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s UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
ﬁﬁ?ﬂ FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOQUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET
PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Mai et Octobre 1981
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982
Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

Novembre 1983
Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation

Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie

Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale



Pr. EL ALAOUI Faris Moulay EI Mostafa
Janvier, Février et Décembre 1987

Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria

Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Neurologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Péediatrique
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique



Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

Pr. GHAFIR Driss* Médecine Interne

Pr. IDDANE Mohamed Anatomie

Pr. TAGHY Ahmed Chirurgie Générale

Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine Radiothérapie

Pr. BEN RAIS Nozha Biophysique

Pr. CAOUI Malika Biophysique

Pr. CHRAIBI Abdelmjid Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pr. EL AMRANI Sabah Gynécologie Obstétrique
Pr. EL AOUAD Rajae Immunologie

Pr. EL BARDOUNI Ahmed Traumato-Orthopédie

Pr. EL HASSANI My Rachid Radiologie

Pr. ERROUGANI Abdelkader Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Pr. ESSAKALI Malika Immunologie

Pr. ETTAYEBI Fouad Chirurgie Pédiatrique

Pr. HADRI Larbi* Médecine Interne

Pr. HASSAM Badredine Dermatologie

Pr. IFRINE Lahssan Chirurgie Générale

Pr. JELTHI Ahmed Anatomie Pathologique

Pr. MAHFOUD Mustapha Traumatologie — Orthopédie
Pr. MOUDENE Ahmed* Traumatologie- Orthopédie Inspecteur du_SS
Pr. RHRAB Brahim Gynécologie —Obstétrique
Pr. SENOUCI Karima Dermatologie

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed* Urologie

Pr. ABDELHAK M’barek Chirurgie — Pédiatrique

Pr. BELAIDI Halima Neurologie

Pr. BRAHMI Rida Slimane Gynécologie Obstétrique

Pr. BENTAHILA Abdelali Pédiatrie

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali Gynécologie — Obstétrique
Pr. BERRADA Mohamed Saleh Traumatologie — Orthopédie
Pr. CHAMI llham Radiologie

Pr. CHERKAQUI Lalla Ouafae Ophtalmologie

Pr. EL ABBADI Najia Neurochirurgie

Pr. HANINE Ahmed* Radiologie

Pr. JALIL Abdelouahed Chirurgie Générale

Pr. LAKHDAR Amina Gynécologie Obstétrique

Pr. MOUANE Nezha Pédiatrie

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane Réanimation Médicale

Pr. AMRAOUI Mohamed Chirurgie Générale

Pr. BAIDADA Abdelaziz Gynécologie Obstétrique

Pr. BARGACH Samir Gynécologie Obstétrique
Pr. CHAARI Jilali* Médecine Interne

Pr. DIMOU M’barek* Anesthésie Réanimation — Dir. HMIM

Pr. DRISSI KAMILI Med Nordine* Anesthésie Réanimation



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MESNAQOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAQOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOQUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur ERSSM
Urologie

Ophtalmologie

Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Oﬁhtalmolo gie

irurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pediatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EIl Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJIl Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation



Pr. THIMOU Amal
Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. LEZREK Mohammed*

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah
Pr. AZI1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pediatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique

(mise en disponibilité)



Pr.

ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*

BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika

BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed EI Amine
BOULAHY A Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

ESSAMRI Wafaa

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
GHADOUANE Mohammed*
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir

LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna

TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOQOUI Naoual*

Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique



Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GANA Rachid

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*

Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie
Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique
Parasitologie

Meédecine préventive santé publique et hygiene
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMAHZOUNE Brahim*
AMINE Bouchra
ARKHA Yassir
AZENDOUR Hicham*
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMI Hachemi*
LAMSAOQOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *
ZOUHAIR Said*

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
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I — Introduction

Les coronavirus sont des virus a ARN largement réepandus dans le monde
animal. Ils infectent principalement les chauves-souris, mais sont egalement

retrouvés chez d’autres animaux domestiques et sauvages.
Six coronavirus infectent I’Homme :

- Le SRAS-CoV responsable de I’epidémie asiatique du syndrome
respiratoire aigu sévere en 2003 [1,2].

- le Coronavirus du Syndrome Respiratoire du Moyen Orient MERS-
CoV. Il a été découvert en Avril 2012 chez un patient mort suite a une
detresse respiratoire aigué. Ce virus fait partie des virus émergents les
plus redoutables particulierement au niveau de la péninsule arabique
[3.4].
- 229E, OC 43, NL 63 et NKU1 responsables d’infections respiratoires
bénignes [5].
Le MERS-CoV est un coronavirus capable d’infecter les cellules humaines
et celles de nombreux animaux in vitro (singe, chauve-souris, dromadaire,

chevre). Il est tres proche phylogénétiqguement du coronavirus du syndrome
respiratoire aigu sévere SRAS-CoV [6].

Depuis son emergence le MERS-CoV est devenu un sujet de préoccupation
a I’échelle internationale, ainsi il est considéré comme une menace pour la santé

publique pour les raisons suivantes :
1. L’infection peut provoquer une maladie sévere chez I’homme [1].

2. Le nombre de cas et de déces enregistrés est en croissance alarmante,
surtout au niveau du moyen orient (13 Janvier 2015, 972 cas de
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MERS-CoV ont été déclarés par les autorités de santé autour du
monde dont 394 déces [7]).

3. L’infection est largement répandue chez les dromadaires
[8,9,10,11,12,13,14,15].

4. Les coronavirus peuvent s’adapter a de nouveaux hotes et étre alors

plus facilement transmissible d’Homme a Homme.
5. L’impact économique est important.

Devant ces faits, plusieures études ont eté menées afin d’élucider les
caracteres virologiques, les moyens diagnostiques et surtout le réservoir naturel
et les modes de transmission pour pouvoir interrompre la chaine
épidémiologique.

Le virus a été mis en evidence dans les sécretions respiratoires, les selles,
les urines et le lait de chamelles de la Péninsule arabique, d’Egypte de Tunisie et

d’autres pays, suggérant fortement leur réle comme possible réservoir animal
[8,9,10,11,12,12,13,14,16].

Les Modes de transmission du réservoir a I’homme et de transmission
interhumaine ne sont pas encore bien précisés, mais I’OMS recommande de

limiter contact avec les dromadaires ainsi qu’avec les patients infectés [13].

Au Maroc, comme pour plusieurs virus emergents, aucun cas de MERS-

CoV n’a été déclaré par les autorités de santé [17].

L’objectif de notre étude est de rechercher le MERS-CoV chez le cheptel
camelin au sud du Maroc pour dépister un éventuel réservoir animal, et établir

un plan d’intervention permettant de prévenir la survenue de cas humains.
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Il — Historique

Le premier coronavirus découvert est le virus de la bronchite infectieuse
aviaire (IBV) qui fut isolé chez le poulet [18]. Il a aussi été le premier a étre
observé en microscope électronique. C’est un virus enveloppé, entoure de larges
spicules qui doit son nom a son apparence de couronne, du latin corona [19].
Cette caractéristique morphologique des virions colorés negativement pour leur
observation en microscope électronique, fut longtemps la seule caractéristique

considerée pour la taxonomie des virus de ce groupe [20].

La taxonomie virale a été régulierement revue : I’ordre des Nidovirales,
cree en 1996, regroupe actuellement trois familles, les Coronaviridae, les

Arteriviridae, et les Roniviridae [5].

La famille des Coronaviridae est constituée de deux genres, les coronavirus
et les torovirus. Parmi les Nidovirales, seul le genre coronavirus comprend des

virus identifiés chez I’lhomme [6].
Le nombre d’espéces de coronavirus décrites a considérablement augmenté
depuis 2003 [6].

La place du SRAS-CoV a beaucoup été debattue. Les différentes analyses
phylogéniques proposaient soit de le placer dans un quatrieme groupe, soit dans

un groupe 2 élargi [6].

Actuellement a I’aide de la biologie moléculaire, la taxonomie ainsi que les

caracteres virologiques des coronavirus sont de plus en plus élucidés.
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Les coronavirus humains sont au nombre de six [1,2,3] :
- HCoV-229E découvert en 1966.
- HCoV-0C43 découvert en 1967.

- le SRAS-CoV découvert en 2003 lors de I’épidemie asiatique de
SRAS.

- HCoVNLG63 decouvert en 2004 aux Pays-Bas.
- HCoV-HKU1 découvert en 2005 a Hong-Kong.
-  MERS-CoV decouvert en 2012 en Arabie Saoudite.

En Avril 2012, un nombre de cas de pneumonie a été identifié chez le

personnel d’une unité de soins intensifs dans un hépital de Zarga, en Jordanie.

Deux personnes sont mortes et un nouveau coronavirus a été détecté chez
guelgues patients. Ces constatations ont été rencontrées avec préoccupation

considerable [21].

Durant I'été 2012, a Djeddah, en Arabie Saoudite, un coronavirus inconnu a

été isolé a partir des expectorations d'un patient atteint d'une pneumonie aigué
[3].
Le coronavirus isolé a été provisoirement nommé coronavirus humain

Médical Erasmus Centre (EMC). Peu de temps apres, en Septembre 2012, le

méme type de virus, nommeé coronavirus humain Angleterre 1, était isolé chez
un patient atteint d’une maladie respiratoire sévere et qui avait été transferé de la
région du Golfe du Moyen Orient a Londres, Royaume Uni (GenBank accession
no. KC164505.2) [3].
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Une grande ressemblance des caractéristiques cliniques du nouveau
coronavirus au syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) été remarquée. La
plupart des patients présentaient une symptomatologie respiratoire aigué sévere

exigeant I'hospitalisation avec un taux de mortalité d'environ 60 % [22,23,3].

L'infection au nouveau coronavirus semble étre géographiguement liée au
Moyen-Orient, avec des cas en provenance de la Jordanie, I'Arabie Saoudite,
Qatar, et les Emirats Arabes Unis [10], Mais les cas enregistrés en dehors de

cette région sont en croissance rapide [7].

Parmi les trois patients qui ont contracté le virus en dehors du Moyen-

Orient, deux ont été infectés dans le Royaume-Uni apres exposition de contact a

un patient index, peu de temps aprés que ce dernier retourne d'une visite au
Pakistan et en Arabie Saoudite [13].

L’isolat du virus de [I'Arabie Saoudite (GenBank accession no.
JX869059.2), la Jordanie (GenBank accession no. KC776174.1), et le Royaume-
Uni (GenBank accession no. KC164505.2) ont révelé une identité de sequences
de plus de 99%, indiquant que ces virus ont divergé a partir d'un ancétre

commun tres récemment [24].

Depuis la decouverte initiale, les isolats du virus ont été decrits dans la
littérature scientifique, les bases de données, et les presses populaires sous
divers noms (par exemple, 2c beta-coronavirus humaine EMC, beta-coronavirus
humaine 2c Angleterre-Qatar, beta-coronavirus humain-2C, Jordan-N3,

betacoronavirus Angleterre 1) mais le plus utilisé été coronavirus (NCoV) [24].
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Comme ce mangue d'uniformité dans la nomenclature du virus complique
la communication dans la recherche, avec les autorites de santé, les
gouvernements et le grand public. Le Groupe d'Etude des Coronavirus (CSG)
du Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV)

(www.ictvonline.org) a pris les devants pour résoudre ce probleme [25].

Apres un examen attentif et une large consultation, le CSG a décide
d'appeler le nouveau coronavirus Coronavirus du Syndrome Respiratoire du
Moyen-Orient (MERS-CoV) [24].

Ce nom est approuve par les découvreurs du virus et d'autres chercheurs
qui ont mené des études sur le MERS-CoV, par I’OMS, et par le ministere

saoudien de la Santé [24].
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11l — Caracteres virologiques
[l —1—Taxonomie
Selon le Comité International de Taxonomie des Virus [25] : (Tableau 1)
- Ordre : Nidovirales.

Cet ordre comporte 4 familles :

Arteriviridae.

Coronaviridae.

Mesoniviridae.

Roniviridae.

- Famille : Coronaviridae.

Cette famille comporte deux sous-familles :
- Coronavirinae.
- Torovirinae.

- Sous-famille : Coronavirinae.

Cette sous-famille comporte Quatre genres :

Alphacoronavirus.

Betacoronavirus.

Deltacoronavirus.

Gammacoronavirus.

- Genre : Bétacoronavirus.

11
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Ce genre comporte actuellement huit especes :
- Betacoronavirus.
- Coronavirus humain HKUL.
- Coronavirus murin.
- Pipistrelles bat coronavirus HKUS.
- Rousettus bat coronavirus HKUS.
- SARS Coronavirus.
- Tylonycteris bat coronavirus.

- La huitieme espece correspond a celle du MERS-CoV dont le nom

n’est pas encore établi.
Il — 2 — Structure
111 -2 -1 - Morphologie

Les Nidovirales sont des virus enveloppés a ARN de polarité positive avec

des structures trés différentes [6]. (Figure 1)

Selon l'aspect externe du virion ou de la nucléocapside, les similitudes et

les difféerences peuvent étre discernées [6].

Les virions des coronavirus, quoique pléeomorphes, sont plutdt sphérigues a

ovales avec un diameétre variant entre 80 et 160 nanometres (nm).

Ce sont des virus enveloppés par une double couche lipidique dérivant de

la membrane de la cellule héte suite au mécanisme de bourgeonnement [6,8].

12
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A la surface du virion, il y a des projections protéiques qui forment une
frange de 10 a 20 nm de longueur caractéristique de tous les coronavirus [5].
Cette frange est constituée des péplomeres formes de la trimérisation de la
glycoprotéine de surface (S) [5].

Pour certains coronavirus, il y a une double frange exposee du virion [28].
Cette frange supplémentaire correspond aux péplomeres de la glycoprotéine de
I’hémagglutinine estérase (HE) [5] qui n’existe pas chez le MERS-CoV [3].
(Figure 2,3)

Le virion de tous les coronavirus est composé de trois autres protéines

structurales (figure 2,3) :
—> Deux sont membranaires :
- La glycoprotéine de la matrice (M).
- La protéine de I’enveloppe (E).

- La phosphonucléoprotéine (N) : Associée a I’ARN viral pour former

une nucléocapside de symétrie hélicoidale [5].

13
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Figure 1: Structure des différents virus de I’ordre des Nidovirales [6].

ENVELOPPE

Soucture
prvbeErTe
(PA4 )

Figure 2 : Morphologie et protéines d’un Coronavirus [26].
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Figure 3 : Morphologie et protéines du MERS-CoV [24].
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Il -2 -2 - Protéines virales

Bien que les protéines structurales des Nidovirales sont généralement

fonctionnellement équivalentes, il n'y a pas d’évidence scientifique que les

especes de proteines sont conservées dans toutes les familles [4].

Les protéines typiques des virions pour chacun des cing principaux

Nidovirales sont énumérées dans le Tableau 2.

Tableau 1 : Propriétés des protéines des nidovirus [6].

Protein® Coronavirus | Torovirus | Bafinivirus | Okavirus | Arterivirus
Spike glycoprotein 5 1128-1472 1562-1584 | 1220
Large spike glycoprotein gpllf 873899
Small spike glycoprotein gpod 539 :
Minor surface glycoprotein GP2 207-49
GP3 163-256
GP4 152-183
Major surface glycoprotein GP5 199-278
Membrane protein M 218-263 233 27 162-174
Nucleocapsid protein N 349470 159-167 | 161 144-146 [ 110-128
Envelope protein E 74-109 67-80
Hemagglutinin-esterase protein | HE 386-440° 416-430

Les membres de la famille Coronaviridae possedent généralement trois ou

quatre protéines d'enveloppe [24].

16
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Pour la plupart des coronavirus une des protéines est abondante (au moins

coronavirus et torovirus), c’est la protéine de la membrane (M) [6]. (Figure 3)

Bien que différentes dans leurs séquences, les protéines M des coronavirus,
torovirus et bafinivirus sont semblables dans la taille, la structure et
probablement également dans la fonction. Ils ont une topologie de membrane
triple-couvrante similaire, avec une courte terminaison aminee située a
I'extérieur du virion, et une longue endodomaine C-terminale, comprenant une

région amphiphile et une queue hydrophile [6].

Le segment amphiphile est censé s’associer au feuillet interne de la
membrane pour former un réseau de matrice, ce qui expliquerait la remarquable
épaisseur de l'enveloppe des coronavirus observée par tomographie cryo-

électronique [6].

Il —2—2-1—-Protéines structurales

- La protéine de la nucléocapside (N)

Le rbéle premier de la protéine N, la plus abondante dans les cellules
infectées, est d’interagir avec I’ARN viral pour former la nucléocapside [5]. La
stabilisation du lien N-ARN serait due a une région de 50 acides aminés (a.a)

située dans la portion amino-terminale de la proteine [5].

Un autre role de la protéine N est d’interagir avec la protéine de la matrice

lors de la formation du virion [5].

La protéine N est aussi impliquée dans le mécanisme de la réplication
virale, elle peut se lier a des constituants cellulaires comme la membrane

cellulaire ou des phospholipides [5].
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C’est une phosphonucléoprotéine d’une masse moléculaire de 50 a 60 Kda.
Les résidus sérines, présents en grand nombre dans la protéine sont

phosphorylés par une protéine kinase [5].

C’est la protéine la plus conservée chez les coronavirus. L’homologie est

beaucoup plus élevee entre les séquences de virus du méme groupe [5].

Le domaine de liaison a I’ARN, situé au centre de la protéine, est un des

trois domaines structuraux conservés de la protéine N [5].

- La protéine de la membrane (M)

La protéine M est essentielle pour le bourgeonnement des virions [5].

Elle est aussi reconnue pour faciliter I’incorporation de la glycoprotéine S a
I’enveloppe virale. L’interaction entre ces deux protéines se produit lorsqu’elles
sont coexprimées et se fait par Iintermédiaire de leurs domaines

transmembranaires [6].

C’est une glycoprotéine de masse moléculaire variant entre 20 et 38 KDa
[6].

C’est le nombre variable d’acides aminés de la protéine M chez les
différents coronavirus, de méme que le degré de glycosylation et le type de

liaisons qui existent entre les différents sucres, qui sont responsables de la

grande variabilité dans la masse moléculaire de la protéine M [6].

Cette protéine traverse a trois reprises la membrane virale et possede un
grand domaine carboxypeptidase interne [6]. 10% de la portion amino-terminale

de cette protéine est exposée a la surface du virion [6]. (Figure 2,3)
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- La protéines de I’enveloppe (E)

La protéine E est reconnue pour ses propriétés pro-apoptotiques [5].

La protéine E est impliquée dans la morphogenése des virions, et identifiée
comme un facteur de virulence pour le syndrome respiratoire aigu sévere SRAS-

CoV. Jusgu'a présent [6].

Il s’agit d’une protéine membranaire, tres hydrophobe, d’une masse

moléculaire variant entre 9 a 12 KDa [5].

- La protéine de la surface (S)

Il a été démontré que les résidus 377 a 662 de la protéine S de MERS-CoV
se lient aux récepteurs DDP4 exprimes par les cellules hotes, ce qui suggere que
cette région contient le domaine de liaison au récepteur, qui a un potentiel d'étre

développé comme vaccin contre MERS-CoV [27].

Cette glycoprotéine dont la masse moléculaire varie entre 160 et 220 KDa,
compose les spicules visibles en microscopie électronique a la surface de tous
les coronavirus [26]. C’est une oligomérisation sous la forme de trimére ou de

tétramere de la protéine S qui donnerait la structure des péplomeres [5].

La proteine S possede trois grands domaines structuraux. A partir de
I’extrémité amino-terminale, il y a un domaine externe, tres impliqué dans les
fonctions biologiques de la protéine dont celles de I’attachement aux récepteurs
cellulaires. Suivi respectivement d’un domaine transmembranaire, puis d’un
court domaine intracytoplasmique dans sa portion carboxy-terminale [5].
(Figure2,3)

Le domaine externe peut se diviser en deux, soient les portions S1 et S2.
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La S1 correspond a la partie globulaire des spicules située a I’extrémité
amino-terminale de la protéine, alors que S2, attachée a la membrane, forme la

tige des spicules. (Figure 3)

Les sequences en a.a. de la S1 sont hautement variables, alors que celles de
la S2 sont beaucoup plus conservées parmi les coronavirus des différentes

especes [5].

La S1 est reconnue comme étant responsable du tropisme, de I’attachement

aux cellules susceptibles, et de I’induction de la réponse immunitaire [5].

Des mutations dans cette région ont été reconnues comme ayant entrainées
des modifications dans le tropisme tissulaire et la spécifité d’h6te, de méme que

dans I’antigénicité et la pathogénicité des différentes souches d’un méme virus.
[5].
C’est aussi dans cette région que sont répertoriées les mutations les plus

Importantes responsables des différences antigéniques qui existent entre les

souches d’un méme coronavirus, ou les différentes especes de coronavirus [5].

La S2, pour sa part, est la portion de la S reconnue pour étre responsable de

I’activité fusogene du virus [5].

La protéine S est trés immunogéne et trés associées a I’induction de la

production d’anticorps neutralisants [61].

- La protéine de I’hémagglutinine estérase (HE)

La glycoprotéine HE est une protéine additionnelle présente uniquement

chez quelques coronavirus. Le MERS-CoV ne code pas pour cette protéine [3].
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Il -2 —-2—2—Protéines non structurales

Une protéine non structurale est une protéine qui ne fait pas partie du virion

mais qui est produite lors de I’infection virale.

Les protéines non structurales different d’un virion a I’autre, mais certaines

sont communes a tous les coronavirus.

Ce sont des protéines coronavirales non requises pour la replication in
vitro mais leur conservation au niveau de l'espece laisse deviner un role lors de

la réplication virale in vivo ainsi que la pathogenese chez I'humain.
Il — 3 — Organisation du génome (figure 4)

Le génome des coronavirus est le plus long génome viral constitué d’une
molécule d’ARN non segmentée. Sa longueur varie entre 27 et 31 kolobases
(Kb). Il possede une coiffe méthylée en 5 et il est polyadénylé a son extrémité
3’ [5].

Le génome débute par une séquence dite de téte (leader) de 65 a 98
nucléotides qui est suivie d’une région non traduite de 200 a 400 nucléotides.
Cette région précede les régions codantes du génome consistant en sept a dix

cadres de lecture ouverts (open reading farmes ORFs) [5].
Chaque ORF code pour une protéine [5].

L’ARN génomique se termine par une autre région non traduite de 200 a
500 nucléotides suivie de la queue de polyadénosine dont la longueur est

variable [5].

21



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

L’organisation du génome est toujours la méme. La premiere région
codante représente a elle seule les deux tiers du génome et consiste en deux
ORFs (1a et 1b) precurseurs de I’ARN polymérase ARN dependante (Pol) [5].

Les ORFs des protéines structurales communes sont toujours organises
dans le méme ordre soit 5’-Pol, S, E, M, n-3’ [5].
La structure du genome de MERS-CoV est similaire a celles des autres

coronavirus [3,21] :

- Les 5’ deux tiers du génome codent pour les protéines non structurales

(NSP), et jouent un rdle dans la réplication virale.
- La 3’ troisieme restante du génome code pour les protéines de structure

- Quatre genes accessoires entrecoupés a l'intérieur de la région structurale
du gene.
A la terminaison 5’ du génome, il y a une séquence téte (67 nucléotides

NT), qui est suivie par une région non traduite (UTR) [3,21].

A la terminaison 3’ du génome de I'ARN, il y a une autre UTR, suivie par

une séquence poly (A) de longueur variable [3,24].

Les séquences regulatrices de la transcription (TRS) se trouvent a la
terminaison 3’ de la séquence téte et a différentes positions en amont des genes

dans le domaine genomique proximal 3° du MERS-CoV [3,24].

Le génome MERS-CoV contient au moins 10 cadres ORF : ORFla,
ORF1b, S, 3, 4a, 4b, 5, E, M et N, avec seize protéines non structurales codées
par ORFla/b.
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En outre, plusieurs groupes spécifigues d’ORF uniques qui ne sont pas

essentiels pour la réplication virale sont codes par le MERS-CoV [3,24].

Les fonctions de ces groupes spécifiques d’ORF sont inconnues, toutefois
par analogie a d'autres coronavirus, ils peuvent coder pour des protéines

structurales ou l'interféron antagoniste des genes [3,24] (Figure 3).

Les cadres de lecture ouverts ORF2, ORF6, ORF7 et ORF8a sont traduits a
partir de I’ARNm subgénomiques pour coder respectivement les quatre genes de
structure [3,24]:

La glycoprotéine de surface (S).

La glycoprotéine membranaire (M).

La petite protéine d’enveloppe (E).

La protéine de la nucléocapside (N).

Contrairement a certains autres betacoronavirus, le génome ne code pas

pour la protéine hémagglutinine estérase [3].
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Figure 4 : Génome complet de la premiére variante entierement séquencée du MERS-CoV
HCoV EMC/2012 [24].

Le 13 Juin 2013 il y avait neuf génomes complets MERS-CoV, maintenant
il y’a plus de 40 [21].

Cette grande diversité de génomes pose I’indication d’une étude plus
profonde et plus détaillée des profils génétiques du MERS-CoV afin d’établir un
arbre phylogénique, et mieux comprendre I’émergence ainsi que la virulence de

ce Virus.

Un premier arbre phylogénétique a été établi en 2012, a partir du génome
détecté chez les premiers patients saoudiens infectés par le nouveau coronavirus
MERS-CoV. (Figure 5)
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Figure 5 : Arbre phylogénétique du HCoV-EMC [3].

Un nouvel arbre phylogénétique mis a jour pour y inclure des nouvelles
sequences notamment les séquences des USA, Grece, et des dromadaires

Egyptiens a été réalisé le Andrew Rambaut. (Figure 6)
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Figure 6 : Arbre phylogénétique des différents génomes du MERS-CoV découverts jusqu’au
14-05-2014 [28].
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Il — 4 — Cycle de multiplication [29]

Grace a leur protéine S, les coronavirus se lient aux molécules cellulaires

de surface telles que les métalloprotéinases.

Jusqu'a présent, il n'est pas clair si les virus entrent dans la cellule hote par

la fusion des membranes virales et cellulaires ou par I'internalisation a récepteur.

Puisque les coronavirus sont munis d'un seul génome ARN a brin positif,
ils sont capables de produire leurs protéines et de nouveaux génomes sur place

dans le cytoplasme.

D'abord les virus assemblent leur ARN polymérase qui ne reconnait et
produit que I'ARN viral. Cet enzyme assemble le brin négatif, se servant du brin

positif comme modeéle.

Par la suite, ce brin négatif sert lui-méme de modele pour transcrire de
petits ARN sous-génomiques qui sont utilises pour fabriquer toutes les autres
protéines. Par ailleurs, ce brin négatif joue un rble dans la replication de

nouveaux génomes ARN a brin positif.

La protéine N aide a lier 'ARN génomique alors que la protéine M
s'integre a la membrane du réticulum endoplasmique. Aprés liaison, les
nucléocapsides assemblées dotés d'ARN hélicoidale bourgeonnent a l'intérieur

du réticulum endoplasmique et seront recouvertes de sa membrane.

Cette progéniture virale est enfin portée par des vésicules de Golgi vers la
membrane cellulaire pour étre enfin externalisée (par un mécanisme

d’exocytose) hors de la cellule (figure 8).
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Figure 7 : Cycle de multiplication des coronavirus [29].
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Il -5 — Propriétés physico-chimiques [5]

Les virions des coronavirus ont une masse moléculaire estimée a 400 KDa
et une densité de flottaison variant entre 1.15 a 1.18 g/ml de saccharose et de

1.23 a 1.24 g/lcm dans le chlorure de césium.

Le virus est généralement stable a des valeurs de pH entre 4 et 10.
Cependant, I’infectivité des virions est optimale lorsque le pH se situe au
pourtour de 6.0. Toutefois, le virus est tres sensible a un pH alcalin, a la chaleur,
aux solvants lipidiques, aux détergents non-ioniques, au formaldéhyde, aux

agents oxydants et méme qu’aux irradiations ultraviolettes.
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IV — Caracteres épidémiologiques
IV — 1 — Réservoir du virus

MERS-CoV est liée mais pas identiqgue au coronavirus détecté chez les
chauves-souris. Un fragment d’ARN de la région de la polymérase virale
conservée identique a celui du MERS-CoV a eété identifié chez les chauves-

souris Taphozous Perforates, mais ces résultats doivent étre confirmes [30].

Des 2c beta-coronavirus phylogénétiquement liés au virus MERS-CoV ont
été détectes chez des chauves-souris Nycteris au Ghana et chez des chauves-

souris Pipistrellus en Europe [31].

Des travaux plus récents ont lié les dromadaires au virus. Une étude publiee
dans la revue Emerging Infectious Diseases a montré que I’infection par le

coronavirus chez les chamelons et les dromadaires adultes est tres répandue [8].

Il existe une possibilité que les chauves-souris africaines ou australiennes
abritent le virus et le transmettent aux dromadaires. Ainsi les dromadaires
exportés du moyen orient peuvent transporter le virus en dehors de cette région
[10].

Le 9 Aolt 2013, un rapport dans la revue The Lancet Infectious Diseases a
montré que le séerum de 50 sur 50 (100 %) de dromadaires omanais, et de 15 sur
105 de dromadaires espagnols (14 %) contient des anticorps spécifiques contre
la protéine S du MERS-CoV [9].

En 2013 MERS-CoV a éte identifié chez trois membres d'un troupeau de
dromadaires au Qatar, qui ont été liés a deux cas humains confirmés. Des lors la

présence de MERS-CoV chez les dromadaires a ete confirmée par I'Institut
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National de la Santé Publique et de L'environnement (RIVM) du Ministere
Quatarien de la Santé et I'Erasmus Medical Center (Centre collaborateur OMS),

au Pays-Bas [11].

Aucun des chameaux n’a montré des signes de la maladie. Le Conseil
supréme de la Santé au Qatar a conseille en Novembre 2013 que les personnes
ayant des conditions de santé particulieres, telles que les maladies cardiaques, le
diabete, les maladies rénales, les maladies respiratoires, les personnes
Immunodéprimées et les personnes agées, doivent eviter tout contact rapprocheé
aux dromadaires lors de la visite des fermes et des marchés, et de pratiquer une

bonne hygiéne, notamment le lavage des mains [11].

Une autre étude sur les dromadaires de I'Arabie Saoudite publié en
Décembre 2013 a révélé la présence de MERS-CoV chez 90% des dromadaires
évalués (310), ce qui suggere que les dromadaires non seulement pourraient étre

le principal réservoir de MERS-CoV, mais aussi sa source animale [12].

Une étude publiée sur Emerging Infectious Disease a montré que les
dromadaires des Emirats Arabes Unis ont des anticorps qui peuvent neutraliser
le MERS-CoV a haute vitesse [15].

Selon la mise a jour du résumé du MERS-CoV de I’'OMS du 27 Mars 2014,
les études recentes soutiennent que les dromadaires servent comme source
principale du MERS-CoV infectant les humains, tandis que les chauves-souris

peuvent étre le réservoir ultime du virus. Les preuves incluent [13] :

- La fréquence avec laquelle le virus a été trouvé chez les dromadaires

auxquels les cas humains ont été exposés.
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- Les données sérologiques qui montrent la transmission répandue chez

les dromadaires.

- La similitude entre MERS-CoV des dromadaires et le MERS-CoV

humain.

Une autre étude faite dans ce contexte en Egypte le 7 Juillet 2014 semble
confirmer définitivement que les dromadaires constituent le réservoir naturel du
virus. Le virus a été isolé a partir des secrétions nasales et des matieres fécales,
mais plus fréquemment du nez. Les resultats de cette étude montrent que le
MERS-CoV détecté chez ces dromadaires est génétiquement tres identique a

celui infectant I’Homme [32].
IV —2 —Mode de transmission
IV —2 -1 - Transmission des dromadaires a I’lhomme

Au cours des deux dernieres années, plusieurs enquétes sur la source
animale du MERS-CoV ont été menées. Les séquences genétiques du MERS-
CoV des dromadaires montrent un lien étroit avec celles des personnes infectées
de la méme zone géographique [8,9,10,11,12,13,14,15].

Le mécanisme de transmission des dromadaires a I’homme reste encore

mal connu.
IV — 2 — 2 - Transmission interhumaine

La transmission des patients infectés au personnel de santé a été observee

[33]. Ceci a conduit a des préoccupations de transmission interhumaine [33].

Les Centres de Controle des Maladies Infectieuses CDC listent le MERS-

CoV comme transmissible d'homme a homme dans leur Foire A Questions, en
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réponse a la question «kMERS-CoV, est-il transmissible d’homme a homme ? »,
lls répondent : MERS-CoV peut se propager entre les personnes qui sont en

contact étroit [34].

Cependant, le 28 mai 2014, les CDC ont révélé que I'nomme de I'lllinois
qui a été considéré comme le premier cas de propagation interhumaine aux USA
(suspect d’étre contaminé par un patient de I’Indiana lors d’une réunion
d’affaires), avait était en effet testé négatif pour le MERS-CoV. Les experts des
CDC ont conclu que le patient de I’Indiana n'a pas transmis le virus a I’lhomme
de I’Hlinois [35].

Il est possible que des infections silencieuses par MERS-CoV se
produisent, c’est lorsque le patient ne développe pas de symptomes. Des
recherches préliminaires ont montré que jusqu'a 20% des cas ne montrent aucun
signe d'infection active, mais montrent des anticorps MERS-CoV dans leurs

sangs, donc il peut y avoir des transmissions interhumaines silencieuses [36].

En attendant une nouvelle mise a jour de I’OMS sur la transmission du

MERS-CoV, Les modes de transmissions restent encore non élucides [36].
IV - 2 - 3 - Transmission materno-feetale

Selon une étude prospective sur la transmission materno-feetale des
coronavirus a propos de 159 paires mere/enfants incluant 159 mere et 161
enfants (2 paires de jumeaux), utilisant différents prélevements (gastriques,

broncho alvéolaires, sanguins, et vaginaux) [37].

Il s’est averé que les enfants issus de femmes portant un Coronavirus
humain HCoV dans le prélevement vaginaux ont plus de risque d’infection

materno-feetale par HCoV, qui a été trouvé dans les prélevements gastriques des

34



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

enfants, et que le passage de la filiere génitale ne semble pas étre prédictif pour
la contamination, En effet, un cas de contamination été trouvé chez un nouveau-

né ne par césarienne [37].
La transmission verticale du SRAS-CoV n’a pas eté détectée chez les
femmes enceintes infectées durant I’épidémie SRAS en 2002-2003 [38].
Pour le MERS-CoV il n’y a pas encore d’études dans ce contexte.
IV -2 — 4 — Transmission nosocomiale

Selon une étude faite sur deux cas concomitants de patients infectés par le
MERS-CoV admis au CHU de Lille entre Avril et Juin 2013. Aucune
transmission secondaire n'a été documentée chez le personnel de I'ndpital malgré
I'absence de mesures spécifiques de protection avant la suspicion du diagnostic
de MERS-CoV [39].

Cependant l'infection des travailleurs de la santé a conduit a des

préoccupations de transmission nosocomiale [33].
Aucune preuve de transmission nosocomiale n’est actuellement disponible.
IV — 3 — Modes de diffusion

Le mode de diffusion du MERS-CoV reste encore mal connu.
L’émergence, le caractere de propagation rapide et relativement localisé
géographiquement dans le Moyen-Orient font penser a un mode de transmission

en épidemies ponctuelles.

Le 2 mai 2014, & Atlanta aux Etats-Unis, un premier cas est déclaré et les

CDC craignent une épidémie grave [40].

35



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

Le 3 mai 2014, 'OMS alerte sur un premier cas aux Etats-Unis et depuis ce
jour, elle déconseille formellement a tous les voyageurs de se rendre en Arabie
Saoudite. Ainsi, elle a déclaré dans un bulletin adressé aux voyageurs : "Evitez
un contact trop rapproché avec les habitants de ce pays. Une épidémie

importante peut étre évitée" [41].
IV —4 —Données épidémiologiques

ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) note la
décision de Margaret Chan, Directeur genéral de I'OMS, le 14 mai 2014 de ne
pas appeler le MERS-CoV une urgence de santé publigue de portée
internationale. Cette decision était fondée sur l'avis du Comité d'Urgence de
I'OMS au titre du MERS-CoV. Toutefois, le Comité a indiqué que selon les
informations actuelles la gravité de la situation a augmentée en termes d'impact
sur la santé publique, mais qu'il n'y a aucune preuve de transmission

interhumaine soutenue [42].
IV - 4 — 1 - Situation mondiale

Depuis Avril 2012 jusqu’au 13 Janvier 2015, 972 cas de MERS-CoV ont
été déclarés par les autorités de santé autour du monde dont 394 déces [42].
(Figure 9)

Au Maroc, Aucun cas de MERS-CoV n’a été confirmé jusqu'a présent. Six

cas ont ete investigués et se sont révelés négatifs [17].
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Figure 8 : Distribution des cas confirmés de MERS-CoV par mois et localisation
géographique (Mars 2012 — Janvier 2015) [42].

Les cas enregistrés comprenaient des patients des deux sexes et de
différents ages (figure 10) [42].
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Figure 9 : Distribution des cas confirmés de MERS-CoV par age et sexe [42].

IV - 4 - 2 — Répartition géographique

La plupart des cas ont été enregistrés au "Moyen-Orient (Arabie Saoudite,
Emiraties Arabes Unies, Qatar, Jordan, Oman, Kuwait, Egypte, Yémen,
Lebanon et Iran) [42]. (Tableau 3, Figure 11)

Tous les cas enregistrés en dehors du Moyen-Orient ont voyagé
récemment, ou ont eu un contact rapproché avec une personne retournant de

cette région.
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Tableau 2 : Répartition par pays des cas et des déces par pays
(Mars 2012- Janvier 2015) [42].

 Reportingcountry | Cases | Deaths | Date of onset/reporting for most recent cases
Middle East

Saudi Arabia 833 358 09/01/2015
United Arab Emirates 73 9 05/07/2014
Qatar 9 4 14/10/2014
Jordan 19 6 25/12/2014
Oman 4 3 11/01/2015
Kuwait 3 1 13/02/2014
Eqypt 1 0 22/04/2014
Yemen 1 1 17/03/2014
Lebanon 1 0 22/04/2014
Iran 5 2 22/06/2014
fwope |
Turkey 1 1 25/09/2014
Austria 1 0 24/09/2014
United Kingdom 4 3 06/02/2013
Germany 2 1 08/03/2013
France 2 1 08/05/2013
Italy 1 0 27/05/2013
Greece 1 1 08/04/2014
Netherlands 2 0 05/05/2014

Rest of the world |

Tunisia 3 1 16/05/2013
Algeria ] 1 230052014
Malaysia 1 i 09/04/2014
Phiipines 1 0 04/04/2014
United States of America | 2 0 01/05/2014
Total 970 394
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Figure 10 : Carte de répartition géographique des cas humains et de dromadaires testés
positifs pour le MERS-CoV [24].
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que :

IV — 5 — Facteurs favorisants

Un ensemble de facteurs semblent favoriser I’infection par MERS-CoV tels

La mauvaise hygiene, ainsi I’'OMS a lié I’infection par MERS-CoV en

Arabie Saoudite a la mauvaise hygiene.

Le bas niveau socio-économique.

Le contact rapproché avec les dromadaires.
Le contact rapproché avec des sujets infectés.

La fragilit¢ du terrain, notamment les sujets ageés, les enfants, les
femmes enceintes, les immunodéprimés, et les sujets atteints de
maladies chroniques ; ainsi un grand nombre de patient infectés par le
virus ont montrés la présence de maladies chroniques préexistantes

tels que le diabete et les cardiopathies.

Comme pour tous les autres virus a tropisme respiratoire les saisons

froides sont les périodes optimales de la transmission.

la promiscuité et les milieux clos confinés sont des facteurs

favorisants la transmission par voie aérienne.
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V — Mécanismes physiopathologiques [43]

La réponse immunitaire au MERS-CoV est de type humoral faisant

impliquer la voie des interférons.

DPP4 est le récepteur du MERS-CoV, il est abondamment exprimé dans
une grande variété de cellules et de tissus humains, ce qui peut faciliter la
diffusion virale. Des études précédentes ont également fournis des preuves
solides que les cellules provenant de nombreux tissus humains peuvent soutenir
I’infection et la réplication du MERS-CoV.

L’infection déclenche le recrutement des cellules immunitaires, les
cytokines/chimiokines sont induites lors de l'infection MERS-CoV. En outre,

d'autres cytokines pro-inflammatoires contribuent a cette cascade.

Cela conduit un grand nombre de cellules immunitaires infiltrants les voies
respiratoires inférieures du patient, provoquant une inflammation sévere et des

Iésions tissulaires.

Cliniquement, la plupart des patients atteints de MERS présentent une
pneumonie rapidement progressive avec des opacités multilobaires dans les
radiographies et la tomodensitométrie. L'examen cytologique du liquide de
lavage broncho-alvéolaire montre un grand nombre de neutrophiles et de

macrophages.

Le pouvoir infectieux du MERS-CoV pour les macrophages humains a été
étaye par la présence de la protéine de la nucléocapside virale N dans les

macrophages inoculés en ex vivo.
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Les macrophages sont parmi la premiere ligne de défense de I'ndte contre
I'invasion virale. La réplication virale efficace dans ces cellules impligue que le

virus peut surmonter la défense de I'hoOte et devenir donc hautement virulent.

Comme le cas de L’HIV, la réplication virale dans les macrophages peut
les transformer en réservoirs viraux et véhicules pour plus de réplication et de

diffusion.

En réponse a [Iinfection virale, les macrophages secretent
cytokines/chimiokines  pro-inflammatoires pour activer les différents
mécanismes antiviraux. Cependant, [l'infection directe de ces cellules
Immunitaires peut causer une induction dérégulée de ces mediateurs

inflammatoires, qui peuvent étre nuisibles aux tissus de voisinage.
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VI — Aspects cliniques et paracliniques

VI -1 — Définition de cas

Aux fins épidémiologiques, les définitions de cas suivantes ont été
proposées par I’OMS [44] :

e Cas confirmeé : Une personne avec confirmation en laboratoire d'infection

par MERS-CoV.

e Cas probable : Une personne avec une infection respiratoire aigué (avec
ou sans fievre) avec des signes clinique, radiographiques, ou preuve
histopathologique d’une maladie du parenchyme pulmonaire (par exemple,

pneumonie ou syndrome de détresse respiratoire aigué) et :

- Pas de possibilité de la confirmation au laboratoire de MERS-CoV (le

patient ou les échantillons ne sont pas disponibles pour le test).

- Un contact étroit avec un cas confirme au laboratoire. Le contact étroit
comprend toute personne qui a fourni des soins ou qui avait un contact
physique avec le cas, et toute personne qui a vécu avec ou a Visité un

cas symptomatique.
VI -2 — Données cliniques
-> Sexe ratio M/F : 1.7 [45].
- Age moyen : M : 50 F : 46 [45].
- La période d'incubation :

En Arabie Saoudite, chez 23 individus, la période d'incubation médiane
était de 5,2 jours [45].
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Dans un cas qui s’est produit chez un patient en France, la peériode

d'incubation a été estimée a 9-12 jours [46].

L'OMS et les CDC recommandent que I'évaluation pour MERS-CoV doit
étre envisagée chez les sujets avec un syndrome respiratoire qui revenaient de
Voyage a la péninsule arabique ou de pays voisins dans les 14 derniers jours
(plutét que dans les 10 jours, ce qui était le délai recommandeé dans des

documents antérieurs) [47].
- Manifestations cliniques :

La plupart des patients atteints d'une infection MERS-CoV ont présenté
une pneumonie avec syndrome de détresse  respiratoire  aigué
[48,49,50,51,52,53,54].

D'autres manifestations cliniques extra-pulmonaires ont été signales
[49,50,51,52,54] a savoir :

- Des symptdmes gastro-intestinaux (anorexie, nausées, vomissements,

douleurs abdominales, diarrhée).
- Péricardite.
- Coagulation intravasculaire disseminée.
- Insuffisance rénale aigue.
- Etat de choc.

Un patient immunodéprimé s’est présenté avec une fiévre, une diarrhée et

des douleurs abdominales, mais sans symptomes respiratoires, la pneumonie a

été identifiée en passant sur une radiographie de thorax [45,48].
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On ne sait pas si les personnes avec des conditions de santé spécifiques
(terrains particuliers, Maladies sous-jacentes) sont disproportionnellement
infectées par le MERS-CoV [55].

Dans une étude sur 47 patients atteints d'une infection MERS-CoV en
Arabie Saoudite, 45 (96%) avaient des comorbidités sous-jacentes [56], a

savoir ;

Diabeéte sucré (68%).

Hypertension artérielle (34%).

Cardiopathie chronique (28%).

Maladie rénale chronique (49%).

Un patient recevait un traitement immunosuppresseur a long terme

avec des glucocorticoides.

Dans une autre étude sur 12 patients gravement malades avec une infection
MERS-CoV, chaque individu avait au moins une comorbidité; le nombre

médian de comorbidités était de 3 [57].

Dans une etude cas-témoins incluant 17 patients infectés par le MERS-CoV
et 82 témoins, les personnes en surpoids et les diabétiques sont beaucoup plus
prédisposées a étre infectées par le MERS-CoV et d'avoir une maladie rénale en

phase terminale [56].

Les résultats cliniques suivants ont été observées chez 47 patients atteints de
MERS-CoV en Arabie Saoudite [54] :

e Fievre (> 38 °C) chez 46 patients (98%).
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e Fievre avec frissons ou rigueurs chez 41 patients (87%).

e Toux chez 39 patients (83%).

e Essoufflement chez 34 patients (72%).

e Hémoptysie chez huit patients (17%).

e Mal de gorge chez 10 patients (21%).

e Myalgies chez 15 patients (32%).

e Diarrhée chez 12 patients (26%).

e Vomissements chez 10 patients (21%).

e Douleurs abdominales chez 8 patients (17%).

e Anomalie de la radiographie thoracique chez 47 patients (100%).

Une mortinaissance a cing mois de gestation a été rapportée chez une
femme infectée par le MERS-CoV. La femme a présenté des saignements
vaginaux et des douleurs abdominales le septieme jour de la maladie, et elle a

spontanément livré un enfant mort-né [58].

Dans une autre infection MERS-CoV au cours de la grossesse, une femme
dans les Emirats Arabes Unis a donné naissance a un bébé apparemment en

bonne santé; la mere est morte apres l'accouchement [59].
VI — 3 — Données paracliniques
-> Radiologie :

Parmi les 47 cas de maladie MERS-CoV en Arabie Saoudite, des
anomalies sur la radiographie pulmonaire ont été observées chez 100% des
patients [54].
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Les résultats de I'imagerie allaient de minimes a de grandes anomalies uni

ou bilatérales [54], y compris :
- Des opacités parenchymateuses.
- Des infiltrations.
- Des syndromes interstitiels.
- Des opacités nodulaires.
- Des opacités réticulaires.
- Des images réticulonodulaires.
- Des épanchements pleuraux.
-Des opacifications totales de segments pulmonaires et de lobes.

Dans une série de sept patients hospitalises avec MERS-CoV qui ont subi
une TDM thoraciques, les résultats les plus courants étaient bilatéraux a
localisation sous-pleurales et basipulmonaires avec plus d’opacités en verre

dépoli que de consolidations [60,61].
—> Biologie :

Les anomalies de laboratoire observées chez les cas d'infection MERS-CoV
sont [54] :

- Leucopénie.
- Anémie.
- Lymphopénie.

- Lymphocytose.

50



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

- Thrombocytopénie.

- Aspartate aminotransferase.

- Alanine aminotransférases.

- Lactate déshydrogénase élevée.

- Une insuffisance rénale progressive, avec l'augmentation de l'urée

sanguine et de la créatinine [48,49,52].

- Une coagulation intravasculaire disseminée et I'némolyse ont également

été rapportées [50,62].
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VIl — Diagnostic Biologique
VIl — 1 — Circonstances de découverte

Le plus souvent le MERS-CoV est découvert au cours d’une
symptomatologie respiratoire notamment une pneumonie avec un syndrome de
détresse respiratoire aigué, survenant chez un sujet résidant ou revenant d’un
voyage au Moyen-Orient, ou ayant un contact rapproché avec un cas confirmé
de MERS-CoV.

Il se peut que le MERS-CoV soit découvert fortuitement au cours d’une
investigation diagnostique de manifestations extra-pulmonaires (abdominales,
cardiaques, rénales) par mise en evidence d’une pneumonie sur la radiographie
du poumon ou la tomodensitométrie thoracique.

VIl — 2 — Diagnostic biologique non spécifique

Les anomalies biologiques découvertes chez 47 cas d'infection MERS-CoV

en Arabie Saoudite sont [90] :

- NFS : + Leucopenie (14%).

+ Lymphopénie (34%).

+ Lymphocytose (11%).

+ Thrombocytopénie (36%).
- Aspartate aminotransférase (15%).
- Alanine aminotransférases (11%).

- Lactate deshydrogéenase élevee (49%) ;
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D'autres rapports ont décrit [48,49,52] :
- Lymphopénie avec ou sans neutropénie,
- Anémie
- Thrombopenie.

Certains patients ont montré :

- Une insuffisance rénale progressive, avec l'augmentation de l'urée

sanguine et de la créatinine [50,62].

- Une coagulation intravasculaire disséminée et I'hémolyse ont

également été rapportées [86,89].
VIl — 3 — Diagnostic virologique
VIl — 3 -1 -Phase préanalytique

Le prélevement est une phase cruciale au cours de toute analyse biologique.
Un bon diagnostic biologique repose sur la qualité du prélevement, celle-ci qui

conditionne le résultat final.

—> Choix des prélevements

Les CDC recommandent que les prélevements des voies respiratoires
inférieures humaines devraient étre la premiere priorité pour la collecte
[97,98,99,100].

Il est recommandé aussi que plusieurs prélevements soient effectues sur des
sites différents et a des moments différents pour augmenter la probabilité de
détecter le MERS-CoV [63,64,65].
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Des échantillons de sérum en phase aigué et en phase de convalescence (>3
semaines plus tard) devraient également étre obtenus pour les tests sérologiques
[66].

Un échantillon de selles ou un prélevement rectal doit également étre
obtenus [64].

Les recommandations combinées des CDC et de I’OMS indiquent que
[67,68,69,70] :

1 — Les prélevements des voies respiratoires inferieures doivent étre
recueillis chez tout patient infecté ou présentant des signes minimes
de la maladie (expectoration, Aspiration ou lavage broncho

alvéolaire LBA).

2 — Les prélevements des voies respiratoires supérieures (ecouvillonnage
ou aspiration nasopharyngée) sont particulierement importants si le
patient n'a pas de signes ou symptomes de la maladie des voies

respiratoires inférieures ou si la collecte a ce niveau est impossible.

3 - Quand le prélevement respiratoire est négatif chez un patient qui est
fortement suspect davoir wune infection MERS-CoV, des
prélevements respiratoires supplémentaires devraient étre obtenus a
partir de plusieurs sites respiratoires. Ceci peut étre un faux négatif

du a la qualité de prélevement, ou a une erreur de manipulation.
4 — Les serums doivent étre obtenus pour les tests sérologiques.

5 - Dans certains cas, le diagnostic doit étre confirmé par un séquencage

d'acides nucléiques.
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6 — Si on ne peut pas avoir un bon prélevement respiratoire, on peut avoir
recours a d’autres échantillons biologiques tels que le sang, les urines

ou les selles.

- ldentification des prélévements et préparation de la documentation [71]

Les informations a fournir dans les formulaires d’enquéte sur les cas et
ceux des demandes adressées aux laboratoires pour accompagner les
prélevements sont stipulées dans les lignes directrices sur la surveillance

intégrée des maladies ou dans le protocole de surveillance sentinelle de la
grippe.
Le formulaire de recueil des données doit inclure :
- Les informations générales sur le patient.
- Le type de prélevement sa date.
- Les coordonnees de la personne qui a rempli le formulaire.

Si possible, les données doivent fournir une description clinique de la
maladie, y compris la date d’apparition des premiers symptdémes, I’occurrence

des complications et I’ historique naturelle de I’infection.

Il est également crucial que I’agent de santé qui préleve les échantillons
obtienne des détails sur I’historique d’exposition clinique du patient, le contact
avec des animaux et des séjours récents dans les zones ou I’épidémie a été

signalée.

Chaque récipient contenant des prélevements doit étre eétiqueté et
comporter le numéro d’identification du patient ainsi que le type de prelevement

et la date a laquelle il a été prélevé.
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- Matériel nécessaire [71]

Avant de manipuler les echantillons, il faut s’assurer que tout le mateériel
requis pour leur préléevement et acheminement vers le laboratoire pour les tests

est prét et que I’efficaciteé et la slreté de ces opérations sont garanties.
La liste du matériel essentiel proposé doit inclure (Image 1,2) :
- Gants en latex ou en nitrile stérilisés.
- Vétements de protection tels que (chemise, blouse ou tablier).
- Masques.
- Visiere, lunettes ou écran facial.
- Désinfectants chimiques (tels que hypochlorite).
- Boites triple emballage.

- Conteneur a déchets étanche.

57



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

Image 1: Equipement de protection individuelle (EPI).

Pour les échantillons prélevés sur les voies respiratoires inférieures, les

articles suivants sont requis en plus des matériels essentiels ci-dessus :
- Collecteur d’expectorations/ou de mucus.
- Applicateur avec extremité en fibre de polyester.
- Flacons en plastigue.

- Abaisse-langue.
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- Verre de collecte d’expectoration stérile, étanche avec fermeture a vis

ou récipient sec stérile.
- Pipettes de transfert.

Pour les échantillons prélevés sur les voies respiratoires superieures,

ajouter les articles suivants a la liste :

- Ecouvillons : n’utiliser que les écouvillons en Dacron ou en rayonne
stériles avec des tiges en plastique ou les écouvillons floques, s’ils sont
disponibles. NE PAS utiliser les écouvillons en alginate de calcium ou les
écouvillons avec tiges en bois, car ils peuvent contenir des substances qui

inactivent les virus de et inhibent certains tests moléculaires (Image 2).

-Le milieu de transport viral UTM RT
(UNIVERSAL TRANSPORT MEDIUM).

Image 2 : Ecouvillons en Dacron ou en rayonne stériles avec des tiges en plastique.
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- Précautions standards [71]

Tous les prélevements doivent étre considérés comme étant potentiellement
infectieux. Le personnel de santé qui manipule les prélevements cliniques doit
adhérer scrupuleusement aux précautions standards afin de minimiser la
possibilité d’une exposition aux pathogenes. Les prelevements de MERS-CoV
doivent étre manipulés conformément aux pratiques de biosécurité appropriées

afin d’éviter les infections en laboratoire et la propagation de la maladie.

Les précautions standards doivent étre toujours prises et les mesures de
protection toujours appliquées par tout le personnel prélevant des échantillons
sur les patients. Il est important de toujours se rappeler que les mesures de slreté
et de décontamination protegent le personnel chargé de prélever les échantillons
et leurs collegues, le personnel de laboratoire et le patient des risques inhérents

au prélevement.

Les vétements de protection individuelle (Image 1) doivent étre portés
lorsque I’on manipule les prélevements. Le prélevement d’échantillons cliniques
sur les patients doit étre effectué par un personnel formée. Il est essentiel que les
personnes devant étre chargées de préelever les prélevements dans les salles de
soin, et celles a qui est confiée la responsabilité des aspects logistiques de
manutention des échantillons depuis le service hospitalier jusqu’au laboratoire,

soient identifiées a I’avance.
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- Modes de prélevements [71]

ePrélévements des voies respiratoires inférieures

En raison des pénuries de personnel pourvu des compétences technigques
requises et de matériel, le prélevement éventuel des prelevements des voies
respiratoires inférieures autres que les expectorations doit étre limité aux seules

personnes admises a I’hopital.

- Expectorations: Le prélevement des expectorations produites

naturellement peut représenter un risque d’infection particulier pour le personnel
soignant. L’agent de santé qui préleve doit s’assurer que la matiere recueillie

provient bien des voies respiratoires inférieures.

Il est important d’expliquer au patient la différence entre les expectorations
et les sécréetions orales. Il faut que le patient se rince d’abord la bouche avec de
I’eau. Ensuite il ou elle doit inspirer profondément et expectorer le crachat de
toux profonde directement dans un verre de collecte d’expectorations stérile,

étanche avec fermeture a vis ou dans un récipient sec stérile.

Des échantillons de 3-5 ml de matiére visqueuse mucopurulente sont

considerés comme éetant des échantillons de bonne quantité et qualité.

- Aspirat endotrachéal : Le prélevement d’aspirat endotrachéal est une

procedure médicale par lequel des échantillons d’aspirat sont obtenus chez un
patient intubé. Les échantillons d’aspirat endotrachéal, qui doivent étre
manipulés de facgon stérile, peuvent étre recueillis dans un tube endotrachéal en

aspirant dans un collecteur stérile.
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Cette technique ne doit étre utilisée que par un personnel medical bien

forme.

Des collecteurs stériles des échantillons peuvent étre utilises pour recueillir
I’aspirat trachéal Seul le personnel qualifié doit prélever les échantillons

d’aspirat endotracheal.

- Lavage broncho-alvéolaire: Le lavage broncho-alvéolaire est une

procedure médicale dans lequel un bronchoscope est introduit par la bouche ou
le nez dans les poumons et du fluide est aspergé sur une petite partie du poumon

et ensuite récupéré pour examen.

A cause de sa nature invasive, seuls des professionnels de santé formes

doivent utiliser cette procédure pour prélever des échantillons.

La procédure de lavage broncho-alveolaire est invasive et ne doit étre

effectuée que par un personnel qualifié.

Pour les procédures d’aspirat endotrachéal ou de lavage broncho-alvéolaire,
2-3 ml d’échantillons doivent étre prélevés dans un verre de collecte

d’expectorations stérile, étanche avec fermeture a vis ou un récipient sec stérile.

e Préléevements des voies respiratoires supérieures

- Prélevementsnasopharyingés prélevés par écouvillonnage: Cette

procédure implique d’insérer un écouvillon en polyester dans la narine pour

atteindre le nasopharyinx. Un écouvillon flexible a tige doit étre utilisé.

NE PAS utiliser un écouvillon rigide. L’écouvillon doit étre glissé
directement dans la narine en maintenant la téte du patient léegerement penchée

en arriere.
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L’écouvillon doit étre inséré en touchant la base de la narine en ciblant la
fosse auditive d’environ 5-6 cm chez les adultes pour qu’il atteigne le pharynx
postérieur. Les étapes suivantes doivent étre suivies pour s’assurer que

I’échantillon prélevé est de bonne qualité (Figure 13) :
- L’écouvillon doit étre gardé en place pendant quelques secondes.
- L’écouvillon doit étre retiré lentement en le pivotant légerement.

- L’extrémité de I’écouvillon doit étre placée dans un flacon contenant un

milieu de transport viral, et ensuite la tige de I’applicateur doit étre brisée.

- Un deuxieme écouvillon doit étre utilisé pour Iautre narine et placé dans

un deuxiéme tube. Il peut servir de deuxieme echantillon pour le méme patient.

Un écouvillon nasopharyingé doit étre inséré jusqu’a atteindre le

nasopharynx.

Le prélevement d’échantillons nasopharyingés est un processus invasif

pouvant causer des souffrances considerables au patient.
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Figure 11: Mode d’écouvillonnage nasal.
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- Conservation et transport [71]

Les échantillons des voies respiratoires inferieures doivent étre places dans
un tube pour centrifugeuse sans milieu de transport viral. Toutefois, le
prélevement de I’écouvillon nasopharyngé doit étre placé dans un milieu de
transport viral UTM RT (UNIVERSAL TRANSPORT MEDIUM).

Le triple emballage est exigé pour echantillons suspects d’étre porteurs du
MERS-CoV. Il comprend (Figurel4) :

- L’emballage primaire qui contient les prélevements.

- L’emballage secondaire, qui peut avoir la capacité de contenir plusieurs

conteneurs primaires.

- L’emballage externe qui protége les conteneurs de I’intérieur pendant

le transport.

Tous les prélevements doivent étre emballés de fagon a éviter la rupture et

la fuite des conteneurs.

Les conteneurs de prélevements, tout comme les conteneurs secondaires,

doivent étre étanches.

Les matieres absorbantes doivent étre suffisantes pour absorber tout le
contenu du conteneur secondaire en cas de fuite et pour séparer les conteneurs

primaires afin de les empécher de se casser.

Les prélevements doivent étre transportés avec des poches froides ou
d’autres blocs réfrigérants autonomes, et non pas avec de la glace humide, afin

d’empécher les fuites et les déversements.
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Lorsqu’un grand nombre de prélevements est expedié, ceux-ci doivent étre
disposés séquentiellement par numéro dans des boites a compartiments separés

contenant chacune un prélévement.

Sur la base des connaissances actuelles, les caractéristiques du MERS-CoV
ne justifient pas la classification de ses prélevements parmi les substances

infectieuses de Categorie A en ce qui concerne leur transport.

En conséquence, et conformément a la réeglementation internationale
applicable en la matiere, I’avis de I’OMS est que les prélevements du MERS-
CoV peuvent étre transportés en toute sécurité en tant que substance biologique
de Catégorie B, numéro ONU 3373.

Par la suite, les échantillons prélevés dans les voies doivent étre conserves

de la maniere suivante avant leur transport au laboratoire :

- Conservation dans de la glace et transport au laboratoire dés que

possible.

- Pour des périodes de 24 heures ou plus courtes, la plupart des
prélevements peuvent étre gardés a une température de 2-8 °C plutot

qu’étre congeles.

- Dans le cas ou les tests sont retardés de plus de 24 heures, il faut donc
envisager la congélation des prélevements en utilisant de la glace
seche ou en les conservant a une température de -70 °C des que

possible apres prélevement.
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Le transport des prélevements a I’intérieur des frontieres nationales doit
obéir a la réglementation nationale. Le transport international des échantillons
des MERS-CoV doit obéir au réglement international en vigueur selon la
description qui en est faite dans le Guide pratique sur l'application du Reglement
relatif au Transport des matieres infectieuses 2013-2014 de I’OMS, (en vigueur

a partir du ler janvier 2013), disponible a :

http://www.who.int/ihr/publications/who_hse_ihr_20100801/en/index.htm.

67



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

Recipient primaire
- (étanche ol étanche
Bouchen aux pulvérulents)
il Support de type porte-tubes
- (mousse de polystyrene
Matériau plastique & alvéoles ouvertes)
demballage ———
absorbant Liste detaillée du contenu
(fiche de suivi de
'echantillon)
Emballage "
secondare — Embaliage extérieur
(&tanche ou ih‘;h“ 7 p?{ A7 figide
etanche aux ’ Sk b
bérens) F‘LHE“H,J - Désignation officiell
/ . W de transport (PSN)
afj / rl-“'-d:u lﬁlgﬁ T
Bietes /7| ™ NP ONU (UN Numben
Indiguant
[expéditeur
et le destinataire \
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Figure 12 : Modele de triple emballage pour les échantillons de MERS-CoV [71].
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VIl - 3 -2 - Diagnostic direct

La confirmation de cas de MERS-CoV est basée sur la détection de
sequences uniques de I’ARN viral en temps reel par la réaction en chaine de la
polymérase (RT-PCR). La confirmation par séquencage d'acide nucléique se fait

lorsque cela est nécessaire [138].

VIl -3 -2 -1 —Réaction en chaine de la polymérase

=» Généralités sur la PCR

La technique d’amplification en chaine par polymérase (polymerase chain
reaction PCR) permet I’amplification d’une séquence d’ ADN. Elle emploie des
amorces d’ADN qui s’hybrident spécifiguement a une cible. Une enzyme ADN
polymérase permet de recopier I’ADN cible a partir de ces amorces. Cette étape,
répétée une trentaine de fois, aboutit a une amplification exponentielle de la
cible qui n’en devient que mieux detectable. La détection est réalisée a posteriori
par les techniques classiques d’hybridation moléculaire employant des sondes

spécifiques, ou en temps réel a I’aide de marqueurs fluorescents [72].

L’utilisation d’une transcriptase inverse qui transforme [I’acide
ribonucléique (ARN) en ADN avant les cycles de PCR peut permettre
I’amplification d’ARN (RT-PCR). Cette méthode mise au point en 1985 a

révolutionné le diagnostic des maladies infectieuses [72].

=>» Les étapes de I’amplification (Figure 18)

La technique de PCR est constituée d’une trentaine de cycles, chacun d’eux
comporte trois étapes (Figure 18). Ces étapes sont réalisees dans un tube dans

lequel tous les protagonistes de la réaction ont été ajoutés : ADN cible,
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oligonucléotides ou amorces specifiques de la cible, Tag polymérase,
désoxyribonucléotides, tampon salin adéquat, tous en large excés en regard de
I’ ADN cible [72].

Le tube est placé dans un thermocycleur (Image 5) qui permet de monter le
tube a la bonne température tres rapidement. Chaque cycle dure environ entre 1

et 3 minutes suivant le type d’appareillage [72]. (Figure 19).

Image 3 : Image d’un thermocycleur.
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Figure 13 : Profil des cycles de température au cours de la PCR.

e Dénaturation de I’ADN [72]

Elle permet de séparer par la chaleur les deux brins d’ADN. Le mélange
réactionnel est amené a 94 -C, temperature a laquelle les deux brins d’ADN se

séparent.
e Hybridation des amorces [72]

Deux amorces d’ADN d’environ 20 bases s’hybrident de fagon spécifique
grace a la complémentarité des bases, sur un brin d’ADN ou son
complémentaire. Cette opération est réalisée a une température dépendante de la
composition en bases puriques et pyrimidiques de ces amorces, en géneral entre
45 -C et 65°C. Les amorces encadrent la région a amplifier. Le choix des

amorces est déterminant, il doit tenir compte de nombreux paramétres afin de
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permettre une hybridation spécifique. Il est souvent réalisé a I’aide de logiciels
dédiés.
e Elongation des amorces [72]

Une ADN polymérase (la Taq polymérase est la plus utilisée) allonge les
amorces en y incorporant des bases complémentaires de la séquence matrice.
Cette opération est réalisée a 72 -C, température optimale pour I’action de la
polymérase. Elle synthetise I’ADN de I’extrémité 5-prime vers I’extrémité 3-
prime. Les polymérases utilisées en PCR sont extraites de bacteéries vivant
naturellement a des températures élevées comme les sources hydrothermales du

fond des océans.

A la fin du premier cycle, deux copies de la séquence d’ADN cible sont
obtenues. Des le troisieme cycle, apparaissent les amplicons, ADN double brin
borné par les amorces, copies du fragment d’ADN recherché. Ils seront
largement majoritaires a la fin de I’amplification. En 30 cycles (1 h 30 a 4 h), un

grand nombre de copies sont géneéreées, théoriquement 230 copies de la cible.
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Figure 14 : Principe de I’amplification par PCR.
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-> Détection des amplicons [72]

La détection des amplicons est différente suivant le type de PCR mis en

ceuvre :

- PCR en point final qui désigne la détection a partir du produit final de

la réaction.

- PCR en temps réel qui consiste a mesurer la quantit¢ d’ADN
polymérisé au fur et a mesure de I’amplification (temps réel) grace a

un marqueur fluorescent.

e PCR en temps réel

La PCR en temps réel repose sur I’utilisation d’amorces ou de sondes

fluorescentes.

Les amorces fluorescentes sont intégrées durant I’amplification, aboutissant
a I’émission (SYBR) ou a I’extinction (Systeme AmpliSensor) de fluorescence.
Hybridées pendant I’amplification, les sondes fluorescentes peuvent Eétre
detruites (systeme TagMan) ou non (systeme LightCycler), dans les deux cas il
se produit une émission de fluorescence. Cette production ou disparition de
fluorescence mesurée tout au long des cycles d’amplification est proportionnelle
a la quantité de séquence cible présente initialement, rendant aisément
guantifiable le processus. Elle permet par son principe de faire des mesures
quantitatives (expliquant I’appellation PCR quantitative, gPCR) mais elle

nécessite des thermocycleurs particuliers.

- Les systéemes de détection utilisés dans la RT-PCR sont [73,74] :
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A - Les agents intercalants :

Russel Higuchi fut I’'un des premiers a faire une mesure cinétique de la
PCR au début des années 90. Il utilisait le bromure d’éthidium comme agent
intercalant, c'est-a-dire une molécule capable de s’insérer entre les bases

appariées d’un acide nucléigue.

Actuellement, I’agent intercalant le plus utilisé est le SYBR®Green, plus

sensible et moins toxique que le bromure d’éthidium.

L’agent intercalant utilise dans une PCR en temps réel, peu fluorescent a
I’état libre, doit d’une part augmenter en fluorescence lorsqu’il est lié a I’ADN
double brin et, d’autre part, ne pas inhiber la réaction de PCR. L’augmentation
de la fluorescence mesurée pendant [I’étape de polymérisation est
proportionnelle au nombre de produits amplifies formés (amplicons).
L’émission fluorescente décroit complétement lors de I’étape de dénaturation du

cycle suivant.

Dans ce systeme, la spécificité de la réaction ne repose que sur la
spécificité des amorces, sans controle de la taille des amplicons. Pour vérifier
gu’un seul produit PCR a eté amplifié, on réalise une courbe de fusion en fin de

réaction.

La technique utilisant le SybrGreen ne nécessite aucune expertise, est
économique et facile. L’inconvénient principal de cette technique est I’absence

totale de specificité de la fluorescence mesurée (Figure 20).
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Figure 15 : Principe des agents intercalants SybrGreen [73].
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B — Les sondes :
- Sondes Tagman :

Les sondes sont marquees a leur extrémité 5” par un fluorochrome émetteur
(reporter), par exemple FAM, et a leur extrémité 3’ par un fluorochrome
suppresseur (quencher) fluorescent ou non, par exemple TAMRA, qui inhibe
I’émission du reporter lorsqu’ils sont a proximité. Au cours de la PCR, si la

sonde est hybridée sur sa cible, elle est hydrolysée par I’ADN polymérase.

Le reporter ainsi séparé du quencher émet un signal proportionnel au
nombre de sondes hydrolysées, mesurable au moment de [I’élongation. La
spécificité de la réaction est liée a la fois a celle des amorces et a celle de la
sonde réduisant significativement I’émission de fluorescence non spécifique due
a des mésappariements ou des dimeres d’amorce. Cependant, le risque d’avoir
de faux négatifs est beaucoup plus élevé qu’avec les agents intercalants, des
mutations dans la région reconnue par la sonde risquant d’entrainer un défaut
d’hybridation et donc I’absence de détection. Cette technique présente par
ailleurs I’avantage de détecter plusieurs cibles dans le méme tube en utilisant
différentes sondes marquées avec des fluorochromes ayant des spectres

d’émission différents (multiplexage).

Cette technique est tres sensible, trés spécifique, rapide et permet le
multiplexage mais elle manque d’efficacité et de flexibilité lors de mutations
variables ou localisées dans les régions comportant des séquences répétées
(Figure 21).
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Figure 16 : Principe de détection par la sonde Tagman [73].
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- Systemes FRET :

Dans ce systeme, on utilise 2 sondes dont I’une est porteuse en 3’ d’un
fluorochrome émetteur et I’autre en 5 d’un fluorochrome accepteur. Les sondes
sont choisies de facon a s’hybrider a leurs séquences cibles en n’étant séparées

que de 1 a 5 bases.

Lorsque les deux sondes sont séparées, le fluorochrome donneur n’émet
gu’un bruit de fond de fluorescence alors que lorsqu’elles sont hybridees a
moins de 10 nucléotides de distances, la proximité des 2 fluorochromes permet
le transfert de I’énergie du fluorochrome donneur vers le fluorochrome
accepteur provoquant I’émission fluorescente de ce dernier (FRET : fluorescent
resonnance energy transfer). On mesure alors I’acquisition de la fluorescence,
proportionnelle a la quantité d’ADN synthétisée, au moment de I’hybridation.
Les sondes restant intactes (contrairement aux sondes Tagman qui sont

hydrolysées).
Il est possible de réaliser une courbe de fusion a la fin de réaction.

Les sondes FRET sont d’une excellente sensibilité et sont dotées d’une
grande capacité de multiplexage mais leur prix est éleve et la présence de
mutations non identifiées peut déstabiliser leur hybridation et donc

I’interprétation de la réaction (Figure 22).
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Figure 17 : Principe de détection par la sonde Fret [73].
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- Sondes Molecular Beacons :

Il s’agit de sondes d’hybridation en épingle a cheveux portant 2
fluorochromes, un reporter et un quencher comme les sondes Tagman. Etant
repliees a I’état libre, elles n’émettent pas de fluorescence en raison de la
proximité des 2 fluorochromes. Lorsque les sondes sont hybridees,
I’éloignement suffisant des 2 fluorochromes libére le reporter permettant ainsi
I'émission d'une fluorescence. La lecture de la fluorescence se fait au moment de
I’hybridation. Les sondes restent intactes en fin de réaction avec le méme
avantage que pour les sondes FRET mais leur conception est plus délicate,
particulierement au niveau du tronc. Ces sondes présentent une grande
spécificité permettant de détecter une variation de I’ordre de un nucléotide mais

leur prix est tres éleve (Figure 23).
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Figure 18 : Principe de détection par la sonde Molecular Beacons [73].
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- Sondes Scorpion :

C’est une variante des molecular beacons avec une structure en épingle a
cheveu complétée apres le quencher d’une molecule d’hexéthylene glycol
(HEG) sur laquelle est fixee une amorce. L’HEG empéche I’extension de la
balise moléculaire par I’ADN polymérase et I’amorce permet d’intégrer la balise
moléculaire dans le nouvel amplicon. La boucle change de conformation
(retournement rappelant la queue d’un scorpion) lors d’une renaturation, pour
s’hybrider a sa séquence complémentaire sur I’amplicon, permettant
I’éloignement du quencher et I’émission du reporter. Ces sondes présentent une
grande sensibilité et une grande spécificité. Ce systeme est préféré lors de PCR
comportant des cycles courts. Leur conception est délicate et leur prix élevé
(Figure 24).
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Le tableau 3 Propriétés des différents systéemes de détection de la PCR.
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Figure 19 : Principe de détection par la sonde Scorpion [73].
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Tableaux 3 : Propriétés des différents systemes de détection de la PCR [73].
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- PCR en point final [71]

Historiquement, les produits d’amplification étaient visualisés a I’aide du
bromure d’éthidium qui s’intercale entre les bases et qui est fluorescent sous

illumination par des ultraviolets (UV) courts.

Les amplicons sont soumis a une électrophorese en gel d’agarose. La
vitesse de migration est dépendante du nombre de bases de I’ADN testé, la

présence et la taille des amplicons peuvent donc étre vérifiées (Image 6).

Image 4 : Image du résultat d’une électrophorese sur gel d’agarose du coronavirus Bovin. L :
Echelle d’ADN. / 1-2-3 : Exemples positifs d’échantillons de selles. / P : Controle positif / N :

Contréle négatif.
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Cependant ette visualisation ne suffit pas, car elle ne permet pas de certifier
que la séquence de I’amplicon est identique a I’ADN cible, méme si sa taille est

celle attendue.

On procéde donc le plus souvent a une vérification a I’aide d’une sonde
spécifigue reconnaissant la sequence cible. Elle se fait par la technique de

southern blot.

La sonde reconnait la partie interne de I’amplicon et est constituée d’un
court morceau d’ADN simple brin (oligonucléotide) d’environ 20- 40 bases

marque avec une molécule qui sera ensuite facilement détectable.

Les industriels ont développé des trousses de détection des acides
nucléiques plus rapides que la technique classique migration-southern blot. Elles
emploient des sondes spécifiques marquées. L’hybride amplicon-sonde est
separé des sondes libres par sa capture sur une phase solide suivie de lavages.
Puis I’hybride est détecté de facon a génerer un signal quantifiable : densité

optique, luminescence, fluorescence.

Les trousses peuvent étre géneriques — elles s’appliquent a la détection de
tout amplicon — ou spécifiques — elles incluent I’étape d’amplification et ne

permettent de détecter qu’un type d’amplicon.
Plusieurs systemes de détection sont utilisés :

* La sonde est immobilisée sur le support. Elle peut étre marquée a la
biotine et le support recouvert d’avidine. Une fois la sonde immobilisee,
I’amplicon denaturé peut s’hybrider a la sonde. Il peut étre lui-méme marqué par
une enzyme grace a I’incorporation d’un didésoxyribonucléotide (dNTP)

marque ou d’une amorce marqueée lors de I’amplification. Si I’amplicon n’est
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pas marque, il peut étre détecté par un anticorps antiacide nucléique double brin
lui-méme marqué par une enzyme ou méme par une deuxieme sonde marquee

avec I’enzyme ;

e L’amplicon est immobilise sur le support. Il peut étre marqué par la
biotine grace a I’utilisation d’une amorce biotinylée lors de I’amplification, le
support est alors recouvert par I’avidine. L’ajout d’une sonde marquée avec une

enzyme permet la détection du complexe ;

* I’hybride ADN-sonde est immobilise par un anticorps. L’anticorps
antiacide nucléique double brin est fixé sur le support et capture I’hybride. Puis

celui-ci est detecte par un deuxieme anticorps marque avec une enzyme.

Dans tous les cas, I’enzyme de marquage peut étre la peroxydase ou la
phosphatase alcaline. Leur substrat est hydrolysé en produit le plus souvent
coloré détectable par un spectrophotometre. Elle peut étre aussi un ester
d’acridinium ou un dérivé du ruthénium qui sont responsables de la production

de photons détectables par un luminometre.

=» Les variantes de la PCR [71]

e RT-PCR
- Préparation des ARN a amplifier

La manipulation d’ARN nécessite d’étre réalisée dans des conditions
steriles et d’utiliser du matériel jetable ou traité avec des inhibiteurs de RNases.
Comme lors de I’extraction d’ADN, trois étapes sont necessaires pour obtenir
des ARN purs :
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1) - Une premiere étape de lyse cellulaire permet de libérer les ARN. Elle
se fait le plus souvent par le thiocyanate de guanidinium associé au 2-

mercaptoéthanol assurant ainsi I’inhibition des RNases.
2) — Une deuxiéme étape d’homogéneéisation par centrifugation.

3) — Une troisieme étape de purification d’ARN utilisant le plus souvent

de I’éthanol.
- Amplification des ARN

La technique de PCR ne permet d’amplifier que de I’ADN. Toutefois, des
ARN peuvent étre détectés par cette technique. Il faut d’abord transformer
I’ARN en son ADN complémentaire (ADNc) a I’aide d’une enzyme

transcriptase inverse (reverse transcriptase ou RT).

Cette enzyme qui recopie la séquence de 5’ vers 3’ néecessite une amorce
qui reconnait I’ARN spécifiquement ou non (amorce oligo [dT], polymere de

désoxythymidine complémentaire de la queue de polyadénosine des ARNm).

Ensuite, c’est I’ADNc qui sera amplifié par la technique de PCR. (Figure
26)

e PCR nichée

La PCR emboitée ou PCR nichée (nested PCR) est une PCR a deux étapes
successives. Apres la premiere étape de PCR classique, une deuxieme
amplification de I’amplicon a I’aide d’un couple d’amorces situe dans la partie
interne de la séquence précédemment amplifiée permet a la fois d’augmenter la
sensibilité et la spécificité de la méthode. Elle est tres utilisée en virologie,

particulierement pour la détection des virus a ARN qui possedent une haute
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mutabilité. Le premier couple d’amorces est congu pour pouvoir accrocher les

parties stables du genome viral, le deuxieme pour identifier le sous-type.

e PCR Multiplex

Elle permet I’amplification de plusieurs cibles simultanément dans le méme

tube en utilisant plusieurs couples d’amorces.

La longueur des différents amplicons doit étre sensiblement identique pour
étre dans les mémes conditions d’amplification mais suffisamment différente

pour permettre leur détection.

Cette méthode plus difficile a mettre au point peut étre intéressante pour la
mise en évidence de plusieurs séquences cibles en une seule fois comme par

exemple des pathogenes génitaux.

5’ e ey A ARNM
Amorce oligo (dT)
=3 = eSS -
Transcriptase inverse l < 7 sl o
ADNCc
1" cycle de PCR l
2€ cycle de PCR l
=T Etci

Figure 20 : Principe de la technique de la reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) [139].
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Amplification d’acide ribonucléique messager (ARNm). Une amorce oligo
(dT), c’est-a-dire composee uniquement de dTTP est capable de s’hybrider a la
queue de poly A d’un ARNm. A partir de cette amorce, une transcriptase inverse
peut recopier I’ARN en acide désoxyribonucléique (ADN). On obtient ainsi un
ADN complémentaire de I’ARN (ADNc). Celui-ci pourra facilement étre

amplifié par la technigue de PCR.

=» PCR d’alléles :

Elle permet de distinguer deux alléles distincts de quelques nucléotides,
comme dans le cas d’une mutation. Elle est basée sur un principe de
misappariement d’une amorce en 3’ qui empéche I’amplification du fragment.
Deux amplifications sont réalisées en paralléle. Une des amorces est commune

aux deux amplifications.

La deuxieme existe en deux versions, une spécifiqgue de la séquence
normale et I’autre spécifique de la séquence mutante. Cette derniere est choisie
de facon a ce que le dernier oligonucléotide en 3’ correspond a la mutation.
L’amplification de la séquence mutée ne peut avoir lieu. Le couplage avec la
technique de PCR multiplexe permet le diagnostic de plusieurs mutations liées a

une méme maladie.

VIl —3 -2 -2 —Diagnostic du MERS-CoV par la PCR

Trois techniques RT-PCR sont recommandées par I’OMS pour la détection
du MERS-CoV [75], Ces méthodes ciblent : (figure 26)

- Le gene en amont de la protéine E (upstream of the protein E UpE ).

- le cadre de lecture ouvert 1b (ORF 1b).
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- le cadre de lecture ouvert 1a (ORF 1a).

En plus de deux essais supplémentaires utilisés en cas de doute diagnostic

ou en cas de necessité de sequencage du génome :
- Le gene RdRpSeq.
- Le gene Nseq.
Orfia Orfiab S EMN

el = 4= = = pu)p <=

11,197-11,280 15,049-15,290 18,266-18,347 27,458-27,550 29,549-20,860
1A RdRpSeq ORF1b upE NSeq

Figure 21 : Régions cibles RT- PCR pour le dépistage, la confirmation et le séquencage du
MERS-CoV [76].

- Détection de I’UpE [76,77]

Les cycles thermiques sont effectués a 55 °C pendant 20 min pour la RT,
suivi par 95 °C pendant 3 minutes, puis 45 cycles de 95 °C pendant 15 secondes

et de 58 ° C pendant 30 secondes.

L’élongation se fait avec une Platinum Tag polymérase, le tampon des

réactions étant le MgSO4.
Les amorces utilisées sont :

- EMC-Orfla-Fwd: CCACTACTCCCATTTCGTCAG
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- EMC-Orfla-Prb: FAM-TTGCAAATTGGCTTGCCCCCACT-
TAMRA

- EMC-Orfla-Rev: CAGTATGTGTAGTGCGCATATAAGCA
La detection utilise des sondes Tagman de type Quencher et Reporter.

- Détection de I’UpE [76,77]

Les cycles thermiques sont effectués a 55 °C pour la RT, suivis de 94 °C
pendant 3 minutes, puis 45 cycles de 95 °C pendant 15 secondes et de 58 °C

pendant 30 secondes et enfin 40 cycles de 30 secondes.

L’élongation se fait avec une Platinum Tag polymérase, le tampon des

réactions étant le MgSO4.
Les amorces utilisées sont :
- UpE-Fw d: GCAACGCGCGATTCAGTT
- UPE-Prb: FAM-CTCTTCACATAATCGCCCCGAGCTCG-TAMRA
- UpE-Rev: GCCTCTACACGGGACCCATA
La detection utilise des sondes Tagman de type Quencher et Reporter.

- Détection de L’ORF 1b [76,77]

Les cycles thermique sont effectués a 55 °C pour la RT, suivis de 94 °C
pendant 3 minutes, puis 45 cycles de 95 °C pendant 15 secondes et de 58 °C

pendant 30 secondes et enfin 40 cycles de 30 secondes.

L’élongation se fait avec une Platinum Tag polymérase, le tampon des

réactions étant le MgSO4.
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Les amorces utilisées sont :
- ORF1b-Fwd: TTCGATGTTGAGGGTGCTCAT
- ORF1b-Prb: FAM-CCCGTAATGCATGTGGCACCAATGT-TAMRA
- ORF1b-Rev: TCACACCAGTTGAAAATCCTAATTG

La detection utilise des sondes Tagman de type Quencher et Reporter.

La figure 27 illustre la conduite diagnostic du MERS-CoV par RT-
PCR.
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Figure 22 : Algorithme du diagnostic de MERS-CoV par RT-PCR [75].
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VII- 3 -2 —3 —Culture Virale

Généralement les virus ne sont cultivables que sur des cellules vivantes
dont il existe trois sources : les animaux vivants, I’ceuf de poule embryonné et
les cellules en culture. Chaque virus a un tropisme cellulaire particulier, il

n’existe pas de systeme de culture cellulaire universel (Image 7).

Image 5 : Image d’un effet cytopathique sur culture virale.

Fléches noires : Cellules normales / Fléches grises: apres infection les cellules

commencent a s’arrondir / Fleches blanches : les cellules se détachent et meurent.

Pour le MERS-CoV, la culture se fait sur des cellules de rein de singe vert
africain (Vero B4). Les cellules sont infectées a une multiplicité d'infection

(MOI) de 0,01 et les surnageants sont récoltés deux jours apres l'infection [142].
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VIl - 3 — 3 - Diagnostic indirect

Plusieurs tests sérologiques pour le diagnostic du MERS-CoV ont été
développés et certifiées par ’OMS incluant des test d’immunofluorescence

indirecte et des tests ELISA avec analyse de microréseaux de protéines [75].

Selon ’'OMS Il y a deux situations dans lesquelles les laboratoires peuvent

effectuer des tests sérologiques pour le MERS-CoV, a savoir [75]:

1) Les serologies de définition d'un cas MERS-CoV pour les rapports du

Réglement Sanitaire International (RSI).
2) Les enquétes serologiques.

VI -3 -3 -1 - Immunofluorescence indirecte

L'immunofluorescence est une réaction antigene-anticorps ou les anticorps
sont marqués par un fluorochrome et le complexe antigene-anticorps est

visualisé en utilisant un microscope a fluorescence.
Il existe deux types d’immunofluorescence :

Seule I'immunofluorescence indirecte (IFI) est utilisée pour le diagnostic
du MERS-CoV.

L'immunofluorescence indirecte est utilisée pour détecter des anticorps

dans le sérum du patient selon le mode suivant : (Figure 28)

- Les antigénes sur frottis réagissent avec des anticorps primaires

spécifigues non marqués.

- Les anticorps non liés sont enlevés par lavage.
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- Ajout d’un anticorps secondaire marqué par un fluorochrome et

capable de se lier au complexe anticorps primaire-antigene.

L'anticorps secondaire utilisé pour la détection du MERS-CoV est une

immunoglobuline G marquée par un fluorochrome Cy2.

- La presence du complexe anticorps-antigene-anticorps sur le frottis
est visualisee en microscope a fluorescence aprés un deuxiéme

lavage.

Indirect

‘ Antigen

. ‘ .f!\ Primary Anlibody

’{ Secondary Antibody
. Fluorophaore

Ll

Figure 23 : Principe de I’IFI.
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L’OMS recommande Deux techniques d’immunofluorescence pour la
détection du MERS-CoV [77] :

—> Une technique d’IFI conventionnelle (image8) :

Des cellules Vero B6 sont ensemenceées sur des lamelles de verre, cultivées
et infectées. Aprés 24 heures, les monocouches de cellules sont fixées avec de
I’acétone, incubées, lavées et visualisées au microscope a fluorescence

(Image 3).
- Une technique d’IFI rapide et biologiquement sécurisée :

Cette technique consiste a infecter des cellules Vero B4 et les récolter 2

jours apres infection.

Les cellules infectées sont mélangées avec des cellules Vero B4 non

infectées sur des lames de verre et aspirées immédiatement apres distribution.

Apres sechage, les échantillons sont fixés avec du paraformaldéhyde a 4%
pendant 30 minutes. Puis les lames sont immergees dans de I’acétone/methanol

glacé pour perméabiliser les cellules.
Les sérums des patients sont dilues dans un tampon de dilution.

Un macaque-antihCoV-EMC (jour 14 de post-infection) est utilisé Comme

contréle positif.

Les lames sont incubées a 37 °C pendant 1 heure et lavées trois fois avec

une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) pendant 5 minutes.

L'anticorps secondaire est une immunoglobuline G marqué par un

fluorochrome Cy2.
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Apres incubation a 37 °C les lames sont lavées trois fois avec du PBS
pendant 5 minutes, et rincées a l'eau, puis visualisées au microscope a

fluorescence.

Serum 23/11/12 Macaque serum
(1:1,000) (1:20)

Image 6: Immunofluorescence indirecte conventionnelle positive MERS-CoV d’un patient et

d’un macaque controle positif [77].

La réaction antigene anticorps est visualisée par la coloration verte.

VI -3 -3 -2 - Méthode immuno-enzymatique ELISA

Le test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est un test
immunologique destiné a détecter et/ou doser une protéine dans un liquide

biologique.
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Dans la technique de dosage dite "en sandwich", les puits d’une
microplaque sont tapissés avec un anticorps de capture capable de lier

spécifiguement I’antigene recherché.

Lors de cette opération appelée coating, l'anticorps de capture se fixe au
plastique des puits par interaction électrostatique. L'anticorps de capture assure

la spécificité du test.

La solution a tester est ensuite déposee dans les puits de la microplaque et
si l'antigene recherché est présent il va se lier spécifiquement a I’anticorps de

capture.

Un deuxieme anticorps, l'anticorps traceur, capable de se lier a I'antigene
capturé est alors ajouté dans le puits et les anticorps traceurs non fixés sont

éliminés par ringage.

L'anticorps traceur est couplé a une enzyme catalysant la formation d'un

produit coloré.

La réaction peut ainsi étre quantifiée par colorimétrie a partir d'une courbe
d'étalonnage réaliseée avec des concentrations connues d'antigene puisque le
nombre de molécules d'anticorps traceur fixees dépend du nombre de molécules

d'antigenes immobilisées par I'anticorps de capture.

Il existe deux types d’ELISA: ELISA Sandwich et ELISA indirecte (Figure
16,17).
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ELISA INDIRECT DETECTION D'Ac

3éme étape
substrat de I'enzyme

2 eme étape

Ac anti Ac Enzyme
(anti-lgh, 1gG, IgA)

marqués avec une enzyme

1 ére étape
Milieu biclogique
avec Ac a doser

Ag fixés ,

sur la plaque

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées

Figure 24 : Mode opératoire de la technique ELISA indirect.

TECHNIQUE SANDWICH DETECTION D*Ag

3 éme étape
substrat

2 éme étape

Ac antifg a doser
et marqué

par une enzyme

1 ere étape
Ag a doser
dans le milieu

biologigue

Ac anti-Ag
fixés sur la plague

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées

Figure 25 : Mode opératoire de la technique ELISA Sandwich.
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Pour le MERS-CoV I’OMS recommande une technique ELISA
combinée a une analyse de la fluorescence par un scanner de microréseaux

selon le mode suivant [78]:

Les lames utilisées sont revétues de 16-pad nitrocellulose. Ces lames sont

pré-traitées avec un tampon de blocage pour éviter les liaisons non spécifiques.

Les serums dilués contenant 0,1% Surfact-amps 20 sont transférés dans un

volume de 90 pl et incubés pendant 1 h a 37 °C dans une chambre humide.

Les sérums testés pour la présence d'lgM sont traités avec GullSORB pour
éliminer le facteur rhumatoide 1gG immun, qui peut interférer avec les tests
IgM.

Apres lavage, I’lgG (fragment Fc specifique) ou IgM (Fc5u-fragment
spécifigue) conjuguées avec une substance fluorescente (DyLight649) sont
incubées pendant 1 h a 37 °C dans une chambre humide.

Apres lavage avec du tampon et de I'eau, les lames sont sechées.

Les signaux de fluorescence sont quantifiés par un scanner de microréseaux
ScanArray Gx plus scanner (PerkinElmer) (image 10) et les résultats sont

fournis sous forme de spots lumineux. (Image 9)
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Image 7 : Image représentative de l'analyse de microréseaux de protéines de sérum

convalescent provenant de patients infectés par les six coronavirus humains connus [78].

Les Couleurs refletent I’intensité médiane du spot comme indiqué dans la

légende sur la droite.
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Image 8 : Image d’un scanner de microréseaux ScanArray Gx plus scanner (PerkinElmer).
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VIl — Traitement
Buts :
- Traitement des symptomes notamment la détresse respiratoire.
- Contr6le de I’infection
- prévention des complications
- Eventuel traitement curatif.
Movyens :
VIIl - 1 — Traitement symptomatique et contréle de I'infection

Comme pour d'autres coronavirus, aucun agent antiviral n’est recommandé
pour le traitement de [linfection MERS-CoV. L'OMS a publié des
recommandations pour la gestion des infections respiratoires graves

soupconnées d'étre causées par le MERS-CoV.
Ces recommandations sont divisées en quatre sections [79] :

- Sectionl - Reconnaissance et prise en charge précoce

- Reconnaitre les manifestations graves des infections respiratoires
aigués
Notamment chez un patient sous investigations pour MERS-CoV, un

patient présentant une pneumonie severe, un syndrome de détresse respiratoire

algué, un sepsis, un sepsis sévere ou un choc septique.
- Initier des mesures de prévention et de controle de I’infection :

- Les précautions standards (voir phase préanalytique).
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- Précaution des gouttelettes aériennes :
Porter un masque chirurgical si distance inférieure de 1 métre du patient.

Placer le patient dans une chambre individuelle, ou avec un ensemble de

patients ayant le méme diagnostic étiologique.

Si un diagnostic étiologique n’est pas possible, placer les patients ayant un
diagnostic clinique similaire et en fonction du risque épidémiologique, dans une

chambre collective avec une séparation spatiale d'au moins 1 metre.

Limiter les mouvements du patient et s’assurer que les patients portent des

masques médicaux en dehors de leurs chambres.
Veiller a ce que le personnel de santé utilise I’EPI.

Chaque fois que possible, utiliser des chambres individuelles a aération

adequate lors de lI'exécution des procédures genérant des aerosols.

- Utiliser une oxygénothérapie chez les patients présentant un

syndrome respiratoire aigu.

- Collecter les échantillons alvéolaires et les autres échantillons pour

les tests de laboratoire.

- Donnez des antimicrobiens empiriques pour traiter les agents
pathogenes présumés, y compris les agents pathogenes acquis

communautaires.

- Utilisez la gestion conservatrice des fluides chez les patients atteints
de syndrome respiratoire aigu quand il n’existe aucune preuve de

choc.
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- Ne donnez pas de corticostéroides systémiques a forte dose ou
d'autres traitements d'appoint pour une pneumonie virale en

dehors du contexte des essais cliniques.

- Surveiller étroitement les patients atteints de syndrome respiratoire
aigu a la recherche des signes de détérioration clinique, comme la
détresse respiratoire / insuffisance respiratoire sévere ou
hypoperfusion tissulaire/choc, et appliquer des interventions de

soins et de soutien.

- Section 2 : Controdle de la détresse respiratoire et de I’hypoxémie

- Reconnaitre les cas graves, quand la détresse respiratoire sévere ne
peut étre traitée de maniere suffisante par I'oxygene seul, méme lorsqu’il est

administré a des débits élevés.

- Lorsqu’'elle est disponible, et quand les membres du personnel sont
formés, la ventilation mecanique devrait étre instituée chez des patients
avec augmentation du travail respiratoire ou hypoxémie qui persiste malgre

I'oxygénothérapie a haut débit.

- Ventilation non invasive (VNI) si I'expertise locale est disponible,
guand I’'immunosuppression est également présente, ou en cas de syndrome
de détresse respiratoire aigue SDRA sans troubles de la conscience ou

insuffisance cardio-vasculaire.

NB : En cas de VNI, surveiller le patient de pres dans une unité de soins

intensifs; si la VNI échoue, ne pas retarder I'intubation endotrachéale.
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- Si I'équipement est disponible et le personnel est formé, procéder a

I'intubation endotrachéale pour fournir une ventilation mécanique invasive

- Utilisez une stratégie de ventilation pulmonaire protectrice pour les
patients atteints de SDRA.

- Chez les patients présentant un SDRA grave, envisager la

thérapeutique d'appoint d’emblée :

- L’administration d’un blocage neuromusculaire pour les premieres 48
heures a eté associée a une meilleure survie et augmentation du temps hors du

ventilateur sans causer des faiblesses significatives.

- Placer le patient en position couchée améliore I'oxygénation et la survie,

mais il faut prendre soin de tourner le patient en toute securité.

- Utilisez une stratégie conservatrice de gestion des fluides pour les
patients ayant un SDRA qui ne sont pas en éetat de choc pour raccourcir la

durée de la ventilation mécanique.
-> Section 3 : Gestion du choc septique :

- Reconnaitre un choc induit par le sepsis quand le patient développe
une hypotension (PAS <90 mm Hg) qui persiste apres remplissage, ou des
signes d'hypoperfusion tissulaire (lactate > 4 mmol / L) et initier des

mesures de réanimation.

- Remplissage précoce et rapide en cristalloides en cas de choc

septique.
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NB : - Une réanimation liquidienne agressive peut conduire a une
insuffisance respiratoire. S’il n'y a pas de réponse a un chargement fluide et des
signes de surcharge de volume apparaissent (c’est a dire crépitants a
l'auscultation, cedéme pulmonaire sur la radio de thorax), il faut réduire voir
interrompre I'administration de liquide. C’est particulierement important dans

les pays a ressources limitées ou la ventilation mécanique n’est pas disponible.

- Ne pas donner des solutions hypotoniques ou a base d'amidon de
réanimation. L’amidon a été associé a une incidence accrue de la dysfonction et

d'insuffisance renale.
- Ne pas utiliser le bilan hydrique comme un guide d'administration.

- Utilisez des vasopresseurs lorsque le choc persiste malgré la

réanimation liquidienne.

- Envisager l'administration d'hydrocortisone intraveineuse (jusqu'a
200 mg / jour) ou du prednisolone (jusqu'a 75 mg / jour) pour les patients

en choc persistant qui ont besoin de doses croissantes de vasopresseurs.

=> Section 4 : La prévention des complications :

- Réduire les jours de la ventilation invasive mécanique :
- Inteérét de la ventilation spontanée et des fenétres de sédation.
- Réduire I’incidence des pneumonies liées au respirateur :

- Intérét de I’intubation par voie orale, I’usage d’antiseptique oral, la
position demi-couchée, I’utilisation de systeme d'aspiration fermé; égoutter et
jeter périodiquement les précipitas, I’utilisation d’un nouveau circuit de

ventilation pour chaque patient, une fois le patient est ventilé, changer de circuit
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s’il est sal ou endommagé, mais pas systématiquement, Changer I’échangeur de
chaleur humide en cas de dysfonctionnement, lorsqu'il est souillé ou tous les 5-7

jours.
- Réduire I’incidence des thromboses veineuses.
- Mobilisation active et passive.
- Héparine bas poids moléculaire.
- Réduire I’incidence des infections liées aux cathéters :
- Réduire I’incidence des escarres :
- changement de position toutes les 6 heures.
- Réduire I’incidence des ulceres de stress :
- Protection gastrique..
VIll- 2 — Traitement curatif

Dans la culture cellulaire et I'expérimentation animale, la thérapie de
combinaison avec l'interféron IFN-alpha-2b et ribavirine semble prometteuse
[80,81]. Dans une étude dans laquelle le MERS-CoV a été cultivé dans deux
lignées cellulaires différentes, des concentrations élevées d'interférons alpha-2b

ou de la ribavirine ont eté capables d’inhiber la réplication virale [80].

La thérapie de combinaison avec I'IFN-alpha-2b et ribavirine a été
administrée apres une mediane de 19 jours suivant I'admission de cing patients
gravement malades avec une infection MERS-CoV. Aucun des patients n’a

répondu au traitement et sont tous morts de la maladie [82].
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Autres thérapies expérimentales sont étudiées comprennent une plasma
convalescence, des anticorps monoclonaux, un inhibiteur de la protéase virale
principale, et des inhibiteurs de I’entrée/fusion ciblant la protéine S du MERS-

CoV [83,84].
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IX - Prévention
-> Le contrdle de I’infection (chapitre traitement).
-> Soins provisoires a domicile et I’isolement.

Les CDC recommandent que les personnes évaluées pour l'infection
MERS-CoV et qui ne nécessitent pas dhospitalisation peuvent étre prises en

charge et isolées dans leurs domiciles [67].

Les personnes chargées des soins doivent contacter le service de santé local
pour déterminer si un isolement a domicile ou des mesures supplémentaires sont

indiquées [67].

L'isolement est défini comme la séparation ou la restriction des activités
d'une personne atteinte d'une maladie contagieuse de celles qui sont intactes
[67].

- L’éviction des dromadaires

L'OMS recommande aux personnes a risque élevé de maladie grave, de

prendre des précautions lors de la visite des fermes, des zones de grange [85].
Ces mesures comprennent :
- L’éviction de tout contact avec des dromadaires.
- La pratique d’une bonne hygiene des mains.

- L’éviction de boire le lait et les urines des dromadaires, et de manger

de la viande si elle n'est pas bien cuite.
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L'OMS recommande que lors de la visite d'une ferme ou une grange, les
membres du grand public se conforment aux mesures générales d'hygiene,
notamment le lavage régulier des mains avant et apres avoir touché des animaux
[86].

A moins de porter un masque et des vétements protecteurs, éviter tout

contact avec un dromadaire qui a était testé positif pour le MERS-CoV [49].

Des recommandations specifiques pour les fermes de dromadaires et les

travailleurs des abattoirs peuvent étre trouveées sur le site Web de 'OMS.
- Recommandations de voyage

Des informations deétaillées pour les voyageurs a La Mecque, en Arabie
Saoudite pour le Hadj et/ou la Omra peuvent étre trouvées sur le site de I'OMS
[87].

L'OMS ne recommande pas de dépistage spécial pour MERS-CoV ou des
restrictions commerciales. Toutefois, elle recommande que les pays touchés en
dehors de la region du Moyen-Orient doivent maintenir un haut niveau de
vigilance, en particulier les pays avec un grand nombre de voyageurs ou

travailleurs de retour du Moyen-Orient [88].

Le ministere de la Santé de I'Arabie Saoudite recommande en 2014, de
reporter de voyager a La Mecque pour le Hadj et/ou la Omra aux personnes
suivantes [89,90] :

e Les sujets agés (> 65 ans).
e Les personnes souffrant de maladies chroniques.

e [es individus présentant une immunodéficience.
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e [es patients atteints de tumeurs malignes.

e [es patients avec une maladie en phase terminale.
e [es femmes enceintes.

e Les enfants.

Aucun cas d'infection MERS-CoV n’a été détecté durant le Hadj en 2012
ou 2013 [90].

En mai 2014, les CDC ont déclaré une alerte de niveau 2, ce niveau
comprend des précautions améliorées pour les voyageurs a destination des pays

de la péninsule arabique ou les pays de voisinage [91].

Ces personnes devraient examiner les recommandations des CDC pour le
controle des cas suspectés ou confirmes avant qu'ils ne voyagent, et pratiquer
ces précautions a l’arrivée, et suivre de pres leur santé pendant et apres le

voyage [91].
- Le développement de vaccins

Il n'y a pas de vaccin autorisé pour MERS-CoV, Bien qu'un fabricant a
développé un vaccin expérimental sur la base de la protéine majeure de surface
[92].

Dautres vaccins sont a I'¢tude comprenant un ADNc infectieux clone du
génome MERS-CoV dans un chromosome artificiel bactérien, et un autre vaccin

exprimant la pleine longueur de la protéine S [93,94]
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I — Introduction

Plus de deux ans apres la découverte du premier cas humain d’infection a
MERS-CoV, le bilan mondial du 13 Janvier 2015 fait 972 cas dont 394 deces

L’epicentre de [P’infection reste localisé dans la Péninsule arabique,
essentiellement en Arabie Saoudite. Peu de cas ont été notifiés hors de cette
région et tous avaient séjourné dans la Peninsule arabique dans les jours

précédant I’infection.

Le Maroc constitue jusqu'a aujourd’hui une exception car il fait partie des

rares pays arabes non touchés par le MERS-CoV.

Les dromadaires constituent le réservoir naturel du virus, et sont fortement

suspectés d’étre a I’origine de la contamination humaine.

Devant ces données plusieurs pays du Moyen-Orient, pays africains et du
voisinage méditerranéen ont lancé des études de recherche du MERS-CoV chez

les dromadaires a la recherche des stigmates de MERS-CoV.

Notre étude porte sur la recherche par RT-PCR génome du MERS-CoV
dans les écouvillonnages nasaux et les prélevements de selles de 100

dromadaires originaires du sud marocain.

L’objectif de notre étude et de dépister la présence du MERS-CoV chez les
dromadaires du sud du Royaume, et établir un plan d’intervention permettant la

rupture de la chaine épidémiologique du virus.
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Il — Matériel et Méthodes

Nous avons recueilli en collaboration avec I’Office Nationale de Sécurité
Sanitaire des produits Alimentaires (ONSSA) — Marrakech - des échantillons
des voies respiratoires supérieures de 100 dromadaires par ecouvillonnage ainsi

que des échantillons de selles (annexe 1).
Il—1-Type d’étude

Il s’agit d’une étude prospective, de type descriptive et analytique, portant
sur la recherche par RT-PCR du génome de MERS-CoV chez les dromadaires
du sud marocain a usage touristique, menée dans le service Microbiologie-
Virologie et de biosécurite niveau 2 de I’Hopital Militaire Avicenne de
Marrakech (HMA) sur une période de 8 mois allant du 20 — 09 - 14 au 20 — 05 -
15.

Il — 2 — Population d’étude

La population d’étude est composée de 100 dromadaires a usage touristique

en provenance du sud Marocain.
Il — 3 — Criteres d’inclusion

Nous avons inclus des dromadaires de sexe masculin et féminin, d’ages
différents (2 semaines — 17 ans), dont quelques-uns étaient symptomatiques et

présentaient un écoulement nasal.
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Il — 4 — Criteres d’exclusion

Nous avons exclus les dromadaires dont I’origine geographigue n’est pas
connue. Pour des raisons de tracabilité les dromadaires non munis d’un carnet

d’identité certifie par les autorités de santé sont aussi écarteés.
Il -5 - Mode opératoire
Il - 5-1-Phase préanalytique

—> Choix des prélevements

Nous avons choisis de réaliser des écouvillonnages nasaux et des
prélevements de selles, vu que plusieurs études ont montré que le MERS-CoV
ainsi que des anticorps dirigés contre ces derniers existent en grande
concentration dans les échantillons des voies aériennes supérieures des

dromadaires, et en moindre concentration dans les selles.

- ldentification des prelevements et préparation de la documentation

Nous avons recueilli a partir des carnets d’identité fournis par les autorités

de santé locales les données suivantes :
- Numéro d’identité.
- Age.
- Sexe.

- Origine géographique.
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Apres examen en présence du vétérinaire nous avons précisé si le

dromadaire présentait ou non un ecoulement nasal.

Ces informations ont été mentionnées sur la fiche de prélevement
(Annexe 1).

Chaque récipient contenant des prélevements a été étiqueté et comporte le
numero d’identification du dromadaire ainsi que le type de prélevement et la

date de recueil.

- Matériel nécessaire

Matériel de protection :
- Gants en latex.
- Vétements de protection.
- Masques.
- Lunettes.
- Désinfectants chimiques.
- Boites triple emballage.
- Conteneur a déchets étanche.
Matériel de prélevement :
- Ecouvillons en Dacron avec tiges souples.

- Pots stériles a vis a bouchon rouge.
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Milieu de transport viral: UTM RT (UNIVERSAL TRANSPORT
MEDIUM).

- Précautions standards

Nous avons appliqué les précautions standards indiguées par I’OMS pour la

manipulation des échantillons suspects d’étre porteur de MERS-CoV a savoir :

- L'hygiene des mains.

L’utilisation d'‘équipements de protection individuelle.
- Utilisation d’un masque chirurgical.
- L’utilisation de lunettes pour protection des yeux.

- La gestion sdre des déchets par utilisation d’un conteneur dans les

lieux de prélevements et élimination ultérieure en milieu hospitalier.
- Le nettoyage et la désinfection de I'équipement.
- Le nettoyage de I’environnement.

- Mode de prélévement

- L’écouvillonnage nasal :

Nous avons inséré un écouvillon en Dacron a tiges souple dans la narine
pour atteindre le nasopharynx. L’écouvillon est glissé directement dans la narine

en maintenant la téte du dromadaire legerement penchée en arriere.
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Les étapes suivantes ont été suivies pour s’assurer que I’échantillon prélevé

est de bonne qualité :
- L’écouvillon est garde en place pendant quelques secondes.
- L’écouvillon est retiré lentement en le pivotant légerement.

- L’extrémite de I’écouvillon doit est placee dans un flacon contenant un
milieu de transport viral UTM RT, et ensuite on a brisé la tige de

I’applicateur.

- Par analogie un deuxiéme écouvillon est utilisé pour I’autre narine et

placé dans un deuxieme tube.
- Le prélevement des selles :
Les prélevements ont été recueillis directement sur les pots steériles.

- Emballage des prélevements (Image 11)

Un triple emballage a été réalise selon le mode suivant :
- L’emballage primaire qui contient les prélevements.

- L’emballage secondaire, qui peut avoir la capacité de contenir plusieurs

conteneurs primaires.

- L’emballage externe qui protége les conteneurs de I’intérieur pendant

le transport.

Tous les prélevements ont eté emballés de fagon a éviter la rupture et la

fuite des conteneurs.

Les conteneurs de prélevements, tout comme les conteneurs secondaires

sont étanches.
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| -5—-1-1- Transport

Nous avons utilisé un milieu de transport viral UTM RT.

Les prélevements ont été immédiatement transportés au laboratoire avec

des poches froides.

| -5-1-2—Conservation

Nous avons conservé les prélevements a une temperature de -70 °C .
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Image 9 : Exemple de boite triple emballage utiliséé dans notre étude.
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Il - 5-2 - Phase analytique

Cette phase s’est dérouléee au Service de Microbiologie-Virologie et
biosécurité niveau 2 de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech (HMA)
conformément aux pratiques de biosécurité appropriées afin d’éviter les

infections au laboratoire et la propagation d’une éventuelle maladie.

Il -5-2—-1-Extraction de I’ARN viral

Nous avons procédé a I’extraction de I’ARN au sein de la salle d’extraction
du service de Microbiologie-Virologie et de biosécurité niveau 2 de 'HMA

(Image 11).

129



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

Image 10 : Salle d’extraction du Service de Microbiologie-Virologie et de biosécurité niveau
2 de FTHMA.
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- Matériel d’extraction :

Kit d’extraction d’ARN Ambion PureLink® RNA Mini Kit - Life

Technologies.
- Mode operatorie:

— Directives générales :

- Appliquer les mesures d’asepsie durant les techniques de manipulation de

I”’ARN pour prévenir la contamination des reactifs et des échantillons d’ARN.

- Garder au frais les échantillons récoltés en utilisant de la glace, et congelé
immédiatement apres collection dans un congélateur a -80C° pour I’utilisation

ultérieure.

— Matériels requis :

- Ethanol 96-100%.

- 2-mercaptoethanol.

- Ethanol 70% (dans de I’eau RNase-free)

- Tubes RNase-free de 1.5 mL.

- Homogeénisateur.

- Microcentrifugeuse pouvant atteindre 12000 X g.
- micropipettes RNase-free.

— Préparation du tampon :
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- Lors de I’utilisation du tampon de lavage Il pour la premiére fois, ajouter
60 mL de I’éthanol 96-100%, puis marquer I’étiquette pour indiquer que
I’éthanol est déja ajoute.

- Préparer le tampon de lyse | contenant 2-mercaptoethanol a 1% en

ajoutant 10 pL de 2-mercaptoethanol a chaque 1mL du tampon de Lyse.

— Lyse des cellules :

1 — Mettre les cellules dans un tube de 15 mL, et centrifuger a 2000 x g

pendant 5 min a 4 C°, puis se débarrasser du surnageant.
2 — Ajouter 0.6mL du tampon de lyse avec 2-mercaptoethanol.
3 — Vortexer le tube.

4 — Ajouter 4 uL du controle interne d’extraction d’ARN contenu dans le
kit de détection du MERS-CoV pour s’assurer ultérieurement de la qualité

d’extraction.

— Homogénéisation :

Transférer le lysat dans un tube stérile, Apres homogenéisation manuelle,

on a centrifugé a 12000 x g pendant 2 min.

— Purification de I’ARN

1 — Ajouter un volume d’éthanol 70% a chaque volume de cellules

homogéneéisées.

2 — Vortexer pour mixer et aussi pour éliminer tout précipitat qui apparait

apres I’ajout de I’éthanol.

3 — Plus de 700 uL de I’échantillon doit étre transfére a la colonne.
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4 — Centrifuger a 12000 x g pendant 15 secondes a température ambiante,

puis réinsérer la colonne dans le méme tube de collection.

5 — Les étapes 3 et 4 doivent étre répétées jusqu’a ce que I’ensemble de

I’echantillon soit traite.
6 —700uL du tampon de lavage I est ajouté a la colonne.

7 — Apres Centrifugation a 12000 x g pendant 15 secondes a température
ambiante, se débarrasser du tube de collection et placer la colonne dans un

nouveau tube de collection.
8 =500 uL du tampon de lavage II doit étre ajouté a la colonne.
9 — Centrifuger a 12000 x g pendant 15 secondes a température ambiante.
10 — Les étapes 8-9 doivent étre répétées.

11 - Centrifuger a 12000 x g pendant 1-2 minutes pour sécher la membrane
liant I’ARN.

12 — Ajouter 60 uL de RNase-free Water au centre de la colonne.

13 — Centrifuger la colonne pendant 2 minutes a 12000 x g a température

ambiante pour éluer I’ARN de la membrane dans le tube de reprise.

— Stockage de I’ARN :

Le Stockage de I’ARN purifié se fait a -80 C.

Il -5-2—-2—-Recherche du MERS-CoV par RT-PCR

- Matériel utilisé

- Thermocycleur Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System
(Image 13).
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- Genesig® Kit Human Coronavirus 2012 (MERS) contenant:
» Cadre de lecture ouvert 1 ab amorce/sonde mix.
» Cadre de lecture ouvert 5/E amorce/sonde mix.
» Cadre de lecture ouvert 1 ab modele de contréle positif.
» Cadre de lecture ouvert 5/E modele de contrble positif.
* Contrdle interne de I'extraction amorce/sonde mix.
* Contrdle interne d'extraction de I’ARN.
* Contrdle interne amorce/sonde mix.
» ORF1lab and ORF5/E/ contréle interne d’extraction/control inerne RT.
* RNAse/DNAse free water.

» Tampon de préparation de modele.
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Image 11 : Thermocycleur Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System utilisé
dans notre étude.
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- Mode opératoire

e Préparation du Mix

Cette opération est réalisée au sein de la salle de préparation de Mix du

service de Microbiologie-Virologie et de biosécurité niveau 2 de L’HMA
(Image 12).

Image 12 : Salle de préparation de Mix du service de Microbiologie-Virologie et de
biosécurité niveau 2 de ’'HMA.

136



Recherche du MERS-CoV chez le cheptel au sud du Maroc

1. Pour chaque échantillon d'ARN, préparer un melange réactionnel
(Tableau 5)

Tableau 4 : Composants et volumes requis pour la préparation du mélange réactionnel.

Composant |
OasigTM OneStep MasterMix 10
ORF1lab or ORF5/E Amorce/sonde mix 1
Contrdle interne d’extraction Amorce/sonde mix 1
RNAse/DNAse free water 3
Volume final 15

2. Pour chaque échantillon d'ARN Préparer un contr6le endogene de
réaction (Tableau 6). Cette réaction de contrdle fournira des informations

cruciales au sujet de la qualité de I’échantillon biologique.

Tableau 5 : Composants et volumes requis pour la préparation de contréle endogene de

réaction.
Composant " Volume pl
OasigTM OneStep MasterMix 10
Contr6le interne Amorce/sonde mix 1
RNAse/DNAse free water 4
Volume final 15

e Mélange

Cette opération est réalisée au sein de la salle de mélange réactionnel du
service de Microbiologie-Virologie et de biosécurité niveau 2 de L’HMA
(Image 13).

1. Ajouter 15 ul de ces mélanges dans chaque puits selon la microplaque de
PCR mise en place (Tableau 7, Image 16).
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2. Ajouter 5 ul d'’ARN dans chaque puits en fonction de la microplaque

mise en place .

- Pour les puits de contr6le négatif , utiliser 5 pl de RNase/DNase Free

Water. Le volume final dans chaque puits est 20 pl.

Image 13 : Salle de mélange réactionnel du service de Microbiologie-Virologie et de
biosécurité niveau 2 de ’THMA
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Tableau 6 : Plan de la microplaque utilisée dans notre étude.

ROYAUME DUMAROC
FORCES ARMEES ROYALES
HOPITAL MILITAIRE AVICENNE
MARRAKECH

MARRAKECHLE: 13052013

Laboratoire de Biologie Moléculaire
Et de Biosécurite P!

1 1 3 i 3 b T § 9 10 1l 1l

A |(P (P Echll |Echll |Echl9 |Echld |Echl7 |Echd? |Echdd |Echdd |Echd | Echdd
ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlah | ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlab | ORFSE

B |(N (N Echl? |Echll |Ech0 |Echd0 |Echl8 |Ech§ |Echd6 |Ech36 |Echd | Echdd
ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlah | ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlab | ORFSE

C (N |(NE | Ech} |Echld (Echl (Echdl |Ech9 |Echd |Echd? |Echd? |Echds | Echis
ORFlab | ORFSE |ORFlab (ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORElab | ORFSE | ORFlah | ORFSE | ORFlab |ORFSE

D |Ech§ |Echd6 |Echld |Echld |Echll |Echll |Echd0 |Echd) |Echd8 |Echd3 |Ech§ | Echi
ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlah | ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlab | ORFSE

E |Ech7 |Ech)7 |Echld |EchlS |Ech |Echl} |Echll |Echdl |Echd) |Echd9 | Ech] |Echd
ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlah |ORFSE | ORFlah | ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlab | ORFSE

F|Ech8 |Ech3 |Echl§ |Echl6 |Echld |(Echdd |Echdl |Ech® |Echdd |Echd) |Ech§ | Echi
ORFlah | ORFSE | ORFlah |ORFSE |ORFlab [ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlab | ORESE | ORFlah | ORFAE

G |Ech® |Echl9 |Echl7 |Echl? |EchlS |EchdS |Echd} |Echdd |EcWl |Echdl |Ech9 | Echdd
ORFlah |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlsh [ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlah | ORESE | ORFlah |ORF3E

H |Echl0 |Echl0 |Echl3 |Echl§ |Ech26 |Echlf |Echd |Echd |Echdl |Echd] |EchS) | Echd
ORFlab |ORFSE |ORFlab |ORFSE |ORFlah |ORFSE |ORFlab | ORFSE |ORFlab |ORFSE | ORFlab | ORFSE

kP - Contrle positf

(N : Contrdle negatif.

CNE : Cortrole négatif echartillon.
b Eduilion
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Image 14 : Plaque expérimentale utilisée dans notre étude.
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e Amplification

Nous avons procédé a ce mode opératoire au sein de la salle de PCR du
service de Microbiologie-Virologie et de biosecurité niveau 2 de L’HMA selon

le mode suivant :

Premiere étape : Reverse transcription.

- Temperature : 42 °C
- Durée : 10 minutes.

Deuxiéme étape : Activation des enzymes.

- Température : 95 °C.
- Durée : 2 minutes.

Troiseme étape : PCR proprement dite (60 Cycles)

e Dénaturation
- Temperature : 95 °C.
- Dureée : 10 secondes.
e Hybridation
- Temperature : 60 °C.

- Durée : 60 secondes.
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11l — Résultats
Il —1 - Données épidémiologiques
111 -1-1- Age (tableau 8, Figure31, Annexe 1)

L’age moyen des dromadaires au moment du test est de 6.59 ans, avec des

extrémes allant de 2 semaines a 17 ans.

L’age moyen des méles était de 3.94 ans, avec des extrémes allant de 2

semaines a 17 ans.

L’age moyen des femelles etait de 7.2 ans, avec des extrémes allant de 2

semaines a 16 ans.
Nous avons divisé les dromadaires testés en deux tranches d’ages :
- Chamelons: 14 (< 2 an 14%).
- Adultes : 86 (> 2 ans 86%).
111 -1 -2 - Sexe (tableau 8, Figure 32)

Notre etude concerne 100 dromadaires dont 19 (19%) méles et 81 femelles

(81%). Avec un sexe ratio M/f de 0.23.

Tableau 7 : Répartition des dromadaires testés par age et sexe.

Nombre Age moyen Extremes
males 19 3.64 2 semaines a 17
ans
Femelles 81 7.2 2 semaines a 16
ans
Total 100 6.59 2 semaines a 17
ans
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TRANCHES D'AGES

m CHAMELONS
m ADULTES

Figure 26 : Répartition des dromadaires par tranches d’age.

SEXE

m MALES
m FEMELLES

Figure 27 : Répartition des dromadaires par sexe.
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11 -1 -3 - Origines géographiques (Figure 33, Annexe 1)
- Essaouira : 33 (33%).
- Marrakech : 33 (33%).
- Sahara Marocain : 22 (22%).
- Zagoura : 12 (12%)).

- Les dromadaires provenant de la région d’Essaouira peuvent étre

originaires de plusieurs régions du sud.

- Les dromadaires ayant sejourné plus de deux ans dans la région de

Marrakech sont considérés comme originaires de cette région.

REPARTITION GEOGRAPHIQUE

B MARRAKECH
B ESSAQUIRA
m SAHARA

MARQCAIN
B ZAGOURA

Figure 28 : Répartition géographique des dromadaires.
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[l —2 — Données cliniques (Figure 34)

19 % des dromadaires testés étaient symptomatiques et présentaient des

écoulements nasaux (Annexe 1).

SYMPTOMATOLOGIE

B SYMPTOMATIQUES
B ASYMPTOMATIQUES

Figure 29 : Répartition des dromadaires en fonction de la présence de symptomatologie

nasopharyngéé.

[l — 3 —Données biologiques

Sur 100 dromadaires analysés par RT-PCR pour la détection du MERS-
CoV. Aucun ne s’est révélé porteurs du virus, que ca soit pour les

écouvillonnages nasaux ou pour les prélevements de selles (Figure 35, 36, 37)
lll — 4 — Synthese des données

Nous avons testé par RT-PCR les écouvillonnages nasaux ainsi que les
prélevements de selles de 100 dromadaires d’age moyen de 6.59 ans, divisés en

2 tranches d’ages (chamelon et adultes), contenant des dromadaires des deux
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sexes (sexe ratio M/F 0.23), et dont 19% étaient symptomatiques et présentaient

un écoulement nasal.

Aucun des dromadaires testés n’est porteur du MERS-CoV.
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IV — Discussion

L’OMS et les CDC considérent les dromadaires comme le réservoir
naturel du MERS-CoV [13].

MERS-CoV a eté identifié¢ chez trois membres d'un troupeau de
dromadaires au Qatar, qui ont été liés a deux cas humains confirmés. Deés lors la
présence de MERS-CoV chez les dromadaires a été confirmée par I'Institut
National de la Santé Publique et de L'environnement du Ministere de la
Santé Qatarien et I'Erasmus Medical Center (Centre collaborateur OMS), au
Pays-Bas [11].

Des lors plusieurs études sur des séries de dromadaires ont etaient réalisee

dans plusieurs pays :

- 100 % de dromadaires omanais (50/50) contenaient des anticorps

spécifigues contre la protéine S du MERS-CoV [15].

- En Arabie Saoudite, 90% des dromadaires evalués sont porteurs du
MERS-CoV [9].

- 100 % des dromadaires jordaniens étudies sont MERS-CoV positifs [95].
- En Ethiopie 97% des dromadaires était MERS-CoV positifs [151].

- En Tunisie 54% des dromadaires adultes et 30% des chamelons étudiés
avait des anticorps pour le MERS-CoV [135].

- 14 % d’une série d’étude de dromadaires espagnols (15/105) était
porteurs d’anticorps spécifiques MERS-CoV, les auteurs de I’étude suggerent
que 3 dromadaires importés du Maroc et qui sont les plus adgés du troupeau

peuvent étre a I’origine de I’infection [9].
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- Au Pays Bas aucun des dromadaires testés n’est porteur du MERS-CoV
[97].

Notre étude a démontré |’absence du MERS-CoV chez le cheptel Camelin

au sud du Maroc.

En considérant que les dromadaires constituent le réservoir naturel du
MERS-CoV, et que la survenue de cas humains nécessite un contact rapproché
avec une personne ou un dromadaire infecte, I’absence du MERS-CoV chez les
dromadaires marocains est totalement concordante avec la situation
épidémiologique du pays, qui jusqu’a présent n’a declaré aucun cas humain de
MERS-CoV.

Par ailleurs les résultats de notre étude ne corroborent pas avec les
hypotheses des auteurs de I’étude faite sur les dromadaires espagnols, qui ont
suspecté 3 dromadaires importés du Maroc il y a 18 ans, d’étre la source de

I”infection de la série étudiée aux Tles Canaris.

D’autre part ces résultats semblent étre discordants avec les données de la
littérature sur la répartition géographique du virus. En fait le MERS-CoV est
largement répandu chez les dromadaires du Moyen Orient, de certains pays
africains, et pays du voisinage méditerranéen. La plupart de ces pays ont déja

déclaré des cas humains.

L’absence d’infection chez les dromadaires du sud marocain peut étre
expliquée par la politigue du Royaume en matiere de gestion frontaliere

permettant de prévenir le brassage avec les dromadaires du voisinage.
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Enfin, des études sur des effectifs plus importants de dromadaires devraient
étre envisagées au niveau national pour rendre plus significatifs nos travaux

préliminaires.
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V — Conclusion

Plus de deux ans apres la découverte du premier cas humain d’infection a
MERS-CoV, le bilan mondial du 13 Janvier 2015 fait 972 cas dont 394 deces

L’epicentre de [P’infection reste localisé dans la Péninsule arabique,
essentiellement en Arabie Saoudite. Peu de cas ont été notifiés hors de cette
région et tous avaient séjourné dans cette région dans les jours précedant

I”infection.

Le Maroc constitue jusqu'a aujourd’hui une exception car il fait partie des

rares pays arabes non touchés par le MERS-CoV.

Les dromadaires constituent le réservoir naturel du virus, et sont fortement

suspectés d’étre a I’origine de la contamination humaine.

La transmission interhumaine a eté mise en evidence mais apparait limitée,
nécessitant des contacts proches et prolongés. La vigilance reste cependant
Importante, et la surveillance des infections a I’echelle mondiale doit étre se
poursuivie car une modification de la situation épidémiologique ne peut étre

exclue en cas, par exemple, de mutation virale.

Le r6le du laboratoire est crucial en matiere de diagnostic et de suivi de
I’infection par le MERS-CoV.

Notre étude a montré I’absence du MERS-CoV chez le cheptel camelin au

sud du Maroc.
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RESUME

Titre : Recherche du MERS-CoV chez le cheptel camelin au sud du Maroc.
Auteur : Jouabri Badr.
Mots Clés : MERS-CoV - Dromadaires — Sud Marocain.

Introduction :

L’émergence du Coronavirus du Syndrome Respiratoire du Moyen Orient MERS-CoV est
devenue une préoccupation mondiale, et une menace pour la santé publique pour les raisons
suivantes :

e Le nombre alarmant de cas et de déces (13-01-2015, 972 et 394 déces)
e L’infection est largement répandue chez les dromadaires.

L’objectif de I'étude consiste a dépister le MERS-CoV chez le cheptel camelin au sud marocain,
et établir un plan d’intervention pour prévenir la survenue de cas humains.

Matériels et Méthodes :

Nous avons mené une étude prospective, descriptive et analytique, au service de Microbiologie-

Virologie et Biosecurité niveau 2 de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech pendant I’année
universitaire 2014-2015

L’étude porte sur la recherche du MERS-CoV par RT-PCR dans des écouvillonnages nasaux, et
des prélévements de selles de 100 dromadaires du sud marocain.

Résultats :

Notre série comporte 100 dromadaires d'age moyen de 7 ans, (2 semaines-17ans), avec
prédominance féminine (sexe ratio 0.23).

Les dromadaires proviennent du sud marocain (33% Marrakech, 33% Essaouira, 22% Sahara
marocain 22% et Zagoura 12%).

Aucun dromadaire n’est porteur du MERS-CoV.

Discussion :

Plusieurs pays du Moyen-Orient, pays africains et du bassin méditerranéen rapportent la
présence du MERS-CoV dans leur cheptel camelin. Notre étude confirment I’absence de réservoir
animal de MERS-CoV au sud du Maroc, ce qui est concordant avec la situation épidémiologique du
pays.

Conclusion :

Absence de réservoir animal au Sud du Royaume.

Le role du laboratoire est crucial dans le diagnostic et le suivi de I’infection.

Une étude sur des effectifs plus importants est a prévoir en collaboration avec les services
vétérinaires, et les services concernés du ministére de la santé publique.
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SUMMARY

Title: MERS-CoV research in camel herd in the south of Morocco.

Author: Jouabri Badr.

Keywords: MERS-CoV - Camels — South of Morocco.

Introduction:

The emergence of theMiddle East Respiratory Syndrome MERS-CoV Coronavirus has become
a global concern and a threat to public health for the following reasons:

* The alarming number of cases and deaths (13-01-2015, 972 and 394 deaths)

* The infection is widespread in camels.

The objective of the study is to detect MERS-CoV in camel herd in the south of Morocco, and
establish an intervention plan to prevent the occurrence of human cases.

Materials and methods:

We conducted a prospective, descriptive and analytical study, in Microbiology-Virology service
and Biosafety Level 2 of the Military Hospital Avicenne in Marrakech during the academic year 2014-
2015

The study focuses on finding the MERS-CoV by RT-PCR in nasal swabs and stool samples of
100 camels of southern Morocco.

Results:

Our series includes 100 camels whose average age is 7 years (2 weeks-17 years), with female
predominance (sex ratio 0.23).

Camels are from the south of Morocco (33% Marrakech, Essaouira 33%, 22% and 22%
Moroccan Sahara Zagoura 12%).

None of the camels were MERS-CoV positive.

Discussion:

Several countries in the Middle East, African countries and the Mediterranean report the
presence of MERS-CoV in their camel herd. Our study confirms the absence of animal reservoir of
MERS-CoV in southern Morocco, which is consistent with the country's epidemiological situation.

CONCLUSION:

No MERS-CoV animal reservoir in the south of the Kingdom.

The role of the laboratory is critical in the diagnosis and monitoring of the infection.
A study on higher headcount must be performed in collaboration with veterinary services, and
the relevant departments of the Ministry of Public Health.
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N° de N° Age | Sexe | Symptomatologie Origine
préléevement | d’identité géographique
1 27 6 ans F - Essaouira
2 18 12 ans F - Essaouira
3 07 10 ans F - Essaouira
4 19 9 ans F - Sahara Marocain
5 28 8 ans F - Sahara Marocain
6 29 8 ans F - Sahara Marocain
7 25 10 ans F - Sahara Marocain
8 68 10 ans M - Sahara Marocain
9 16 11 ans F + Sahara Marocain
10 22 8 ans F - Sahara Marocain
11 20 10 ans F - Sahara Marocain
12 21 10 ans F - Sahara Marocain
13 34 11 ans F + Sahara Marocain
14 35 11 ans F - Marrakech
15 39 7 ans F - Marrakech
16 38 6 ans F - Zagoura
17 31 5 ans F - Zagoura
18 32 8 ans M - Zagoura
19 36 8 ans F - Zagoura
20 30 8 ans F - Zagoura
21 37 9 ans F - Zagoura
22 03 5 ans F - Zagoura
23 12 7 ans F - Zagoura
24 10 9 ans F - Essaouira
25 13 13 ans F - Essaouira
26 V1 2 Semai M - Marrakech
27 01 8 ans F - Marrakech
28 05 10 ans F - Essaouira
29 07 9 ans F - Essaouira
30 09 7 ans F - Essaouira
31 V2 1 Mois M - Marrakech
32 V3 1 Mois M - Marrakech
33 40 10 ans F - Essaouira
34 42 8 ans F - Essaouira
35 V4 3 Mois F + Marrakech
36 821 10 ans F + Essaouira
37 V5 2 Mois M + Marrakech
38 54 10 ans F + Essaouira
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39 55 16 ans F + Essaouira
40 56 16 ans F + Essaouira
41 46 11 ans F + Essaouira
42 47 10 ans F + Essaouira
43 53 7 ans F + Essaouira
44 44 11 ans F + Essaouira
45 45 8 ans F - Essaouira
46 52 7 ans F - Essaouira
47 51 9 ans F - Essaouira
48 41 8 ans F - Essaouira
49 29 4 ans M + Essaouira
50 855 6 ans F + Essaouira
51 888 11 ans F - Essaouira
52 854 5 ans F - Marrakech
53 880 9 ans F - Marrakech
54 882 12 ans F - Marrakech
55 884 3 ans F - Marrakech
56 879 8 ans F - Marrakech
57 93 5 ans M + Marrakech
58 52Db 10 ans F - Marrakech
59 79 7 ans F - Marrakech
60 92 12 ans F - Marrakech
61 901 7 ans M - Marrakech
62 79b 10 ans F - Marrakech
63 902 6 ans F - Marrakech
64 885 7 ans F - Sahara Marocain
65 77 4 ans F - Sahara Marocain
66 V6 1 Mois M - Marrakech
67 885 b 7 ans F - Sahara Marocain
68 878 6 ans F - Sahara Marocain
69 876 7 ans F - Sahara Marocain
70 879 8 ans F - Sahara Marocain
71 V7 2 Mois F - Marrakech
72 891 3 ans F - Sahara Marocain
73 897 4 ans F - Sahara Marocain
74 896 12 ans F - Sahara Marocain
75 898 12 ans F - Sahara Marocain
76 V8 2 Mois F - Marrakech
77 900 17 ans M + Sahara Marocain
78 V9 2 Mois M - Marrakech
79 70 4 ans M - Sahara Marocain
80 V10 2 Sem F - Marrakech
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81 222 5 ans F - Zagoura
82 67 6 ans F - Zagoura
83 66 6 ans F - Zagoura
84 822 11 ans F + Zagoura
85 225 12 ans F - Essaouira
86 65 8 ans F - Essaouira
87 224 5 ans F - Essaouira
88 823 8 ans M Essaouira
89 816 9 ans F - Essaouira
90 V11 1 Mois F - Marrakech
91 804 9 ans F - Marrakech
92 803 9 ans F - Marrakech
93 806 7 ans F + Marrakech
94 805 10 ans M - Marrakech
95 810 8 ans F - Marrakech
96 807 9 ans F - Marrakech
97 V12 4 Mois M - Marrakech
98 V13 4 Mois M - Marrakech
99 V14 4Mois M + Marrakech
100 260 8 ans M - Sahara Marocain

Annexe 1 : Fiche de renseignements des dromadaires étudies.
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