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Introduction

La rougeole, les oreillons et la rubéole (ROR) sont des pathologies trés contagieuses,
causées par des virus appartenant aux familles des Paramyxoviridae (Rougeole et oreillons) et
des Matonaviridae (Rubéole)[1]. Malgré la disponibilité d’un vaccin trivalent (Vaccin anti-
ROR) efficace depuis 1978[2], ces trois maladies connaissent une recrudescence partout dans
le monde, surtout a partir de 2019 [3, 4].

En deux ans (de 2021 a 2022), il y a eu une augmentation de 18% des cas de rougeole dans
le monde, passant de 7.802.000 cas a 9.232.300 cas. Le nombre de pays ayant vécu des
épidémies de rougeole est passé aussi de 22 a 37 pour la méme période [S]. En 2022, la rougeole
a été responsable de 136.200 déces chez les enfants de moins de cinq ans [6].

Les oreillon constituent aussi un probléme de santé publique avec une incidence variant
entre 40 a 726 cas pour 100.000 habitants par an dans le monde [7]. Caractérisée principalement
par la fievre et des parotides, I’infection par le virus de 1’oreillon est subclinique dans 30 % des
cas, notamment chez les personnes non vaccinées et chez les adultes [8]. Cependant, 1’intérét
médical de I’oreillon est d’ordre médical et vaccinal. Sur le plan médical, les complications de
I’oreillon peuvent aboutir & une orchite, une oophorite, une mastite et une myocardite [9].
L’intérét vaccinal est 1ié surtout a la survenue de 1’oreillon chez les adultes qui ont regu deux
doses du vaccin anti-oreillon, c¢’était le cas aux Etats Unis, ou plus de 6.500 cas d’oreillon ont
été recensés en 2006 chez les universitaires [10]. Curieusement, sur la base des données de la
plateforme « District Health Information Software 2 (DHIS2) », le Mali n’a notifi¢ aucun cas
d’oreillon de 2018 a 2023.

La rubéole, maladie aussi évitable par la vaccination, est une cause majeure des maladies
congénitales, (syndrome de rubéole congénitale). Les manifestions cliniques de ce syndrome
sont multiples et variées, parmi lesquelles on peut citer : les troubles auditifs, les cataractes, les
glaucomes, les microcéphalies, les retards mentaux, et les anomalies cardiaques [11]. Souvent,
des événements trés malheureux tels que la fausse couche, la mort feetale, la mortinaissance et
les malformations congénitales, peuvent survenir au cours de ce syndrome de rubéole
congénitale [12]. En 1996, Emilia Vynnycky et al. avaient notifi¢ 110.000 cas du syndrome
congénital de la rubéole dans le monde, avec une incidence tres variable, dépendante des pays :
moins de 2 cas pour 100.000 naissances vivantes en Amérique et en Europe, 25 et 116 cas pour
100 000 naissances vivantes respectivement pour la Méditerranée orientale et Afrique [13].
Malgré cette situation en Afrique, aucun cas de rubéole n’a été notifi¢ au Mali de 2018 a 2022

(source DHIS2).
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Au Mali, seul le vaccin anti-rougeole (VAR) était utilisé en une seule dose par le
Programme FElargi de Vaccination (PEV) depuis 1986 jusqu’en 2019. A cause de la
recrudescence de la rougeole, le Mali a introduit une dose de rappel du VAR a partir de 2020.
Les deux doses étaient administrées aux enfants avant 1’dge de 24 mois. Selon le Centre
National d’Immunisation (CNI), la couverture vaccinale contre la rougeole variait entre 87,07%
2 99,31% entre 2018 et 2022. Malheureusement, pendant la méme période le Mali a enregistré
12.938 cas suspectés de rougeole, 1.538 cas confirmés et 46 déces liés a la rougeole (source
DHIS2). Selon I’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS), le VAR, administré deux fois,
induit une immunité a vie chez 100% des vaccinés, ce qui n’est pas le cas chez les enfants
Maliens[14]. Malgré une bonne couverture de VAR, il nous semble important de conduire des
recherches immunologiques pour comprendre la recrudescence de la rougeole chez les enfants
Maliens.

Aux regards des complications de I’oreillon et de la rubéole, et de I’absence des informations
(de 2018 a 2022) sur les deux pathologies dans un contexte de non-vaccination, il semble aussi
intéressant d’estimer leurs séroprévalences afin qu’on puisse accorder une importance médicale
aux deux viroses.

C’est ainsi que nous avons mené cette étude pour évaluer la séroprévalence de ROR chez les
enfants agés de 2 a 14 ans, venus en consultation au service de pédiatrie du Centre de Santé de
Référence (CSRéS) de la commune V de Bamako. Ce travail fait partie d’une recherche sur les
maladies sous surveillance épidémiologique au Mali, qui a été autorisée par le Ministére de la
Santé et du Développement Social a travers la lettre No 1868-/MSDS/DGSHP du 31 octobre
2022.
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Question de recherche

La proportion d’enfants agés de 2 a 14 ans qui possedent une réponse anticorps IgG anti-virus

ROR atteint-elle 95% a Bamako ?

Hypothese de recherche

Sachant qu’il y a annuellement la survenue des cas de rougeole au Mali, sachant que le trivalent
vaccin anti-ROR n’est pas encore utilisé au Mali, nous pensons qu’a Bamako, la proportion
d’enfants agés de 2 a 14 ans qui possedent une réponse anticorps IgG anti-virus ROR est
inférieure a 95%.

Objectifs

Objectif général

Estimer la séroprévalence des anticorps IgG et IgM spécifiques aux virus de la rougeole, des
oreillons et de la rubéole chez les enfants agés de 2 a 14 ans venus en consultations au service
de pédiatrie du CSRéf de la commune V de Bamako.

Objectifs spécifiques

4.2.1. Estimer la séroprévalence de la rougeole, de I’oreillon et de la rubéole chez les enfants ;

4.2.2. Comparer la moyenne géométrique des titres d’anticorps IgG spécifiques aux trois
virus en fonction des classes d’age et du sexe des enfants ;

4.2.3. Identifier les quartiers de résidence des enfants porteurs d’anticorps IgM spécifiques

aux virus de la rougeole, de 1’oreillon et de la rubéole.
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Géneralités
La rougeole, les oreillons et la rubéole (ROR) sont des maladies virales trés contagieuses,
¢vitables par la vaccination. Malgré la disponibilité des vaccins (simple et combinés), ces
pathologies connaissent un regain d’intérét médical a cause de leur recrudescence partout dans
le monde, surtout dans les zones de conflits armés, et chez les personnes non vaccinées [3, 4,
15]. La pandémie Covid-19 a contribu¢ aussi a cette recrudescence de ROR en perturbant les
activités des programmes de vaccination de routine [14, 16, 17].
Au Mali, seul le vaccin monovalent anti-rougeole était administré aux enfants (entre 9 a 11
mois) de 1986 a décembre 2023. Selon le Centre National d’Immunisation (CNI), ce vaccin
devrait €tre remplacé par le trivalent anti-ROR a partir de janvier 2024.
Curieusement, sur la base des données de DHIS2, le Mali n’a notifié aucun cas de rubéole et
d’oreillon de 2018 a 2023, bien que ces deux pathogenes puissent évoluer vers les formes
cliniques graves :
> I’oreillon peut causer 1’orchite I’oophorite, la mastite, la myocardite la pancréatite, et la
méningite [9] ;
> la rubéole peut causer une fausse couche et la mort foetale [18].
8.1. Larougeole
Décrite pour la premiere fois en 910 par le médecin Perse Abti Bakr Muhammad Zakariyya
Razi (Rhazes) [19], la rougeole est une maladie infectieuse, hautement contagieuse et évitable
par la vaccination. C’est une maladie de I’enfance qui est strictement humaine. Malgré la
disponibilité d’un vaccin efficace depuis les années 1970, ’OMS continue de notifier des cas
de rougeole en Afrique, en Europe et méme dans le pacifique [20].

a) Agent causal de la rougeole
Le virus de la rougeole a été identifié pour la premiere fois par le médecin Ecossais Francis
Home en 1757 [19]. C’est un virus a ARN appartenant au genre Morbillivirus, de 1a famille des
Paramyxoviridae. 11 s’agit d’un virus a ARN enveloppé, simple brin, non segmenté et a sens
négatif. Le virus de la rougeole est pléiomorphe, et compte 24 génotypes. Les particules virales
mesurent entre 150 a 900 nm [20].

b) Structure du virus de la rougeole
Le génome du virus de la rougeole compte environ 15. 894 nucléotides qui codent pour six
protéines structurales (Matrice, Nucléocapside, Phosphoprotéine, Fusion, Hémagglutinine,
Large protéine) et deux protéines non structurales (V et C). Cette structuration est commune

aux Morbillivirus. La protéine Large (L) et la Phosphoprotéine (P) jouent le role de I’ARN
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polymérase lors de la multiplication virale ; la nucléocapside (N) protége I’ARN viral par
encapsulation. L’hémagglutinine (H) permet 1’attachement du virus au récepteur de la cellule
hoéte (CD46), elle constitue la cible principale des anticorps neutralisants. La protéine de fusion
(F) assure la fusion avec la cellule hote (lymphocytes monocytes/macrophage etc.). Les deux
protéines non structurelles (V et C), sont codées par le géne de la Phosphoprotéine (P), elles
jouent un role déterminant dans la modulation de la réponse cellulaire a I'infection [21, 22]. La
figure 1 illustre la structure des Morbillivirus, particuliérement le virus de la rougeole.
H protein

F protein
Nucleocapsid Q
(RNA genome + N proteins) ”—
. \ M protein

S

=

A

5. O 7 o

il }.-. . ,ﬂ
3K T

Morbillivirus

Figure 1 : Structure générale des Morbillivirus. Sources fef. [21]

¢) Réservoir de virus et transmission
L’homme est le seul réservoir du virus de la rougeole. Généralement, la transmission du virus
se fait par la respiration des gouttelettes infectieuses d’un malade (particules d'aérosol).

d) Epidémies de rougeole
Avant le développement et I’introduction du vaccin anti-rougeole (VAR) dans les années 1963,
la maladie était une des principales causes de la mortalité et de la morbidité infantiles dans le
monde, elle causait plus de 2,5 millions de déces infantiles par an [23]. L'introduction du VAR
dans les programmes de vaccination de routine a entrainé une baisse drastique de la morbidité

et de la mortalité liées a la rougeole. Cependant, de 2016 a 2019, la mortalité liée a la rougeole
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augmentait exponentiellement dans le monde malgré les efforts déployés par les
gouvernements : 89.780 déces en 2016, 109.638 décés en 2017, 142.000 déces en 2018 et
207.500 déces en 2019. En Inde, environ 2,5 millions de cas de rougeole dont 49.000 déces
surviennent annuellement [24]. Entre janvier et septembre 2023, Le Centre Européen de
Prévention et de Controle des Maladies a reporté 1.331 cas de rougeole dans 19 pays Européens.
Selon la méme source Européenne, environ 260.214 cas de rougeole dont 4.747 déces sont
survenus dans 15 pays d’Afrique dont le Mali en 2023 [25]. Selon le DHSI2, de 2018 a 2022,
le Mali a enregistré 12.938 cas suspectés de rougeole (dont 1.061 a Bamako), 1.535 cas
confirmés de rougeole (dont 63 a Bamako) et 46 décés (aucun cas a Bamako). Au regard de la
disparité entre les bonnes couvertures du VAR au Mali, cette morbi-mortalité de la rougeole
suggere 1’évaluation de I’immunité de masse induite par le VAR.
e) Manifestations Cliniques

Larougeole est une infection virale contagieuse aigué spontanément résolutive. Cependant, elle
peut engendrer des manifestations cliniques caractérisées par une €ruption cutanée, une forte
fievre, une toux, un coryza (ou rhume du cerveau, écoulement nasal et des éternuements
répétés) et une conjonctivite. La période d'incubation varie entre 10 a 14 jours. L'apparition de
la fievre survient vers 10 jours aprés l'infection et dure généralement 7 jours. Des 1ésions
blanches ou grises, appelées taches de Koplik se forment au niveau de la muqueuse buccale un
a deux a 2 jours avant l'apparition de 1'éruption cutanée (figure 2). L’éruption apparait d'abord
sur le visage et le cou, puis progresse vers le tronc et les extrémités. Généralement, la guérison
survient une semaine suivant l'apparition de 1'éruption cutanée. Cependant, des facteurs tels que
I’age (nourrisson), la malnutrition, la carence en vitamine A et le SIDA, font que la maladie
évolue vers des formes des complications dans 40%. Parmi ces complications, figurent : la

pneumonie, laryngotrachéobronchite, ou "croup de la rougeole", la stomatite, et la cécité [14].
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Figure 2 : Les taches de Koplik (Prachi Jain, Manu Rathee, StatPearls Publishing LLC, 2024).

f) Diagnostic de la rougeole
En présence des signes évocateurs (fievre, toux taches de Koplik, et éruption cutanée), d’une
notion de voyage en zone endémique, le malade doit subir des analyses de laboratoire surtout
quant il n’a pas été vacciné contre la rougeole.
Au laboratoire, le diagnostic de rougeole repose sur la sérologie et la détection de I’ARN viral
par les techniques de biologie moléculaire.
Diagnostic indirect : elle est réalisée pour la détection et la quantification des anticorps IgM et
IgG spécifiques au virus de la rougeole. Parmi ces techniques, on peut citer : Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Plaque Reduction Neutralization Tests (PRNT).
Diagnostic direct : classiquement la technique de Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) est utilisée pour la détection de I’ARN viral. Notons qu’il faut combiner
les résultats sérologiques a celle de RT-PCR pour confirmer le diagnostic de la rougeole a cause
des coinfections. Dans les laboratoires de niveau de sécurité Biologique 3, on peut également

procéder a I’isolement du virus par culture [14].
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g) Traitement et prévention de la rougeole
Il n’existe pas de médicament antiviral spécifique pour traiter la rougeole. Son traitement est
basée sur la symptomatologie et la prévention des infections bactériennes [14].
La rougeole est évitable par la vaccination depuis 1963, cependant un survivant de la rougeole
reste protéger a vie contre la rougeole [14]. En 1973 apparut un vaccin trivalent (anti-Rougeole-
Oreilon-Rubeole) ou vaccin anti- ROR [2]. Selon 1’Organisation mondiale de la Santé (OMS),
une dose de vaccin trivalent contre ROR confére une immunité de 85%, une seconde dose
protegerait 100% de la population exposée, ce qui permettra d’aller vers une
¢limination/éradication de ROR [2].
Au Mali, malheureusement le monovalent vaccin anti-rougeole (VAR) était utilisé de 1986
jusqu’en décembre 2023 chez les enfants (entre 9 — 11 mois). Selon la plateforme « District
Health Information Software version 2 » ou DHIS2, le taux de couverture vaccinale de VAR
au niveau national variait entre 87,07% a 99,31% de 2018 a 2022. Pour la méme période, cette
couverture atteignait 100% dans le district de Bamako. Avec une dose seule du VAR, le nombre
de cas suspectés de rougeole étaient de 2.326 et 1.383 en 2018 et 2019 respectivement au Mali,
ces chiffres étaient de 410 et 164 a Bamako pour les mémes années. Avec I’introduction de la
deuxiéme dose de VAR, le nombre de cas de rougeole suspectés n’a fait qu’augmenter dans le
pays, il était de 1.293, 2.399, et 5.537 respectivement en 2020, 2021 et 2022. Cette
augmentation du nombre de cas suspectés de rougeole a ¢té aussi observée dans le district de
Bamako, il était de 85, 348 et 546 cas respectivement en 2020, 2021 et 2022. Cette
d’augmentation du nombre de cas de rougeole est devenue préoccupante et a motivé le
Ministere de la Santé et du Développement Social (MSDS), a travers le Centre National
d’Immunisation (CNI) a remplacer le VAR par le tri vaccin ROR a partir de janvier 2024.
Le Center for Disease Control and Prevention (CDC) recommande de faire la premicre dose du
vaccin anti-ROR entre 1’4ge de 12 a 15 mois, et la deuxieéme dose entre 4 et 6 ans. Cette
immunisation est contre indiquée chez les immunodéprimés, les femmes enceintes et ceux qui
sont allergiques a ce vaccin [14]. L’¢élimination des trois pathologies est possible avec deux

doses de ce vaccin anti-ROR, et une couverture vaccinale supérieure ou égale 95% [26].
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8.2.  Les Oreillons
L’oreillon est une maladie virale, aigue, caractérisée par une inflammation des parotides et
d’autres glandes salivaires.

a) Agent causal de ’oreillon
C’est un virus qui appartient au genre des Orthorubulavirus, sous famille Rubulavirina , de la
famille des Paramyxoviridae [10].

b) Structure du virus des oreillons
Ce sont des virus enveloppé, a ARN simple brin négatif, non segmenté dont le génome est
composé de 15.384 nucléotides qui codent pour sept protéines structurales et trois protéines non
structurale (V, P, et I). Les sept protéines structurales sont : la protéine SH (Smal Hydrophobic),
la protéine de fusion (F), I’hemagglutinin- neuraminidase (HN), La nucléoprotéine (N), la
phosphoprotéine (P), la matrix (M), et la protéine large (L). A I’instar des Morbillivirus, la
protéine non structurale V joue un réle de modulation de la réponse de 1’hote [27]. Les Protéines
F et HN constituent des cibles pour les anticorps neutralisants [28, 29]. Sur la base des résultats
de séquengage des genes HN et SH, le virus de I’oreillon regroupe 12 génotypes notés de A a
N [30].

¢) Réservoir du virus de I’oreillon
L’homme est le seul réservoir du virus de 1’oreillon. La transmission est interhumaine, elle se
fait principalement par la respiration des gouttelettes infectieuses. Une personne atteinte de
I’oreillon devient infectieuse deux jours avant le début des symptdmes et jusqu’au cinquieéme
apres I’apparition des parotides. L’isolement du patient pendant 5 jours post symptdmes permet
de réduire significativement la transmission de I’oreillon [10].

d) Epidémies d’oreillon
Malgré les bonnes couvertures vaccinales, on observe une résurgence de 1’oreillon dans le
monde. En quatre ans (de 2019 a 2022), L’OMS a enregistré environ 1.060.078 cas d’oreillon
dans le monde [31]. Aux Etats Unis d’Amérique, environs 6.500 cas d’oreillon sont survenus
chez les étudiants agé de 18 a 24 ans, malgré que 84 % d’entre eux avaient complété leur
vaccination contre la maladie [32]. Auparavant, les USA ont enregistré 6.366 cas d’oreillon en
2016 contre 6.109 cas en 2017 [33]. L’oreillon est faiblement documenté en Afrique, c’est le
cas du Mali, ou aucun cas n’a été¢ documenté entre 2018 a 2023.

e) Manifestations Cliniques de I’oreillon
Les manifestations cliniques de ’oreillon apparaissent 2 a 3 semaines apres exposition. La
maladie se manifeste généralement par une douleur et un gonflement des glandes parotides

(pouvant aboutir & une surdité), une fiévre, des maux de téte, des malaises, une anorexie.
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Rarement, on observe une orchite (gonflement douloureux des testicules, pouvant conduire a
une stérilité), une oophorite (inflammation des ovaires), une mastite, une myocardite, une
pancréatite, une méningite et une encéphalite [9].

f) Diagnostic au laboratoire de I’oreillon
Les tests de laboratoire permettent de faire la différence entre une parotide causée par le virus
de l’oreillon et les autres parotides (étiologies non infectieuses et les étiologies liées aux virus
parainfluenza de type 1 et 3, au virus d'Epstein-Barr, au virus de la grippe A, au virus de la
coxsackie A, et les Echovirus).
Diagnostic indirect : est basé¢ par la détection des anticorps immunoglobulines M (IgM)
spécifiques du virus
Diagnostic direct : la RT-PCR sont couramment utilisée pour détecter I’ARN viral [10].

g) Traitement et prévention de I’oreillon
I n’y a pas de traitement spécifique a I’oreillon. La meilleure fagon de prévenir I’oreillon est la
vaccination. Une dose du vaccin anti ROR induit une immunité de 80%, la seconde dose
augmentera cette immunité a 90%. Cependant, avec 1’age (environ 4 ans post vaccination) on
perd cette immunité induite. Aussi, on doit éviter d’étre proche d’une personne atteinte
d’oreillon [9, 17].
8.3. Larubéole
La rubéole est une maladie virale, contagieuse, aussi €vitable par la vaccination. Elle survient
généralement pendant 1’enfance et au cours de la grossesse. Son importance médicale porte
surtout sur ses effets tératogenes, connus sous le terme « Syndrome de Rubéole Congénitale
(SRC) », caractérisés par la fausse couche et la mort feetale [18].

a) Agent causal de la rubéole
Le virus de la rubéole est un virus a ARN, du genre Rubuvirus, qui appartenait auparavant a la
famille des Togaviridae [34]. C’est en 2019, lors de la 10 rencontre du Comité International
de Taxonomie des Virus (CITV) que le genre Rubuvirus a été classée dans la famille des
Matonaviridae [35]. Le genre Rubuvirus comprend : le virus de la rubéole (Rubivirus rubellae)
qui infecte I'homme, le virus Ruhugu qui infecte les chauves-souris et le virus Rustrela qui
infecte les rongeurs sauvages et d'autres mammiferes [36].

b) Structure du virus de la rubéole :
Le matériel génétique du virus de la rubéole est un ARN simple brin, & polarité positive, non

segmenté, constitué d'environ 9.762 nucléotides. Ces nucléotides codent pour deux protéines

non structurales (P90 et P150) et trois protéines structurales (Capside et 2 glycoprotéines
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d’enveloppe E2 et E1) [37]. Les virus de la rubéole sont repartis en deux groupes selon la
séquence de leurs nucléotides. Le groupe 1 est composé de 9 génotypes bien caractérisés (1B,
1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1I et 1J) et d'un génotype provisoire (1a). Le groupe 2 contient 3
génotypes reconnus (2A, 2B et 2C). Les génotypes les plus incriminés dans les pathologies
humaines sont :1E, 2B, 1G, 1J,)[38]. La glycoprotéine E1 du virus de la rubéole, la protéine E1

des Alphavirus et la protéine E des Flavivirus ont une grande similarité structurelle, et jouent
la méme fonction (fusion)[39]. La figure 3 illustre 1’organisation structurelle du virus de la

rubéole.
Capsid protein
(CP) Membrane

E1-E2

Figure 3 : Structure du virus de la rubéole (https://viralzone.expasy.org/626 du 23janv 2024)

¢) Réservoir du virus de la rubéole
L’homme est le seul réservoir de Rubivirus rubellae. Sa transmission se fait principalement par
la respiration des gouttelettes infectieuses de sécrétions nasopharyngées [40].

d) Epidémies de la rubéole
Dans ces dernieres années, on observe une résurgence de la rubéole dans le monde, méme dans
les pays les plus développés. Le nombre de cas de rubéole était 26.006 en 2018 dans la région

de la Méditerranée orientale, plus de 30. 000 cas de rubéole en 2019 en Chine et au Japon,
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environ 11.787 en 2018 en Afrique [41]. De 2018 a 2022, aucun cas rubéole n’a été enregistré
dans le DSHI2 au Mali.

La vaccination de routine a permis de baisser considérablement 1’incidence du SRC dans
beaucoup de pays. En 2010, cette incidence sur 100.000 naissances vivantes était de 25, 90, 116
et 121 cas respectivement, en Méditerranée orientale, dans le Pacifique occidental, en Afrique
et en Asie du Sud Est. Emilia Vynnycky et collaborateurs ont estimé I’incidence du SRC au
Mali entre 100 a 150 cas pour 100.000 naissances vivantes. Les continents Américain et

Européen étaient les moins touchées entre 1996 et 2010 (figure 4) [13].
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Figure 4 : Estimations de I’incidence médiane du SRC sur 100.000 naissances vivantes dans le

monde en 2010 [13].

e) Manifestations Cliniques de la rubéole
Décrit pour la premiére fois en 1814, les manifestations de la rubéole et celles de la rougeole
ont en commun la fiévre et les éruptions cutanées [42]. D’ailleurs, le mot rubéole dérive de
“little red” ou “petit rouge” en Frangais[43]. La période d’incubation varie entrel12 a 23 jours.
[40]. La rubéole se caractérise par une fiévre, des €ruptions cutanées et un gonflement de
ganglions lymphatiques. L’arthralgie peut survenir particuliecrement chez les femmes [44].
L’infection du feetus est connu sous le nom de syndrome de rubéole congénitale (SRC),
caractérisé principalement par la fausse couche et la mort feetale [18]. Les fétus qui survivent
du SRC peuvent manifester une déficience auditive, des malformations oculaires et de
cataractes, des malformations cardiaques, une microcéphalie et un retard de

développement. Malheureusement, 50 a 90 % des enfants dont les mamans ont été infectées
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par le virus de la rubéole au cours du premier trimestre de leur de grossesse souffriront de SRC
[38, 45, 46].

f) Diagnostic au laboratoire de la rubéole
Diagnostic indirect : consiste a détecter et a quantifier les anticorps IgM
Diagnostic direct : la Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) permet de
confirmer I’infection par le virus de la rubéole [47]. Si nécessaire, I'Organisation mondiale de
la Santé (OMS) recommande d'utiliser 739 nucléotides de la séquence 8731 — 9469 du géne E1
pour la caractérisation moléculaire [38].

g) Traitement et prévention de la rubéole
Tout comme la rougeole et I’oreillon, il n’y a pas de traitement spécifique a la rubéole. La
meilleure fagon de prévenir la rubéole et de réduire le SRC est la vaccination. Une dose du
vaccin vivant atténué, confére une immunité chez 95 % des receveurs. Le vaccin est disponible
en formulations monovalente ou combinées : rougeole-rubéole (anti-RR), rougeole-oreillon-
rubéole (anti-ROR), rougeole-oreillons-rubéole-varicelle (anti-RORV) [45]. Le wvaccin
monovalent induit une réponse anticorps IgG qui peut persister pendant 12 ans au moins [48].

Au regard de I’'importance de ROR en santé publique, il est nécessaire de conduire une

surveillance séro-épidémiologique pour évaluer I’immunité de protection de masse afin d’aller

vers leurs éliminations.
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Méthodologie

6.1 Cadre et site d’étude

Cette étude rentre dans le cadre d’une recherche sur les maladies sous surveillance
épidémiologique au Mali, qui a été autorisée par le Ministére de la Santé et du Développement
Social a travers la lettre No 1868-/MSDS/DGSHP du 31 octobre 2022. Elle a été conduite au
Centre de Santé de Référence de la commune V (CSRéf) du district de Bamako (figure 5).
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Figure 5 : Carte du district de Bamako, montrant notre site d’étude (CSRef CV), 2023.

6.2 Type et période d’étude

Cette étude est de type transversale, prospective et descriptive, qui a été réalisée entre avril et
aout 2023.

6.3 Population d’étude et échantillon

Ce travail a été réalisé chez les enfants agés de 2 - 14 ans, venus en consultation au service de
pédiatrie du CSRéf de la commune V du district de Bamako. Environ deux millilitres de sang

¢taient collectés chez les enfants dans les tubes secs. Les tubes étaient transportés a froid dans
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un thermos jusqu’au Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée (LBMA). Une fois au
laboratoire, les tubes étaient soumis a une centrifugation (2900 tpm/10 mn). Les sérums étaient
collectés et gardés en congélation a une température inférieure a -15 degrés Celsius.

6.4 Taille de ’échantillon

En assumant une couverture du VAR de 90% (87%-99%), la taille minimale de 1’échantillon
¢tait de 138 volontaires selon la formule de Daniel Schwartz. Avec 10% de non-réponse le

nombre de sujet s’¢élevé a 152.

z2(p.q)

n = 12

n = Taille minimale,

P = Couverture moyenne du vaccin VAR 90% (87%-99%),

Q=1-P

7=1,96

I = Précision souhaitée (0,05 soit 5%)

Etant donné que I’étude a été réalisée seulement chez les enfants venus en consultation au
CSRéf de commune V de Bamako, nous pensons qu’elle peut étre considérée comme pilote.
Pour des raisons techniques, on a inclus 176 enfants. Cette taille correspond au nombre
d’échantillons qui pourraient étre analysés avec deux kits d’ELISA. Cependant, nous pensons
que les conclusions cette étude pourraient donner une idée sur I’immunité de protection contre
ROR a Bamako

6.5 Critéres d’inclusion

> Etre 4gé de 24 14 ans ;

> Avoir le consentement des parents pour les enfants de moins de 12 ans ;

> Avoir I’assentiment des parents pour les enfants qui ont plus de 12 ans.

6.6 Criteres de non-inclusion

> Refus de donner son assentiment/consentement ;

> Difficultés de collecter des échantillons de sang.

6.7 Déroulement de I’étude

6.7.1 Collecte et Stockage des échantillons

Une fois consulté par le médecin, a I’aide d’un formulaire de consentement/assentiment écrit,
on expliquait le but, les avantages, les inconvénients, les bénéfices, la confidentialité, la
participation volontaire, et le droit de retrait a tout moment de I’étude aux participants/parents

des participants. Apres 1’obtention de 1’assentiment/consentement, une infirmiere du service
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collectait environ 1ml de sang dans un tube EDTA. Cet échantillon était transporté a froid
jusqu’au Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée (LBMA), de la Faculté des Sciences
et des Techniques (FST) de Bamako. Aprées centrifugation, les plasmas étaient gardés a une
température inférieure a -15 °C jusqu’a leur utilisation.

6.7.2 Technique de laboratoire

La technique d’ELISA indirect a été utilisée pour détecter et quantifier les anticorps IgG et IgM
spécifiques aux virus ROR, on a utilisé¢ les kits de EUROIMMUN, PerkinElmer company,
Medizinische Labordiagnostika AG. Brievement, 100 pl des contrdles (négatif, positif et
calibreur) et des sérums (dilués a 1/100) étaient incubés dans les puits des plaques
présensibilisés avec les lysats des virus ( la souche souche "Edmonston " pour la rougeole, la
souche "Enders" pour I’oreillon, et la souche "HPV-77" pour la rubéole) pendant une heure
entre 18°C et 25°C. Les controles (négatifs et positifs) et les échantillons étaient testés en
duplicata, alors que le calibreur était utilisé en triplicata. Apres une série de 3 lavages, 100 pl
de conjugué enzymatique (anticorps anti-IgG ou anti-IgM humain, coupé a la peroxydase)
¢taient introduits dans les puits. Aprés une incubation de 30 minutes a entre 18°C et 25°C, et
une seconde série de 3 lavages, les plaques étaient incubées dans I’obscurité avec 100 ul du
substrat (tetramethylbenzidine) pendant 15 minutes. Lecture des densités optiques (DO) était
faite a 450 nm apres P’arrét de réaction avec une solution d’acide chlorhydrique. Le ratio (titre
des anticorps) était calculé comme suite : moyenne des densités optiques (DO) des échantillons/
moyenne des densités optiques (DO) du Calibreur.

Ainsi, les échantillons étaient classés :

Négatif, si le ratio était < 0,8

Douteux, si 0,8<ratio < 1,1

Positif si le ratio > 1,1

Le kits contenaient : une plaque présensibilisée, un diluant de sérum humain, une solution de
lavage, la solution d’anticorps anti IgG/IgM humain couplé a Ila peroxydase,
tetramethylbenzidine, controles et les calibreurs). Le détail des modes opératoires de ces
ELISA, les caractéristiques des controles (positif, négatif) et du calibreur se trouvent sur les
notices des kits (Annexe 3).

6.7.3 Saisie et analyse des données

Les données ont été collectées sur un questionnaire (Annexe 2), saisies sur le logiciel Excel et
analysées par le logiciel IBM SPSS Statistics 25.

Le test de Chi2 de Pearson et le test d’ANOVA ont été utilisés pour comparer respectivement

les proportions et les moyennes, le seuil de signification était fixé a p < 0,05.
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Consideérations éthiques et déontologiques

Le consentement du parent de I’enfant répondant aux critéres d’inclusion était obtenu avant
d’entreprendre toute activité. Le protocole a été expliqué aux parents et aux enfants de plus de
11 ans. Les parents et les enfants agés de plus 11 ans signaient ou apposaient leurs empreintes

digitales sur la fiche d’assentiment/consentement. La tache des investigateurs consistait a :

> Expliquer le protocole a chaque parent et chaque enfant agé¢ de plus de 11 ans ;
> Répondre aux questions des parents et des enfants agés de plus de 11 ans ;

> Obtenir un consentement/assentiment libre, éclairé et signé ;

> Remettre une copie originale du consentement/assentiment signé aux parents.

La décision de participer ou de ne pas participer relevait des parents (pour les enfants agés de
2 - 11 ans), des parents et les enfants si I’enfant était 4gé¢ de 12 a 14 ans. Chaque volontaire de
12 a 14 ans et sont parent étaient informés de la possibilité de se retirer de 1’étude a tout moment
sans aucune conséquence ou préjudice. L’autorisation du Ministére de Santé et du Développent
Social (MSDS) a été obtenue au préalable avant de commencer 1’étude a travers la Lettre No
1868-/MSDS/DGSHP du 31 octobre 2022 (annexe 1).

Durant toute I’étude, le port du masque et la désinfestation des mains par les gels
hydroalcooliques étaient exigés. Tous ces intrants €taient disponibles aux parents et aux enfant

agés de plus de 11 ans.
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Résultats

11.1. Résultats globaux

Globalement, chez 176 enfants agés de 2 a 14 ans, la séropositivité en anticorps IgG était
respectivement de 63,07%, 65,34%, et 59,09%, pour la rougeole, I’oreillon, et la rubéole. En
revanche, la séropositivité en anticorps IgM était de 1,7% et 5,7% respectivement pour la

rougeole et I’oreillon.

11.2. Résultats analytiques

8.2.1 Résultats sociodémographiques
Tableau I : Répartition des enfants de 1’étude en fonction du genre et des classes d’age.

Classes d’age

Total
Genre 2 -5 ans 6 —10 ans 11 — 14 ans N
N (%) N (%) N (%)
Garcons 26 (26,26) 49 (49,49) 24 (13,36) 99
Filles 77 (100) 0(0) 0(0) 77
Total 103 (58,52) 49 (27,84) 24 (13,64) 176

La sex-ratio était de 1, 3 (99/77), légeérement en faveur des garcons. Moyenne d’age des 176
enfants était de 4,7+0,3 ans ; cette moyenne était plus élevée chez les gar¢ons que chez les

filles (7,4+0,3 versus 2,6+0,8 ; Anova sig = 107).

8.2.2 Résultats sérologiques IgM et IgG anti- virus de la rougeole
Tableau II : Statut sérologique en IgM anti- virus de la rougeole des enfants de 1’étude.

IgM anti-virus de la rougeole

Classes d’age Négatif Douteux Positif T(;al
N (%) N (%) N (%)
2 -5 ans 101 (98,00) 0(0) 2 (2,00) 103
6 —10 ans 46 (93,88) 2 (4,08) 1(2,04) 49
11 - 14 ans 24 (100) 0(0) 0(0) 24
Total 171(97,16) 2 (1,14) 3(1,70) 176

Seuls 1,70% (3/176) des enfants étaient porteurs d’anticorps IgM anti-virus de la rougeole.

Aucun enfant agé de plus de dix ans n’avait une sérologie IgM anti-virus de la rougeole positive.
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Tableau III : Lieu de résistance des enfants porteurs d’IgM anti-virus de la rougeole.

Participants Quartiers de résidence des parents

Fille de 2 ans Garantiguibougou

Garcon de 10 ans  Sabalibougou

Garcon de 8 ans  Daoudabougou

Les trois enfants porteurs d’anticorps IgM anti-virus de rougeole venaient de 3 quartiers

différents de Bamako.

Tableau IV : Statut sérologique en IgG anti- virus de la rougeole des enfants de I’étude.

IgG anti-virus de la rougeole

Classes d’age Négatif Douteux Positif T‘;al
N (%) N (%) N (%)
2-5ans 25 (24,27) 7 (6,80) 71(68,93) 103
6 —10 ans 16 (32,65) 6 (12,25) 27 (55,10) 49
11— 14 ans 10 (41,66) 1(4,17) 13 (54,17) 24
Total 51 (28,98) 14 (7,95) 111 (63,07) 176

Globalement, la séropositivité en IgG anti-virus de rougeole était de 63,07%. Cette prévalence

était comparable entre les différentes classes d’age, Pearson p = 0,246.
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Figure 6 : Représentation des moyennes géométriques des titres d’anticorps IgG anti-virus de

la rougeole en fonction des classes d’age des enfants.
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La moyenne géométrique des titres d’anticorps IgG anti-virus de la rougeole chez les enfants
était de 1,2340,10 (plot noir). Cette moyenne diminuait avec 1’age, elle était de 1,43+0,13 pour
la classe d’age 2 - 5 ans, 1,02+0,14 pour la classe d’age 6 -10 ans et 0,93+0,21 pour la classe

d’age 11-14 ans. Cette moyenne diminuait avec 1’age, Anova sig = 0,012.

Tableau V : Statut sérologique en IgG anti- virus de la rougeole en fonction du sexe des
enfants de 1’étude.

IgG anti-virus de la rougeole

Total
Genre Négatif Douteux Positif N
N (%) N (%) N (%)
Garcons 32 (62,32) 10 (10,10) 57 (57,58) 99
Filles 19 (24,68) 4 (5,19) 54 (70,13) 77
Total 51(28,98) 14 (7,95) 111 (63,07) 176

La séroprévalence en IgG anti-virus de la rougeole ne variait pas en fonction du genre, Pearson

p = 0,195. Elle était de 57,58% pour les garcons et 70,13% pour les filles.
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Figure 7 : Statut IgG des 3 enfants qui avaient une sérologie IgM anti-virus de la rougeole

positive.

Ces trois enfants avaient un statut sérologique IgG anti-virus de la rougeole positif.
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8.2.3 Résultats sérologiques IgM et IgG anti- virus oreillon
Tableau VI : Statut sérologique en IgM anti- virus de I’oreillon des enfants de 1’étude.

IgM anti-virus de I’oreillon

Classes d’age Négatif Douteux Positif T(;\;al
N (%) N (%) N (%)
2-5ans 96(93,20) 3(2,91) 4(3,88) 103
6—10 ans 43(87,76) 1(2,04) 5(10,20) 49
11— 14 ans 22(91,67) 1(4,17) 1(4,17) 24
Total 161 (91,48) 5(2,84) 10 (5,68) 176

Sur un total de 176 enfants, la séropositivité en IgM anti-virus de 1’oreillon était de 5,68%
(10/176). La majorité de ces porteurs IgM anti-virus de 1’oreillon était des enfants de moins de
11 ans (9/10 enfants). Cependant, 2,84% (5/176) des enfants se trouvaient dans un statut

sérologique douteux en IgM anti-virus oreillon.

Tableau VII : Lieu de résidence des dix enfants porteurs d’IgM anti-virus oreillon.

Participants Quartiers de résidence des parents

Fille de 2 ans Garantiguibougou

Garcon de 10 ans  Sabalibougou

Gar¢on de 8 ans  Kalaban-Coro

Fille de 2 ans Daoudabougou
Fille de 2 ans Baco-Djicoroni
Fille de 2 ans Sabalibougou

Gar¢on de 7 ans  Farabana

Gar¢on de 8 ans  Kabala

Gargon de 12 ans Kalaban - coura

Garcon de 10 ans Kabala (Gouana)

On observe que les enfants porteurs d’anticorps IgM anti-virus de 1’oreillon venaient de

différents quartiers de Bamako.
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Tableau VIII : Statut sérologique en IgM anti- virus de I’oreillon en fonction du sexe des
enfants de 1’étude.

Genre IgM anti-virus de I’oreillon Total
Négatif Douteux Positif N
N (%) N (%) N (%)

Garcons 89 (89,90) 4 (4,04) 6 (6,06) 99

Filles 72 (93,51) 1(1,30) 4 (5,19) 77

Total 161 (91,48) 5(2,84) 10 (5,68) 176

Les garcons et les filles avaient des séropositivités en IgM comparables, 6,06% versus 5,19% ;
Khi 2 de Pearson = 0,08, p=0,771.

Tableau IX : Statut sérologique en IgG anti- virus de I’oreillon des enfants de 1’étude.

IgG anti-virus de ’oreillon

Classes d’age Négatif

Douteux Positif Total
N (%) N (%) N (%) N
2 -5 ans 35(33,98) 2 (1,94) 66 (64,08) 103
6 —10 ans 13 (26,53) 2 (4,08) 34 (69,39) 49
11 - 14 ans 9 (37,50) 0(0) 15 (62,5) 24
Total 57 (32,39) 4(2,27) 115 (65,34) 176

La séroprévalence en IgG chez les 176 enfants de 1’étude était de 65,34%. Cette séroprévalence

¢tait comparable entre les différentes tranches d’age, Pearson P = 0,686.
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Figure 8 : Représentation des moyennes géométriques des titres d’anticorps IgG anti-virus de

I’oreillon en fonction des classes d’age des enfants.

La moyenne géométrique des titres d’anticorps IgG anti-virus de 1’oreillon chez les 176 enfants
était de 1,03+0,09 (plot noir). Elle était de 0,99+0,13 pour la classe d’age de 2-5 ans, 1,14+0,14
pour la classe d’age de 6 — 10 ans, et 0,94+0,20 pour la classe d’dge de 11 — 14 ans. [l n’y avait
pas de différence statistique entre les moyennes géométriques des titres d’anticorps IgG anti-

virus de ’oreillon, Anova sig = 0,518.

Tableau X : Statut sérologique en IgG anti- virus de 1’oreillon en fonction du sexe des enfants
de I’étude.

IgG anti-virus de oreillon

Genre Négatif Douteux Positif T(I:al
N (%) N (%) N (%)
Garcons 32 (32,32) 4 (4,04) 63 (63,64) 99
Filles 25 (32,47) 0 (0) 52 (67,53) 77
Total 57 (32,39) 4(2,27) 115 (65,34) 176

La séroprévalence en IgG anti-virus de 1’oreillon chez les garcons était comparable a celle des

filles, 63,64% versus 67,53%, Pearson p = 0,866.
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Figure 9 : Ratios des IgG des dix enfants qui avaient une sérologie IgM anti-virus de

I’oreillon.

Sur les dix enfants qui avaient une sérologie IgM anti-virus de l’oreillon positive, deux
personnes avaient une sérologie IgG anti-virus de 1’oreillon négative (ratio IgG = 0,2 et ratio

IgG =0,1), et un enfant avait un statut IgG anti-virus de 1’oreillon douteux (ratio IgG = 0,8).

8.2.4 Résultats sérologiques IgM et IgG anti- virus de la rubéole
Tableau XI : Statut sérologique en IgM anti- virus de la rubéole des enfants de 1’étude.

IgM anti-virus de la rubéole

Classes d’age Négatif Douteux Positif T(;al
N (%) N (%) N (%)
2 -5 ans 102 (99,03) 1(0,97) 00 103
6 —10 ans 49 (100) 0(0) 00 49
11 - 14 ans 24 (100) 0(0) 00 24
Total 175 (98,72) 1(1,28) 0(0) 176

Aucun des 176 n’avait une sérologie IgM anti-virus de 1’oreillon positive. Seul enfant avait un
statut douteux (ratio = 0,923), il possédait des anticorps IgG anti-virus de la rubéole positive

avec un ratio a 3,980. C’¢tait une fille de 3 ans dont les parents résidaient au « Quartier Mali ».
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Tableau XII : Statut sérologique en IgG anti- virus de la rubéole des enfants de 1’étude.

IgG anti-virus de la rubéole

Classes d’age Négatif Douteux Positif T(l):al
N (%) N (%) N (%)
2—5ans 44 (42,72) 0(0) 59 (57,28) 103
6— 10 ans 17 (34,69) 0 (0) 32(65,31) 49
11— 14 ans 11(45,83) 0 (0) 13 (54,17) 24
Total 72 (40,91) 0 (0) 104 (59,09) 176

Environ 59,1% des enfants (104/176) était porteurs d’anticorps IgG anti-virus de la rubéole. La
prévalence était de 57,28%, 65,31% et 54,17% respectivement pour les classes d’age 2 — 5 ans,
6-10anset 11 - 14 ans. Il n’y avait pas de différence statistique entre la séroprévalence en IgG

anti-virus de la rubéole de ces classes d’age, Pearson p = 0,559.
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Figure 10 : Représentation des moyennes géométriques des titres d’anticorps IgG anti-virus de

la rubéole en fonction des classes d’age des enfants.

La moyenne géométrique des titres d’anticorps IgG anti-virus de la rubéole chez les 176 enfants
était de 1+0,2 (plot noir). Cette moyenne était de 0,97+0,3 pour la classe d’age 2-5 ans, 1,2+0,4
pour la classe d’age 6 -10 ans et 0,96+0,5 pour la classe d’age 11-14 ans. Cette moyenne ne

variait pas en fonction des classes d’age, Anova sig = 0,452.
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Tableau XIII : Statut sérologique en IgG anti- virus de la rubéole en fonction du sexe des
enfants de 1’étude.

IgG anti-virus de la rubéole

Total
Genre Négatif Douteux Positif N
N (%) N (%) N (%)
Garcons 37(37,4) 0 62 (62,6) 99
Filles 35 (45,5) 0 42 (54,5) 77
Total 72 (40,9) 0 104 (59,1) 176

La séroprévalence de la rubéole était de 59,1% chez les 176 enfants. Elle était comparable entre

les garcons et les filles, 62,6% versus 54,5% respectivement, Pearson P= (),279.

8.2.5 Interactions anticorps anti-virus ROR
Tableau XIV : Interaction entre IgM spécifiques au virus de 1’oreillon et celle de la rougeole.

Sérologie IgM anti-virus de la rougeole

X — Total
Négative Douteuse Positive
Négative 161 0 0 161
Sérologie
IgM anti- Douteuse 3 1 1 5
virus de Positive 7 1 2 10
I’oreillon
Total 171 2 3 176

Sur dix porteurs d’IgM anti-virus de I’oreillon, deux enfants possédaient des IgM anti-virus de
la rougeole.

Sur trois porteurs d’IgM anti-virus de la rougeole, deux possédaient des anticorps IgM anti-
virus de I’oreillon.

En revanche, 161 enfants étaient doublement négatifs en IgM, soit 91,5% (161/176).
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Figure 11 : Interaction entre les anticorps IgG spécifiques aux virus ROR.

Environ 40% des enfants (65/176) portaient simultanément les anticorps IgG spécifiques aux
virus ROR. Spécifiquement, 16% (26/176), 5% (9/176) et 5% (8/176) des enfants avaient
respectivement les anticorps IgG anti-virus de la rougeole, de I’oreillon et de la rubéole. Vingt-
quatre enfants (soit 15% des enfants) avaient simultanément les IgG anti- virus de rougeole et
de I’oreillon. Seulement 6% des enfants (10/176) avaient simultanément les IgG anti-virus de
la rougeole et de la rubéole. Enfin, 13% des enfants (21/176) possédaient les IgG anti-virus de

des oreillons et de la rubéole. Malheureusement, 13 enfants (soit 7,4%) n’avaient aucun des

anticorps IgG spécifiques aux virus ROR.
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Commentaires et discussion

Nous avons conduit cette étude pour estimer la séroprévalence de la rougeole, de 1’oreillon
et la rubéole (ROR) chez 176 enfants agés de 2 - 14 ans. Cette étude est une partie d’une
recherche sur les maladies virales qui sont sous surveillance épidémiologique. Selon leurs
parents, tous ces enfants étaient vaccinés contre la rougeole lors des activités de routine du
Programme Elargi de Vaccination (PEV). Notons qu’au Mali, les vaccins contre 1’oreillon et

la rubéole n’étaient pas dans le PEV jusqu’en fin décembre 2023.

Sur la base des résultats de I’ELISA (détection et quantification des anticorps IgG), nous
avons estimé la séroprévalence de ROR chez les enfants a 63,07%, 65,34%, et 59,09%
respectivement (tableaux IV, IX, et XII).

La séroprévalence de 63,07% de la rougeole que nous avons trouvée chez les enfants de
Bamako était supérieure a celle estimée par Madhu Gupta et al. en 2015 en Inde (40,8%) [49].
Cette différence peut- étre expliquée par la différence entre les taux de couverture vaccinale
contre la rougeole dans les deux pays, ce taux de couverture était de 89,1% en Inde
(Chandigarh) et plus de 99% a Bamako.

Nous avons trouvé que la séroprévalence de la rougeole ne variait pas en fonction des classes
d’age, elle ¢était de 68,93%, 55,10% et 54,17% pour les enfants agés de 2-5 ans, 5 — 10 ans et
11 — 15 ans (tableaux 1V), Pearson p = 0,246. Confortablement, dans la méme ville de
Chandigarh, en utilisant les mémes classes d’age, Joseph LM et al. ont fait le méme constat
[50].

Dans notre étude, la séroprévalence de la rougeole ne variait pas en fonction genre (tableau V),
Pearson p = 0,195. Elle était de 57,58% et 70,13% respectivement pour les gargons et les filles.
Ang LW et collaborateurs ont aussi trouvé que la séroprévalence de la rougeole ne variait pas
en fonction du genre a Singapore [51].

La moyenne géométrique des titres d’anticorps IgG anti-virus de la rougeole diminuait avec
I’augmentation de 1’age (figure 6). Cette diminution du titre d’anticorps antirougeoleux a été
récemment décrite au Mali par Meredith G. Dixon et.al., en effet, ces auteurs ont démontré que
72% des enfants étaient susceptibles a la rougeole des le troisiéme mois de leur naissance, ce
taux atteignait 98% a 1’age de 6 mois[52]. Aussi en Chine, cette baisse du titre d’anticorps IgG
anti-virus de la rougeole chez les enfants a été observée dans la province de Jiangsu malgré

I’administration de deux doses de vaccins [17].
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Sur les 176 enfants, seulement 3 enfants avaient a la fois les anticorps IgM et IgG anti-virus de
la rougeole (figure 7), nous souhaitons tester ces trois échantillons par la RT-PCR afin d’avoir
des informations sur le génotype du virus en cause.

Nous avons estimé¢ la séroprévalence de D'oreillon a 65,34% (tableau IX). Cette
séroprévalence était due a une exposition naturelle au virus de 1’oreillon, car jusqu’en fin
décembre 2023, le vaccin contre 1’oreillon n’était pas dans le PEV. En Chandigarh (Inde), chez
les enfants de 5 - 10 ans, la séroprévalence de 1’oreillon était de 75,5% [49]. Cette forte
séroprévalence en Chandigarh s’expliquerait par I’administration du vaccin trivalent anti - ROR
chez les enfants (86% des enfants de Chandigarh avaient recu deux doses du vaccin anti - ROR).
Nous avons observé que la séroprévalence de I’oreillon (tableau X), la moyenne géométrique
des titres d’anticorps IgG anti-virus de I’oreillon (figure 8) ne variait pas en fonction de 1’age.
Aussi la séroprévalence de I’oreillon était comparable entre garcons et filles, 63,64% versus
67,53%, Pearson p = 0,866 (tableau X). Nous pensons, dans le méme contexte de non-
vaccination, les enfants de moins de 15 ans (quel qu’en soit leur genre), de la méme localité,
ont la méme chance de contracter les maladies transmissibles par les fines gouttelettes
respiratoires, car ces enfants observent difficilement les mesures de préventions (distanciation,
port de masque, isolement). Probablement, c’est la raison pour laquelle, nous n’avons pas
trouvé de lien entre les caractéristiques démographiques (genre et 1’dge) et les variables
immunologiques (séroprévalence et le titre d’anticorps IgG anti-virus de I’oreillon). D’ailleurs,
nous pensons que cette hypothése est soutenue par nos résultats de la sérologie IgM anti-virus
de I’oreillon (tableau VI et VII). En effet, le tableau VI montre que 5,68% (10/176) des étaient
porteurs d’anticorps IgM anti-virus de 1’oreillon ; ces dix enfants étaient agés de 2 a 12 ans, et
venaient de 8 quartiers différents de Bamako (tableau VII).

Dans cette étude pédiatrique, la séroprévalence de la rubéole était de 59,09% (tableau
XII). La séroprévalence en IgG anti-virus de la rubéole était statistiquement comparable entre
les classes d’age, Pearson p = 0,559 (tableau XII). La moyenne géométrique des titres
d’anticorps IgG anti-virus de la rubéole ne variait aussi en fonction des classes d’age (figure 9).
Le pourcentage de porteurs d’IgG anti-virus de la rubéole était comparable entre les garcons et
les filles : 62,6% pour les garcons et 54,5 % pour les filles, Pearson P= 0,279. (tableau XIII).
Tout comme 1’oreillon, la transmission du virus de la rubéole se fait principalement par la
respiration des gouttelettes infectieuses de sécrétions nasopharyngées, mais aussi de la voie
materno-feetale [40]. Normalement, six mois apres la naissance, les enfants ne possedent plus
d’anticorps maternels, donc nous pensons que cette séroprévalence de 59,09% de la rubéole

reflétait le niveau d’exposition naturelle des enfants au virus de la rubéole.
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En investiguant I’interaction entre les anticorps IgM anti-ROR, nous avons trouvé que
deux enfants faisaient simultanément la rougeole et I’oreillon (tableau XIV). Sachant les agents
responsables des deux pathologies sont la méme famille des Paramyxoviridae, nous pensons
des tests supplémentaires (Séroneutralisation des virus et RT-PCR) pourront confirmer cette
co-infection. En utilisation le logiciel Cytoscape (figure 11), nous avons trouvé que 7,4%
(13/176) des enfants ne possédaient aucun anticorps IgG anti-virus ROR, ce pourcentage était
supérieur de celle trouvé par Christina Poethko-Miiller et Annette Mankertzhez chez les enfants
allemands (4,5%)[53], probablement di a la vaccination anti-ROR en Allemagne. Seulement
40% (65/176) des enfants possédaient les 3 anticorps IgG anti- ROR, ce qui signifie que le Mali
doit s’attendre des nouvelles épidémies de ROR a Bamako.

Points forts

Mous avons inclus les enfants de plus de 2 ans pour éviter de détecter les anticorps maternels
chez les enfants et estimer avec plus de précision I’immunité de masse induite par le VAR.
Nous avons utilisé des kits d’ELISA EUROIMMUN (PerkinElmer company, Medizinische
Labordiagnostika AG) qui sont homologués par 1’Union Européenne et la Food and Drug
Administration des USA.

Premiére de son genre au Mali, notre étude a permis d’estimer le niveau d’immunité de masse
contre la rougeole chez les enfants, ce qui pourrait en partie expliquer a la recrudescence de la
maladie au Mali.

Les limites

Pour des raisons techniques, nous n’avons pu conduire cette étude que sur 176 enfants, cette
taille ne représente pas la population d’enfants de 2 -14 ans du district de Bamako ; mais selon
la formule de Daniel Schwartz la taille minimale de notre étude devrait étre 138, donc nos
résultats donnent une idée sur I’immunité de masse contre ROR chez les enfants de Bamako
avant I’introduction du trivalent vaccin ROR.

Bien que nous ayons utilisé des kits d’ELISA EUROIMMUN, nos résultats peuvent étre
améliorés par des tests supplémentaires, tels que le test de séroneutralisation des virus (dans un
laboratoire de NSB-3) et les tests de biologie moléculaire.

Perspectives

Dans I’avenir, nous souhaitons poursuivre cette activité pour une période de 12 mois afin
d’évaluer I’effet de la saisonnalité sur la séroprévalence de ROR. Pour les enfants porteurs IgM,
nous souhaitons confirmer nos résultats sérologiques par la RT-PCR et le test de

séroneutralisation des virus. Il serait aussi intéressant de convoquer ces enfants porteurs d’IgM
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pour un autre prélévement afin de connaitre la cinétique des anticorps (commutation

isotypique).
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Conclusion et recommandations

Conclusion

Les résultats de cette ¢tude ont démontré que le Mali est loin d’obtenir I’immunité de protection
collective (95%), ce qui doit exhorter les décideurs a améliorer la politique de santé (les
campagnes de vaccination de masse) pour aller vers I’élimination de la rougeole, de I’oreillon
et la rubéole dans le pays.

Recommandations

> A D’endroit des autorités de la santé : promouvoir la recherche sur 1’évaluation de
I’immunité de masse induite par le vaccin anti-ROR, afin d’aller vers leurs éliminations.

> A I’endroit des chercheurs : continuer a évaluer I’immunité de masse sur toutes maladies
¢vitables par la vaccination, et rendre disponible les résultats des infections en cours dans un

bref délais afin que les praticiens hospitaliers puissent judicieusement traiter les patients.
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Annexes
Annexe 1 : Lettre No 1868-/MSDS/DGSHP du 31 octobre 2022

MINISTERE DE LA SANTE ET REPUBLIQUE DU MALI
DU DEVELOPPEMENT SOCIAL Un Peuple - Un But - Une Foi

DIRECTION GENERALE DE LA SANTE ET

DE L’HYGIENE PUBLIQUE

N'Tominkorobougou BP 233 Z
Tél:2022 64 97 -2023 33 52 Bamako, 51 OCT 2022
Fax :2022 36 74

N° 1 8 ) 8 = /MSDS/DGSHP
Le Directeur Général de la Santé et de UHygiéne Publique
A
Monsieur le Directeur de Laboratoire Biologie Moléculaire Appliquée
Réf': N°235/LBM/2022 du 11/10/2022
Objet : Demande d’autorisation de recherche de pathogeénes dans les échantillons humains
Monsieur le Directeur,

En réponse 4 la lettre n°235/LBM/2022 adressée 4 la Direction Générale de la Santé et de ’Hygiéne
Publique, j’autorise ladite recherche qui permettra d’approfondir la recherche sur les causes des
maladies sous surveillances.

En vous souhaitant bonne réception, accepter Monsieur le Directeur I’expression de ma franche

collaboration.
Ampliation : ' P/ Le Directeur Général /PO

DDV e s 1 Le Directeur Général Adjoint
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Annexe 2 : Questionnaire de I’étude

[ LABORATOIRE DE REFERENCE POUR ZOONOSES HUMAINE - Mali

FORMULMRE A RENVOYER AVEC L'ECHANTILLON AL LABORATOIRE DE REFEREMCE :

Pr. 0. KOITA
c s . Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée (LBMA) - Unité de Zoonoses
Numéro d'étude: Faculti des Sciences st Techniques (F5T) - Calline de Bacalabougou, Rue L 5. Senghor, Bamaka, Mali
Tél : 2232023 7925 Faw: 2232022 64 90 | E-meil - ghpita®icermali org
IDENTIFICATION DU CLINICIEN / fEmei
\mitialez INFORMATIONS EPIDEMIOLOGIQUES
O Hépitst O csRéF O cscom — —— - - Mae de transmission suspecte -
Prélévement systématigue : Sanguin + oropharyngé T Fiaure de masrticue ou o2 figoe gans ine
Nam ; - Ajouter LCR si suspicion de méningite région endémique
TéL: ) ) . S —
- Ajouter Selles en cas de diarrhée g Transfusion sanguine
. i i . T st
REMSEIGNEMENTS CONCERMANT LE PATIENT - Ajouter Cutané en cas eruption rIp R
O Autre 3 précizer :
Nom :
Seue Ow _ OF
f.“ = DIAGNDSTIC RECHERCHE
Mo SIGNES CLINIQUES oul | NON | S10UIA PRECISER 0 Viruz ce Ia dengas
Tel | Figwre rapportée patien [u] a £ Virus du Chikungunyz
Date de consultation Fidvre mesunte = 375 C 5] d o gu il occidental
Sjour récent 3 étrarger: 0 sui O non Fitvre mesurde & 36°5 € a a = Vfrus e — .du iR
5i owi, pays ou région : Céphalécs &) 3 D Wirus de la figure jaune
b . - O Autres 3 préciser ©
ate de retour Mygies =]
Grazzesze ; Do Onen Arthralzies =T 5
Dures an jour (apparition symptomes) & ... Tombalge ] 3
Asthenie [u] [m]
RENSEIGNEMENTS
CONCERMANT LEs EcHsemiions | OU1 [ NON Eruptions cutanées =] J HISTORIQUE
Sang sur twbe EDTA ] ] Encéphalite o 3 Hazpi on O oui O ren
Sang sur tube s=c O u] Meningite a 3J Date hospitalisation |
O Plasma O 5erum D u] Hemormagie [u] u] No'nls:rfm'z
Oropharynge [ [u] Symptdmes Oculaires, a O Vaccination
- - Douleur rétro-arbitzire  Fidure jauns
Eruption cutande o o [P ] Année et Gate de vaccination
Liquide céphalo-rachidien =] =] - O Autre vaccin
— ] ] Pharyngite a [u] C—— inati
Seliez i — Bnnée et date de vaccination
Rizsosharynze ] 3 Autres signes respirataies O | O
Pazu ] [u] Autres signes dinigues a [u]

Formulaire de demande - Zoonoses Humaine_2023
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Annexe 3 : Procédures d’ELISA selon les notices du fabricant

Medizinische

EU ROIMMUN kaabordiagnostika d et m
© %ﬁ

Incubation
Réalisation du test (en partie) manuelle
Incubation des Déposer 100 pl du calibrateur, des contréles positif et négatif ou des
échantillons: échantillons patients dilués dans les puits individualisés de la microplaque
(1% étape) selon le protocole de pipetage. Incuber 30 minutes a température ambiante
(+18°C a +25°C).
Lavage: Manuel: Vider puis laver 3 fois de suite les puits avec 300 pl de tampon de

lavage a la concentration de travail par cycle de lavage.

Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 pl de tampon de lavage a la
concentration de travail (réglage du programme: exemple, laveur TECAN
Colombus “Overflow Mode”).

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60 secondes
pour chaque cycle de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage (tests
manuels et automatisés), éliminer soigneusement toute trace de liquide dans
la microplaque en la tapotant sur du papier absorbant face vers le bas, afin
de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.

Remarque: Du liquide résiduel (> 10 pl) restant dans les puits apres le lavage
peut interférer avec le substrat et générer des valeurs de DO faussement
faibles. Un lavage insuffisant (par exemple, moins de 3 cycles de lavage,
volume de tampon de lavage trop faible ou temps de réaction trop court) peut
aboutir & des valeurs de DO anormalement élevées.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre complétées
avec des puits vides du méme format que celui de la microplaque du
parametre a analyser.

Incubation du Déposer 100 pl de conjugué enzymatique (anti-lgM humaine couplée a la
conjugué: peroxydase) dans chacun des puits de la microplaque. Incuber 30 minutes &
(2°™ étape) température ambiante (+18°C & +25°C).

Lavage: Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Inc! jon du substrat: Déposer 100 pl de solution du chromogéne/substrat dans chacun des puits
(3°™ étape) de la microplaque. Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C a
+25°C), et protéger de la lumiére directe du soleil.

Arrét de la réaction: Déposer 100 pl de solution d’arrét dans chacun des puits de la microplaque,
dans le méme ordre et a la méme cadence que lors de I'étape d'incubation
du chromogéne/substrat.

Lecture: La mesure photométrique de l'intensité de coloration doit étre faite & une
longueur d’onde de 450 nm, avec une longueur d'onde de référence
comprise entre 620 nm et 650 nm, dans les 30 minutes qui suivent I'arrét
de la réaction. Avant de mesurer, agiter soigneusement la microplaque pour
assurer une bonne homogénéisation de la distribution de la solution.
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Medizinische

EUROIMMUN  Laberdiagnostika oo N B M N

Réalisation du test en utilisant des systémes d’analyses automatisés

La dilution des échantillons et la réalisation du test peuvent étre entiérement automatisées en utilisant
un automate d'analyse. Les conditions d’incubation programmées sur les automates d’EUROIMMUN
peuvent étre légérement différentes des spécifications données dans le mode d’emploi du test ELISA.
Cependant, ces conditions ont été validées entre cet ELISA d’'EUROIMMUN et P'Analyzer |
d'EUROIMMUN, l'Analyzer 1-2P d’'EUROIMMUN ou le DSX de Dynex. Les documents de validation sont
disponibles sur demande.

La réalisation automatisée du test en utilisant d’autres systémes d’'analyse ouverts est possible.
Cependant, I'association doit étre validée par I'utilisateur.

Protocole de pipetage

2 3 4 5 6 7 8 9 0 | 1 12
P 6|P14|P22

P 7|P15|P23

P 8|P16|P24

P10 | P18

P11 | P19

P12 | P20

Tl m|m|lo|lo|m|>»

1
[+
pos.
nég.
P1|P 9|P17
P2
P3
P4
P5

P13 | P21

Le protocole de pipetage ci-dessus est donné a titre d’exemple pour un dosage semi-guantitatif de
24 échantillons patients (P 1 a P 24).

Le calibrateur (C), les contrles positif (pos.) et négatif (nég.) et les échantillons patients ont été incubés
chacun dans un puits. La fiabilité du dosage ELISA peut étre améliorée en dosant chaque échantillon en
double.

Les puits peuvent étre séparés individuellement de la barrette. Cela permet d'ajuster le nombre de puits
utilisés au nombre d'échantillons qui doivent étre analysés et de minimiser le gaspillage de réactifs.

Les contrdles positif et négatif servent au contréle interne de la fiabilité des procédures du dosage.
lls doivent étre dosés dans chaque série.

Calcul des résultats

La valeur de densité optique (DO) du calibrateur définie la limite supérieure de la gamme de référence
des personnes non infectées (seuil) recommandée par EUROIMMUN. Les valeurs supérieures au seuil
indiqué doivent é&tre considérées comme positives, celle en dessous comme négatives.

Semi-quantitatif: Les résultats peuvent étre évalués semi-quantitativement par le calcul d’un ratio de la

DO du contrdle ou de 'échantillon patient sur la DO du calibrateur. Calculer ce ratio selon la formule
suivante:

ole ou de I'échantillon patient .
DO du calibrateur = Ratio

EUROIMMUN recommande d'interpréter les résultats de la maniére suivante:

Ratio <0,8: négatif
Ratio 20,8 a <1,1: douteux
Ratio 21,1: positif
5
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Incubation

Pour la réalisation du dosage semi-quantitatif incuber seulement le calibrateur 3, les contrbles positif
et négatif et les échantillons patients. Pour le dosage quantitatif incuber les calibrateurs de 1 2 4, les
contrdles positif et négatif et les échantillons patients.

Réalisation du test (en partie) manuelle

_gub.aﬁgn_dgs Déposer 100 yl des calibrateurs, des controles positif et négatif ou des échantillons

(1°" Etape)

Lavage:

Incubation du
con!ugué:

( Etape)
Lavage:
substrat:
(3°™ Etape)

Arrétde la
réaction:

patients dilués dans des puits individualisés de la microplaque selon votre protocole
de pipetage. Incuber 30 minutes a température ambiante (+18°C a +25°C).

Manuel: Vider et ensuite laver 3 fois de suite les puits avec 300 pl de tampon lavage
par cycle de lavage.

Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 pl de tampon lavage par puits (Réglage
du programme: Exemple: “Overflow Modus” pour le laveur TECAN Columbus).

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60 secondes par cycle
de lavage, ensuite vider les puits. Aprés le lavage (tests manuels et automatisés),
éliminer minutieusement toute trace de liquide dans la microplaque en la tapotant sur
du papier absorbant face vers le bas, afin de se débarrasser de tout résidu de tampon
de lavage.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre complétées avec des
puits vides du méme format que celui de la microplaque du paramétre a analyser.

Remarque: Du liquide résiduel (> 10 pl) restant dans les puits aprés le lavage peut
interférer avec le substrat et générer des valeurs de DO faussement faibles. Un
lavage insuffisant (exemple: moins de 3 cycles de lavage, volumes de tampon de
lavage trop faibles ou temps de réaction trop courts) peut aboutir 4 des valeurs de DO
anormalement élevées.

Déposer 100 pl du conjugué enzymatique (anti-lgG humaine couplé a la peroxydase)
dans chaque puits de la microplaque. Incuber 30 minutes & température ambiante
(+18°C a +25°C).

Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Déposer 100 pl de la solution de chromogéne/substrat dans chaque puits de la micro-
plague. Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C a +25°C) (protéger la
microplaque de la lumiére directe du soleil).

Déposer 100 pl de la solution d'arrét dans chaque puits de la microplaque dans le
méme ordre et avec la méme cadence que lors de I'étape de distribution de la solution
de chromogéne/substrat.

La mesure photométrique de l'intensité de coloration doit étre faite a4 une longueur
d’onde de 450 nm et avec une longueur d’onde de référence comprise entre 620 nm
et 650 nm dans les 30 minutes qui suivent l'arrét de la réaction. Avant de
mesurer, agiter soigneusement la microplaque pour assurer une bonne homo-
généisation de la distribution de la solution d'arrét.
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Incubation

Réalisation du test (en partie) manuelle

Incubation des
%hgnﬂllgns:
1

(1°* étape)

Lavage:

Incubation du
con!ugué:
e &

(2°" étape)

Lavage:
Incubation du substrat:

(37" étape)

Arrét de la réaction:

Lecture:

Déposer 100 pl du calibrateur, des contrbles positif et négatif ou des
échantillons patients dilués dans les puits individualisés de la microplaque
selon le protocole de pipetage. Incuber 30 minutes a température ambiante
(+18°C a +25°C).

Manuel: Vider puis laver 3 fois de suite les puits avec 300 pl de tampon de
lavage a la concentration de travail par cycle de lavage.

Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 pul de tampon de lavage a la
concentration de travail (réglage du programme: exemple, laveur TECAN
Colombus “Overflow Mode”).

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60 secondes
pour chaque cycle de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage (tests
manuels et automatisés), éliminer soigneusement toute trace de liquide dans
la microplaque en la tapotant sur du papier absorbant face vers le bas, afin
de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.

Remargue: Du liquide résiduel (>10 pl) restant dans les puits aprés le lavage
peut interférer avec le substrat et générer des valeurs de DO faussement
faibles. Un lavage insuffisant (par exemple, moins de 3 cycles de lavage,
volume de tampon de lavage trop faible ou temps de réaction trop court) peut
aboutir a des valeurs de DO anormalement élevées.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre complétées
avec des puits vides du méme format que celui de la microplaque du
parametre a analyser.

Déposer 100 ul de conjugue enzymatique (anti-lgM humaine couplée a la
peroxydase) dans chacun des puits de la microplaque. Incuber 30 minutes a
température ambiante (+18°C a +25°C).

Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Déposer 100 pl de solution du chromogéne/substrat dans chacun des puits
de la microplaque. Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C &
+25°C), et protéger de la lumiére directe du soleil.

Déposer 100 pl de solution d'arrét dans chacun des puits de la microplaque,
dans le méme ordre et a la méme cadence que lors de I'étape d'incubation
du chromogéne/substrat.

La mesure photométrique de lintensité de coloration doit étre faite a une
longueur d'onde de 450 nm, avec une longueur d'onde de référence
comprise entre 620 nm et 650 nm, dans les 30 minutes qui suivent Parrét
de la réaction. Avant de mesurer, agiter soigneusement la microplaque pour
assurer une bonne homogénéisation de la distribution de la solution.

Réalisation du test en utilisant des systémes d’analyses automatisés

La dilution des échantillons et la réalisation du test peuvent étre entierement automatisées en utilisant
un automate d'analyse. Les conditions d'incubation programmées sur les automates d’'EUROIMMUN
peuvent étre légérement différentes des spécifications données dans le mode d’emploi du test ELISA.
Cependant, ces conditions ont été validées entre cet ELISA d’'EUROIMMUN et ['Analyzer |
d’EUROIMMUN, I'Analyzer |-2P d'EUROIMMUN ou le DSX de Dynex. Les documents de validation sont

disponibles sur demande.

La realisation automatisée du test en utilisant d'autres systémes d'analyse ouverts est possible.
Cependant, I'association doit étre validée par I'utilisateur.
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Incubation J

Pour une analyse semi-quantitative, incuber le calibrateur 2 avec les contréles positif et négatif et les
echantillons patients. Pour une analyse quantitative incuber les calibrateurs 1, 2 et 3 avec les
controles positif et négatif et les échantillons patients.

Réalisation du test (en partie) manuelle

Incubation des

échantillons:
(1% Etape)

Lavage:

Inc ion du
con!ugyg’ :

(2™ Etape)
Lavage:
Incubation du
Substrat:
(3™ Etape)
Arrét:

Lecture:

Déposer 100 pl des calibrateurs, des contréles positif et négatif ou des échantillons
patients dilués dans des puits individualisés de la microplaque selon le protocole de
pipetage. Incuber 30 minutes 4 température ambiante (+18°C & +25°C).

ey — ———

Manuel: Vider puis laver les puits 3 fois;«-avec 300 pl de tampon de lavage a la
concentration de travail pour chaque lavage.

Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 pl de tampon lavage a la concentration
de travail (programmation du lavage: Exemple pour le laveur TECAN Columbus
Overflow Mode”). =

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 & 60 secondes par cycle
de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage (tests manuels et automatisés),
¢liminer minutieusement toute trace de liquide dans la microplaque en la tapotant
sur du papier absorbant face vers le bas, afin de se débarrasser de tout résidu de
tampon de lavage.

Remargue: Du liquide résiduel (>10 pl) restant dans les puits apres le lavage peut
interférer avec le substrat et aboutir & des valeurs de DO faussement faibles. Un
lavage insuffisant (exemple: moins de 3 cycles de lavage, volumes de tampon de
lavage trop faibles ou temps de lavage trop courts) peut aboutir & des valeurs de
DO anomalement élevées.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre complétées avec des
puits vides du méme format que celui de la microplaque du paramétre a analyser.

Déposer 100 pl du conjugué enzymatique (anti-lgG humaine couplé a la per-
oxydase) dans chaque puits de la microplaque. Incuber 30 minutes 2 température
.—f'j

ambiante (+18°C & +25°C).

Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Déposer 100 pl de la solution du chromogéne/substrat dans chaque puits de la
microplaque. Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C a +25°C) et
protéger de la lumiére directe du soleil. S

Déposer 100 pl de la solution d'arrét dans chaque puits de la microplaque dans le
méme ordre et avec la méme cadence que I'étape de distribution de la solution du
chromogéne/substrat.

La mesure photométrique de lintensité de coloration doit étre faite a une
longueur d’onde 450 nm et avec une longueur d’'onde de référence comprise entre
620 nm et 650 nm dans les 30 minutes qui suivent I'arrét de la réaction. Avant
de mesurer, agiter soigneusement la microplaque pour assurer une bonne
homogénéisation de la distribution de la solution.

Réalisation du test en utilisant des systémes d’analyses automatisés

La dilution des échantillons et la réalisation du test peuvent étre entiérement automatisées en utilisant
un automate d'analyse. Les conditions d'incubation programmées sur les automates d’EUROIMMUN
peuvent légérement varier par rapport aux spécifications données dans le mode d’emploi du test ELISA.
Cependant, ces conditions ont été validées entre cet ELISA d’EUROIMMUN et I'Analyzer |
d’EUROIMMUN, I'Analyzer I-2P d'EUROIMMUN et le DSX de Dynex. Les documents de validation sont
disponibles sur demande.

La réalisation automatisée du test en utilisant d'autres systémes d'analyse ouverts est possible.
Cependant, I'association doit étre validée par l'utilisateur.

3
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Incubation
Réalisation du test (en partie) manuelle
Inc! ion Déposer 100 pl du calibrateur, des contrdles positif et négatif ou des
échantillons: é&chantillons patients dilués dans les puits individualisés de la microplaque
(1% étape) selon le protocole de pipetage. Incuber 30 minutes A température ambiante
(+18°C a +25°C).
Lavage: Manuel: Vider puis laver 3 fois de suite les puits avec 300 pl de tampon de

lavage a la concentration de travail par cycle de lavage.

Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 ul de tampon de lavage a la
concentration de ftravail (réglage du programme: exemple, laveur TECAN
Colombus “Overflow Mode").

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60 seconde
pour chaque cycle de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage (tests
manuels et automatisés), éliminer soigneusement toute trace de liquide dans
la microplague en la tapotant sur du papier absorbant face vers le bas, afin
de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.

Remargue: Du liquide résiduel (>10 pl) restant dans les puits aprés le lavage
peut interférer avec le substrat et générer des valeurs de DO faussement
faibles. Un lavage insuffisant (par exemple, moins de 3 cycles de lavage,
volume de tampon de lavage trop faible ou temps de réaction trop court) peut
aboutir a des valeurs de DO anormalement élevées.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent &tre complétées
avec des puits vides du méme format que celui de la microplaque du
paramétre a analyser.

Incubation du Déposer 100 pl de conjugué enzymatique (anti-igM humaine couplée a la
conjugqué: peroxydase) dans chacun des puits de la microplague. Incuber 30 minutes &
(28 étape) température ambiante (+18°C & +25°C).

Lavage: Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.

Incubation d bstr: Déposer 100 pl de solution du chromogéne/substrat dans chacun des puits
(3%me étape) de la microplaque. Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C a
+25°C), et protéger de la lumiére directe du soleil.

de la réaction: Déposer 100 pl de solution d'arrét dans chacun des puits de la microplaque,
dans le méme ordre et 4 la méme cadence que lors de I'étape d'incubation du
chromogéne/substrat.
Lecture: La mesure photométrique de l'intensité de coloration doit étre faite a une

longueur d'onde de 450 nm, avec une longueur d'onde de référence
comprise entre 620 nm et 650 nm, dans les 30 minutes qui suivent I'arrét
de la réaction. Avant de mesurer, bien agiter la microplague pour assurer
une bonne homogénéisation de la distribution de la solution.

Réalisation du test en utilisant des systémes d’analyses automatisés

La dilution des échantillons et la réalisation du test peuvent atre entierement automatisées en utilisant un
automate d'analyse. Les conditions d'incubation programmées sur les automates d’EUROIMMUN
peuvent étre légérement différentes des spécifications données dans le mode d’emploi du test ELISA.
Cependant, ces conditions ont été validées entre cet ELISA d’EUROCIMMUN et I'Analyzer |
d'EUROIMMUN, I'Analyzer 1-2P d’'EUROIMMUN. Les documents de validation sont disponibles sur
demande.

La réalisation automatisée du test en utilisant d'autres systémes d'analyse ouverts est possible.
Cependant, 'association doit étre validée par I'utilisateur.
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Incubation

Pour une analyse semi-quantitative, incuber le calibrateur 3 avec les contréles positif et négatif et les
échantillons patients. Pour une analyse quantitative incuber les calibrateurs 1 a 4 avec les controles
positif et négatif et les échantillons patients.

Réalisation du test (en partie) manuelle

Incubation des échantillons: Déposer 100 pl des calibrateurs, des contrdles positif et négatif ou des

(1* Etape) échantillons patients dilués dans des puits individualisés de la micro-
plaque selon le protocole de pipetage. Incuber 30 minutes a tempéra-
ture ambiante (+18°C a +25°C).

Lavage: Manuel: Vider puis laver les puits 3 fois avec 300 pl de tampon de
lavage a la concentration de travail pour chaque lavage.
Automatique: Laver les puits 3 fois avec 450 yl de tampon lavage a la

concentration de travail (programmation du lavage: Exemple pour le
laveur TECAN Columbus “Overflow Mode”).

Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 &
60 secondes par cycle de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage
(tests manuels et automatisés), éliminer minutieusement toute trace de
liquide dans la microplaque en la tapotant sur du papier absorbant face
vers le bas, afin de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.

Remarque: Du liquide résiduel (>10 pl) restant dans les puits aprés le
lavage peut interférer avec le substrat et aboutir & des valeurs de DO
faussement faibles. Un lavage insuffisant (exemple: moins de 3 cycles
de lavage, volumes de tampon de lavage trop faibles ou temps de
lavage trop courts) peut aboutir @ des valeurs de DO anormalement
élevées.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre com-
plétées avec des puits vides du méme format que celui de la micro-
plaque du paramétre a analyser.

Incubation du conjuqué: Déposer 100 pl du conjugué enzymatique (anti-lgG humaine couplé a
(2™ Etape) la peroxydase) dans chaque puits de la microplaque. Incuber
30 minutes a température ambiante (+18°C & +25°C).

Lavage: Vider les puits. Laver comme décrit ci-dessus.
Incu nd t: Déposer 100 pl de la solution du chromogéne/substrat dans chaque
(3™ Etape) puits de la microplague.

Incuber 15 minutes a température ambiante (+18°C & +25°C)
(protéger de la lumiére directe du soleil).

Arrét: Déposer 100 pl de la solution d'arrét dans chaque puits de la micro-
plaque dans le méme ordre et avec la méme cadence que |'étape de
distribution de la solution du chromogéne/substrat.

Lecture: La mesure photométrique de l'intensité de coloration doit étre faite a
une longueur d'onde 450 nm et avec une longueur d'onde de
référence comprise entre 620 nm et 650 nm dans les 30 minutes qui
suivent Parrét de la réaction. Avant de mesurer, agiter soigneuse-
ment la microplaque pour assurer une bonne homogénéisation de la
distribution de la solution.
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Résumé

La rougeole, les oreillons et la rubéole sont des pathologies virales hautement contagieuses et
¢vitables par la vaccination. Malgré la disponibilité des vaccins, ces maladies connaissent une
recrudescence dans le monde, méme dans les pays développés. De 1986 a 2023, seul le vaccin
anti-rougeole (VAR) était utilisé chez les enfants Maliens. Malgré une couverture du VAR
atteignant 100% au Mali, le nombre de cas de rougeole ne faisait qu’augmenter de 2018 a 2023.
Malheureusement, le Mali n’utilisait pas de vaccins contre 1’oreillon et la rubéole malgré leurs
importances médicales liées a leurs complications (orchite, oophorite, mastite, myocardite,
pancréatite, fausse couche et mort feetale). Aussi, le Mali ne disposait pas de donnée sur
’oreillon et la rubéole de 2018 a 2022.

Aux regards de la survenue annuelle d’un nombre important de rougeole, et de 1’absence des
données récentes sur 1’oreillon et la rubéole, nous avons décidé d’évaluer la séroprévalence de
la rougeole, de 1’oreillon et de la rubéole chez les enfants de Bamako, pour apporter un
éclaircissement sur I’immunité de masse contre ces 3 maladies, afin que le pays puisse aller
vers leurs éliminations.

Globalement, chez 176 enfants agés de 2 a 14 ans, la séropositivité en anticorps IgG était de
63,07%, 65,34%, et 59,09%, respectivement pour la rougeole, I’oreillon, et la rubéole. En
revanche, la séropositivité en anticorps IgM était de 1,7% et 5,7% respectivement pour la
rougeole et I’oreillon. La séroprévalence et le titre d’anticorps IgG anti-virus de I’oreillon et de
la rubéole ne variait pas en fonction du sexe et de 1’age ; seulement le titre en IgG anti-virus de

la rougeole diminuait avec I’age.
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Notre ¢étude indique clairement la nécessité d’introduire le vaccin tri valent (ROR) avec une
dose de rappel chez les enfants Maliens afin que le pays puisse aller vers une élimination de ces
trois maladies.

Mots clés : séroprévalence, rougeole, oreillon, rubéole, Mali.

Summary

Measles, mumps, and rubella are highly contagious viral diseases that can be prevented by
vaccination. Despite vaccines availability, the incidences of these diseases are increasing world-
wide, even in developed countries. From 1986 to December 2023, measles vaccine (VAR) was
used in the Malian Expanded Programme of Immunization (EPI). With 100% VAR coverage
in Mali, the number of measles cases increased from 2018 to 2023, suggesting low herd
immunity. Unfortunately, Mali didn’t used the mumps and rubella vaccines until December
2023, despite their medical importance in terms of complications (orchitis, oophoritis, mastitis,
myocarditis, pancreatitis, miscarriage, and foetal death). Also, Mali had no available data on
mumps and rubella from 2018 to 2022.

In view of the large number of measles occurring annually, and the absence of recent data on
mumps and rubella, we conducted this study to assess the seroprevalence of measles, mumps,
and rubella in children in Bamako, to help the country move towards their eliminations.
Overall, in 176 children aged between 2 and 14 years, IgG antibody seropositivity was 63.07%,
65.34% and 59.09% for measles, mumps, and rubella respectively. We also found IgM
seropositivity for measles and mumps at 1.7% and 5.7% respectively. The seroprevalence and
titer of IgG antibodies to mumps and rubella viruses did not vary according to sex or age. For
measles, we observed a decreasing of the IgG titer with age.

Our study clearly indicates the need to introduce trivalent vaccine (MMR) with a booster dose
in Malian children to move towards elimination of these three diseases.

Keywords: seroprevalence measles, mumps, rubella, Mali.
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Serment de Gallien

Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de 1’ordre des
pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui mon instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner
ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer, dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et
de respecter non seulement la Iégislation en vigueur mais aussi les régles de
I’honneur, de probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
dignité humaine ;

En aucun cas, je ne consentirais a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les mceurs et favoriser des actes criminels ;

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses !

Que je sois couverte d’opprobre et méprisée de mes confreres si j’y manque.

Je le jure !
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