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’ Serment afcw

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je m’engage
solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes malades sera mon
premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir " honneur et les nobles traditions de
la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.
Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération politique
et sociale, ne s’interposera entre mon devoir et mon patient.
Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d"une facon contraire
aux lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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Je me dois davouer pleinement ma reconnaissance da toutes les personnes qui m’ont soutenue
durant mon parcours, qui ont su me hisser vers le haut pour atteindre mon objectif. C’est avec amour,

respect et gratitude que je dédie cette theése ...



A mon trés cher pére : HASAN EL MOUIAHID

Aucune parole ne peut étre dite a sa juste valeur pour exprimer mon amour et mon attachement
a toi. Autant de phrases et d expressions aussi éloquentes sont-elles ne sauraient exprimer ma
gratitude et ma reconnaissance. Tu as su m inculquer le sens de la responsabilité, de [optimisme et de
la confiance en soi face aux difficultés de la vie. Tes conseils ont toujours guidé mes pas vers la
réussite. Ta compréhension et ton encouragement sont pour moi le soutien indispensable que tu as
toujours su m apporter. Je te dois ce que je suis aujourd hui et ce que je serai demain et je ferai toujours
de mon mieux pour rester ta fierté et ne jamais te décevoir. Ce modeste travail est le fruit de tous les
sacrifices que tu as déployés pour mon éducation et ma formation. Que Dieu te préserve, t'accorde

santé, bonheur, quiétude de [esprit et te protége de tout mal. Je t'aime papa.

A ma trés chére mére : Najia EL BOUAMR]

Source inépuisable de tendresse, de patience et de sacrifice. Ta priére et ta bénédiction m'ont
été d'un grand secours tout au long de ma vie. Tu n’as jamais cessé de me soutenir et de m'encourager
durant toutes les années de mes études, tu as toujours été présente a mes ctés pour me consoler quand
il fallait. Quoique je puisse dire et écrire, je ne pourrais exprimer ma grande affection et ma profonde
reconnaissance. En ce jour mémorable, pour moi ainsi que pour toi, regoit ce travail en signe de ma vive
reconnaissance et ma profonde estime. J'espére ne jamais te décevoir, ni trahir tes sacrifices. Puisse

Dieu tout puissant, te préserve et t'accorde santé, longue vie et bonheur. Je t'aime maman.



A mes chéres seeurs : Lamia EL MOUIAHID et Nada EL MOUVIAHID
Je ne peux exprimer d travers ses lignes tous mes sentiments d amour et de tendresse envers
vous.
Puisse [amour et la fraternité nous unissent d jamais.
Je vous souhaite la réussite dans votre vie, avec tout le bonheur qu’il faut pour vous combler.
Merci pour votre présence toujours d mes cotés.

Je vous aime !

A mon neveu Ghali Tamri
Awvoir un neveu est le plus beau cadeau qu une soeur puisse vous faire. Ton envie de parcourir le
monde, ton enthousiasme, tes soutires, tes yeux brillants sont incomparables. Tu as apporté beaucoup

de bonheur a notre famille. Je t'aime gaga !

A ma grand-mére maternelle : Aicha Ezzaouini
Qui m’a accompagnée par ses priéres et sa douceur. Puisse Dieu [ui préter longue vie et

beaucoup de santé et de bonheur dans sa vie.

A la mémoire de mes grands-parents paternels et mon grand-pére maternel
Le destin ne m'a pas laissé le temps pour jouir de ce bonheur avec vous et pour cueillir

vos bénédictions; Puisse Allah, assurer le repos de votre dme par sa saint miséricorde.

A mes tantes et oncles maternels et paternels
J'aurais aimé vous rendre hommage un par un en témoignage de ma grande considération.
Jespére que vous trouverez d travers ce travail [expression de mes sentiments les plus chaleureux, Que
ce travail vous apporte ['estime et le respect que je porte a votre égard, et soit la preuve du désir que

J aie depuis toujours pour vous honorer.



A ma cousine Ouiame El Motassadeq
Il est grand temps de te dire a quel point tu es importante pour moi. Sans toi, je ne serai pas la
. Tu étais la quand c’était dur de continuer et quand j'avais envie de tout laisser tomber. Tu m’as
motivé et aidé a vaincre tous les obstacles pour atteindre mon objectif , tu étais la pour m’aider a
passer les moments difficiles et la pour en rire lorsque ¢a va mieux . Ton soutien m'a énormément
permis d avancer .

Tu as toujours été la pour moi et je serai toujours la pour toi. Merci pout tout ...

A ma cousine Fatma Baddaz
Tu es la personne que je suis toujours heureuse de voir parce que tu sais démontrer ['affection
que tu portes aux gens. Tu es la cousine avec qui jai envie de partager mes bonheurs et qui saura se
réjouir pour moi avec sincérité . Par ces quelques mots affectueux,je voulais t exprimer ma grande

affection et te dédier ce travail . Jte souhaite une vie pleine de succés et de réussite .

A mon cousin Ayoub el Motassadeq
Tu as toujours été d"un grand soutien, et ce depuis le premier jour. Je te remercie pour ta
gentillesse et ton aide trés précieux, Je te dédie ce travail et te souhaite une vie pleine de succes et de

réussite.

A mes cousines et cousins maternels et paternels,
) e e . ~ . . 3
J aurai aimé citer chacun de vous par son nom, mais méme mille pages ne sauraient suffire pour
vous témoigner toute mon affection.
Mon enfance a été rythmée par vos rires et votre amour. Je vous aime de tout mon ceeur et je

vous souhaite une vie pleine de succés et de bonheur.

A toute la famille EL MOUVIAHID
A toute la famille EL BOUAMR]
Je vous remercie pour tout votre soutien et toutes vos priéres qui m’ont accompagné durant

toutes ces années. Puisse Dieu tout puissant vous procurer santé et longévité.



A mes amies :
Wiamm, Ouiame, Rfhiaoula, Aya
A tous les moments qu’on a passés ensemble, a tous nos souvenirs !
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SARS-CoV-2
Covid-19
OMS

WBE

ARN
RT-PCR
PCR
RADEEMA
HMA
LYDEC
AMENDIS
RADEEF
LRAM
DGSN
STEP

ml

Tpm

Cl

cp

CN

dNTP

Ct

IND

CDC

LISTE DES ABREVIATIONS :

: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2.
: Coronavirus Disease 2019.
: Organisation mondiale de la santé.
: Wastewater based epidemiology.
: acide ribonucléique.
: Reverse transcription polymerase chain reaction.
: Polymerase Chain Reaction.
: Régie autonome de distribution d’eau et d’électricité de Marrakech.

Hopital Militaire Avicenne.

:Lyonnaise des eaux usées de Casablanca.
: Société d’exploitation d’eaux usées et d’assainissement des villes Tanger et Tétouan.
: Régie autonome intercommunale de distribution d’eau et d’électricité de Fés.
: Laboratoire de recherche et d’analyses médicales de la gendarmerie royale a Rabat.
: Laboratoire de la police scientifique de la direction générale de la sureté nationale.
: Station d’épuration des eaux usées de Marrakech.
: millilitre.
: Tours par minute.
: contrGle interne.
: controle positif.
: contrdle négatif.
: désoxyribonucléotide triphosphate.

: Cycle threshold.

: indéterminé.

: Centers for disease control and prevention
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La surveillance épidémiologique de la maladie covid-19 a travers I’analyse des eaux usées dans la ville de
Marrakech.

Le nouveau coronavirus nommé SARS-CoV-2 pour Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2 est ’agent responsable de la maladie Covid-19 (Coronavirus Disease 2019)
[1]. Ce virus est apparu fin décembre 2019 a Wuhan, en Chine, et s'est rapidement propagé

sur tous les continents.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré I'infection au SARS-CoV-2 comme
une urgence de santé publique de portée internationale le 30 janvier 2020, et comme un état

de pandémie le 11 Mars 2020. [2]

La maladie COVID-19 a engendré d'importantes conséquences sanitaires, mais aussi

économiques, sociales, culturelles, environnementales, politiques, scolaires et judiciaires.

Dans le but de gérer au mieux cette crise sanitaire, il est impératif de connaitre la

dynamique réelle du virus au sein de la population.

La surveillance épidémiologique de la maladie COVID-19 par des approches centrées
sur I'individu ne permet pas de dresser le vrai portrait de cette affection. En effet, les tests
sont faits principalement surdes personnes symptomatiques. Tandis que les porteurs
asymptomatiques contribuent a la circulation du virus tout en restant indétectables. En plus,
I’approche individuelle est trés coliteuse, elle est non adaptée aux ressources disponibles au

Maroc et dans d’autres pays socio-économiquement vulnérables.

Bien que le SARS-CoV-2 touche principalement les voies respiratoires, des études ont

confirmé la présence du génome viral dans les matieres fécales des individus infectés. [3][4]

Ces observations impliquent que les eaux usées des communautés affectées peuvent
contenir le virus. L'épidémiologie basée sur les eaux usées (wastewater based epidemiology :

WBE) pourra fournir beaucoup d’informations sur la dynamique épidémiologique.




La surveillance épidémiologique de la maladie covid-19 a travers I’analyse des eaux usées dans la ville de
Marrakech.

Dans ce sens, I’épidémiologie basée sur les eaux usées a été suggérée comme un outil
complémentaire potentiellement utile pour mieux surveiller la maladie COVID-19 et par

conséquent, la mieux gérer. [5][6][7]

La WBE est particulierement utile pour l'alerte précoce des épidémies comme ca était
démontré pour les virus entériques, tels que le norovirus, le virus de I’hépatite A et le

poliovirus. [8][9]

La détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées se fait par amplification de cibles
spécifiques de son génome , a I'aide de la RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) .Néanmoins , les eaux usées sont pleines d’impuretés et d’inhibiteurs de la PCR
(Polymerase Chain Reaction) , ce qui nécessite une série d’étapes pour concentrer les
échantillons , extraire I’ARN (acide ribonucléique) , éliminer les inhibiteurs de la PCR et

amplifier le génome viral .

Il s’agit de la premiére étude sur la surveillance épidémiologique de la maladie COVID-

19 a travers I'analyse des eaux usées au Maroc, elle a pour objectifs de :

» Rechercher le SARS-CoV-2 dans les eaux usées non traitées de la ville de Marrakech.

> Décrire la progression de I’épidémie a partir des résultats d’analyse des eaux usées.

> Décrire la répartition géographique du SARS-CoV-2 dans la ville de Marrakech.

> Evaluer le pouvoir anticipatif de I'approche WBE.

> ldentifier les apports et les défis de cette méthode dans le contexte de la maladie
COVID-19.

» Fournir des recommandations pour un meilleur déploiement.
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La surveillance épidémiologique de la maladie covid-19 a travers I’analyse des eaux usées dans la ville de
Marrakech.

. Type,lieu,période, partenariat et ressources de I'étude :

Il s’agit d’une étude prospective et descriptive portant sur 1060 échantillons d’eaux
usées, collectés par la régie autonome de distribution d’eau et d’électricité de Marrakech
(RADEEMA) et analysés au laboratoire de Virologie-bactériologie et biologie moléculaire de
I’Hopital Militaire Avicenne (HMA) a Marrakech, durant la période comprise entre le 18
Janvier 2021 et le 24 Février 2022 .

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’une démarche nationale lancée par le Ministere
de l'intérieur dans quatre villes du Royaume : Casablanca, Tanger, Marrakech et Fés. En
collaboration avec :

*+ Les opérateurs chargés de la gestion des eaux usées, a savoir : la Lyonnaise des eaux
usées de Casablanca (LYDEC),la société des eaux usées et de I’électricité du nord
(AMENDIS), la RADEEMA et la régie autonome intercommunale de distribution d’eau
et d’électricité de Fés (RADEEF).

+ Et les laboratoires nationaux d’analyses virologiques des eaux usées, notamment le
laboratoire de recherche et d’analyses médicale de la gendarmerie royale a Rabat
(LRAM), le laboratoire de virologie-bactériologie et biologie moléculaire de I’Hopital
Militaire Avicenne a Marrakech et le laboratoire de la police scientifique de la
direction générale de la sureté nationale (DGSN) a Casablanca.

Ces parties prenantes ont mobilisés conjointement les ressources nécessaires au
déploiement de I’étude, en particulier :

v' Les moyens humains et techniques des opérateurs chargés de la gestion des eaux
usées ;

v" Les moyens humains et techniques des laboratoires partenaires ;

v Les moyens financiers nécessaires pour l'acquisition des réactifs et matériels

nécessaires.

.
Royaume du Maroc @ = A arsseoll A loall
Ministére de I'intérieur A almiail Syljg
N —_—
| <3
A= #
LRAN
aH ,’,. :{‘;ﬂ: . —sasaail ol
. Amendis
BRATIEREE RAIDEENA

Figure 1 : Les principaux intervenants dans I’étude.
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Marrakech.

Il. Vue d'ensemble sur le protocole commun adopté par les villes

participantes :

1. Apercu sur le protocole employé a I’échelle nationale :

Le schéma ci-aprés présente le processus global d’analyse des eaux usées qui a servi

a la recherche du SARS-CoV-2 :

Phase pré-analytique (Prélévement, transport et

conservation)

Localisation des points de prélévement

Collecte de 500-1000 ml d’eau usée au point de
prélévement

Transfert des échantillons collectés sur de la glace au
laboratoire, conservation au réfrigérateur a +4 ° C et
concentration dans les 24 heures.

Traitement des sous-échantillons de 200 ml selon les étapes

de la phase analytique.

Phase analytique au niveau des laboratoires

Concentration :

Méthode par
ultrafiltration

(Medema et al.,

2020);

Qrfla Fgfp 5 EM N
RGO
(Wakerr (i)

T, L1 Smlea ikl Apeealfly
N e wrEnin
L ] IR

A ——————
Extraction:

Extraction
automatisée
(Maxwell de
Promeg) ou

manuelle
(NucleoSpin

®RNA
Stool);

Amplification
par RT-PCR :
MAScIR
SARS-CoV-2
kit 1.0 et
Genefinder.

4

Les échantillons sont testés par PCR pour la présence de:

O Géne E (protéine de petite membrane d'enveloppe);

U Géene S (protéine de surface);

O Géne RdRp (géne codant '"ARN polymérase ARN-dépendante);
Qa

Gene N (nucléoprotéine)
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2. Localisation des points de préléevement par ville :

Localisation
des points de
prélévement

32 points de prélévement

POINTS DE PRELEVEMENT AL NIVEAL DE LA VILLE DE
CASABLANCA

FORNT WAL LEGENDE

] Amvodmsemes P12
A Pomt de prétévemen

Aires de prélevement
]
e
i

e @ e

Localisation
des points de
prélévement

11 points de prélévement

Désignation/RADEEF  Désignation/LRAM

» FES DUINT LHAIAI
2 FES QULED TAYES
] FES DOKKARAT

Pl FES LAFIAT

s FESBLED MERRANE
3 FES INAN KADH)

[l FES LABETA DHAR LAKHMISS |

e FES AN KADDUSS
FES TGHAT
"o FES HAY MASSIRA NASSIM

P11 FES STATION EPURATION

POINTS DE PRELEVEMENT AU NIVEAU
DE LA VILLE DE FES

LEGENDE
[ Amondissemnt —— ZonePS
A\ Powt de prelévement  —— Zone P6
Aires de prélévement -
Zone P1 —— Zone P8
— Zone P2 Zone P9
Zone I3 —— Zone P10

—— Fone P4

Figure 3 : Les points de prélévement au niveau de la ville de Fés.
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Localisation
des points de
prélévement

9 points de prélévemerit

Figure 4 : Les points de préléevement au niveau de la ville de Tanger.

POINTS DE PRELEVEMENT AU NIVEAL DE LA VILLE DE MARRAKECH

Localisation
des points de
prélévement

19 points de prélévement

Figure 5 : Les points de prélévement au niveau de la ville de Marrakech.
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lll. La mise en ceuvre du protocole dans la ville de Marrakech :

1. La phase pré-analytique : L’échantillonnage des eaux usées :

Cette étape est réalisée par le personnel de la RADEEMA.

La période de I’échantillonnage a duré 14 mois du 18/01/2021 au 24/02/2022.

Les points de prélevements des eaux usées choisis étaient en nombre de 19 (figure 6) :

- Les points de P1 a P18 sont les principaux collecteurs des eaux usées de la ville de
Marrakech, chaque point collecte les eaux usées provenant d’un ou de plusieurs
quartiers, et dessert un nombre différent d’habitants (tableaul).

- Le P19 correspond a I’entrée de la Station d’épuration des eaux usées de Marrakech
(STEP), c’est le point qui regroupe toutes les eaux usées de la ville avant leurs

traitements.

};;ozlde

© P1- Regard de Viste D eversoire dorage Souk Rabii
@ P2-Déversoire dorage bab lekhmiss

@ P3- Déversoire dorage jnan sidi belaabas

@ P4- Regard de visite devant sup de co

P9 Intersection Coll M recard el avenue Nakhil

9 P10- Derriére usine Glace {Avenue Dakheln)

% P11- collectenr O avenue Dakhln

% P12- Intersection Coll M route Essaouira

% P13~ Collecteur O au niveau de la route de targn

% P14~ Collecteur 1 Derriere Usine Soumin

P15- DO 4eme DMM collecteur T chaba ali bali

% P16~ Giratoire AZZOUZIA raccordement douar CHAAOUF
5 P17- entrée station de pompage AZZOUZIA

%) P18- Hors site collecteur les portes de Mamakech

|@ P19- Boue primaire Entrée step

|@ P20- Eun cpurée Sortie testiare

|&_P21- Boue avant evacuation vers sechage

Figure 6 : Cartographie des points de prélévement a Marrakech.
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Les criteres retenus par la RADEEMA pour I’élaboration de I’échantillonnage sont :
> La configuration des bassins versants d’assainissement ;
> La répartition géographique des populations ;
> Le degré d’impact de la COVID-19.
Les prélévements ont été réalisés de facon bi-hebdomadaire de la fagon suivante :
- Les lundis, au niveau des points: P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P14, P15 et P19.
- Les jeudis, au niveau des points: P8, P9, P10, P11, P12, P13, P16, P17, P18 et
P19.
Durant la période étudiée, un ensemble de 1060 échantillons a été collecté.
a. De P1 a P18: 53 échantillons ont été prélevés a partir de chaque
point, soit une somme de 954 échantillons.
b. A partir de I’entrée STEP (P19) : 106 échantillons ont été collectés (vu
gu’il était prélevé doublement par semaine).
L’échantillonnage s’est effectué par un préleveur automatique qui permet d’obtenir
un échantillon d’un litre de volume de type composite de 24 heures.
Les eaux usées collectés pour la réalisation de cette étude sont des eaux usées non
traitées.
Les échantillons ont été transportés au laboratoire de Virologie-bactériologie et
biologie moléculaire de I'HMA de Marrakech dans des glaciéres a température entre 4°C et

8°C en moins de 8 heures.

Figure 7 : Les échantillons d’eaux usées prélevés par la RADEEMA.
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TABLEAU | : Renseignements concernant les points de prélévement des eaux usées a la ville

de Marrakech (Source : la RADEEMA).

,P\ui:@ Désignations de point de Zone concernée </Pupulaﬁnn\ @
prelévement \_desservie /
Points de Prélévements partie Réseau EU
P1 Regard de visite aprés déversoir | Sidi  Youssef BEN 22830
d'orage souk RBAIAA AUl fDouar DLAM Sidi Youssef Ben Ali -Tassoultant II- Douar Koukou-Lotissement Ryad
Cwrika-
P2 Deéversoir d’orage BAB LAKHMIS | Ancienne MEDIMA 11504
[zone 1) Bab Dbagh-Bab Ghmat Bab Lakhmiss
P3 Déversoir d'orage JNAM Sidi | Ancienne MEDIMA 13660
BELAABAS [zone 2) Bab Taghzout-Bab Doukala Jmaa Lafna
P4 Regard de visite prés école SUP | Ancienne MEDIMNA 22999
DE COMMERCE [zone 3) Zone touristigue Agdal — Kasbah- Mechouer-Berrima —Bab Hmar- Av
Khalid Ben El cualid-Av Zektouni- Av Prince My Abdellah
PS5 Avenue Abdelkrim Khatabi prés | ZOME DAQUDIAYT 20953
LOT IKHTIYAR Lotiisements : Sakar-Belbakkar | et Il — les unités HI-11-1V et V-
Boumnasmar-Tallouj | et Il —lotissement Zitouna
P& Avenue Abdelkrim Khatahi prés | GUELIZ CENTER 11246
LOT ARSET SBAII Guéliz Centre{4v Hassan |l-Avenue Med V-5emlalia-Hivernage
P7 Regard de visite Pont Guenon Zone ENNAKHIL 16925
Route de Fes -Ain Itti —{Dowar El BOUN-Douar Tounasi}-El Fekhara-
Quartiet El Massi-Tallaght-Ain Slim-Amelkis.
P8 Déversoir d'orage collecteur M | Zone Mhamid 30248
Lotissement Zerktouni- Zone M'hamid
Po Intersection collecteur M rocade | Zone Mhamid 16241
et avenue Makhil Lotissement : Annassim-Raha-3aada Il et lllF-Hamza | et lI- Imm
Ittifag- El Housna l et I
P10 | Derrigre usine GLACE | Zone Massira 16626
[croisement Av Dakhla et route | [partie 1) Azli-Lotissement lbn Tachafin-Azli Sud
SADUIRA)
P11 | Collecteur O AVENUE DAKHLA Zone Massira 143277
[partie 2) Lotissement lziki-Douar Iziki —une partie de douar laaskar lakdim
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P12 | Intersection Coll M et route | Zone Massira 20741
SAOUIRA [partie 3) Sekouma-Berradi ll-Douar Berrada-Arsat Lhaj Rahal
P13 | Collecteur O au niveau de la| Zone Massira 7967
Route de TARGA [partie 4) Massira | et Il — Douar Lharch-Inara- Lotissement Sofia —une partie
du lotissement Palmie
P14 | Collecteur | demrigre usine | Zone Palmier 4417
SOMIA TARGA Ain MeZouar-5aada Bifra-Logement Sociaux millitaires
P15 | DO collecteur T Chaba Ali BALI Zone 114 11017
extension Nord Av 4éme DMM [ Zone Millitaire)
P16 | Giratoire AZZOUZIA | Zone  AZZOUZIA 68097
raccordement douar CHAAOUF | [partie 1) Lotissement Masmoudi —Douar 5idi Mbark-Douar Azzozia —Douar
Chaaouf
P17 | Entrée Station de pompage | Zone AFZOUZIA 7529
AZZOUZIA [partie 2} Lotissement Azzouzia
P18 | Hors5ite collecteur les portes de | Zone  Portes  de 18758
Marrakech Marrakech Les Partes de Marrakech
Fl9 SouBs primaines entré STEER Ffucir une idse gentrale ot 335033
camaingre  les dients de
p1e Soues primaires entré STEER réutlisation et les cimenbers
&n mas oe rdclaraon sor la
P19 Soues primaires eniré STEER qualitd des eaux dpurtes ot
les bowes

2. La phase analytique :

Cette phase est réalisée par le personnel qualifié du laboratoire Virologie-

bactériologie et biologie moléculaire de I’'HMA a Marrakech.

24 h. Yirus _ ‘ RNA. RT- PCL. Die Kuidiale
composites  concentration  Extraction .
- - Q7

FIGURE 8 : Les étapes de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées.
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2.1 La concentration de I’échantillon :

Une quantité de 200ml prélevée de chaque échantillon est déposée dans un tube a
centrifuger conique. La quantité prélevée subit une centrifugation pendant 30 minutes a
6000 tours par minute (tpm). La centrifugeuse employée est : « Ohaus FC5816R Frontier™
5000 Series Multi Pro Centrifuge ». L’'objectif de cette étape est d’éliminer les grosses

particules et les solides en suspension.

—

i

w1 -

Echantillon de 1L Prélévement de 200mL Centrifugation

Figure 9 : La premiére centrifugation de I’échantillon.

Le surnageant, obtenu a la fin de la centrifugation, est filtré grace a un systéme de
filtration sous vide (Stericup® Merck millipore® Express plus 0,22 pm PES membrane), en
s’aidant de I’aspiration. Ce systéme a pour avantage une filtration rapide avec un minimum

de perte de protéines qui conditionne I’efficacité des étapes suivantes.

Filtration

Figure 10 : La filtration de I’échantillon.
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Ensuite, une quantité de 15ml du filtrat est versée dans des tubes Macrosep Pall® puis
centrifugée a 5590tpm pendant 45minutes. Les tubes Macrosep Pall ® permettent une
concentration rapide et efficace grace aux membranes Oméga et polyethersulfone
microporeuses dotées d’une capacité d’élimination des particules suspendues et de

clarification importantes, avec une tres faible liaison aux acides nucléiques.

Tubes Macrosep Pall® Centrifugation

Figure 11 : La deuxiéme centrifugation de I’échantillon.

2.2 L’extraction de I’ARN :

2.2.1- La lyse mécanique :

Le filtrat concentré, obtenu au terme de I’étape précédente, doit d’abord subir une
lyse de type mécanique pour libérer I’ARN viral. Pour ce, une quantité de 600 pl est
introduite dans des MN Bead Tubes type A (Macherey-Nagel®)puis agitée au vortex pendant

30 secondes.

MN Bead Tubes type A Agitation au vortex

Figure 12 : Lyse mécanique de I’échantillon
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2.2.2 L ’extraction automatique :

Une quantité de 200 pl du lysat est utilisée pour extraire ’ARN selon le protocole de
« Maxwell RSS viral total Nucleic acid purification kit®», a I'aide de I'appareil « Promega
Maxwell extraction system RSC48 Instrument ® » en suivant les instructions du fabricant.

Cette étape dure 35 minutes.

Figure 13 : Maxwell RSS viral total Nucleic acid purification kit®

Figure 14 : Promega Maxwell extraction system RSC48 Instrument ®
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2.3 L’élimination des inhibiteurs de la PCR :

Ce processus est réalisé en suivant le protocole du kit OneStep™ PCR Inhibitor
Removal (Zymo research) dont I'objectif est d’éliminer les inhibiteurs de la PCR présents en
guantité importante au niveau des eaux usées. (Annexe 1)

L’utilisation de ce kit nécessite une préparation préalable ; puis I’ARN extrait y est

ajouté et une derniére centrifugation a 16000tpm pendant 3min est réalisée. (Figure 15)

Figure 15 : OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo research) .

Figure 16 : Les étapes d’élimination des inhibiteurs de la PCR.
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2.4 La RT-PCR spécifique au SARS-CoV-2 :

Le kit MAScIR SARS-CoV-2 M2.0 est le kit employé, il s’agit d’un test multiplex

d’amplification in vitro destiné a la détection du SARS-CoV-2. C’est un kit 100% marocain

validé au niveau national et international, il contient des amorces et des sondes qui ciblent le

gene S et le géne RdRp du SARS-CoV-2.

2.4-1 Le mix réactionnel :

Ce kit contient :

Un mix enzymatique (Mix1) : cocktail enzymatique + dNTP + tampon de réaction.
Un mix des amorces et sondes (Mix 2) : S +RdRp + CI.

Un controle positif (CP) : séquences controbles : RdRp,S,Cl.

Et un controle négatif (CN) : eau ultrapure

Pour chaque test, un mélange réactionnel est préparé en combinant les différents

composants :

> Mix 1 + Mix 2 + ARN extrait
2> Mix 1 + Mix 2 + CP

2> Mix 1 + Mix 2 + CN
2.4-2 LaRT-PCR

Les volumes réactionnels sont répartis dans une microplaque PCR adaptée au

systéme d’amplification. Les parametres de la RT-PCR sont programmés comme suit :

>

9
9
9

La transcription inverse : 50°C pendant 5 minutes.
L’activation : 95°C pendant 20 secondes.

La dénaturation : 95°C pendant 3 secondes.
L’élongation : 60°C pendant 30 secondes.

Le nombre de cycles est fixé a 40 cycles.
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2.4-3 Les régles d’interprétation :

Le Ct, ou « Cycle threshold » est le nombre de cycles d’amplification nécessaires afin
d’atteindre une valeur seuil de fluorescence, qui permet de déclarer que I’échantillon est
positif au SARS-CoV-2.

-Un échantillon positif correspond a un Ct inférieur ou égal a 37, pour au moins un
gene ciblé (S/RdRp).

- Un échantillon négatif correspond a un Ct supérieur a 37 ou Ct indéterminé (IND) ,
au niveau des deux génes cibles .

Tableau Il : Les regles d’interprétation de la RT-PCR.

Ct (RdRp) Ct (S Interprétation
< 37 < 37 Positif
< 37 > 37 ou IND Positif
> 37 ou IND < 37 Positif
> 37 ou IND > 37 ou IND Négatif

Figure 17 : Le kit de la Rt-PCR : Masclr SARS-CoV-2.
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Tableau Il : Récapitulatif de la phase analytique de la recherche du

SARS-CoV-2 dans les eaux usées.

Etape Description
Prélevement - Prélevement de 200mL d’eau usée de chaque échantillon.
Concentration -Centrifugation a 6000tpm pendant 30minutes.

—Filtration du surnageant dans un filtre millipore de 0,2um en
s’aidant de I’aspiration.

-Concentration de 15ml avec un Macrosep Pall en centrifugeant a
5590 pendant 45minutes.

Lyse des échantillons concentrés - Introduction de 600ul de I'’échantillon concentré dans des MN
Bead Tubes type A.
—-Agitation avec le vortex pendant 30secondes.

Extraction de ’ARN Extraction automatique :
- Réalisation de I’extraction de 300ul selon le protocole du Kit
Promega sur le Maxwell.

Elimination des inhibiteurs de la - Selon le protocole OneStep™ PCR Inhibitor Removal (Zymo
PCR research)
RT-PCR - utilisation du kit MAScIR SARS-COV-2 kit M 2.0

L’annexe 2 récapitule en images les étapes de détection du SARS-CoV-2 dans les

eaux usées de la ville de Marrakech.

Pour atteindre les objectifs de notre étude, les données suivantes ont été recueillies :
e Les valeurs du Ct de chaque géne (S et RdRp) dans chaque échantillon, pour :
- L’analyse qualitative : la détermination de la présence ou de |'absence du
virus dans les eaux usées.
- L’analyse semi-quantitative : la description des tendances du virus.
e Le nombre de la population desservie par chaque station, fourni par la RADEEMA.

e Les cas infectés au SARS-CoV-2 cumulés par mois dans la ville de Marrakech.
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I. La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées

de la ville de Marrakech :

1. La fréquence de détection globale du SARS-CoV-2 :

Le SARS-CoV-2 a été retrouvé sur 923 échantillons (923/1060) ; soit une fréquence

de détection de I'ordre de 87%.

TESTS POSITIFS

Figure 18 : La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées de la ville de

Marrakech.
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2. La fréquence de détection de chaque géne (S et RdRp) :

Le géne S a été détecté dans 97% des échantillons positifs au SARS-CoV-2, soit

898/923

S

Présence du
gene S

O

Figure 19 : La fréquence de détection du géne S.

Le géne RdRp a été détecté dans 85 % des échantillons positifs au SARS-CoV-2, soit

784/923.

[NOM DE
CATEGORIE
|
[POURCENT
AGE

[NOM DE
CATEGORIE
|
[P ENT

]

Figure 20 : La fréquence de détection du gene RdRp.
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Il. La fréquence de détection du SARS-CoV-2 par point :

La fréquence de détection du SARS-CoV-2 a été déterminée dans chaque point de

prélevement séparément.

1. Au niveau des points de P1 a P18 :

1.1 La fréquence de détection :

La fréquence de détection variait entre 74% et 94%.

Le point le plus touché était le P12, il correspond a la zone « Massira (partie 3) » :
« Sekouma, Berradilll, Douar berrada, arsat lhaj rahal ».

Le point le moins touché était le P6, il correspond a la zone « centre Guéliz » : Av
Hassan Il, Avenu Med V, Semlalia et I’hivernage.

Tabeau IV : La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les points de P1 a P18.

Points La fréquence de détection (%)

P1 85%

P2 85%

P3 87%

P4 87%

P5 87%
[ps 74% |

P7 83%

P8 87%

P9 87%
P10 87%
P11 91%

[P12 94% |
P13 84%
P14 83%
P15 87%
P16 91%
P17 89%
P18 87%
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Figure 21 : La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les points de P1 a P18.

1.2 la population desservie par chaque point :

Les points de prélevement desservent un nombre variable d’habitants allant de 4 417
a2 68 079 habitants.

Le P16 dessert le plus grand nombre d’habitants.

Le P14 dessert le plus petit nombre d’habitants.

Tableau V : le nombre d’habitants desservis par chague point : (Source : la RADEEMA)

Les points Le nombre d’habitants
P1 22830
P2 11504
P3 13660
P4 22999
P5 20953
P6 11246
P7 16925
P8 30248
P9 16241
P10 16626
P11 14277
P12 20741
P13 7967

[P14 4417 |
P15 11017
[pi6 68079 ]
P17 7529
P18 18758
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1.3 La relation entre la fréguence de détection et le hombre d’habitants par

site:
64000

x
w =2
= 54000 )
i [
@ 44000 i
2 —
w
S 34000 o
w
o a
E 24000 W
=) &
o 14000 )

(@]
& g
4000 o
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10P11P12P13P14P15P16P17 P18
LES SITES
fréquence de détection population desservie

Figure 22 : La relation entre la fréguence de détection du SARS-CoV-2 et le nombre

d’habitants par site.

2. Au niveau de I’entrée de la STEP (P19) :

Le SARS-CoV-2 a été détecté avec succeés sur 99 échantillons (99/106), soit une

fréquence de détection de I'ordre de 93 %.

Tests positits
93%

Figure 23 : La fréguence de détection dans I’entrée STEP (P19).
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lll. L'évolution de I’épidémie dans la ville de Marrakech a partir des

résultats d’analyse des eaux usées :

Afin d’étudier I’évolution du SARS-CoV-2 dans la ville de Marrakech, le Point 19 a été
choisi pour représenter la ville, vu que c’est le point qui regroupe toutes les eaux usées de la
ville.

L’évolution du SARS-CoV-2 a été exprimée par |I'évolution de la moyenne des Ct par

mois.

—&— Gene RARP Gene S
39
'_
et 37
g
o 35 —
z
" 31
)
I~
s 29
)
a 27
w
=
Z 25
S
S N N ,’1/\’ N N N N

janv.-  févr.- mars-

21 21 21 avr.-21 mai-21 juin-21 juil.-21

—&—Gene RARP 33,5 ' 34,75 31,83 34,83 34,57 34 29,71 28,77
Gene S 34,75 35,75 35,11 34,12 34,55 32 @ 31,42\30,44

Figure 24 : L’évolution du SARS-CoV-2 dans la ville de Marrakech a travers I’analyse

des eaux usées.
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IV. L’évolution des cas de la maladie COVID-19 dans la ville de

Marrakech :

Le nombre de cas cumulés par mois a été recensé a partir du bulletin
épidémiologique quotidiennement publié dans le site officiel du Ministére de la santé au

Maroc .[10]

@)

Cas cumulés par mois

R S G A O A
PN LN : : N &
& e @ e &y N LK TS ¥ &

les mois

Figure 25 : L’évolution des cas COVID-19 cumulés par mois dans la ville de

Marrakech.
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V. La relation entre la dynamique du SARS-CoV-2 dans les eaux

usées et I’évolution des cas COVID-19:
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Figure 26 : La relation entre la dynamigue du SARS-CoV-2 dans les eaux usées et

I’évolution des cas COVID-19.
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VI. Le pouvoir anticipatif de la surveillance épidémiologique du

SARS-CoV-2 a travers I’analyse des eaux usées :

ML

Figure 27 : Le délai entre le début de la diminution des valeurs du Ct du SARS-CoV-2

dans les eaux usées et le début de I'augmentation des cas COVID-19.
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I. La situation épidémiologiqgue mondiale :

La maladie Covid-19, propagée a tous les continents, constitue un réel danger pour la
santé publique et la sécurité internationale.De ce fait, elle est placée au sommet des

préoccupations des pouvoirs publiques.

A la date du 18/05/2022, I'infection au SARS-CoV-2 a touché 522 731 989personnes

a travers le monde et a engendré6 269 187déces.

Le nombre de personnes complétement vaccinés est de 4 700 390 270 soit 60,4% de la

popoulation mondiale .

Nombre de cas
contaminés :

522 731 989

Nombre de déces :

6269 187

Nombre de personnes
totalement vaccinés :

4700 390 270

Figure 28 : La situation épidémiologique mondiale du début de la pandémie jusqu’au

18/05/2022. [11]
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Il. La situation épidémiologique au Maroc :

A la date du 18/05/2022, on dénombre 1 165 985 cas de contaminations et 16 071

déces liés au SARS-CoV-2 recensés depuis le début de la pandémie.

Dans notre pays, la compagne de la vaccination anti-COVID a commencé le

28/01/2021.

A la date du 18/05/2022,24 816 345 personnes ont recu leur premiére dose, 23 295
957 personnes ont recu leur deuxieme dose et 6 319 183personnes ont recu leur troisieme

dose.

Nombre de cas
contaminés :

1165985

Nombre de déces :

16 071

Nombre de personnes Nombre de personnes Nombre de personnes
ayant recu la 1ére dose :| |ayant recu la 2éme dose: | | ayant recu la 3éme dose:

24 816 345 23 295 957 6319 183

Figure 29 : La situation épidémiologique au Maroc depuis le début de I’épidémie jusgu’au

18/05/2022.[10]
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lll. La phase entérique du SARS-CoV-2 :

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN qui touche principalement les voies respiratoires. Il

engendre des pneumonies allant de formes bénignes aux formes fatales.

Néanmoins, le cycle viral admet également une phase entérique qui aboutit a la

libération du virus dans les selles. [12]

Figure 30 : Le tube digestif est une cible du SARS-CoV-2. [13]

En effet , une étude récente a rapporté que le SARS-CoV-2 infecte les cellules

épithéliales glandulaires gastro-intestinales [14] .L'enzyme de conversion de l'angiotensine 2
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(ACE2) qui est connue pour étre le récepteur cellulaire du SARS-CoV-2[15] est abondamment

exprimé dans l'intestin gréle [16].

SARS-CoV-2

Anticorps monoclonaux
Plasma de patients
convalescents

1a. Fusion

TMPRSS2

Compart it & £
inteagl ulsire 2. ?. " ARN viral

2. Traduction | Fieesomes
Peptides /™~
——N

3. Clivage yr_}l.nmm.ww-nmnawr
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prifesll N ﬂ 1b. Endocytose
HACEZ S Skt

ARN polymérase
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réplication de I'ARN

Synthése et
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Figure 31 : Le cycle infectieux du SARS-CoV-2 au niveau des organes exprimant le
récepteur cellulaire ACE. [17]
La phase entérique s’exprime cliniquement chez 2 a 10 % des patients atteints de la

maladie COVID-19. [18][19]
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Figure 32 : Les signes digestifs de la maladie COVID-19. [20]

L'ARN viral a été détecté dans des échantillons d'excréments et des écouvillons
anaux/rectaux avec une fréquence de détection qui varie considérablement.

[21][22](3][23][24][25]

Tableau VI : La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les selles .

Specimen Country Method [ Positive rate] Remarks Reference
Feces or anal/rectal swab§ ~ China qPCR 14/31 (45%) (W. Zhang et al., 2020b)
2 qPCR 8/22 (36%) (J. Zhang et al,, 2020)

qPCR 9/17 (53%) Day 0-11; 550-1.21 x 10° gene copies/mL (Pan et al., 2020)
qPCR 8/10 (80%) Pediatric patients; Positive for a mean of 21 (range: 5-28) days (V. Xuet al, 2020a)
qPCR 5/6 (83%) Day 3-13 (Jiehao et al, 2020)
qPCR 54/66 (82%) (Ling et al, 2020)
qPCR 39/73 (53%) (Xiaoet al, 2020)
qPCR 1/1 (100%) Asymptomatic (A Tang et al,, 2020a)
qPCR 41/74 (55%) Positive for a mean of 27.9 days (range: 8-48) (Y. Wuet al, 2020a)
qPCR 12/19 (63%) (Chen et al, 2020c)
qPCR 10/10 (100%) (Loet al, 2020)
Cell culture  1/1(100%) Culturable virus isolated (Zhang et al,, 2020a)
qPCR 44/153 (29%) (W. Wang et al., 2020c)
Cell culture  2/4 (50%) Culturable virus isolated

USA qPCR 1/1(100%) Day 7 (Holshue et al., 2020)

Singapore  gPCR 4/8 (50%) (Young et al,, 2020)

Germany qPCR 8/9 (89%) Up to 10° copies/e-feces (Wlfel et al., 2020)
Cell culture 074 (0%) No culturable virus isolated

France qPCR 2/5 (40%) 6.3 % 10°-13 x 10° gene copies/g-feces (Lescure et al, 2020)

L'ARN du SARS-CoV-2 a été détecté également dans les féces d'individus

asymptomatiques.[3][23][4][26][27]

La durée de I'excrétion virale varie selon les patients avec des moyennes de 14 a 21

jours [28][29]. Cette durée est plus longue que dans les voies respiratoires .[30]

La quantité excrétée du virus peut varier considérablement de 10*2 a 10*8 copies

d'ARN par gramme. [23][31][32]
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La découverte de I’ARN viral dans les selles n'implique pas que le virus soit viable et
infectieux. Cependant, il faut adopter les mesures d’hygiene nécessaires pour lutter contre

une éventuelle transmission féco-orale.

Au total, la détection du SARS-CoV-2 (le virus viable ou I’ARN viral) dans les selles est
une arme a double tranchant. D’un c6té, elle a donné naissance a I'idée de le chercher dans
les eaux usées. D’un autre coté, elle a réveillé les soupcons sur un éventuel risque de

transmission féco-orale et a partir des eaux usées.

La surveillance du SARS-CoV-2 dans les eaux usées pourrait étre avantageusement
exploitée comme outil complémentaire pour étudier la circulation du virus dans les

populations humaines.

Outbreak
Response

_—

4

Fecal
Shedding = S =
K,! ~~ Wastewater
Surveillance

Figure 33: | ’épidémiologie basée sur les eaux usées.
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IV. L’épidémiologie basée sur les eaux usées (Wastewater Based

Epidemiology : WBE) :

1. La surveillance épidémiologique de la maladie COVID-19 :

Les épidémies virales nécessitent un suivi d’indicateurs fiables et pertinents, afin de

gérer au mieux la circulation du virus et d’éviter un rebond dangereux des contaminations.

Durant la pandémie du SARS-CoV-2, le suivi de la dynamique virale au sein de la
population par les approches centrées sur I'individu s’est révélé peu pratique, colteux et

fortement influencé par les porteurs asymptomatiques.

Dans ce contexte, d’autres indicateurs de suivi épidémiologique global ont été
proposés. La recherche du virus dans les eaux usées, via des outils de biologie moléculaire,

s’est tres vite révélée comme un indicateur de suivi de la Covid-19 innovant et objectif.

Cet indicateur est recommandé par I’Union européenne depuis mars 2021. [33]

2. Principe de I’épidémiologie basée sur les eaux usées :

En principe, les eaux usées collectives représentent des échantillons de matiere fécale

et d’urine anonymes provenant de milliers de personnes.

L’approche WBE se base sur le fait que les excrétions humaines résultantes de
I’exposition a des composés chimiques étrangers (par exemple : drogues illicites, toxiques
alimentaires et environnementaux et agents infectieux) sont collectées et mises en commun

par le réseau d’égouts
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Ceci fournit une idée précise de la quantité et du type de composés chimiques

(xénobiotiques) auxquels une population a été exposée.

Cette méthode permet de collecter des informations sur I’exposition aux agents
externes et aux maladies définies dans des groupes de population sans recourir a des

dépistages individuels.

Figure 34 :Le principe de I’épidémiologie basée sur les eaux usées. [34]

3. Les domaines d’application de la WBE :

La WBE est appliquée dans plusieurs domaines notamment dans la consommation de
drogues illicites ,l'usage/l'abus de produits pharmaceutiques, la pollution de l'eau et

I’apparition de genes de résistance aux antimicrobiens [35][36][37][38] .

Plus récemment cette discipline s’est étendue a la détection et I’évaluation de la
prévalence de |'exposition a des composés chimiques comme les phtalates et pesticides, et

méme a la détection de biomarqueurs liés au diabéte ou au cancer.
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La WBE est une méthode épidémiologique éprouvée

La WBE a ¢té proposée initialement'pour la détection de la résurgence du
virus de la Polio dans les années 80 et 90, mais elle n’a connu
d’utilisation élargie qu’a partir des années 2000 pour I’étude de 1’usage de
drogues

En 2005 la premiere application pratique de la WBE a permis de
reperer et quantifier de la cocaine et des ¢léments chimiques associés
dans les eaux usées et de surface en Italie

Depuis cette découverte, de tres nombreuses ¢tudes sur la WBE ont été
menees dans les pays Européens, Etats-Unis, Australie, Chine, ...sur
I’usage de drogues illicites et comportements environnementaux

4
Toutes ces études ont permis de confirmer la fiabilité de la méthode
WBE pour repérer les éléments chimiques recherchés et méme pour

leur quantification
4

Ceci a permis d’accumuler une importante expérience et d’affiner les
protocoles pour maximiser la fiabilité et la sécurité de la méthode

Figure 35 :L’histoire de la WBE (Source : rapport recu du Ministére de I’intérieur)
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4. Les applications de la WBE en virologie :

En virologie,la WBE a été utilisée pour faire progresser notre compréhension de
I'émergence et de I'épidémiologie des virus pathogénes tels que les virus entériques (par
exemple , les norovirus) [9]1[39][40], le virus de I'hépatite E zoonotique réémergent [41][42],

et le poliovirus au cours du programme d'éradication [43].

La WBE est adaptée au dépistage de virus

L 4

De nombreuses études et applications ont été menées sur
I’utilisation de la WBE pour le suivi des épidémies virales

La Polio depuis les annces 80 en Israél, Sénégal et

Finlande;

La Grippe H1IN1 aux Pays-Bas en 2009;

I’Hépatite A et le Norovirus en Suede en 2014;

3 études sur 'utilisation de la WBE pour la détection
d’ARN viral (SARS en 2015, 2018)

Figure 36 : L’application de la WBE en virologie. (Source : rapport recu du Ministére de

I’intérieur)
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5. L’ application de la WBE dans le contexte de la maladie COVID-19:

Actuellement, diverses études ont recherché I'ARN du SARS-CoV-2 dans les eaux usées

a travers le monde.
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Figure 37 : Carte géographigue indiquant les pays ayant appliqué la WBE dans le

contexte de la maladie COVID-19 a travers le monde .[44]
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Figure 38 : Le concept de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées ( de Masaaki
Kitajima/Biorender (2020) )
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6. Les avantages et les apports de la WBE :

Sur la base des expériences menées, la WBE s’est avérée avantageuse sur plusieurs

plans.

L’épidémiologie basée sur les eaux usées permet de réaliser :

> Une analyse qualitative : déterminer la présence ou I’'absence du virus dans les
eaux usées desservant une population ;

> Une analyse semi-quantitative : exprimer les tendances globales de I'infection
au sein de la population en interprétant les valeurs du Ct ;

> Une analyse quantitative : mesurer la charge virale ; c’est le nombre de copies
d’ARN viral par millilitre ;

> Un séquencage de I’ARN viral détecté afin d’identifier d’éventuelles mutations

et de rechercher de nouveaux variants.

Techniquement, Il s’agit d’un outil non invasif et le recueil des échantillons est

relativement plus simple par rapport aux prélévements individuels.

Sur le plan économique et financier, cette méthode est peu colteuse ; elle permet
d’étudier un grand nombre d’individus en ayant recours a de faibles ressources techniques
et humaines. En guise d’exemple, un échantillon de 1 litre prélevé automatiquement peut

renseigner sur I’état de la circulation du virus parmi des millions d’habitants.

Ethiguement,ce moyen ne touche pas aux libertés individuelles, limitant ainsi les

problémes éthiques.
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En termes de veille épidémiologique, cette approche est dotée d'un pouvoir

anticipatif ; elle octroie une marge d’avance :

=  Aux autorités, pour mieux adapter leurs stratégies de riposte et leurs mesures
de protection sanitaire ;

=  Aux responsables et professionnels de santé, pour fournir les ressources
humaines et techniques nécessaires au niveau des établissements de soin ;

=  Aux citoyens, pour se préparer a un éventuel confinement ou a une limitation
des déplacements entre les villes avec moins de dégats secondaires aux
décisions imprévisibles (embouteillages, accidents de la voie publique, les
grands rassemblements dans les centres commerciaux ...).

Ce pouvoir anticipatif permettra de diminuer le taux d’incidence de I’infection, le taux

de létalité et de minimiser les perturbations socio-économiques.

Les prélevements réalisés sont répartis sur les différentes zones de la ville. Ceci
permet d’identifier les points chauds (hotspots)de I'infection et de les isoler des zones
exemptes de virus. Par conséquent, le confinement ciblera un ou quelques quartiers au lieu

de I'appliquer a toute une ville et d’engendrer de lourdes répercussions.

Les porteurs de virusasymptomatiques, paucisymptomatiques et présymptomatiques
excretent le virus dans les selles. Ce groupe d’individus contribue a la circulation du virus
tout en restant indétectable par la surveillance clinique. Ce phénomeéne est connu sous le
nom de la pyramide de surveillance (figure 38).[45] L’approche individuelle ne capte alors
qgue le sommet de l'iceberg ( les personnes symptomatiques diagnostiquées au laboratoire) ,
tandis que la surveillance des eaux usées permet de saisir toute I'étendue de la maladie au

niveau communautaire [46] .
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The COVID-19 Case Iceberg
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Figure 39 : la pyramide de surveillance de la maladie COVID-19 [47] modifiée

7. Les limites de la WBE :

La WBE présente quelques limites :

v Les eaux usées sont pleines d’impuretés et d’inhibiteurs qui perturbent les
réactions moléculaires, méme si divers protocoles et procédés sont introduits
dans le protocole pour les nettoyer.

v Les évenements météorologiques tels que la pluie peuvent diluer la charge
virale dans les eaux usées surtout dans les zones a faible prévalence et étre
responsables de résultats faux négatifs.

v' Certains lieux ne sont pas raccordés au réseau sanitaire et ne peuvent pas étre
étudiés par cette approche.

v Le manque d’informations sur la fréquence des personnes infectées qui
excretent le virus et sur la quantité du virus excrétée par chaque individu. Ceci
complique [I'aboutissement a des modélisations mathématiques qui

permettront de convertir la charge virale en nombre d’individus infectés.
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DISCUSSION DE NOS RESULTATS :

|. La détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées de la ville de

Marrakech :

Dans notre étude, nous avons réussi a détecter le SARS-CoV-2 dans les eaux usées
non traitées de la ville de Marrakech.

Plusieurs études menées a I’échelle internationale, ont également détecté le SARS-
CoV-2 dans les eaux usées. (Figure 36 et Tableau VII).

Tableau VIl : les études ayant détecté le SARS-CoV-2 dans les eaux usées (liste non

exhaustive) :
PAYS Référence
Pays bas [48]
Australie [49]
France -Paris [50]
Espagne [51]
Italie [46]
Chine [52]
Etats-Unis - Louisiane [53]
Japan [54]
France-Montpellier [55]
Afrique du sud [56]
Tunisie [57]
Allemagne [58]
Ukraine [59]
Inde [60]
Brésil [61]
Emirates arabes unis [62]
Tehran- Iran [63]
Turquie-Istanbul [64]
Qatar [65]
Tchéque [66]
E:lgggf [67]
_ ch Naotre étude I
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A I’échelle nationale, trois autres études ont été menées en parallele a la notre dans les
villes deCasablanca, Fes et Tanger. Ces études nationales ont également réussi a détecter le
SARS-CoV-2 dans les eaux usées selon une note de synthése recue de la part du ministére
de I'intérieur.

Le nombre des études réalisées dans ce sens est important et il est toujours en
augmentation. Ceci démontre I'importance de I’épidémiologie basée sur les eaux usées dans

la surveillance de la circulation du SARS-CoV-2 au sein d’une population.

Il. La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux

usées de la ville de Marrakech :
Nous déclarons un échantillon positif au SARS-CoV-2 quand au moins un des deux

genes cibles est détecté (S ou RdRp). Dans notre étude, la fréquence de détection est de 87%
soit 923/1060.
Le tableau VIIIl montre la fréquence de détection obtenue dans d’autres études.

Tableau VIII : La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées obtenue

dans d’autres études :

Pays Fréquence de détection Référence
Pays bas 58 % (14/24) [68]
Australie 22% (2 /9) [49]
France - Paris 100 % [50]
Espagne - Murcia 83 % (35 /42) [51]
Italie 50% (6/12) [46]
Etats-Unis- Louisiane 13%(2/15) [53]
Allemagne 100 % (9/9) [58]
Iran 81,8%(9/11) [63]
Tunisie Deux périodes différentes : [57]
- laleére:61,1%(11/18)
-la2éme : 25 % (8 /13)
Turquie 100 % (9/9) [64]
Maroc 87 % (923/1060) Notre étude
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Notre résultat et les différents résultats rapportés par les autres études,
susmentionnées dans le tableau, sont tres variables.
Les facteurs suivants peuvent expliquer cette différence :

a) Le moment et le lieu de I'étude : I’état de la pandémie (en vague ou en inter-vague)
et le niveau de restriction (confinement,déconfinement, couvre-feu, port de
masque...) au moment de la réalisation de I’étude dans un pays ou une ville.

b) Le nombre de cas positifs dans la zone étudiée : Selon une étude japonaise[69],
lorsque le nombre de cas confirmés dépasse 10/10 000 , la fréquence de détection
augmente. Au-dessous de ce seuil (10/10 000), elle diminue.

¢) Lataille de I’échantillon.

d) Le type de I’échantillon ponctuel ou composite de 24h. L’échantillon ponctuel peut
sous-estimer la présence du virus quand le prélevement est réalisé a un moment de
la journée ou la quantité du virus excrétée est faible. Cependant I’échantillon
composite de 24h couvre toute la journée.

e) La nature des eaux usées: elles sont classées en eaux usées non traitées,
secondairement traitées et effluents finaux.

i. Le SARS-CoV-2 a toujours été détecté dans les eaux usées non traitées.
ii. Dans les eaux usées secondairement traitées :
> Kumar et al.[60],Hasan et al.[70], Sherchan et al. [53] et Balboa et al.[71]
n’ont pas pu détecter le virus.
> Cependant Wurtzer et al.[50], Westhaus et al. [58], Haramoto et al. [54] ,
Tanhaei et al. [63] et Baldovin et al. [72]ont réussi a le détecter.

iii. Aucune étude n’a détecté le virus dans les effluents finaux.
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f) La méthode de concentration : une palette de techniques de concentration a été
implémentée dont : séparation en deux phases (méthode PEG-dextran), ultrafiltration
par centrifugeuse, adsorption-extraction utilisant une membrane électronégative
suivie d’une ultrafiltration par centrifugeuse, adsorption-précipitation de I’hydroxyde
d’aluminium. (Tableau IX)

g) La stratégie d’extraction : I’extraction peut étre manuelle ou automatique.

h) La procédure d’élimination des inhibiteurs de la PCR présents dans les eaux
usées.

i) Les tests RT-PCR, les génes qu’ils ciblent (N,S,RdRp,ORF, M ...) et la sensibilité

et la spécificité des amorces/sondes employées.

Tableau IX : La méthode de concentration employée dans d’autres études.

Pays Méthode de concentration Référence

Pays bas Ultrafiltration [68]

Australie 2 méthodes : [49]
-adsorption-extraction
—ultrafiltration

Espagne Adsorption-précipitation de [51]
I’hydroxyde d’aluminium

Italie Séparation en deux phases [46]
(Méthode PEG-dextran)

USA Louisiana 2 méthodes : [53]
- Ultrafiltration
-adsorption-élution utilisant
une membrane électronégative.

Japan Membrane électronégative [54]
Adsorption-extraction

Japan PEG - précipitation [69]

Maroc Ultrafiltration Notre étudg
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lll. La RT-PCR spécifique au SARS-CoV-2:

1. Le kit d’amplification utilisé :

Nous avons recherché I’ARN viral par RT-PCR en utilisant le kit MAScIR SARS-CoV-2 M

2.0. C’est un kit 100 % marocain validé a I’échelle nationale et internationale.

La plupart des études , notamment [51],[53],[54],[56],[68]1,[69] et [73], ont opté pour le
kit de diagnostique fourni par les centres de controle et de prévention des maladies (centers
for disease control and prevention : CDC ) car il est concu spécialement pour la détection du

SARS-CoV-2 dans les eaux usées .

2. Les génes ciblés :

Le kit que nous avons employé cible le géne S et le gene RdRp.

Rosa et al.[46] et Haramoto et al.[54] ont également ciblé le géne S.

Rosa et al.[46], Wurtzer et al.[50], Jmii et al.[57], Westhaus et al. [58] ont également
ciblé le géne RdRp.

La plupart des études [68], [49],[51],[53],[54],[55],[56] et[57] ont choisi de cibler le
gene N.

Cependant, Westhaus et al. [58] ont montré que le N est moins spécifique.

Le tableau X montre les génes ciblés par chaque étude.
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Tableau X : les génes ciblés dans d’autres études .

Pays Geénes Référence
Pays bas CDC N1 N2 N3 [68]
E_SARBECO
Australie N_SARBECO [49]
NIIID_2019nCOV_N
France Paris E [50]
RdRp
Espagne CDC NT N2 N3 [51]
Italie ORF1ab,RdRp,S [46]
Etats-Unis Louisiane CDC N1, N2 [53]
Japan N_SARBECO [54]
NIIID_2019-nCOV_N
CDC N1, N2
ORF1a,S
Japan CDC N2, N3 [69]
NIIID_2019-nCOV_N
France Montpellier CDC N1, N3 [73]
Sud d’Afrique CDC N1,N2 [56]
Tunisie E,N, RdRp [57]
Allemaane M.RdRD [58]
Maroc - Marrakech S.RdARp Notre étude

3. La fréquence de détection de chaque géne cible (S et RdRp) :

Le géne S a été détecté dans 97% des échantillons positifs au SARS-CoV-2. Le géne
RdRp a été détecté dans 85% de ces échantillons.

Nous pouvons déduire que I'amorce/sonde S est plus sensible que I'amorce/sonde
RdRp.

Ce résultat ne concorde pas avec celui rapporté par une étude italienne qui a trouvé

que I'amorce/sonde RdRp est plus sensible que I'amorce/sonde S . [46]
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L’écart observé dans notre étude entre la sensibilité des amorce/sonde utilisées
est également rapporté par Medema et al.[68] , Rosa et al.[46] , Randazzo et al.[51] et
Westhaus et al.[58]

Cet écart est expliqué par les raisons suivantes :

*= La sensibilité et la spécificité de chaque amorce/sonde .

= L’absence de I'un des genes ciblés dans I’échantillon .[69]

= Les séquences des amorces/sondes sont partiellement identiques aux séquences
ciblées du SARS-CoV-2.[69]

= Les inhibiteurs de la PCR présents dans les eaux usées . [51]

= La faible concentration du géne cible [49].

*= La possibilité de présence de faux positifs [69].Cette hypothese peut étre exclue par

le séquencage des amplicons . [74]

IV. La fréguence de détection du SARS-CoV-2 par point :

Dans notre étude , nos échantillons ont été prélevés a partir de 19 sites de la ville.

Nous avons déterminé la fréquence de détection du SARS-COV-2 dans chaque site
séparément. Elle variait entre 74% et 94% .

Le point le plus touché était le P12 , il correspond a la zone « Massira (partie 3) » :
« Sekouma ,Berradi Ill , Douar Berrada , arsat I’Haj Rahal ». Il dessert 20 741 habitants. C’est
une zone de quartiers populaires caractérisés par un faible niveau socio-économique.

Le point le moins touché était le P6 , il correspond a la zone « centre Guéliz » : « Avenu
Hassan Il , Avenu Mohamed V , Semlalia et I’hivernage » . Il dessert 11 246 habitants et il
s’agit d’une zone d’un haut niveau socio-économique.

Dans les points P3, P4, P5, P8, P9, P10, et P15, nous avons trouvé la méme fréquence
de détection (87% ). Ces points desservent un nombre d’habitants variable (13 660, 22 999,
20 953 ,30 248, 16 241, 16626, 11 017 respectivement), mais dont le niveau socio-

économique est plus au moins rapproché.
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Dans notre étude, nous avons remarqué que le nombre d’habitants n’influence pas la
fréquence de détection par site (figure20), probablement du fait des mouvements de la
population entre les zones. Ce lien sera donc mieux apprécié dans une période de
confinement

Par contre, le niveau socio-économique et culturel des habitants influence la fréquence
de détection. En effet , la vie sociale differe entre les quartiers « populaires » et les quartiers
« bourgeois ». Ces derniers ont des contacts limités entre eux et respectent plus les mesures
de restriction et la distanciation sociale, ce qui diminue la propagation du virus au sein de
leur zone.

Notre résultat concorde avec les études menées par Backer et al. [75], Singu et al.[76] ,
Bustrom et al.[77] et Abrams et al . [78] qui ont montré que le risque d'étre exposé au
coronavirus est inégalement réparti entre les différentes classes sociales.

Des travaux antérieurs sur des pandémies précédentes comme la grippe espagnole ou
la grippe HIN1, ou d’autres maladies infectieuses comme la tuberculose ou la rougeole,
rapportent également I'impact des différents facteurs d’inégalités sociales sur la dynamique

spatiale des pandémies.[79]

52



La surveillance épidémiologique de la maladie covid-19 a travers I’analyse des eaux usées dans la ville de
Marrakech.

V. La surveillance épidémiologique du SARS-CoV-2 a travers
I’analyse des eaux usées :

1. La corrélation entre la détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées

et le nombre de cas COVID-19 déclarés :
Dans notre étude, la figure 24, qui exprime I’évolution du virus dans les eaux usées,

est parallele a la figure 25 qui exprime I’évolution des cas COVID-19 diagnostiqués par des
tests individuels. En effet, quand les valeurs Ct étaient basses (signifiant que la charge virale
était augmentée), le nombre des cas était élevé. A I'inverse, quand les valeurs Ct étaient
élevées, le nombre des cas était faible.

Sur les deux figures, nous notons deux pics ; le Ter au mois d’aolit 2021 et le 2¢me au
mois janvier 2022. Ces deux pics correspondent respectivement a la 2éme et a la 3¢me vague
de la maladie COVID-19 a Marrakech et au Maroc globalement. Autrement dit, I’analyse des
eaux usées a permis avec succes d’identifier la vague Delta (dont le pic était effectivement
en aolit 2021) et la vague Omicron (dont le pic était en janvier 2022).

Ceci prouve la fiabilité de I'épidémiologie basée sur les eaux usées qui a réussi a
reproduire la dynamique de I’épidémie.

Dans notre étude, nous avons établi le lien entre I’évolution du SARS-CoV-2 dans les
eaux usées et I’évolution des cas COVID-19 a travers I’analyse semi-quantitative qui se base
sur les valeurs du Ct. Nous n’avons pas mesuré la charge virale, ceci est un objectif a réaliser
ultérieurement dans une étude quantitative.

D’autres études ont identifié la charge du virus dans les eaux usées et I'ont comparé
au nombre de cas COVID-19 positifs :

-> Wurtzer et al. ont trouvé que I’évolution du SARS-CoV-2 dans les eaux usées est

parallele a la dynamique de I’épidémie. [50]
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- Sherchan et al. ont montré que le SARS-CoV-2 n’était pas détectable dans les eaux
usées avant 'apparition du premier cas COVID-19. Puis il est devenu détectable suite a
I’apparition et I’augmentation des cas positifs. [53]

- Trottier et al. ont objectivé que I'augmentation de la charge virale du SARS-CoV-2
dans les eaux usées est associée a I'augmentation des cas COVID-19. [73]

- En Afrique du Sud, les valeurs du Ct et la charge virale correspondaient au nombre des
cas COVID-19. [56]

- En Tunisie, I'augmentation de la quantité de la charge virale ( est associée a
I’laugmentation des cas Covid-19 dans la zone étudiée . [57]

- Rosa et al.[46] et Kumar et al. [60] ont également rapportés une corrélation entre la
charge virale dans les eaux usées et le nombre des personnes infectées.

Malgré le grand nombre d’études qui supportent cette corrélation , Randazzo et al.[51]
rapporte un écart entre la charge virale dans les eaux usées et le nombre des cas COVID-19.

Nous pouvons expliquer cet écart par le fait que le vrai nombre de cas infectés est
inconnu du fait du grand nombre de cas paucisymptomatiques et asymptomatiques qui ne
réalisent pas le test de diagnostique. Ces personnes constituent 80 % de la totalité des
patients COVID-19 et peuvent eux aussi excréter le virus dans les eaux usées. [57]

En outre, les patients infectés n’excretent pas tous le virus, et quand ils le font , la
quantité et la durée de I’excrétion varient d’un individu a I'autre et dans le temps . [50][51]

En plus , plusieurs variables environnementales peuvent retentir sur la charge du virus
dans les eaux usées , par exemple la pluie , la température et le temps de rétention

hydraulique dans les égouts.[51]
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2. Le pouvoir anticipatif de la surveillance épidémiologigue a travers

I’analyse des eaux usées :
Dans notre étude, nous avons trouvé que les valeurs du Ct du SARS-CoV-2 dans les

eaux usées ont commencé a diminuer 10 jours avant le début de 'augmentation des cas.
Ceci suggeére que les personnes infectées au SARS-CoV-2 excretent le virus dans leurs selles
avant ’apparition des signes respiratoires.

Notre résultat concorde avec une étude espagnole qui a détecté le SARS-CoV-2 dans
les eaux usées 12 a 16 jours avant la déclaration des cas positifs. [51]

Trottier et al. ont également remarqué une augmentation de la quantité du virus dans
les eaux usées 2 a 3 semaines avant 'augmentation des cas COVID-19. [73]

L’épidémiologie basée sur les eaux usées s’avére étre une opportunité d’information
unique pour controler la dynamique épidémiologique en octroyant une marge d’avance aux
décideurs en cas de résurgence. Cette possibilité d’anticipation est un gain de temps et de
ressources décisif pour mettre en place les mesures adéquates a méme de contrer

efficacement les risques épidémiologiques.

EARLY

WARNING

Figure 40 : La WBE est un moyen d’alerte précoce.
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A l'issu de notre travail, nous nous permettons de proposer des recommandations qui
semblent pertinentes pour le déploiement optimal de I’épidémiologie basée sur les eaux

usées:

1. Commencer, le plutot possible, I'analyse quantitative qui consiste a mesurer la
charge virale dans les eaux usées.

2. Collaborer avec des épidémiologistes, des ingénieurs et des modélisateurs
mathématiques afin d’établir une formule qui permettra de déterminer le nombre

d’individus infectés a partir de la charge du virus dans les eaux usées.

3. Créer une plateforme digitale pour faciliter le processus d’échange de données a
I’échelle nationale et internationale , comme le site « covid79wbec.org »[80].

4. Etudier le retentissement des événements météorologiques (pluie, température ...)
sur la détection du SARS-CoV-2 dans les eaux usées.

5. Etendre cette expérience pour cibler d’autres villes du royaume.

6. Utiliser cette méthode pour rechercher les nouveaux variants.

7. Intégrer ce dispositif dans le plan national de veille et de riposte contre I’épidémie
de COVID-19 et d’autres virus entériques.
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Au Maroc, la surveillance épidémiologique du SARS-CoV-2 a travers I'analyse des eaux

usées (WBE) a été lancée dans quatre villes du Royaume.

Notre travail est la premiére preuve qui démontre la possibilité de détecter I’ARN du

SARS-CoV-2 dans les eaux usées non traitées de la ville de Marrakech.

Dans notre étude, nous avons réussi a détecter le génome viral dans 87% des
échantillons malgré I'importance des impuretés et des inhibiteurs de la PCR présents dans

les eaux usées.

Nous avons surveillé I’évolution du virus dans la ville de Marrakech sans recourir aux
tests individuels. Cette surveillance a permis de reproduire le portrait de la maladie et

notamment de détecter les vagues Delta et Omicron de la pandémie.

L’analyse des eaux usées nous a permis d’anticiper de 10 jours la survenue de la vague
Delta. Cette marge d’avance est un gain de temps et de ressources décisif pour mettre en

place les mesures nécessaires a la meilleure gestion d’une éventuelle vague.

L’étude de chaque site de prélevement séparément nous a permis d’identifier les zones
les plus infectées par le virus dans la ville (hotspots). Cette information est utile pour un
éventuel ciblage des quartiers a confiner. De plus, nous avons remarqué que le virus était

inégalement réparti entre les différentes classes sociales de la ville.

Aussi importants que soient les apports incontestables de la méthode WBE, il demeure
essentiel de relever quelques défis afin d’optimiser son application et d’obtenir davantage de

résultats.

Au regard de ces résultats encourageants et au vu de la densité du réseau
d’assainissement national (80%) propice a la mise en ceuvre du protocole d’analyse des eaux
usées, cette approche devrait s’élargir pour inclure d’autres milieux urbains mais aussi

ruraux du royaume.
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Résumé

Introduction: La surveillance épidémiologique des virus a tropisme entérique a travers
I’analyse des eaux usées (WBE) est un outil qui fournit des informations fiables sur la
dynamique virale. A cet égard, la WBEa été proposée pour surveiller le SARS-CoV-2. Cetravail
a pour objectif de rechercher et de décrire la dynamique temporelle et spatiale du SARS-
CoV-2 dans les eaux usées de la ville de Marrakech.

Matériel et méthodes: Il s’agit d’'une étude prospective et descriptive portant sur 1060

échantillons d’eaux usées collectés a partir de 19 stations de la ville de Marrakech.La durée
de I’étude est de 14 mois comprise entre le 18/01/2021 et le 24/02/2022.

Tous les échantillons ont été analysés au laboratoire de Bactériologie-Virologie et
Biologie moléculaire de ’'HMA de Marrakech, en suivant les étapes suivantes : Concentration
de I’échantillon, extraction de I’ARN , élimination des inhibiteurs de la PCR et amplification
de deux génes (S et RdRp) par RT-PCR.

Résultats et discussion: Nous avons détecté le génomedu SARS-CoV-2 dans les eaux

usées non traitées de la ville de Marrakech.Un échantillon est déclaré positif au SARS-CoV-2
lorsqu’au moins un des deux genes (S/RdRp) est retrouvé. La fréquence de détection du
SARS-CoV-2 était de 87% (923/1060). Nous avons trouvé le géne S dans 97% des
échantillons positifs au SARS-CoV-2 (898/923) et le gene RdRp dans 85% de ces échantillons
(784/923). Nous pouvons déduire que l'utilisation d’un test multiplexe maximise les
chances de détection du virus et que I’amorce/sonde S est plus sensible que I’amorce/sonde
RdRp.

Nous avons trouvé que les tendances du virus dans les eaux usées étaient paralleles
aux tendances des cas COVID-19 déclarés. En guise d’exemple, les valeurs du Ct ont
diminué en Ao(it 2021 et en Janvier 2022 parallelement a la survenue des vagues Delta et
Omicron de la pandémie.

Le résultat le plus important était la diminution des valeurs du Ct dans les eaux usées
10 jours avant le début de I'augmentation des cas au cours de la vague Delta. La WBE est un
moyen d’alerte précoce utile pour la préparation des stratégies de riposte adéquates.

La fréquence de détection du SARS-CoV-2 dans chaque site séparemment (19 sites)
variait entre 74% et 94 %. D’une part, ceci nous a permis de mettre en évidence I'inégalité de
la circulation du virus entre les différents quartiers, qui est tres probablement Ia

conséquence des inégalités socio—économiques. D’autre part, le suivi en temps réel de la
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répartition spatiale du virus serviraa répartir les mesures de restriction au lieu de les

appliquer a toute une ville.

Conclusion: La WBE est un outil complémentaire a la surveillance individuelle. C’est une
approche moins codteuse et plus facile a réaliser qui permet un monitorage fiable de la
pandémie. Elle fournit les résultats avec une marge d’avance (10jours) qui fait d’elle un outil

unique et prometteur d’'une meilleure gestion de la pandémie.
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Abstract

Introduction: Epidemiological surveillance of enteric viruses through wastewater
analysis (WBE) is a tool that provides reliable information on viral dynamics. In this regard,
the WBE has been proposed to monitor SARS-CoV-2. The objective of this work is to
research SARS-CoV-2 in the wastewater of the city of Marrakechand describe its temporal

and spatial dynamics using the WBE.

Material and methods: This is a prospective and descriptive study of 1060 wastewater
samples collected from 19 stations in the city of Marrakech. The duration of the study is 14
months between 18/01/2021 and 24/02/2022.

All samples were analyzed in the laboratory of Bacteriology-Virology and Molecular
Biology of the military hospital of Marrakech, following the next steps: sample concentration,
RNA extraction, removal of PCR inhibitors and amplification by RT-PCR targeting two genes
(S and RdRp).

Results and discussion: We detected the SARS-CoV-2 genome in untreated wastewater
from the city of Marrakech. A sample is declared positive for SARS-CoV-2 when at least one
of the two targeted genes (S/RdRp) is found. The detection frequency of SARS-CoV-2 was
87% (923/1060). We found the S gene in 97% of positive samples (898/923) and the RdRp
gene in 85% of them (784/923). We can infer that the use of a multiplexed assay maximizes
the chances of virus detection and that the S primer/probe is more sensitive than the RdRp

primer/probe.

We found that the virus trends in wastewater were parallel to the trends in reported
COVID-19 cases. As an example, Ct values decreased in August 2021 and January 2022 in
parallel with the occurrence of the Delta and Omicron waves of the pandemic.

The most important result was the decrease in Ct values 10 days before the begining
of the increase in cases during the Delta wave. The WBE is an early warning tool that allows

to prepare appropriate response strategies.
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The detection frequency of SARS-CoV-2 in each site separately (19 sites) varied
between 74% and 94%. On the one hand, this allowed us to highlight the inequality of virus
circulation between the different neighborhoods, which is most likely the consequence of
socio—economic inequalities between them. On the other hand, real-time monitoring of the
spatial distribution of the virus will be used to distribute restriction measures instead of
applying them to a whole city.

Conclusion: WBE is a complementary tool to individual surveillance. It’s a cheaper and
an easier approach that allows a reliable monitoring of the pandemic. It provides results with
a margin of advance (10 days)that makes it a unique and promising tool for better

management of the pandemic.
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OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit (=)
Cat. Mo. D&030 (50 spin columna/purifications) @ @
ZYMO RESEARCH

Tt Brwaiy of Soimior i b Miks Things Snphe

Protocol

Features:
*  For high quality DMNA or RMA that i free of enzymatic inhibitors including polyphenolics,
humic/fulvic acids, tannins, melanin, etc.

*  Fast, one-step procedure for “cdeaning” impure samples prior to PCR, sequencing, BT, etc.

Description:

The OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit contains all the components needed to efficiently
remove contaminants from DMA/RMA preparations that can inhibit downstream enzymatic
reactions such as PCR and RT. The column matrix has been specifically designed for efficient
removal of polyphenolic compounds, humic/fulvic acids, tannins, melanin, etc. from most impure
DMA and RMA preparations. Sample cleanup is as simple as: applying, spinning and recovering a
sample from the column.

eee il
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Melanin
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§ B =
w
& E
4 4 1m
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#
s e o 3 1 2 3
A Volumes containing 1 g OMA WD B Tir
Figures A & B {above] depict the performance dharacteristics of the Zymo-Spin™ Il-HRC Column, Fgue & shows that
some loss of DNA can occur with |ower (50 pl) input volumes. However at Figher input wolumaes, the recovery approaches
100%. Figure B shews that ipat voluma recovery s complete after | minute far the input valumas testad. In all cases, data
ware ploted as the mean from experimaents performed in triphcace.
DM sample containing Humic Ackl
Lacider Hon-Treat asts
¥ibp
kg o
10Ep
DA Is afficiently amplifisd by PCR following bumic add removal with the OneStap™ PCR Inhibitor Remaoval Kit.
The figune shows amplfication of a 200 bp product from DNA contaning humic acd that was “treated ™ with the kit
Ak oy, PCR amnplif on was compl nhibited in tha cas tha “nos n @ach case, eoual
arnounts of DMA were used for each PCR and eouwsalent amounts of the reaction hen analyzed in a 20% 4
agarose TAEERr gel. Tha lxdder & a 100 b DMA marker [Zymo Research). Hot start PCR was performed wsng Zymo Tag
Predfis (Zymeo Research)
References:
Clancy, C MR et al. (2001} Blachemistry, 40, 1335313340

Stevenson, FJ. (1982) Humus Chemisery. Wiley- merscience, Rew York
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OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit (>
Cat. Na. D8030 (50 spin columns/purifications) @ m
AVMO RESEARCH

Thy Keawiy s Keivare b pe lals Thiage Slagle

Protocol

Protocol =
Fymio-5pin™ IFHRC Columns need to be prepared prios to wse: }
—
nert codumn into a Collection Tube.

“Please note that matrix in the column may appear dehydrated,

ar powdery. This is normal.

2. Open the cap, add 600 pl of Prep-Solution and centrifuge at
H.L:Cl:'tg":r 3 minutes

a \._/:-
]
3 Transfer the prepared column ta a clean 1.5 mil micrecentrifuge
tube. fdd 50 - 200 pl DM or BMA (in water, TE, or similar) to
the Zymao-5pin™ HI-HRC Column and centrifuge at 16,000 x g
for 3 minutes Lo
W

The filtarad DA (ar BMA) = suitable for PCR, (BT, and ather downstream applications
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