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Introduction :

Le  virus  de  la  grippe  est  un  virus  à  ARN enveloppé  à  capside  symétrique 

complexe  appartenant  à  la  famille  des  Orthomyxoviridae ;  cette  famille 

comprend un genre, Influenza virus, et 3 types, A, B, C.

La grippe est une infection respiratoire aigue évoluant sous forme d’épidémies, 

parfois mondiales. Le premier isolement de virus grippal humain a été effectué 

en 1933. [1]

Les femmes enceintes et les nourrissons ont un risque accru de développer une 

maladie grave, complexe et parfois mortelle de la grippe. Que la grossesse est un 

facteur  de  risque  pour  les  maladies  graves  et  mortelles  de grippe a  été  bien 

établie  au  cours  des  pandémies  de  1918 « grippe  porcine »  et  1957 « grippe 

asiatique ». Le risque accru pour les femmes enceintes de développer la grippe 

sévère  au  cours  des  épidémies  saisonnières  a  également  été  documenté.  En 

conséquence,  la  vaccination contre  l’influenza est  recommandée aux femmes 

enceintes. De même le risque élevé associé à la grippe qui survient en dehors 

des pandémies pour les nourrissons est maintenant bien établi. La quasi-totalité 

de ces données épidémiologiques démontrant un risque accru pour les femmes 

enceintes et les jeunes nourrissons de développer une maladie  compliquée et 

mortelle de grippe découle d’étude dans les pays industrialisés, dans les zones 

tempérés  et  sub-tropicales.  En  revanche,  il  y  a  un  manque  de  données 

épidémiologiques  dans les pays tropicaux en développement  qui  apporte un 

éclairage  sur  l’incidence   de  la  grippe  confirmée  en  laboratoire.  En  grande 

partie, cela est due au fait qu’il y a seulement un nombre limité de laboratoire 

dans les pays en développement qui ont l’expertise et l’équipement nécessaire 

pour  mener  des  tests  sur  le  virus  de  la  grippe.  Compte  tenu  de  la  récente 

propagation  parmi  les  humains  d’un nouveau  virus  « porcin »  de  l’influenza 

(H1N1)  dans  l’hémisphère  nord  il  est  attendu  que  cette  souche  pourrait  se 

répandre dans les régions tempérées de l’hémisphère sud et les 
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tropiques, notamment en Afrique sub-saharien. Si cela se produit, il est possible 

que le virus puisse dérivé antigéniquement, ou augmenté sa capacité à provoquer 

des maladies grâves  au cours des mois à venir. Par conséquent, le suivi du virus 

de la grippe porcine et la caractérisation des isolats est indispensable avant le 

retour  du temps frais  automne et  en hiver dans  l’hémisphère  nord.  Un suivi 

semblable des virus au cours de la prochaine saison froide dans l’hémisphère 

nord fournira  de la  même  façon de précieux renseignement  aux autorités  de 

santé publique dans l’hémisphère sud. Pour détecter la présence du virus H1N1 

de la grippe porcine de 2009 et autres virus grippaux au Mali, le Centre pour le 

Développement  des  Vaccins,  Mali  (CVD-Mali),  un  département  au  sein  du 

ministère de la santé du Mali, se propose d’effectuer une surveillance de routine 

de  la  grippe  en  liaison  avec  les  centres  de  contrôle  de  la  maladie  des 

établissements de soin de santé sentinelle à Bamako, capitale du Mali. Comme 

les femmes enceintes, les nourrissons les enfants ont un risque accru pour la 

morbidité et la mortalité de la grippe, la surveillance proposée sera menée dans 

ces populations.  [2]
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Objectifs :

1. Objectif général :

Mettre en évidence la présence du virus A/H1N1 pandémique et autres virus 

grippaux humains au Mali.

2. Objectifs spécifiques

Déterminer  la  prévalence  des  cas  de  grippe  porcine  confirmés  chez  les 

enfants de 0-35mois et les femmes enceintes.

Déterminer la prévalence des cas des grippes saisonnière chez les enfants de 

0-35 mois et chez les femmes enceintes.

Déterminer  la  saisonnalité  des  grippes  porcine  et  saisonnière  au  Mali.    

Déterminer les cas de grippe en fonction des sites de prélèvement.
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1. Généralités :

1.1. Rappel sur les virus influenza

 Le virus de la grippe appartient  à la famille  des orthomyxoviridae,  c’est  un 

virus enveloppé à capside symétrique complexe et responsable des infections à 

influenza dans les maladies respiratoires aigues et qui sont très contagieuses.

Les virus de type A sont plus virulents que les virus de type B et C (ce dernier 

n’est retrouvé que chez l’Homme, chez qui il ne provoque que des cas isolés).[1]

1.2. Classification du virus de la grippe :

Les  virus  de  la  grippe  appartiennent  à  trois  genres  différents :  les  genres 

Influenzavirus A, B, C de la famille des Orthomyxoviridae.

Figure 1 : schémas des trois types de virus Influenza 

Selon la nature des protéines du virus, celle-ci sera classée dans le type A, le 

type B, ou le type C.

Les virus de type A (eux seuls) sont subdivisés en plusieurs sous-types.

Ces sous-types dépendent de la nature des protéines de l’Hémagglutinine (HA) 

et de la Neuraminidase (NA), qui sont situées sur l’enveloppe du virus.

A ce jour, 15 protéines HA différentes (H1 à H15) et 9 protéines NA différentes 

(N1 à N9) ont été identifiées.                                                                                   

L’association d’une protéine HA donnée avec une protéine NA donnée forme un 

sous-type particulier. Exemple : H1N1 ou H3N2. 
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Pour un même type ou sous-type de virus, il existe différentes souches, c'est-à-

dire différents variants.         

1.3. Morphologie, composition chimique :

Il s’agit de particules rondes de 80 à 120 nm de diamètre ; parfois ces particules 

sont filamenteuses (virus grippal de type A). On distingue :

1.3.1. L’enveloppe :

C’est  une  enveloppe  glucido-lipido-protidique  provenant  de  la  membrane 

cytoplasmique de la cellule d’où est sorti le virus.

1.3.2. Le matériel génétique :  

C’est un ARN monocaténaire segmenté, 8 segments pour les types A et B, et 7 

segments pour le type C.

Chaque  segment  d’ARN correspond  à  un gène,  qui  code  pour  une  ou deux 

protéines données.

Les  gènes  du  virus  sont  indépendants  physiquement  les  uns  des  autres, 

puisqu’ils sont situés sur des segments différents. C’est un point très important 

pour la variabilité des virus grippaux.

L’ARN des virus de la grippe est dit de « polarité négative » c'est-à-dire que le 

brin d’ARN présent dans la particule virale correspond à un « négatif », et qu’il 

faudra construire le brin complémentaire, le « positif », pour lire l’information 

génétique.

1.3.3. Les protéines :

Deux protéines sont particulièrement  importantes chez le virus de la grippe : 

l’Hémagglutinine (HA) et la Neuraminidase (NA). Elles sont enchâssées dans 

l’enveloppe de la particule virale.

1.3.3.1. L’Hémagglutinine (HA) :

C’est un trimère de deux glycoprotéines, il s’agit d’une protéine de l’enveloppe 

du virus : une partie est située vers l’extérieur de la particule virale,  une partie  
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                                                                                                                          ench

âssée dans l’enveloppe, et une partie situé vers l’intérieur.

L’Hémagglutinine est formée de deux sous-unités :

> La sous-unité HA1 qui a pour rôle d’attacher la particule virale à la cellule 

cible, et lui permettre d’entrer à l’intérieur.

>  La  sous-unité  HA2 joue  un  rôle  dans  les  étapes  ultérieures  permettant  la 

libération du contenu du virus dans la cellule.

1.3.3.2. La Neuraminidase (NA) :

C’est un tétramère d’une seule protéine glycosylée. Tout comme 

l’Hémagglutinine, la Neuraminidase est également enchâssée dans l’enveloppe 

de la particule virale. Son rôle est de rompre la liaison entre les molécules 

d’Hémagglutinine et les molécules d’acide sialique.
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Source :    http://Science –citoyen.u – strasbg.fr/dossiers/grippe/index.html-
juin 2005 (date de consultation : 20 Juin 2010).

Figure 2: Schéma du virus Influenza
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1.4. Pouvoir pathogène :   

1.4.1. Pouvoir pathogène spontané :

1.4.1.1 chez l’homme :

La forme typique de la grippe est caractérisée par une incubation de 1 à 2 jours. 

Un début brutal avec frissons, fièvre, courbatures, rachialgies, asthénie ; 

l’atteinte  de  l’appareil  respiratoire  peut  être  initialement  discrète  et  même  le 

demeurer.  La  courbe  thermique  est  souvent  diphasique.  La  guérison  est 

rapide, seule persiste parfois l’asthénie.

 les formes graves et mortelles relèvent essentiellement de deux 

pathogénies :

- celles dues au virus seul dont les symptômes broncho-pulmonaires, généraux et 

nerveux,  apparaissent  peu  après  le  début  de  l’infection  et  peuvent  entraîner 

rapidement la mort.

Les formes uniquement nerveuses semblent très rares

- celles dites compliquées de surinfections par des bactéries pyogènes, survenant 

plusieurs  jours  après  le  début  de  l’infection  virale  et  dues  en  particulier,à 

Haemophilus influenza (considéré à tort en 1889 - 1890 comme l’agent exclusif 

de la grippe ), à des bactéries du genre  Streptococcus ou  Staphyloccocus et à 

Diplococcus pneumoniae .

Des formes frustes, abortives ou même inapparentes, décelées seulement par les 

réactions sérologiques spécifiques, plus rarement par isolement du virus, et sont 

observées pendant et entre les épidémies.

L’homme représente quasiment le seul réservoir des virus de types B et C (les 

virus C étant les moins virulents jusqu’alors). Il est également infecté par 

certains sous-types des virus A : on retrouve les Hémagglutinines H1, H2 et H3 

(et ponctuellement H5 et H9), et les Neuraminidases N1 et N2. 
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1.4.1.2 chez les animaux :

De nombreux animaux peuvent être infectés par des virus influenza qui leur sont 

propres en ce qui concerne le type A :                                                                     

1.4.1.2.1. Les oiseaux :

En particulier, c’est chez les oiseaux sauvages (notamment les canards 

migrateurs) et les oiseaux domestiques que l’on retrouve le plus grand nombre 

de sous-types du virus de grippe A. En effet, on retrouve les 15 HA (H1 à H15)   

 et les 9 NA (N1 à N9) parmi les virus circulant chez les oiseaux.

Les virus grippaux ont été retrouvés chez les oiseaux dans presque toutes les 

régions du Monde (Asie, Océanie, Europe, Amérique du Nord). La migration de 

nombreuses espèces favorise cette large étendue.

1.4.1.2.2. Le porc :

Les porcs sont sensibles aux virus grippaux de type A. On retrouve en particulier 

des sous-types avec les Hémagglutinines H1 et H3, et les Neuraminidases N1 et 

N2 (d’autres circulent mais sont moins répandues).

La grippe chez le porc est importante pour plusieurs raisons :

 Il peut transmettre des virus grippaux à l’Homme

 Il peut être à la fois infecté par des virus aviaires et par des virus 

humains.

 En cas de co-infection d’un même porc par deux virus d’origines 

différentes,  il  peut  se  produire  un réassortiment  entre  les  deux 

virus aboutissant à l’apparition d’un nouveau virus hybride, qui 

pourrait ensuite être transmis à l’Homme.

1.4.1.2.3. Autres mammifères :

D’autres espèces de mammifères peuvent être infectées par les virus grippaux, 

en particulier les équidés (cheval, âne), des espèces marines comme les baleines 

et dauphins.  

On ne connaît pas d’infection à virus influenza de type B ou C chez les animaux.
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1.4.2. Pouvoir pathogène expérimental :

Le  virus  influenza  inoculé  au  Furet  par  voie  nasale,  provoque  une  maladie 

identique à celle de l’homme. On peut aussi adapter les virus influenza humains 

à la souris par diverses voies. [3]

 1.5. Multiplication du virus : 

Le  virion  se  propage  dans  toutes  les  régions  de  l’appareil  respiratoire  où  il 

pourra entrer dans les cellules hôtes afin de se multiplier.

Le cycle de multiplication du virus de la grippe peut être divisé en plusieurs 

étapes successives :

1.5.1 Attachement du virus à la cellule cible :

 Cet attachement se fait  par une liaison, de type « clé-serrure », entre la sous 

unité HA1 de l’hémagglutinine (sur la particule virale) et l’acide sialique (sur la 

membrane de la cellule cible)

Figure 3 : Schéma de l’attachement du virus Influenza à la cellule cible 

1.5.2. Entrée du virus dans la cellule, par endocytose :

Une fois la particule virale attachée à la membrane de la cellule cible, elle entre 

dans la cellule par un phénomène appelé « endocytose ».

La membrane de la cellule se creuse vers l’intérieur, formant une sphère qui se 

referme progressivement. Cela forme une vésicule, dite « vésicule 

d’endocytose », qui se détache du reste de la membrane et se retrouve à 

l’intérieur dans le cytoplasme de la cellule.
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La particule virale, qui était attachée à la membrane de la cellule, est à l’intérieur 

de la vésicule d’endocytose.

Figure 4 : Schéma de l’entrée du virus dans la cellule (endocytose)

1.5.3. Diminution du pH de la vésicule d’endocytose :

Certains mécanismes à l’intérieur de la cellule provoquent la diminution du pH 

au  sein  de  la  vésicule  d’endocytose.  Lorsque  le  pH est  suffisamment  acide 

(autour de 5.0 ou 5.1), cela déclanche les étapes suivantes.

1.5.4. Fusion, libération du contenu du virus dans la cellule :

L’enveloppe du virus fusionne avec la membrane de la vésicule d’endocytose. 

Plusieurs mécanismes sont alors activés, et aboutissent à la libération du contenu 

du virus dans la cellule.
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Ces étapes font  intervenir  des protéines du virus (sous-unités  HA2 de l’HA, 

protéines M2, protéines M1)

Figure 5 : Schéma de libération du contenu du virus dans la cellule   

1.5.5. Entrée de l’ARN viral dans le noyau de la cellule :

   L’ARN du virus (associé aux protéines NP sous forme de nucléocapsides), est 

libre dans le cytoplasme. Il migre jusqu’au noyau de la cellule.

L’ARN viral va alors entrer dans le noyau, grâce aux protéines NP.

                         

                                 

Figure 6 : Schéma d’entrée de l’ARN viral dans le noyau de la cellule 
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1.5.6. Fabrication de nouveaux brins d’ARN :

L’ARN du virus se trouve à présent dans le noyau de la cellule.

Il va être copié grâce au complexe formé par les protéines PB2, PB1 et PA

On obtient ainsi :

De nouveaux exemplaires des segments d’ARN (qui iront dans les nouvelles 

particules virales). 

Et des brins d’ARN dits « ARN messagers » qui sortent dans le cytoplasme. Ils 

vont servir d’information génétique pour la fabrication des protéines du virus.

                                               ARN messagers

Figure 7 : Schéma de fabrication des nouveaux brins d’ARN.

1.5.7. Production de protéines du virus :

L’information  génétique  du  virus  nécessaire  à  la  fabrication  de  nouvelles 

protéines est à présent dans le cytoplasme de la cellule.

Toute la machinerie cellulaire nécessaire à la production de protéines est 

détournée pour fabriquer les protéines du virus en de très nombreux 

exemplaires. 

Cette étape se déroule dans le cytoplasme. Plusieurs processus de fabrication, 

puis de « maturation » des protéines ont lieu (ajout des glucides pour les
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glycoprotéines, clivage de certaines protéines en deux sous-unités) 

Figure 8 : Schéma de la production de protéines des virus

 1.5.8. Sortie de nouveaux exemplaires d’ARN viral du noyau :

 De nombreux exemplaires d’ARN du virus ont été produits. Ils sortent du noyau 

de la cellule pour aller dans le cytoplasme. Les protéines NP interviennent lors 

de cette étape.

1.5.9. Migration des constituants du virus vers la membrane de la cellule :

Les protéines et les segments d’ARN nouvellement formés migrent jusqu’à la 

membrane de la cellule.

Certaines protéines se retrouvent directement enchâssées dans la membrane de 

la cellule (celles qui par la suite seront enchâssées dans l’enveloppe du virus).

D’autres se retrouvent juste sous la membrane de la cellule, ainsi que l’ARN 

viral sous forme de nucléocapsides.                                                                         

1.5.10. Assemblage des constituants du virus :

Ces éléments sont répartis pour former des pré-virus  (qui contiennent 

exactement tous les éléments du virus).                                                                   
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Figure 9 : Schéma d’assemblage des constituants du virus.

1.5.11. Production de nouvelles particules virales, par bourgeonnement :

Tous les  éléments de la particule virale se trouvent sous la membrane de la 

cellule, ou enchâssés dans cette membrane. Celle-ci va alors bourgeonner, c'est-

à-dire former  une excroissance vers l’extérieur qui se referme sur elle-même 

pour donner une vésicule.

On obtient l’enveloppe du virus formée de protéines et doublée d’une partie de 

membrane de la cellule, avec à l’intérieur tous les autres constituants du virus. 

Une nouvelle particule virale est formée. 

Figure 10 : Schéma du bourgeonnement

1.5.12. Libération des particules virales :

Les nouvelles particules virales restent attachées à la membrane de la cellule qui 

les a produit, à cause de la liaison entre l’Hémagglutinine du virus et l’acide 

sialique de la cellule.
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Les  protéines  Neuraminidase  cassent  cette  liaison,  permettant  ainsi  aux 

nouveaux virus de se détacher et d’aller infecter de nouvelles cellules cibles. [4]

 

         

Figure 11 : Schéma de libération des nouveaux virions.                                 

1.6. Diagnostic virologique :

1.6.1. Diagnostique direct :

1.6.1.1. Prélèvement :
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Il s’agit des prélèvements rhinopharyngés et/ou d’expectoration bronchique qui 

doivent  être  recueillis  dans  les  deux premiers  jours   de  l’évolution clinique.

1.6.1.2. Diagnostic : 

Les cellules du prélèvement sont étalées sur une lame de verre, éventuellement 

après traitement par un mucolytique, et la présence d’antigène viral est révélée 

en immunofluorescence indirecte.           

1.6.1.3. Isolement :

Il peut être réalisé sur œuf de poule embryonné par inoculation intra-amniotique 

et intra-allantoique. Les œufs sont incubés pendant trois jours à 36°c ; les 

liquides amniotiques et allantoïques  sont recueillis et testés pour une éventuelle 

activité hémagglutinante vis-à-vis de globules rouges de cobaye. Si 

l’hémagglutinine est positive on pratique une inhibition de l’hémagglutination à 

l’aide d’antisérums spécifiques de sous-types.

Certains utilisent des cellules de rein de chien trypsinées ;

La présence d’un virus influenza dans la culture peut être testée par 

hémadsorption de globules rouges de cobaye et l’identification pratiquée par 

inhibition de l’hémadsorption.

1.6.2. Diagnostic indirect :

Deux sérums sont testés ; l’un au début de l’évolution des signes cliniques et 

l’autre une dizaine de jours plus tard.

1.6.2.1. Déviation du complément : 

Elle met en évidence des anticorps spécifiques de type A ou B.

Ces anticorps apparaissent rapidement, atteignent leur titre maximum environ 15 

jours  après  le  début  de  la  maladie  puis  disparaissent  en  quelque  mois.  On 

cherchera  à  mettre  en  évidence  une  séroconversion,  une  augmentation 

significative du titre des anticorps voire un titre significatif.

1.6.2.2. Inhibition de l’hémagglutination : 

Les  anticorps  correspondants  sont  spécifiques  de  sous-types  et  de  variants. 

L’hémagglutination sera réalisée avec le ou les variant(s) les plus récemment 
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impliqué(s) ; le sérum étudié devra au préalable être débarrassé des inhibiteurs 

non  spécifiques.  On  cherchera  à  mettre  en  évidence  une  augmentation 

significative du titre d’anticorps. (1)

 1.7. Virus influenza A:

1.7.1. Historique :

Les symptômes de la grippe sont décrits par Hippocrate il y’a plus de 2400ans. 

 La première pandémie  de la  grippe  assez  bien décrite de 1580 aurait 

éclatée en Asie d’où elle se serait propagée en Afrique et Europe. 

 1918-  1919  « la  grippe  espagnole  H1N1 »  très  contagieuse  et  très 

virulente à touché tous les pays du monde, fait un milliard de malade, et 

est responsable de 50 à 100 millions de morts dans le monde.

Elle se déclare dans un monde usé par  la guerre, elle est  considérée comme 

l’épisode le plus meurtrier de l’histoire jamais causé par une maladie.

 1957- 1958 « la grippe asiatique H2N2 » moins sévère a été responsable 

de 4 millions de morts dans le monde.

Le monde était mieux préparé, le virus était moins virulent que celui de 1918.

 1968- 1969 « la grippe de Hong-Kong H3N2 » responsable de 2 millions 

de morts dans le monde dont 18000 en France, a été classé modérement 

grave.

 la première vague de H5N1 « 1997 »

En 1997, H5N1 subit une première mutation,  il  dévient brutale et hautement 

pathogène.

On le retrouve dans les volailles d’élevage et les marchés d’animaux vivants.

De manière concomitante les premiers cas humains apparaissent : 18 sont décrits 

en  Hong-Kong et  6  sont  fatales,  ils  présentent  d’emblée  des  pneumopathies 

virales rapidement mortels.

Vietnam en janvier 2004

En 2005 propagation en Asie.

La pandémie de la grippe doit être considérée comme un risque sanitaire majeur.
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 La grippe A(H1N1) de 2009-2010 « grippe nord-Américaine ou grippe 

Mexicaine ou grippe nouvelle »

La grippe A (H1N1) de 2009-2010 est une maladie respiratoire aigué 

contagieuse provoquée par un virus de la grippe A de sous-types H1N1 différent 

des sous types A, H1N1 de la grippe saisonnière. Ce virus est réapparu en 2009 

sous une nouvelle forme génétique transmissible d’homme à homme. 

L’épidémie grippale résultante a touché l’ensemble de la planète dès les mois 

qui ont suivi et a été qualifiée de pandémie par l’OMS en juin 2009. Ce nouveau 

virus grippal, contenant des gènes de plusieurs virus connu d’origine porcine, 

aviaire et humaine est un virus réassorti.

Le  virus  se  propage  par  la  toux,  les  éternuements,  les  postillons  dans  un 

périmètre  de deux mètres  (avec une incertitude concernant  les  climatisations 

collectives),  ou  en  touchant  une  surface  contaminée  (il  reste  vivant  de  8  à 

48heures à l’air libre, selon la nature de la surface sur la - quelle il repose). Les 

symptômes qui peuvent durer jusqu’à une semaine, sont similaires de la grippe 

saisonnière et peuvent inclure fièvre, éternuement, mal de gorge, toux, maux de 

tête  et  douleurs  musculaires  et  articulaires.  En  général,  le  traitement  est 

symptomatique analogue à celui pratiqué face aux autres syndromes grippaux et 

essentiellement  à  base  du  paracétamol.  Pour  les  cas  les  plus  sévères,  des 

médicaments antiviraux inhibiteurs de la neuraminidase tels que l’oseltamivir ou 

le  zanamivir,  sont  prescrits.  Un  vaccin  étant  disponible,  les  campagnes  de 

prévention privilégiant la vaccination pour l’ensemble de la population dans la 

plus part des pays.

Au niveau mondial,  environ 6000 décès étaient enregistrés à la mi-novembre 

avec un taux de complication sévère de l’ordre 2 à 3 pour mille analogue à ce 

qui  est  observé  avec  les  grippes  saisonnières.  Dans  la  plupart  des  cas,  les 

malades  n’ont présenté  que des symptômes bénins et  leurs guérisons ont  été 

rapide  et  complète,  néanmoins  à  la  différence  des  épidémies  de  la  grippe 
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saisonnière, les femmes enceintes et les personnes souffrant d’obésité présentent 

une sur-mortalité.

C’est à l’institut Pasteur de Paris que Dujarrie de la Rivière avait  apporté en 

1918, la preuve de l’existence d’un « virus filtrant » à l’origine de la grippe.

 Le  premier  virus  grippal  humain  (type  A)  fut  isolé  en  1933,  en  Grande 

Bretagne, après injection du produit de prélèvement au furet.

Dès 1931, Good Pasture avait réussi à cultiver des virus dans l’œuf de poule 

embryonné. Cette technique permit à Smith et Francis de préparer aux USA les 

premiers vaccins inactivés dont l’efficacité était douteuse. Mais c’est Jonas Salk 

qui,  encouragé  par  les  autorités  militaires  américaines,  prépara  le   premier 

vaccin  efficace  à  grande  échelle  en  purifiant  et  en  inactivant  le  liquide 

allantoïque  ensemencé.  Ce  vaccin  fut  utilisé  pour  vacciner  le  corps 

expéditionnaire américain en Europe en 1944-1945.

Dès 1947,  le  laboratoire  de  la  grippe récemment  crée  à  l’institut  Pasteur  de 

Paris, prépara un vaccin par la même technique. Jusqu’en 1968, la vaccination 

contre  la  grippe  resta  assez  confidentielle.  Certes,  en  1958,  le  virus  de  la 

pandémie  H2N2 (grippe  asiatique)  remplaça  dans  le  vaccin  le  premier  virus 

A/H1N1,  et  des  améliorations  furent  apportées  dans  sa  purification.  Mais 

l’époque contemporaine de la vaccination ne débute qu’après la pandémie de 

1968. Aux USA, le vaccin H2N2 s’était avéré inefficace contre le nouveau virus 

H3N2. Heureusement qu’il n’apparaît en Europe qu’en 1969, laissant ainsi le 

temps de préparer un vaccin adapté. L’OMS prend alors conscience qu’il faut 

renforcer les réseaux de surveillance.

Mais en attendant de nouveaux vaccins, le principe de fabrication est toujours le 

même depuis 1937, utilisant l’œuf embryonné, il fait ses preuves. [5] 

1.7.2. Epidémiologie du virus influenza A :

Les virus influenza A ont été isolés chez un grand nombre d’espèces aviaires et 

chez les mammifères. 
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-les  oiseaux  sauvages  sont  considérés  comme  le  réservoir  naturel  des  virus 

influenza A, ils hébergent des virus porteurs de tous les types d’hémagglutinine 

(HA) et de neuraminidase (NA) connus, même si l’on n’a pu isoler toutes les 

combinaisons possibles de sous types.

La  plupart  de  ces  virus  apparaissent  adaptés  à  leurs  hôtes  naturels  et  sont 

rarement  responsables d’infections dans les populations aviaires sauvages,  ils 

peuvent  par  contre  disséminer  à  grande  échelle  dans  l’environnement  par 

élimination fécale.

On suppose qu’en raison de leur large distribution, les virus influenza A quittent 

de façon ponctuelle cet état  d’équilibre et vont coloniser d’autres espèces de 

vertébrés,  l’hypothèse  selon  laquelle  les  virus  grippaux  adaptés  et  circulants 

chez le cheval, le porc, et l’homme prévalent actuellement. [6]

-il  en  est  différemment  des  mammifères,  pour  lesquels  on  ne  connaît  qu’un 

nombre limité de sous-types viraux. Seulement 3 sous-types de l’HA (H1, H2, 

H3) et 2 sous-types de NA (N1 et N2)  ont été identifiés à ce jour chez l’homme. 

Les  combinaisons  A(H1N1)  et  A(H3N2)  sont  actuellement  responsables  des 

épidémies  saisonnières  annuelles  dans  la  majorité  des  régions  du globe.  Les 

mammifères sont  en fait des hôtes accidentels au même titre que les oiseaux 

d’élevage. En raison de sa capacité à héberger et permettre la réplication des 

virus influenza d’origine humaine et d’origine aviaire ; le porc a été impliquée 

comme hôte intermédiaire  servant  de « creuset »  à  l’émergence  de nouvelles 

souches virales à potentiel pandémique. [7]

 A ce  titre  le  porc  jouerait  un  rôle  particulier  dans  le  franchissement  de  la 

barrière de l’espèce.                                 

 1.7.3. Transmission du virus influenza A :

La transmission du virus est  essentiellement  interhumaine et  direct  (par  voie 

orale,  via  aérosols  d’origine  salivaire  ou  respiratoire,  produit  notamment 

lorsqu’on tousse, éternue, ou respire)
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Son extrême contagiosité est liée au fait qu’un inoculum minime est suffisant 

pour provoquer une infection chez un sujet réceptif.

On notera qu’éviter l’infection est difficile dans la vie en société : il faudrait fuir 

les  bus,  les  écoles,  la  foule,  tout  contact  avec  ses  semblables.  On  peut  être 

infecté de manière indirecte par des objets contaminés, par les mains, dans les 

centres de soins. [8]        

La transmission des virus grippaux aviaires aux mammifères : habituellement, 

les virus grippaux aviaires n’infectent pas l’homme cependant, le 20ème siècle a 

connu trois pandémies de grippe, toutes dues à des virus grippaux émergents 

d’origine aviaire. Les souches virales responsables des pandémies de 1957 et 

1968 sont apparues en Asie du sud-est, à l’occasion d’un réassortiment entre des 

gènes d’origines aviaires et ceux de la souche humaine circulante, responsable 

des  épidémies  saisonnières,  il  en  serait  différemment  pour  les  souches 

responsables  de  la  grippe  espagnole  de  1918.  Les  études  ont  suggéré  la 

transmission  directe  d’un  virus  aviaire  avec  l’adaptation  chez  l’homme  ou 

d’autres mammifères (le porc par exemple qui peut héberger des virus humains 

et des virus aviaires et servir d’hôtes intermédiaires) [7]

Depuis  1997,  on  a  régulièrement  mis  en  évidence  des  cas  de contamination 

humaine directe ou indirecte [9]

 On  a  clairement  établi  le  passage  direct  à  l’homme  du  virus  A  (H5N1) 

totalement d’origine aviaire.         

1.8. Prévention et traitement de la grippe humaine :

1.8.1. Prévention :

1.8.1.1 Mesures d’hygiène :

Comme pour beaucoup de maladies infectieuses, l’hygiène est la première forme 

de prévention de la contagion en période épidémique ;

 Se laver les mains soigneusement et plusieurs fois par jour, au savon ou 

avec une solution hydro alcoolique désinfectante pour les mains, surtout 
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après  tout  contact  physique  direct  avec  une  personne  potentiellement 

infectée ou s’occupant d’un malade, ou avec des surfaces potentiellement 

    contaminées par le virus.

 Se protéger et protéger les autres des projections (buccales ou nasales) ; 

en toussant ou en éternuant dans un mouchoir jetable (à jeter dans une 

poubelle fermée aussitôt avant de se laver ou se désinfecter les mains) ; ou 

en touchant ou en éternuant dans le creux du bras (plutôt que dans les 

mains) si l’on ne dispose pas de mouchoirs. Les projections d’un malade 

peuvent être réduites par le port d’un masque de type chirurgical en 

présence de tiers. Les masques de type FFP2 protégeront les 

professionnels de santé de l’inhalation du virus. En pratique, il ne semble 

pas que l’emploi de masques autre que chirurgicaux aboutisse à une 

contamination moindre,  faisant suspecter un rôle réduit de 

microgouttelettes expectorées. [10]

 Rester chez soi si l’on est malade, et éviter tout contact inutile avec les 

personnes non malades.

 Eviter toute atmosphère confinée. Aérer régulièrement les pièces.

 Si une personne saine cohabite avec une personne malade, il est fortement 

conseillé  à  la  personne  saine  de  désinfecter  tout  objet  ayant  pu  être 

contaminé par la personne malade.

Il est préférable que la personne saine reste également en quarantaine, si 

toutes fois elle est dans l’obligation d’avoir un contact avec le malade, il 

est impératif de garder le masque et de penser à se laver rigoureusement 

les mains avant et après ce contact.    

1.8.1.2. Prophylaxie : vaccination et antiviraux :           

La quarantaine est un moyen efficace, mais difficile à mettre en œuvre.

La vaccination anti-grippale est considérée comme la meilleure prophylaxie.

Outre l’hygiène, la vaccination dans les pays où elle est accessible semble être la 

meilleure parade, avec des taux de protection par les vaccins de l’ordre de 60% 
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(jusqu a 90% pour la grippe saisonnière). Elle en diminue significativement le 

nombre d’hospitalisation ainsi que la mortalité. [11] Cependant, l’explication de 

ces effets bénéfiques n’est pas claire  puisque la mortalité diminue également en 

période  non épidémique,  ce qui laisse supposer que les personnes vaccinées 

sont  peut  être  simplement  en meilleure  santé.  [12] Toutefois  des évaluations 

quasi  exhaustives  sur  près   de  40  ans  de  vaccination  antigrippale  incitent  à 

considérer ces taux avec prudence. [13] 

Le vaccin le plus commun est une suspension de particules virales inactivées et 

purifiées qui offre une protection contre 3 souches virales. Dans la majorité des 

cas, il comporte des particules de 2 sous-types de virus influenza A et d’un sous 

type de virus influenza B. [14]

Le vaccin peut être administré de manière sous-cutanée ou intramusculaire.

L’utilisation de l’Oseltamivir en prophylaxie antivirale est indiquée seulement 

dans le cas ou le sujet est déjà contaminé ou risque fortement de l’être. Elle 

permet la réduction de 80% du nombre de cas de grippe chez les sujets contacts 

traités précocement, dans les premières 48heures après contage.

La  prophylaxie  post-exposition  par  l’Oseltamivir  est  recommandée  pour  les 

sujets  dont  l’age est  supérieur  à 13 ans,  à  risque de complications  grippales 

graves et/ou non protégés par la vaccination, car non vaccinés, ou à cause d’une 

vaccination dont la souche injectée est inadaptée, ou parce que la vaccination est 

trop récente, ou à cause d’une immunodépression notable.

1.8.2. Traitement :

1.8.2.1. Traitement symptomatique : 

L’augmentation de la température centrale (fièvre) est un mécanisme 

physiologique immunitaire antiviral qui perturbe la biochimie des réplications 

virales. Il n’y a pas de preuves scientifiques du bénéfice (en terme de morbi-

mortalité) des traitements symptomatiques des infections virales aigues bénignes 

saisonnières de l’adulte sain en général et de l’infection grippale, en particulier.   
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 Repos (l’arrêt de travail permet de limiter la contagion et les risques de 

propagation de l’infection)

 Antipyrétique.  Le  paracétamol  est  utilisé  en  première  intention  car  il 

entraîne peu d’effets secondaires. L’aspirine est contre indiquée chez les 

jeunes enfants, car son administration lors d’une grippe peut entrainer un 

syndrome de Reye (c’est une maladie rare affectant surtout les enfants et 

les  adolescents  atteints  d’une  maladie  virale  comme la  varicelle  ou  la 

grippe), rare mais potentiellement mortel.

 Antalgique

 Antitussif

 Hydratation, en fonction de la fièvre 

 La  vitamine  C  peut  être  indiquée  contre  l’asthénie  passagère  due  au 

syndrome grippale.

1.8.2.2 .Traitement curatif :

 Il existe des médicaments antiviraux

 l’amantadine  (Mantadix)  et  la  rimantadine,  qui  ont  une  efficacité  de 

l’ordre de 80% si administrés a titre préventif ;

 l’oseltamivir (Tamiflu) et le zanamivir (Relenza) sont des inhibiteurs de la 

neuraminidase.  Ces  traitements,  pris  précocement,  peuvent  diminuer 

l’importance des symptômes et la durée de l’affection et sont également 

capables de prévenir l’infection.

Mais  ils  sont  coûteux  et  doivent  être  pris  dans  les  48  heures  après 

l’apparition des symptômes.

 Les  antibiotiques  ne  sont  prescrits  qu’en  cas  de  surinfection  bactérienne 

(notamment l’amoxicilline).
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 2. Méthodologie :

2.1 .Cadre d’étude : 

2.1.1. Type d’étude :

Notre  étude  est  prospective  basée  sur  la  surveillance  de  la  grippe  chez  les 

enfants âgés de 0 à 35mois se présentant en urgence à l’HGT et les femmes 

enceintes  qui  se  présentent  aux centres  de  santé  de  Banconi  (ASACOBA et 

Cherifla)

2.1.2. Période d’étude :

L’étude s’est déroulée pendant une période allant de Novembre 2009 à Juillet 

2010

2.1.3. Site de prélèvement :

Trois sites ont été retenus il s’agit de l’hôpital Gabriel Touré, l’ASACOBA, et le 

centre de santé Chérifla pour les raisons suivantes : 

 Situé dans la commune 3 du district de Bamako, l’Hôpital Gabriel Touré (HGT) 

est  le  principal  hôpital  pédiatrique  au  Mali  et  reçoit  la  grande  majorité  des 

enfants malades.   

ASACOBA, un centre  de santé  publique,  située  à  Banconi,  qui  est  l’un  des 

quartiers les plus  peuplés de Bamako.

Chérifla un autre centre de santé située aussi à Banconi.
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Le climat au Mali est de type soudanais avec trois saisons (saison froide, saison 

sèche, saison pluvieuse).       

2.1.4. Population d’étude :

Les participants étaient composés d’enfants de 0 à 35 mois de sexe féminin et 

masculin se présentant  à l’hôpital Gabriel Touré et les femmes enceintes  se 

présentant aux centres de santé de Banconi (ASACOBA et Cherifla) 

2.1.5. Critères d’inclusion :  

Sont inclus dans l’étude :

Enfants âgé de 0 à 35 mois se présentant à l’hôpital Gabriel Touré avec des 

symptômes grippaux et les femmes enceintes se présentant aux centres de santé 

de Banconi et Chérifla présentant également des symptômes grippaux comme 

décrit le protocole        

2.1.6. Critères de non inclusion :

Ne sont pas inclus dans l’étude :

 Enfant ne répondant pas aux critères d’inclusions.  

 Enfant dont les parents refusent l’assentiment.

 Femme non enceinte.

2.1.7. Echantillonnage :

L’étude  a  concerné  739  patients  composés  des  enfants  de  0-35mois  et  des 

femmes enceintes répondant aux critères d’inclusion.  

2.1.8. Prélèvement :

Le mode de prélèvement effectué au cours de notre étude a été l’ecouivillonage 

naso et oro-pharyngé. Le prélèvement était fait au niveau des différents sites par 
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des médecins et infirmiers puis acheminer au laboratoire. 

Figure 12 : photo des prélèvements            

2.2. Présentation du Centre pour le Développement des Vaccins (CVD) du 

Mali et ses activités :

Le centre est situé à Djicoroni Para dans l’enceinte du Centre National d’Appui 

à la lutte contre la Maladie (CNAM) de Bamako (Ex Institut Marchoux) sous la 

tutelle du Ministère de la Santé.

Il a été créé en 2002 dans le cadre de la coopération entre le Ministère de la 

Santé  du Mali et le Centre pour le Développement des Vaccins de l’Université 

de Maryland à Baltimore aux Etats-Unis.

Il  a  comme  objectif  la  surveillance  des  maladies  à  potentiel  épidémique  et 

endémique.

Le centre est composé actuellement de deux blocs :

 Un bloc administratif composé de :

- le laboratoire recherche 

- les bureaux administratifs  organisés comme suite:

Un secrétariat principal,

Un bureau du coordinateur,
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Un bureau du gestionnaire,

Un bureau des comptables,

Deux bureaux des médecins,

Une salle de conférence,

Une unité informatique  

Deux toilettes (homme et femme)

 Une unité clinique composée de :

Cinq boxes de consultation

Trois bureaux 

Une salle d’attente 

2..2.1. Le laboratoire de recherche :  

Mis en activité le 17 décembre 2005 est composé de :

Un laboratoire de microbiologie

Un laboratoire d’immunologie

Un laboratoire Influenza

Un bureau du microbiologiste

Un bureau d’immunologiste

Un bureau des pharmaciens

Un bureau des techniciens et étudiants stagiaires

Un magasin

Une chambre noire (lecture sous ultra violet)

Une salle de préparation des milieux de culture

Une chambre froide

Une salle de stérilisation 

Une toilette.

Les personnels sont :

Un pharmacien microbiologiste,

 Six pharmaciens généralistes,
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Un médecin généraliste,

Quatre étudiants stagiaires,

Un technicien supérieur, 

Deux techniciens de laboratoire,

2.2.2 Matériels et réactifs et appareillage :

2.2.2.1 Matériels : 

 Des fiches techniques à remplir à la réception des échantillons.

 Un Registre d’accueil et de report des résultats.

 Des fiches de report des résultats.

 Un Registre de conservation des échantillons et l’ARN après extraction.

 Rnase/Dnase 1,5ml polypropylene microcentrifuge tubes (tube stérile en 

polypropylène de 1,5ml).

 Embouts stériles avec filtres.

 Pipettes de 1 – 10µl ; de 10 – 200µl ; et de 100 – 1000µl 

 Accumulateurs. 

 Equipement de protection du personnel.

2.2.2.2. Réactifs :

  Kit d’ARN viral QIAmp

 Kit de détection (Amorces et Probe).

 Kit de contrôle positif (SIVC et H5VC).

 Kit de Cellules Humaines de contrôle négatif.

 Rrt-PCR enzyme du mélange mixte.

 L’Eau Ultra Pure.

 Ethanol pur.  

 2.2.2.3. Appareillage :

 Congélateurs de -80°c et -20°c,

 Réfrigérateurs de 2 - 4°c,

 Microcentrifugeuses,
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 Mini centrifugeuses,

 Vortex,

 Trois Hottes,

 Un ordinateur connecté à un thermocycleur (Applied Biosystems TM ABI 

7500 système de PCR à temps réel)  

2.3. Identification du virus influenza:

2.3.1 Collecte et réception des échantillons :

Les échantillons sont collectés depuis les sites de prélèvement par les cliniciens 

puis transportés au le laboratoire dans des conditions bien définies.

Une fois  au laboratoire le technicien du laboratoire reçoit  les échantillons et 

vérifie les conditions d’acceptabilités qui sont :

Les  échantillons  doivent  être  placés  dans  un  milieu  de  transport  viral 

(VTM) comprenant les 2 écouvillons.

Les échantillons doivent être bien identifiés conformément à la fiche.

La température doit être comprise entre 2 et 8°c. 

Les conteneurs doivent être bien fermés.

Le temps mis entre le prélèvement  et la  réception dans le délai  imparti 

(72Heures).       

2.31.2. Partage et stockage des échantillons :

Après réception et acceptation, les échantillons sont partagés en trois aliquotes, 

un pour CDC, un pour les archives du CVD-Mali et le troisième pour le test.

Si les échantillons ne sont pas testés dans les 72 heures ils doivent être conservés 

à une température inférieure ou égale -80°c.

2.3.1.3. Préparation, partage et stockage des réactifs :

2.3.1.3.1. Les amorces et probes 

Les amorces et probes nous parviennent à l’état lyophilisé.

Une fois reçus les amorces et les probes sont réhydratés 

 Réhydratation :
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Enlever les amorces et probes de 2-8°c.

-Resuspendre dans 500µl de Tris,  pH (7,4-8,2) ou l’eau ultra les amorces ou 

probes.

-Laisser  dissoudre  (réhydrater)  pendant  15  minutes  à  la  température  du 

laboratoire.

Après  réhydratation  vortexer  quelques  secondes  afin  d’avoir  une  solution 

homogène.               

 Aliquotage :

  Etiqueter un nouveau cryotube, stérile pour chaque amorce et probe avec les 

informations suivantes :

- Nom de l’amorce ou probe

- Numéro de lot du Kit

- Date de préparation

- Date d’expiration

 Faire  des  aliquotes  de  60µl  pour  chaque  amorce  et  probe  dans  des  tubes 

respectifs et stocker à -20°c. 

 Stockage :

Après réhydratation,

Les aliquotes d’amorces  sont stockés à -20°c ou à une température plus basse 

jusqu'à la date d’expiration ou jusqu’il soit nécessaire de faire un contrôle de 

qualité.

Les aliquotes de probes sont conservés à -20°c ou à une température plus basse.

Une fois un aliquote de probe utilisé, il doit être conservé entre 2-8°c à l’abri de 

la lumière pour tout au plus 3 mois.   

2.3.1.4. Préparation, extraction et conservation des contrôles : 

2.3.1.4.1. Préparation de l’échantillon humain de contrôle négatif (HSC) : 

 Réactifs :

C’est une suspension dans le PBS de concentration  0,01 M d’une culture de 

cellule humaine non infectieuse.
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Le volume est de 0,5µl par tube.

 Stockage :    

HSC est conservé à -20°c après réception. Ne pas diluer.

 Procédure : 

HSC doit être extrait et testé pour chaque lot d’échantillons à tester.

Ne pas diluer l’ARN à tester.

2.3.1.4.2 Préparation du contrôle positif (SIVC) : 

 Réactifs :

Le SIVC (Seasonnal Influenza Virus Control) est une suspension dans le PBS de 

concentration 0,01M du virus influenza inactivé non infectieux.

Trois différents virus de la grippe (A/H1, A/H3 et influenza B et une culture de 

la cellule humaine)  composent le SIVC.

 Stockage :

Une fois reçu le SIVC est stocké à -20°c. Ne pas diluer 

 Procédure : 

L’ARN du SIVC doit être obligatoirement extrait. Le volume final de l’ARN 

obtenu doit être égal au volume de départ de SIVC pris.

Diluer l’ARN obtenu à 1/10 avec de l’eau ultra pure.

Etiqueter  un  nouveau  cryotube  stérile  pour  chaque  aliquote  avec  les 

informations suivantes :

Le nom de l’ARN de control, la dilution (1/10)

Le numéro de lot du kit

Date de préparation

Date d’expiration.

Partager  l’ARN diluer  au  1/10 (60µl)  dans  des  cryotubes  à  usage  unique  et 

stocker à -20°c ou en dessous tout au plus 6 mois.

Utiliser un aliquote pour chaque réaction, jeter après usage. Ne pas réutiliser 

l’ARN résiduel.

2.3.1.4.3. Préparation du H5VC :       
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 Réactifs :

C’est une substance non infectieuse positive se présentant dans un tube de 500µl 

en suspension dans du PBS de concentration 0,01M.

 Stockage : 

Stocker à une température de -20°c après réception. Ne pas diluer.

 Procédure :  

H5VC doit être extrait avant l’utilisation. Le volume final est égal au volume de 

départ.

Diluer à 1/10 avec l’eau ultra pure.

Etiqueter  des  cryotybes  stérile  pour  chaque  aliquote  avec  les  informations 

suivantes :

Nom de H5VC et 1/10 de dilution.

Numéro de kit.

Date de préparation

Date d’expiration.                                                                                                     

Dispenser l’ARN extrait en aliquote et stocker pendant 6 mois à -20°c.

2.3.2. Etapes de la réaction RT-PCR proprement dite :  

 2.3.2.1. Préparation générale : 

2.3.2.1.1. Préparation des équipements :

Nettoyer et décontaminer toutes les surfaces de travail, pipettes, centrifugeuses, 

et d’autres équipements à utiliser. La décontamination des matériels se fait avec 

l’eau de javel 5%, de l’éthanol 70% ou RNASE pour minimiser le risque de 

contamination de l’acide nucléique.

2.3.2.1.2. Préparation des réactifs :  

Tous les réactifs doivent être conservés dans un accumulateur ou glace durant la 

préparation.

 Réactifs, Amorces et Probes :

52
Oumarou Amadou TRAORE                                                      Thèse de Pharmacie 2011



Surveillance sentinelle des grippes humaines pandémique et saisonnière à Bamako en 2010

 Décongeler les aliquotes d’amorces et probes.  Ne jamais recongeler le 
probe une fois dégivré.

  Les vortexer pendant 15 secondes.

 Les centrifuger brièvement.

 Les placer  dans de la glace ou accumulateur  lors de la préparation du 

mélange mixte.

Réactifs de buffer et enzyme :        

 Invitrogen 2XPCR mélange mixte  et  super  script  III  RT/platinum Taq 

enzyme sont placés dans l’accumulateur entre 4-8°c.

 Décongeler complètement.

 Mixer 10 fois.

 Centrifuger brièvement amorces et probes.

2.3.2.1.3. Les précautions à prendre :   

Des précautions appropriées sont nécessaires du fait de la sensibilité de la 

réaction RT-PCR et dans le souci d’éviter des contaminations.                              

Les précautions suivantes sont recommandées :  

 Réserver différentes salles pour la technique et la conservation.

 Travailler exclusivement sous la hotte.

 Chaque salle de travail doit avoir ces propres blouses.

 Eviter de circuler avec une même blouse d’une salle a l’autre. 

 Maintenir séparer les équipements (pipetes, microcentrifugeuses) 

et  les  consommables  (tubes  microcentrifuge,  Embouts)  pour  la 

technique et la conservation de l’ARN extrait.

 Porter  une  blouse  propre  et  des  gants  sans  poudre  lors  de  la 

technique.

 Changer les gants si une contamination est suspectée.

 Garder les réactifs et les tubes de réactions bien fermés ou bien 

couverts.
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 La  surface  de  travail,  pipettes,  et  centrifugeuses  doivent  être 

propres et décontaminées avec des produits comme DNaZap  ou 

RNa  AWAY  dans  le  souci  de  minimiser  le  risque  de 

contamination de l’acide nucléique.

 Les réactifs, mélange mixte et ARN  doivent être maintenus dans 

un accumulateur durant la préparation  pour assurer la stabilité.

 Vérifier toujours la date d’expiration avant l’usage. Ne pas utiliser 

un réactif périmé.

 Protéger les probes de la lumière.

 Les aliquotes d’amorces et  probes et  le Taq du mélange mixte 

doivent  être  maintenus  dans  un accumulateur  et  cela  durant  le 

temps de la préparation et d’usage.           

2.3.2.2. Extraction de l’ARN des échantillons :

 Procédure :

 L’extraction se passe dans une salle réservée pour l’extraction des 

échantillons.

 Identifier les tubes conformément aux échantillons. 

 Ajouter  à  560µl  de  Buffer  AVL (contenant  ou  pas  de  l’ARN 

carrier), 60µl du prélèvement ; mixer pendant 15secondes. Après 

mixage, centrifuger.

 NB :  partager  d’abord  du  buffer  (560µl)  dans  différents  tubes 

stériles et identifiés.

 Incuber  à  la  température  du  laboratoire  (15-25°c)  pendant  10 

minutes.

 Ajouter  560µl  de  l’éthanol  (96-100%)  et  vortex  pendant  15 

secondes, après mixage, centrifuger.
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 Pipeter 630µl et transférer dans un tube filtre Qiagen de 2ml et 

centrifuger  à  6000 tours  (rcf)  pendant  une minute.  Replacer  le 

filtre dans un autre tube Qiagen et jeter le filtrat.

 Pipeter le reste et le transférer dans le filtre, fermer et centrifuger 

comme précédemment et replacer le filtre dans un autre tube.

 Ajouter  dans le filtre 500µl de wash Buffer1 (AW1) fermer  et 

centrifuger à 6000tours rcf pendant 1 minute.  Replacer le filtre 

dans un autre tube Qiagen et jeter le filtrat.

 Ajouter dans le filtre 500µl de wash Buffer2 (AW2) et centrifuger 

à 20000 tours pendant 3 minutes et après transférer le filtre dans 

un tube eppendorf  stérile de 1,5ml.

 L’élution de l’ARN : Ajouter 60µl buffer AVE (élution buffer). 

Incuber pendant une minute à la température du laboratoire.

 Centrifuger à 6000 tours rcf pendant une minute.

 Conserver l’ARN entre -40°c et -70°c. 

2.3.2.3. Préparation du mélange mixte et de la plaque :         

Salle de préparation du mélange mixte : 

 Etiqueter  les  tubes  eppendorfs  stériles  de  1,5ml  pour  chaque 

réaction de mélange mixte. (Exemple : Influenza A ; Influenza B ; 

H1 ; H3 et/ou H5a, H5b). 

 Déterminer le nombre de réaction (N) qui doit être préparé.

 Calculer  le  volume  de  chaque  réactif  à  ajouter  suivant  la 

préparation du Template, comme l’indique le tableau ci-dessous. 

Tableau 1 : Tableau de la préparation du mélange mixte

                            Invitrogen  
 1x (uL) N
Water 5 N. 5
Buffer 12,5 N. 12,5
Fprim (40mM) 0,5 N. 0,5
Rprim (40mM) 0,5 N. 0,5
Probe (10mM) 0,5 N. 0,5

55
Oumarou Amadou TRAORE                                                      Thèse de Pharmacie 2011



Surveillance sentinelle des grippes humaines pandémique et saisonnière à Bamako en 2010

Enzyme 1 N. 1
Total 20 N. 20

                

                    

 Préparer  un  mélange  mixte  pour  chaque  type  ou  sous  type 

(Exemple :  Inf  A ;  Inf  B ;  H1 ;  H3)  dans  un  type  eppendorf 

étiqueté,  stérile  en  calculant  d’abord  le  volume  correspondant 

pour chaque réactif qui doit être ajouté et pour chaque amorce et 

probe à utiliser pour le mélange mixte correspondant : Utiliser le 

tableau ci-dessus  pour  déterminer  le  volume recommandé  pour 

une réaction correspondant à une plaque (18 échantillons et les 

contrôles).

 Dans  la  salle  de  préparation  du  mélange  mixte  dispenser  les 

réactifs dans les tubes étiquetés de 1.5ml, après addition de l’eau 

ultra-pure, mixer le mélange en pipetant en plusieurs reprises dans 

le tube. 

NB : Ne pas vortexer. 

 Centrifuger pendant 5 secondes pour récupérer les gouttelettes en 

suspension  sur  la  paroi  du  tube  et  placer  le  tube  dans  un 

accumulateur.

 Placer la plaque de 96 puit dans un accumulateur.

 Partager 20µl de chaque mélange mixte dans chaque puits de la 

plaque comme indiqué par la figure ci-dessous
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Tableau 2 : Schéma mettant en évidence la plaque. 

 

 Dispenser 5ul du contrôle négatif (NTC) dans la première colonne 

de la plaque, couvrir la colonne contenant le contrôle négatif et 

identifier.

2.3.2.4. Addition de l’Acide nucléique :(ARN)

 Vortexer l’ARN et centrifuger pendant 5 secondes.

 Après centrifugation placer l’ARN dans un accumulateur. 

 Les  échantillons  doivent  être  ajoutés  dans  les  colonnes  de  la 

plaque comme indiquées par la figure ci-dessus.

 Pipeter  5µl  de  l’ARN  et  ajouter  à  la  colonne  correspondante 

comme mentionné sur la figure. (Exemple : S1). Garder les autres 

échantillons  bien  fermés  durant  l’addition,  changer  d’embout 

après chaque addition.

 Couvrir soigneusement la colonne dans laquelle l’échantillon est 

ajouté pour éviter les contaminations.

 Couvrir entièrement la plaque et passer dans la salle du contrôle 

positif pour l’addition du contrôle positif.

2.3.2.5. Addition des contrôles :  

  

FLU A

FLU B

RP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NTC S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 HSC SIVC
NTC S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 HSC SIVC
NTC S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 HSC SIVC

S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18
S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18
S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18
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 Ajouter 5µl du HSC déjà extrait avec les échantillons 

spécifiquement dans la colonne 11. Couvrir la colonne après 

addition de l’ARN du HSC.

 Pipeter 5µl de l’ARN du SIVC et/ou H5VC et ajouter dans le puit 

approprié de la plaque comme indiqué par la figure.  Dans le cas 

des sous typages du type A toujours dans la colonne 12 au niveau 

de E et F le contrôle à ajouter est le SIPC qui est le contrôle de la 

grippe porcine. Couvrir la plaque et transporter  dans la salle 

d’amplification                                                              

 Centrifuger  la  plaque  dans  un mini  centrifugeuse  afin  de  faire 

disparaître les gouttelettes et les bulles d’airs, maintenir la plaque 

dans  l’accumulateur  avant  de  le  mettre  dans  la  machine. 

 

Figure 13 : photo de la plaque.
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2.3.2.6.  Description  de  la  procédure  de  préparation  du  template  pour 

Applied Biosystem 7500 Fast DX System :

 Commencer en faisant une double clique sur Applied Biosystem Fast et 

l’image  en  dessous  va  apparaître  choisir  icon  Advenced  Set  up. 
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 Une nouvelle fenêtre va apparaître. 

 

                                                                                                                        

 Saisir  dans  le  cadran  User  name  le  nom  de  l’utilisateur  (le  nom  du 

technicien).

 Choisir 7500 Fast (96 Wells).

 Choisir Quantitation – Standard Curve.

 Choisir réactifs Taqman

 Choisir Standard (2 heures pour finir un essai)
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 A gauche de la fenêtre en haut choisir Plate Set up et la fenêtre d’en bas 

va apparaître. 

 Dans le cadran Define Target faites entrer les noms des types de grippe. 

Exemple : Flu A et FLU B

 Choisir une couleur pour chaque type.

NB : Choisir encore Target si tu veux ajouter d’autres. 

 Dans Define Samples de la fenêtre ci - dessus  faire rentré les noms des 

échantillons a tester.
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 Choisir Assign Target et la fenêtre en dessous va apparaître 

 Dans la fenêtre View plate Layout Tape, cliquer dans la ligne A et choisir 

tous les puits de la ligne.

 Dans Asign Target, dans Select Well Tape cocher Inf A correspondant a 

la ligne A et faire pareil pour la ligne B et C respectivement Inf B et RP.

 Dans le tableau View Plate Layout cliquer dans la colonne 1 pour choisir 

tous les puits de cette colonne.

 Dans Asign Sample to the Select Well, cocher l’échantillon 

correspondant.

Exemple : colonne 1 : NTC

 Répéter  la  même  chose  dans  les  autres  colonnes  pour  l’ensemble  des 

échantillons.

 Dans Select Dye to Use as the passive reference Box choisir None

 Sauver le template sur le disque dure avec des références.

 Une  fois  la  plaque  préparer  conformément  au  Template,  allumer  la 

machine  Applied  Biosystem ouvrir  le  template  sauver,  et  introduire  la 
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plaque  dans  la  machine  et  lancer  la  réaction  suivre  la  machine  avant 

l’apparution du temps de réaction estimé (102 minutes).

                                                                                                                             

2.3.2.7. Interprétation et report des résultats :

 Une  fois  la  réaction  terminée  passer  à  l’interprétation  en  cliquant  sur 

Analyse Setting et décocher treshold automatique.

(Treshold : c’est la ligne de référence qui est utilisée par le technicien pour 

déterminer la positivité d’un échantillon)

Un échantillon positif a un cycle d’amplification inférieur ou égal à 37,4 elle 

se traduit par une courbe en croissance exponentielle.

 Choisir les différents serogroupes exemple : Inf A et procéder a 

l’interprétation en déplaçant le treshold jusqu’à la phase de croissance 

exponentielle de la courbe et projeter sur l’axe des abscisses pour 

déterminer le nombre de cycle ; faire ainsi pour l’ensemble des 

serogroupes et vérifier chaque échantillon

NB : SIVC doit être positif à Inf A, Inf B et RP

Le HSC doit être négatif à Inf A et Inf B.

Le HSC et  l’ensemble  des  échantillons  doivent  avoir  un  cycle  amplification 

inférieur ou égal à 37,4 à RP.         

Une fois l’interprétation terminée les résultats sont imprimés dans un tableau 

comportant l’ensemble des échantillons, les contrôles et leurs valeurs de cycle 

d’amplification.

Le graphique aussi est imprimé.

Une fois les résultats imprimés, ils sont portés dans un registre et les fiches de 

report des résultats. 
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3. Saisie, analyse des données et Aspect éthique.

3.1. Saisie et analyse des données :

Les données ont été saisies, traitées et analysées sur SPSS (version 12.0) pour 

Windows. 

Word 2003 a été utilisé pour le traitement de texte.

Epi  6. info a été utilisé pour le calcul de Chi2

3.2. Aspect éthique.

 La bibliographie des auteurs cités dans le texte a été respectée.

 L’anonymat  des  patients  a  été  également  respecté  (pas  de  nom,  ni  de 

prénom,  ni  adresse)  les  patients  peuvent  retrouvés  leurs  résultats  sans 

retrouvés leurs noms.
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4. Résultats :

Notre étude a porté sur 739 participants. Sur les 739 participants prélevés 32 ont 

été positifs au virus A/H1N1  2009 soit  4,3% de l’échantillon,  et 27 ont été 

positifs au virus Influenza B soit 3,6% de l’échantillon.

Nous avons fait une évaluation des caractéristiques socio -démographiques  et 

analytiques.

4.1. Résultats socio – démographique :

Tableau 3 : Répartition de la population.

Population Fréquence Pourcentage

Enfants de 0 – 35mois 662 89,6%
Femmes enceintes 77 10,4%

Total 739 100

La population 0 – 35 mois a été la plus représentative avec 89,6% 
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Graphique 1 : Représentation graphique de la population. 

                                                                                                                            

Tableau 4 : Répartition de la population  en fonction de Site de prélèvement

 

Provenance Fréquence Pourcentage

CHU GT 662 89,6
ASACOBA   (Banconi) 63 8,5
Chérifla  (Banconi) 14 1,9

Total 739 100

L’hôpital Gabriel Touré a eu le plus de prélèvements avec 89,6%
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Chérifla

Graphique  2 :  Représentation  graphique  de  la  population  selon  le  site  de 

prélèvement. 

                                                                                                                             T

ableau 5 : Répartition de la population  en fonction de la saisonnalité.

Saison Population d’étude Total pourcentage
0-35mois Femmes enceintes

Saison froide 274 31 305 41,3
Saison 

pluvieuse

167 16 183 24,8

Saison sèche 221 30 251 33,9

Total 662 77 739 100
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41,3% de nos prélèvements ont été faits en saison froide.
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Graphique 3 : Représentation graphique de la population selon la saisonnalité.

                                                                                                                            

4.2. Résultats analytiques :

Tableau 6 : Distribution de la grippe  dans la population 

Population 

d’étude

                    Résultats Total        %

A/H1N1  2009 

                     %

Virus 

 Influenza B      %     

0 – 35 mois 25 78,1

3

21 77,78 46         77,97

Femmes enceintes 7 21,8

7

6 22,22 13         22,03
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Total 32 100 27 100 59        100

77,97% des cas de grippe confirmés sont des enfants de 0 – 35 mois.
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Graphique 4 : Représentation graphique des cas de grippe confirmés dans la 

population.

Tableau 7 : Fréquence du virus A/H1N1 2009 dans la population 

Population           Résultats Total              %

Positifs              % Négatifs               %

0 – 35 mois 25 3,38 637 86,20 662 89,58
Femmes 

enceintes

7 0,95 70 9,47 77 10,42

Total 32 4,33 707 95,67 739 100

Chi2 = 2,1686
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P = 0.039 < 0,05

Les enfants sont les plus touchés.
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Graphique 5 : Représentation graphique de la grippe porcine dans la 

population. 

Tableau 8 : Fréquence du virus Influenza B dans la population 

Population                            Résultats Total              %
Positifs               % Négatifs                  %

0 – 35mois 21 2,84 641 86,74 662 89,58
Femmes 

enceintes

6 0,81 71 9,61 77 10,42

Total 27 3,65 712 96,35 739        100

Chi2 = 2.0449

P = 0,05
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Les enfants sont les plus touchés. 
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Graphique  6 :  Représentation  graphique  de  la  grippe  saisonnière  dans  la 

population. 

Tableau 9 : Fréquence de la grippe en fonction des saisons

Saisons                      Résultats Total       %

Virus A/H1N1 

2009           % 

Virus Influenza B    

                            %         

Saison froide 30 93,75 21 77,78 51         86,45

Saison 

pluvieuse

0 0 1 3,70 1            1,69

Saison sèche 2 6,25 5 18,52 7           11,86

Total 32 100 27 100 59          100
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86,45% des cas de grippe confirmés ont étés obtenus pendant la saison froide.
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Graphique 7 : Représentation graphique des cas de grippe confirmés selon la 

saisonnalité.

Tableau 10: Fréquence de la grippe en fonction du site de prélèvement

Sites  de 
prélèvement

                    Résultats Total          %

Virus A/H1N1 
 2009 
                    % 

Virus Influenza B 
           
                        %

HGT 25 78,13 21 77,78 46 77,9
7

ASACOBA 5 15,62 6 22,22 11 18,6
4

Chérifla 2 6,25 0 0 2 3,39

Total 32 100 27 100 59 100

77,97 % des cas de grippe confirmés sont des prélèvements de HGT.
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Graphique 8 :  Représentation graphique des cas de grippe confirmés selon le 

site de prélèvement.

  

5. Commentaires et Discussions :
5.1. Evaluation du laboratoire :

Notre étude s’intègre dans le cadre des travaux du CVD – Mali qui possède un 

laboratoire équipé des appareils, matériels et réactifs permettant de réaliser la 

réaction en chaîne polymérase en temps réel et des scientifiques maliens de 

laboratoire formés par le personnel de CVD – Maryland dans l’utilisation du 

rRT – PCR pour la détection des virus grippaux.

5.2. Du point de vue de la méthodologie :

Notre étude vise à surveiller l’incidence de l’infection de la grippe chez les 

enfants de 0 – 35 mois admis en urgence au service de pédiatrie de l’hôpital 

Gabriel Touré  et les femmes enceintes se présentant à l’ASACOBA et au centre 

de santé Chérifla. L’étude a concerné 739 cas souffrants des syndromes 

73
Oumarou Amadou TRAORE                                                      Thèse de Pharmacie 2011



Surveillance sentinelle des grippes humaines pandémique et saisonnière à Bamako en 2010

grippaux. Le mode de prélèvement a été l’écouvillonnage du nez et de la gorge. 

Après prélèvements effectués par des cliniciens bien formés, les échantillons 

étaient  transportés vers le laboratoire dans les 72 heures qui suivent les 

prélèvements.

La méthode du travail suit les instructions du CDC (center for disease control 

and prevention) avec les étapes suivantes :

 Réception et vérification des conditions d’acceptabilités.

 Partage et stockage des échantillons.

 Préparation, partage et stockage des réactifs.

 Préparation, extraction et conservation des contrôles.

 Extraction de l’ARN.

 Préparation du mélange mixte.

 Préparation de la plaque.

 Amplification.

 Analyse, interprétation et report des résultats. 

 Les travaux ont été effectués dans le laboratoire d’Influenza  du CVD – Mali, 

dans les conditions scientifiques rigoureuses.

 5.3. Du point de vue des résultats. 

Notre étude a porté sur 739 participants dont 662 enfants de 0 – 35 mois et 77 

femmes enceintes. 

La  majorité  des  prélèvements  reçus  sont  de  l’Hôpital  Gabriel  TOURE  soit 

environ 90% des prélèvements. Plus de syndromes grippaux ont été observés 

pendant  la saison fraîche ce qui a permis d’inclure plus de patients durant cette 

saison, soit 41% des prélèvements. En outre cette saison a connu plus de cas de 

grippes confirmés soit environ 94% des cas de grippe porcine 2009 et environ 

78% des cas de grippe saisonnière  

La population infantile  de notre  étude  a  fait  plus de grippe porcine  2009 et 

saisonnière que les femmes enceintes soient respectivement 25 cas et 21 cas. 
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Une étude similaire  réalisée au Canada par le centre de l’immunisation et des 

maladies infectieuses de l’Agence de la Santé Publique du Canada (ASPC) sur 

168 cas, les résultats ont confirmé la vulnérabilité des enfants de 0-35 mois avec 

environ  30% de  cas  de  grippe  porcine  2009  observés  dans  cette  population 

contre seulement 7% chez les femmes enceintes. Ceci peut s’expliquer par l’état 

immunitaire précaire du jeune enfant.

En France une étude réalisé dans la région de PACA sur 4551 suspect montre 

aussi que l’incidence de la grippe était supérieur chez l’enfant que chez l’adulte 

avec 4,3% chez l’enfant contre 1,1% chez l’adulte.

Le manque de résultats comparatifs en Afrique s’explique du faite que la grippe 

porcine de 2009 est récente et peu de résultats n’ont étés publiés à ce jour.

6. Conclusions :

Notre étude est réalisée au Centre National Influenza basé au CVD – Mali sur 

une période allant de Novembre 2009 à Juillet 2010 et a porté sur 739 patients 

dont 662 sont des enfants de 0 – 35mois et 77 femmes enceintes.

Nous avons fait une étude prospective basée sur la surveillance sentinelle de la 

grippe dont l’objectif est la mise en évidence du virus A/H1N1 pandémique et 

autres virus grippaux au Mali.

Le mode de prélèvement a été l’ecouivillonage naso et oro - pharyngé.

Ce centre a permis de palier aux problèmes de données épidémiologique qui 

jusque la n’existaient pas dans nos pays en voie développement  par manque de 
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laboratoires  qui  ont  l’expertise  et  l’équipement  nécessaire  pour  mener  des 

recherches sur le virus Influenza.     

Notre  étude  nous  montre  que  la  grippe  porcine  de  2009  et  les  grippes 

saisonnières  sont  rencontrées  dans  les   pays  tropicaux  comme  le  Mali,  les 

enfants et les femmes enceintes constituent une couche vulnérable.

                                                                                                                             

7. Recommandations :

Nos recommandations sont les suivantes :

 Aux autorités sanitaires :

Investir  dans la recherche  biomédicale et notamment dans le domaine de la 

virologie,  en  formant  les  agents  sanitaires  dans   différentes  spécialités  de 

recherche en santé.

Entreprendre une surveillance élargie de la grippe au Mali tout en décentralisant 

les laboratoires de diagnostic d’Influenza permettant une prise en charge rapide 
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des patients, et rendre disponible les vaccins pour  prévenir les cas d’épidémie 

de grippe porcine 2009 et les autres grippes saisonnières.

 A la population :

Aller vers l’information  auprès des agents socio – sanitaires ou la presse lui 

permettant  de  comprendre  le  mode  de   prévention  et  de  transmission  de  la 

grippe.    
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9. Résume : 

Le virus influenza est un virus à ARN enveloppé à capside symétrique complexe 

appartenant à la famille des orthomyxoviridae. Cette famille comprend 3 types 

A, B, et C.

Les types A sont plus virulent que les types B et C. Ce virus est responsable de 

la grippe.

Le risque accru pour les femmes enceintes de développer une maladie grave et 

mortelles de la grippe a été bien établie au cours des pandémies de 1918 et 1957.

De même le risque élevé associé à la grippe qui survient en dehors des 

pandémies pour les nourrissons est aussi bien établi.

L’étude a portée sur 739 participants dont 662 enfants de 0 – 35 mois et 77 

femmes enceintes. Elle a été réalisée dans le laboratoire Influenza du CVD – 

Mali. Les sites de prélèvements étaient HGT, ASACOBA et Cherifla.

Sur les 739 participants 46 cas de grippe ont étés révélés. La population infantile 

de notre étude était la plus touchée avec 25 cas. 94% des cas de grippe porcine 

et 78%  des cas de grippe saisonnière ont été obtenu pendant la saison fraîche.

Notre étude nous montre que la grippe porcine de 2009 et les grippes 

saisonnières sont rencontrées dans les pays tropicaux comme le Mali, les enfants 

et les femmes enceintes constituent une couche vulnerable. 
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