acigll de agpyne
WLUTTE CONTRE LES MALADIES LN, | OCESH A O X WO
COVID-19
Fiche de diagnostic au laboratoire
Code du cas possible : /| B &
I.  Données du patient
NI P I 4 L i e ik baeaasds SexexM O F O
REGION : ....ovcrrersmmersrmmmnnene. PrOVINCe/Préfecture

Date d'investigation : /

Date de début des symptomes

1. Données relatives au prélévement
Motif du prélévement : Diagnostic O Controle O
I'ype de prélévement : Oropharyngé [ Nasopharyngé O
Liquide broncho-alvéolaire O Autre: ...,
Date de prélévement :/_ (/) 1 ) L
Personne ayant effectué le prélévement @ ..o, AR NN A B AR RS
Laboratoire destinataire ; ........ AN £ K RS A o K A S RS G S SN ;
RESPODIMDIC OC I AChHOINIDCIIEIE &-4s <o vosaaionesuserasn sbesspossiis asshinsbanssuennss s a¥es ERLva AR TELE 10 S FRIT oK e
II.  Données du laboratoire

Date d'arrivée au laboratoire ;

Etat du prélévement & la réception :  conforme O Non conforme O

St non conforme, quelle est la non-conformité 7 ...,

Fechnique utilisée : RT-PCR ] Xpert T Autre ..o, .
Résultat positif O Résultat négatif O A recontroler O

Responsable de 'analyse

Qualité

Date:/ [/ /1 1 M 4 1t Signature :

Certte fiche est mise a la disposition de la structure de prise en charge des cas possibles COVID-19

Les sections I et 11 doivent étre diiment renseignées par I'équipe sanitaire de la structure de prise en
charge, dés l'admission du cas possible, et validée par I"'UVSSSE du SRESS qui organise
'acheminement du prélévement au laboratoire

La section I doit étre renseignée par I'équipe du laboratoire ayamt effectué I'analyse, qui 'archive
et saisit le résultat sur Uapplication informatique de surveillance épidémiologique de COVID-19 v\\L
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