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SIGLES ET ABREVIATIONS:

AGC : Absolute Granulocyte Count (nombre de granulocytes)
ALAT: Alanine Aminotransférase

ALC : Absolute Lymphocyte Count (nombre de lymphocytes)

AMA: Antigen Membrane Apical

ANC : Absolute Neutrophile Count (nombre de neutrophiles)
ARNmM: Acide ribonucléique messager

ASAT: Aspartate Aminotransférase

CCMH: Concentration Corpusculaire (ou globulaire) Moyenne en Hémoglobine
CD : Cluster of Differenciation (Grappe de Différenciation)

CLHP: Chromatographie en phase Liquide de Haute Performance
CMH: Complexe Majeur d'Histocompatibilité

CQ: Contrble de Qualité

Cr : Créatinine sérique

CSCOM: Centre de Santé Communautaire

CSP: Circum Sporozoite Protein (Protéine de Surface)

CTA: Combinaison Thérapeutique a base d’ Artémisinine

DEAP : Département d’Epidémiologiques des Affections Parasitaires
DDT: Dichloro Diphenyl Trichloroéthane

EDTA: Ethyle Diamine Tétra Acétique

ELISA: Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay

ET: Ecart-Type

FDA: Food and Drug Administration

FLSL : Faculté des Lettres, des Langues et des Sciences du Langage ;
FMPOS : Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie
G: Giga

g: Gramme

G6PD: Glycose-6-Phosphate Déshydrogénase

Gf : Gamétocyte falciparum

GR: Globule Rouge
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Hb: Hémoglobine

ID: Identification

IFN: Interféron

IL: Interleukine

IOP: Insuffisance Ovarienne Prématurée

IP: Indice Plasmodique

IS: Indice Splénique

I: Litre

mEq: Milliéquivalent

mm: Millimetre

mmol: Millimole

MRTC: Malaria Research and Training Center
MSP: Mérozoite Surface Protein

MV : Malaria Vaccine

NFS: Numération Formule Sanguine

NIAID: National Institute of Allergy and Infection Disease
OHRP: Office for Human Research Protection
OMS: Organisation Mondiale de la Santé
PCR: Polymerase Chain Reaction

Pfs : Plasmodium falciparum

pg: Picogramme

pH: Potentiel d’Hydrogene

RN: Route Nationale

RTS, S: Fusion protéique entre I’antigéne circum sporozoite protein du Plasmodium

falciparum, Antigene de surface de virus de [’hépatite B (HbsAQ)

SOP: Standard Operating Procedure (Procédures Standard Opératoires ou normalisées)

SP: Sulfadoxine-Pyriméthamine

SRCU: Unité du Conteneur d’Echantillons et de Réactifs
SST: Serum Separator Tube

TCMH: Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine

TGO: Transaminases Glutamique-Oxalo-Acétique
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TGP: Transaminases Glutamique-Pyruvique

TIE: Taux d’Inoculation Entomologique

Ul: Unité Internationale

pmol: Micromole

USTTB : Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
VGM: Volume Globulaire Moyen

VH: Virus de I’Hépatite

VIH: Virus de I’Immunodéficience Humaine
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INTRODUCTION :
Les hémoglobines sont les composantes principales des hématies sous formes de pigments,

elles ont pour réle principal, le transport de I’oxygéne des poumons vers les tissus, ainsi que
I’élimination du dioxyde de carbone des tissus vers les poumons. Elles participent ainsi au
maintien du pH intra érythrocytaire [1].

Une mutation de I'un des geénes codant pour les chaines de globine peut aboutir a une
hémoglobinopathie, correspondant soit a une anomalie qualitative ou quantitative de
I’hémoglobine. Les anomalies qualitatives de I’hémoglobine, ou hémoglobinoses, sont liées a
la production des variants de I’hémoglobine constituée d’une chaine de globine anormale, les
plus fréquentes étant les hémoglobines Glu6Val (HbS), Glu6Lys (HbC) et Glu26Lys (HbE).
Les anomalies quantitatives, appelées thalassémies, correspondent a un déficit partiel ou
complet de la synthése de globine, sans altération de la protéine [2].

Avec plus de 300 000 naissances d'individus affectés par an, les anomalies qualitatives et
quantitatives de I'némoglobine figurent parmi les anomalies génétiques les plus fréquentes dans
le monde [2].

En Afrique sub-Saharienne 10-30% de la population porte le géne de I’HbS et la méme
proportion serait porteuse de HbC [3].

Au Mali les taux de prévalence pour les hémoglobinoses S et C variaient respectivement selon
les régions entre 1,2 - 20 %, et 0 - 18 % [3].

Le géne de la drépanocytose est devenu courant en Afrique parce que le trait drépanocytaire
confere une résistance au paludisme a P. falciparum au cours d’une période critique de la petite
enfance, favorisant la survie de I’hote et donc la transmission ultérieure du géne anormal.
Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé lors de la cent dix-septiéme session du conseil
exécutif du 22 décembre 2005, on constate que la drépanocytose est a I’origine de 1’équivalent
de 5 % des décés d’enfants de moins de cing ans sur le continent africain. Dans certaines parties
de I’Afrique Subsaharienne elle touche jusqu’a 2% des nouveau-nés. La prévalence du trait
drépanocytaire (porteur sain n’ayant hérité qu’un géne muté d’un seul de ses parents) atteint 10
a 40 % en Afrique équatoriale, de 1 a 2 % en Afrique du Nord et de moins de 1 % en Afrique
du Sud.

Aux Etats-Unis, les individus atteignant I'age adulte, une telle mutation ne pouvait "survivre"
que sous une forme hétérozygote, associant hémoglobine A et hémoglobine S. La présence du
trait drépanocytaire protége contre le risque de décés par malaria. Les enfants hétérozygotes
voient leur risque de mourir par malaria réduit comme suit : enfants hétérozygotes AC, de 29% ;

hétérozygotes AS de 73% [4]. Dés 1946, Beet observe une résistance meilleure a la malaria des
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patients drépanocytaires. Bien que les individus hétérozygotes aient I’avantage de la résistance
contre le paludisme, il est & noter que la forme homozygote est létale malgré 1’amélioration
apportée par I’avancée de la médecine. La mutation "falciforme™ est & double tranchant,
transmettant a la communauté des avantages et des inconvénients. En termes de génétique, la
distribution de la drépanocytose augmente les chances de survie pour les porteurs
hétérozygotes, équilibrant le prix de I'anémie falciforme [5].

A nos jours, plus de 800 variants d’hémoglobine ont été décrits. Toutefois, la majorité des
variants de I’hémoglobine sont asymptomatiques et sont donc découverts fortuitement [6].
Quelques dizaines de variants seulement ont une importance clinique, dont I’hémoglobine S,
responsable de la drépanocytose, et découverte en 1949 par Pauling et al. [7]. 1l s’agit de la plus
fréquente des hémoglobinopathies, notamment en Afrique subsaharienne, mais également aux
Antilles, en Inde, au Moyen-Orient et dans le bassin méditerranéen [8,9]. Toutefois, du fait des
migrations de populations, les différentes hémoglobinopathies se sont répandues dans tous les
pays.

Le deuxieme variant de I’hémoglobine le plus fréquent, aprés 1’hémoglobine S, est
I’hémoglobine C [10,6]. Celle-ci serait originaire du plateau voltaique et se serait propagée par
diffusion concentrique. Elle est ainsi tres répandue dans les zones impaludées de I’ Afrique de
1I’Ouest, notamment au niveau du golfe du Bénin, au Ghana et aux Antilles frangaises.

Le troisieme variant de ’hémoglobine le plus fréquent est ’hémoglobine E, trés présente
notamment en Asie du Sud-Est [11]. L’hémoglobinose E se présente donc comme une
thalassémie discréte. Les sujets hétérozygotes (A/E) sont asymptomatiques, tandis que les sujets
homozygotes (E/E) présentent une discréte anémie hémolytique microcytaire et Iégérement
hypochrome en général bien tolérée [10].

En Afrique, sur les anomalies quantitatives, seule I’alpha thalassémie-2, est présente dans sa
forme modérée. Elle n’a aucune conséquence clinique chez le porteur, mais elle peut interférer
avec I’hémoglobine S. Par exemple, I’alpha thalassémie entraine une diminution du taux
d’hémoglobine S chez les sujets AS [12].

Des facteurs génétiques conferent une résistance, en particulier des facteurs de résistance
érythrocytaires : modifications de la chaine B de I’hémoglobine (HbS, HbC, HbE),
modifications des taux de synthese des chaines de globine (thalassémies).

En Afrique subsaharienne, il est admis que le paludisme est dd a P. falciparum et a P. malariae,
plus rarement a P. ovale [13]. Dans une étude a Bandiagara, une région sahélienne du Mali, en
Afrique de I'Ouest ou la population est a majorité Duffy négative, on a observé 1 a 3 occurrences

d’infections a P. vivax chez chacun des 25 enfants Duffy négatifs inclus dans 1’étude. L’anémie,
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cependant, était la principale expression clinique de l'infection. Plasmodium vivax pourrait
devenir un fardeau pour I'Afrique subsaharienne en cas de reduction de la prévalence de P.
falciparum. Les preuves de la circulation autochtone de P. vivax doivent étre prises en compte
dans la conception des stratégies de contréle et d'élimination du paludisme en Afrique. [14].
Les échecs des campagnes d’éradication menées jusqu’a présent sont essentiellement dus a la
résistance acquise du vecteur, anophéle femelle, aux insecticides et celle progressive du parasite
aux antipaludiques classiques notamment a la chloroquine. Aujourd’hui, pratiquement tous les
médicaments antipaludiques semblent étre touchés a des degrés divers par la chimiorésistance
qui s’étend géographiquement et en intensité. De plus I’emploi d’antipaludiques efficaces telles
que I’amodiaquine ou 1’association sulfadoxine/pyriméthamine a dii étre réduit a cause d’effets
secondaires sérieux [15].

Les vaccins constituent a cet effet les outils privilégiés de lutte contre les maladies infectieuses,
les outils le plus bénéfiques en santé publique. De nouvelles stratégies de lutte anti palustres
deviennent nécessaires. La vaccination en diminuant I’incidence des acces palustres, sera un
atout majeur dans la lutte contre ce fléau [15].

Pfs25 et Pfs230, des antigenes de surface exprimés chez le moustique (zygote et ookinete) et
chez I’lhomme (gamétocyte) de P. falciparum, sont des candidata principaux pour un vaccin
bloquant la transmission du paludisme. Un vaccin pouvant interrompre la transmission du
paludisme serait un outil précieux pour I'élimination locale ou I'éradication de cette maladie et
pourrait contenir les composants permettant le blocage de la transmission chez le moustique
(comme Pfs25 ou Pfs230) ou ceux pouvant prévenir I’infection chez ”’homme (comme le vaccin
RTS, S). [16].

Bronner P. Gongalves et al, en 2017 montre 1I’impact des hémoglobinopathies sur les parasites
du paludisme dans une étude sur les variants de I'némoglobine qui fagonnent la distribution des
parasites du paludisme dans les populations et leur possibilité de transmission.

Nous n’avons pas eu d’étude sur I’impact des variants de 1’hémoglobine sur les paramétres
hématologiques et biochimiques dans notre recherche.

L’hémoglobine étant la composante principale de I’hématie et que I’hématie représente 80% du
sang total ; dans le souci d’avoir un bon résultat a 1’essai clinique d’un vaccin contre le
paludisme, notre étude avait pour but I’identification des variants d’hémoglobine en vue
d’évaluer leur fréquence et leur impact sur la parasitémie, les parametres hématologiques et
biochimiques chez les volontaires ayant participé a 1’étude du vaccin Pfs25-230/AS01 a

Bancoumana, Mali
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II.  OBJECTIFS DE L’ETUDE :

1.1 Obijectif général :
Evaluer la fréquence des variants d’hémoglobine et son impact sur la parasitémie a

Plasmodium, les parametres hématologiques et biochimiques.

1.2 Objectifs spécifiques :
v Déterminer la prévalence des variants d’hémoglobine dans la population d’étude ;

v Déterminer le taux moyen de la parasitémie en fonction des variants d’hémoglobine;

v’ Etablir une relation entre les variants d’hémoglobines et la survenue d’infection
palustre ;

v' Déterminer le taux moyen des parametres hématologiques et biochimiques en

fonction des variants d’hémoglobine.
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GENERALITES:

1.1 L’HEMOGLOBINE
L’hémoglobine (Hb) est une molécule (protéine) abondante dans I’organisme humain; il y a 14

g/dl de sang, soit 735 g au total chez un adulte de 70 Kg. Les valeurs normales du taux
d'’hémoglobine dépendent du sexe et de I'dge du sujet. Un taux d'hémoglobine inférieur a la

norme définie une anémie [17].

I11.1.1 La structure
L’hémoglobine est un tétramére de poids moléculaire de 64.500 Da faite de I’union d’une

portion protéique (la globine) et d’un pigment porphyrique contenant du fer (I’héme). L’héme
est une molécule plane composée de quatre (4) noyaux pyrrol a sommet azoté réunis par des
ponts méthene (-CH=) ; huit (8) chaines latérales (4 methyles, 2 vinyles, 2 acides propioniques),
un atome de fer central fixé aux 4 atomes d’azote des noyaux pyrrol avec deux (2) valences

libres.

HOGC

CO0H

Figure 1 : Molécule de I’héme (source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Heme.svg#file)

La globine comporte quatre (4) chaines polypeptidiques identiques deux (2) a deux (2) : deux
(2) chaines a avec 141 acides aminés et deux (2) chaines non a (3, 8, v) avec 146 acides aminés.
Chacune est reliée a un groupement héminique par un atome de fer.

La molécule compléte d’hémoglobine comporte donc 4 chaines globiniques et quatre (4)
groupements hémes avec quatre (4) noyaux de fer et peut fixer quatre (4) molécules d’oxygene.
Dans I’Hb A, chaque chaine o ou B s’enroule sur elle-méme, réalisant une structure en double
hélice donnant la structure secondaire. Les sous unités al-B1 et a2-f2 sont des liaisons fortes

et forment des dimeéres. La réunion de ces dimeéres réalise la structure quaternaire.
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4 groupements héme
(en rouge)

p-globine \ p-globine
cavité

a-globine a-globine

Figure 2 : Structure de ’hémoglobine : tétramere constitué de quatre chaines de globine identiques deux a deux

et de quatre molécules d’héme renfermant chacune un atome de fer [18].

111.1.2 La synthése
La synthése de I’Hb commence dés la troisiéme semaine de la vie intra-utérine. La synthese de

I’héme a lieu dans les mitochondries a partir de la glycine et de 1’acide succinique ; les
porphyrines sont synthétisées puis le fer s’incorpore pour donner la molécule de I’héme [17].
La synthese de la globine suit le schéma de la synthése des protéines et est sous la dépendance
de gene de structure autosomique. La synthese des chalnes a est controlée par des genes situés
sur le bras court de chaque chromosome 16. Ces chaines sont codées successivement par les
génes, {(Zeta), y(Psi) , ya2, yal, a2, al, 6.

En ce qui concerne les chaines non a (B, 9, y) elles sont codées par plusieurs genes : €, Gy, Ay,
yP1, 5, B, situés sur le bras court du chromosome 11.

La synchronisation de la synthése de I’héme et de celle de la globine est assurée par ’heme qui

stimule la synthese des chaines de la globine [17].

Chromosome 11

& [y Py il i i -

pse Ldoge ne

5?

Chromasome 16

O il g2 e 1 o2 ol B -
3:‘

27 pseUdogenes

Figure 3 : Organisation des genes de globine sur les chromosomes 11 et 16 (Source :
http://AtlasGeneticsOncology.org/Educ/GenHemogloblD30014FS.html)

TRAORE Modibo Thése Pharmacie 2019



http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/GenHemoglobID30014FS.html

111.1.3 La fonction
La principale fonction de I’hémoglobine est la fonction respiratoire. L’Hb assure donc la

fixation de I’oxygeéne au niveau des poumons puis sa libération au niveau des tissus. Au cours
de la fixation ou de la libération de 1’oxygene, les sous unités a et  se déplacent les unes par
rapport aux autres avec dilatation de la molécule a 1’état désoxygéné et contraction a 1’état
oxygéné ce qui fait comparer la molécule d’Hb a un poumon a I’échelle moléculaire. Elle assure
également le transport du dioxyde de carbone des tissus aux poumons, ce gaz se combine aux

groupements aminés de la globine pour former la carbaminohémoglobine [17].

111.2 LES VARIANTS NORMALES ET ANORMALES DE L’HEMOGLOBINE

111.2.1 Les hémoglobines normales
L’homme possede plusieurs variétés d’hémoglobines qui se succedent et se chevauchent au

cours de la vie. Au cours de ’embryogenése, des chaines { précédent les chaines .

Parmi les chaines non a, il convient de citer les chaines € pour I’hémoglobine embryonnaire, y
pour I’hémoglobine feetale, B et & pour les hémoglobines de I’adulte. On distingue donc trois
types d’hémoglobines normales.

* Les hémoglobines embryonnaires constituées des hémoglobines Gower 1 (82 €2),

Gower 2 (02¢€2), Portland (£272).

» L’hémoglobine feetale (a2y2).

* Les hémoglobines adultes comprenant I’Hb A1 (022), I’'Hb A2 (0262) et ’'Hb F

(02y2) a I’état de trace.

Lh

=
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=
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Pourcentage de synthése
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OT'OSSesse FHSSEL :
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Figure 4: Evolution de la synthese des différentes chaines de globine au cours de la vie.
(Source : http://erasmeinfo.ulb.ac.be/globule/index.htm)
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111.2.2 Les hémoglobines anormales
Les hémoglobinopathies sont des anomalies congénitales de I’hémoglobine ; leur transmission

génétique suit les lois de Mendel. On distingue deux types d’anomalies de I’hémoglobine : les

hémoglobinopathies qualitatives et les hémoglobinopathies quantitatives [20].

111.2.2.1 Les hémoglobinopathies qualitatives
La plupart des anomalies de structure sont dues au remplacement par mutation d’un acide aminé

par un autre sur une chaine de globine. Dans la majorité des cas, une mutation ponctuelle dans
la région codante de la chaine de globine conduit a I’expression d’un variant. La majorité de
variants structurales est latente. Mais il y a certains qui ont un retentissement clinique et
biologique, provoquant ainsi des phénoménes pathologiques plus ou moins graves. Ces
anomalies peuvent aboutir & une modification de la charge de la molécule, ce qui entraine une
modification de la solubilit¢ de 1’hémoglobine et / ou & un changement des mobilités
électrophorétiques [20].

Avant de débuter la description des principales hémoglobines anormales, il est important d’en
avoir une vision globale et d’en connaitre la nomenclature par ordre alphabétique, dont I’origine

vient de leur profil de migration en électrophorése a pH alcalin (Tableau 1).
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Tableau I : Nomenclature des principales hémoglobines anormales par ordre alphabétique [21]

Nom de I'hémoglobine Mutation decrite on caractéristiques
Hb A Hb adultes (Ag, A1, A, Az}
HbC [6 Glu—Lys
HbD Mutations [} du groupe +1
HbE (126 Glu—Lys
HbF Hb foetale
Hb G Mutations ¢ du groupe +1
HbH Tétrameére [}

HbI Mutations ot du groupe -2

Hb] Vanants « et [} du groupe -1

HbK Variants i et [} rapides entre -1 et -2

Hb M Vanants responsables de méthémoglobinémies
HbN Variants rapides [} du groupe -2

HbO 0-Arab [1121 Glu—Lys

HbP P-Nilotic Géne-fusion

HbQ Variants o du groupe +1

Hb S [6 Glu—Val

Hb T T-Cambodia

Quelques dizaines de variants seulement ont une importance clinique, dont I’hémoglobine S,
responsable de la drépanocytose, et découverte en 1949 par Pauling et al. [7]. 1l s’ agit de la plus
fréquente des hémoglobinopathies, notamment en Afrique subsaharienne, mais également aux
Antilles, en Inde, au Moyen-Orient et dans le bassin méditerranéen [8,9]. Toutefois, du fait des
migrations de populations, les différentes hémoglobinopathies se sont répandues dans tous les
pays [22]. La drépanocytose est due a une mutation ponctuelle sur le sixiéme codon du géne B-
globine conduisant au remplacement d’un acide glutamique par une valine (B6Glu—Val) et
donc a la synthése d’une hémoglobine anormale : 1’hémoglobine S. Par hypo-oxygénation, cette
hémoglobine S se polymérise en longues fibres entrainant une rigidification et une déformation
de I’hématie en forme de faucille (Figure 5). Les hématies, ayant perdu leur élasticité, obstruent
les capillaires des organes, provoquant une ischémie par manque d’apport d’oxygene et donc

des crises vaso-occlusives douloureuses.
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Par ailleurs, il survient une anémie hémolytique en raison de la plus grande fragilité des
hématies [9,23]. Les sujets homozygotes (S/S) sont atteints et souffrent d’un syndrome
drépanocytaire majeur. La concentration en hémoglobine se situe entre 6 et 10 g/dl et les
hématies contiennent alors principalement de I’hémoglobine S, ainsi qu’une fraction
d’hémoglobine F généralement augmentée (de 1’ordre de 5 a 20 %) et une faible fraction
d’hémoglobine A2. L’hémoglobine Ao est quant a elle absente. En revanche, lorsque la
mutation BS (B6Glu—Val) ne concerne qu'un seul des deux geénes P (drépanocytose
hétérozygote A/S), les sujets sont le plus souvent asymptomatiques. L’étude de I’hémoglobine
montre un profil comportant environ 40 % d’hémoglobine S anormale et au moins 50 %
d’hémoglobine A normale, les concentrations d’hémoglobine A2 et d’hémoglobine F restant
normales. En outre, les formes hétérozygotes composites, dans lesquelles un allele porteur de
la mutation B6Glu—Val est associé a un all¢le porteur d’une autre anomalie génétique
(hémoglobine C, hémoglobine O-Arab, hémoglobine D-Punjab, B-thalassémie notamment),

peuvent également étre a 1’origine de syndromes drépanocytaires majeurs [10,24].

" ; a‘
a° e
b
/% -

Figure 5 : Hématies falciformes (ou drépanocytes) au microscope électronique a balayage (a gauche) et au

microscope optique sur frottis sanguin (a droite) [9].

Le deuxiéme variant de 1’hémoglobine le plus fréquent, aprés I’hémoglobine S, est
I’hémoglobine C [6,10]. Celle-ci serait originaire du plateau voltaique et se serait propagée par
diffusion concentrique. Elle est ainsi trés répandue dans les zones impaludées de 1’ Afrique de
1’Ouest, notamment au niveau du golfe du Bénin, au Ghana et aux Antilles francaises.

Toutefois, des cas d’hémoglobinose C apparemment autochtones ont également été observés
en Asie du Sud-Est, remettant en cause cette théorie [8,25]. L’hémoglobine C résulte d’une
mutation ponctuelle sur le gene de la chaine  de la globine, aboutissant a la substitution en
position 6 d’un acide glutamique par une lysine. Les individus hétérozygotes (A/C) sont
cliniguement asymptomatiques mais peuvent présenter sur le plan hématologique une

microcytose modérée. Quant aux sujets homozygotes (C/C), ils présentent le plus souvent des
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manifestations bénignes (crises douloureuses, syndromes thoraciques aigu) liées a une
hémolyse compensée avec splénomégalie. Les complications potentielles apparaissant a 1’age
adulte sont notamment I’hypersplénisme, des crises douloureuses abdominales et articulaires,
la lithiase biliaire, la carence en folates et des rétinopathies [6,26]. Sur le plan hématologique,
ces patients presentent une discréte anémie hémolytique microcytaire et une proportion
importante d’hématies cible sur le frottis sanguin (Figure 6), ainsi que des hématies contenant
des cristaux d’hémoglobine C [10,27].

Figure 6. Frottis sanguin d’un cas d’hémoglobinose C homozygote avec nombreuses hématies cibles et

microsphérocytes [6].

Le troisieme variant de ’hémoglobine le plus fréquent est I’hémoglobine E, trés présente en
Asie du Sud-Est notamment khmeres : Cambodge, Laos, Thailande et Birmanie ; elle semble
plus rare au Viét-Nam [11]. Elle résulte d’une mutation faux sens du codon 26 du géne -
globine remplagant un acide glutamique par une lysine. Ceci crée un site alternatif d’épissage,
partiellement utilisé, qui dévie une partie de I’ARN messager (ARNm) vers une maturation
anormale, aux dépens de la production d’ARNm normal. Cette substitution d’acides aminés
conduit donc a un défaut de production d’hémoglobine par diminution du taux d’ARNm
normal, sans affecter la fonction de 1’hémoglobine [28].

L’hémoglobinose E se présente donc comme une thalassémie discréte. Les sujets hétérozygotes
(A/E) sont asymptomatiques, tandis que les sujets homozygotes (E/E) présentent une discréte
anémie hémolytique microcytaire et légerement hypochrome en général bien tolérée [10]. La
gravité de I’hémoglobinose E tient surtout a son association avec diverses formes d’a- et de -
thalassémies. En outre, ces associations sont relativement fréquentes en raison du paludisme

qui a sélectionné et amplifié ces différentes formes au sein des mémes populations.
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Beaucoup de ces formes composites sont graves, elles peuvent présenter des phénotypes
complexes et le diagnostic peut se montrer difficile. D’une maniére générale, le diagnostic
repose sur la mise en évidence de I’hémoglobine E, souvent associée a un pourcentage élevé
d’hémoglobine F (10 a 15 %) [29].

Plus rarement rencontrees, les hémoglobines instables constituent également un type
d’hémoglobines anormales. Elles sont caractérisées par une tendance a la dénaturation, avec
formation de corps amorphes ou corps de Heinz a I’intérieur de 1’érythrocyte. Ces inclusions
diminuent la durée de vie des hématies et sont responsables d’anémies hémolytiques de sévérité
variable. Actuellement, on connait plus d’une centaine d’hémoglobines instables cliniquement
significatives, parmi lesquelles figure 1’hémoglobine Kdln, I’hémoglobine Zurich ou encore
I’hémoglobine Hasharon [30].

Enfin, les hémoglobines hyper affines pour 1’oxygéne représentent un autre type
d’hémoglobines anormales rares. En raison d’une mauvaise distribution de I’oxygéne aux
tissus, les patients porteurs d’une hémoglobine hyper affine développent une polyglobulie
réactionnelle, induite par une synthése accrue d’érythropoiétine. Parmi ces hémoglobines
anormales a haute affinité, on peut citer I’hémoglobine Tak et I’hémoglobine Pierre-Bénite

notamment [31].

111.2.3 Techniques de détermination des variants d’hémoglobine :
Environ 1 ml de sang sur anticoagulant (EDTA) a été utilisé pour le typage de 1’hémoglobine.
L’échantillon peut se conserver au maximum 8 jours a +4 °C. Dans la majorité des cas, le
diagnostic d’une hémoglobinopathie repose sur [’analyse du phénotype. L’étude de
1I’hémoglobine utilise essentiellement des méthodes séparatives.
Electrophoréses :
L'électrophorese est une méthode de séparation de particules chargées électriquement par
migration différentielle sous I'action d'un champ électrique.
Les différents types d’électrophoréses sont :

e Electrophorése & pH alcalin sur acétate de cellulose ;

o Electrophorése sur gel d’agar & pH acide ;

e Electrophorése capillaire ;
Chromatographie liquide haute performance (CLHP) sur colonne échangeuse de cations :

111.3 LE PALUDISME, LE PARASITE, Plasmodium falciparum ET L’ANOPHELE.

111.3.1 HISTORIQUE.
C’est la fievre qui predomine dans les observations cliniques de cette maladie a travers la

période historique et c’est la quinine qui, a partir de 1663, fera I’unanimité pour la combattre.

TRAORE Modibo Thése Pharmacie 2019

12

——
| —



Hippocrate, médecin grec de I’antiquité (IVéme siécle avant J.-C.) a donné une description
extrémement précise de [’acces fébrile et de sa périodicité ; ces fievres périodiques sont aussi
citées par les Egyptiens. Les Chinois, quant & eux, donnent de 1’accés une description
particulierement imagée faisant se succeder au chevet du patient, des démons armes du brasero,
du marteau et de la marmite d’eau froide.

Les noms donnés officiellement a I’infection palustre, Malaria (en italien: mauvais air), fievre
des marais ou paludisme (du latin palus: marais), évoquent toute la responsabilité des eaux de
surface.

Pelletier et Caventou isolent le principe actif, la quinine, en 1870.[33].

Jusqu'en 1935, on se contente de la quinine comme thérapeutique du paludisme: c'est un bon
médicament, fiable, bon marché et peu toxique. Il faut attendre les guerres, accompagnées de
difficultés d'approvisionnement en écorce de quinquina, pour voir la recherche thérapeutique
se mettre en action:

En 1939, Muller décrit les propriétes insecticides du Dichloro Diphenyl Trichloroéthane
(DDT). Cette découverte, avec celle de la chloroquine, amene I'espoir de pouvoir un jour se
débarrasser du paludisme a I'échelle de la planete et, entre 1950 et 1970, I'Organisation
Mondiale de la Santé lance le programme global d'éradication du paludisme ("le monde uni
contre le paludisme").

Dés avant 1960, certains Anopheles deviennent résistants au DDT. Les produits de
remplacement sont plus chers, parfois plus toxiques et moins efficaces.

Entre 1962 et 1970, I’apparition dans certaines régions du monde, de souches de P. falciparum
résistantes a la chloroquine relance la recherche de nouvelles molécules actives, mais les
résultats sont assez décevants.

Sans que les phénomenes de résistances en soient la cause exclusive, I'échec de I'éradication est
reconnu a partir de 1970 et on ne parle plus que du "contréle".

11 faut alors songer a un nouveau moyen de protection... . [34]

L’utilisation des Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine CTA est recommandée
par ’OMS depuis 2004. En cas de paludisme grave, le traitement est basé sur 1’artesunate
injectable, ou les sels de quinine en perfusion intraveineuse.

Les options thérapeutiques actuellement recommandées par I'OMS sont les suivantes :

- artéméther-luméfantrine (Coarteme, dans tous les pays du monde),

- artésunate plus amodiaquine (ASAQe, dans les zones ou le taux de succes thérapeutique de

I'amodiaquine en monothérapie est supérieur a 80%),
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- artésunate plus sulfadoxine-pyriméthamine (Artecone, dans les zones ou le taux de succes
thérapeutique de la SP en monothérapie est supérieur a 80%).

Au Mali, I’association sulfadoxine-pyriméthamine (SP) est actuellement préconisée pour le
traitement intermittent préventif chez les femmes enceintes.

- artésunate plus mefloquine (données de toxicité insuffisantes pour recommander son

utilisation en Afrique) qui est contre-indiquée en cas d’épilepsie [35].

111.3.2 EPIDEMIOLOGIE.
Le paludisme par sa fréquence et sa gravité, demeure encore de nos jours 1’un des problémes

de santé publique les plus importants des pays du monde tropical. Au niveau mondial, le
nombre de cas de paludisme est estimé a 219 millions en 2017, contre 239 millions en 2010 et
217 millions en 2016. Au niveau mondial, I’incidence du paludisme a reculé entre 2010 et 2017,
passant de 72 cas pour 1 000 habitants exposés au risque de paludisme a 59 pour 1 000. En
Afrique, elle est restée a 219 cas pour 1 000 habitants exposés au risque de paludisme en 2016
et 2017. Au niveau mondial, le nombre de décés dus au paludisme a été estimé a 435 000 dont
93% en Afrique. Les enfants de moins de cing ans ont payés un lourd tribut en représentant
61% de cas de déces due au paludisme dans le monde en 2017.

Prés de 80 % des décés dus au paludisme dans le monde en 2017 ont été concentrés dans 17
pays Africains et en Inde. Sept de ces pays représentent 53 % des déces associés : le Nigéria
(19 %), la République démocratique du Congo (11 %), le Burkina Faso (6 %), la République-
Unie de Tanzanie (5 %), la Sierra Leone (4 %), le Niger (4 %) et I’Inde (4 %) [36].

Dans une population donnée ; un certain nombre de parameétres paludométriques permettent de
quantifier rapidement la situation épidémiologique du paludisme a savoir :

- L’indice sporozoitique : C’est le pourcentage d’Anopheles femelles présentant des
sporozoites dans les glandes salivaires.

- L’indice d’anthropophilie : C’est le pourcentage d’Anopheles femelles fraichement gorgées
avec du sang humain.

- Le taux d’inoculation entomologique (TTE): C’est le nombre moyen de piqures infectantes
recues par un homme par unité de temps.

- L’indice splénique (IS) : Il correspond au nombre de grosses rates palpées chez 100 sujets
examinés.

- L’indice plasmodique (IP) : Correspond au nombre de personnes présentant des parasites

dans le sang par rapport a 100 sujets examinés [37].
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CLASSIFICATION DES SITUATIONS EPIDEMIOLOGIQUES.

Il existe différentes sortes de paludisme que 1’on peut différencier en six classes ou facies.

Le facies épidémiologique est une aire géographique ou le paludisme présente un profil
caractéristique en terme de transmission, d’endémicité, de développement, de la prémunition et
en terme d’impact sur la population.

- L'endémicité, qui se rapporte a un degré de prévalence incluant fréquence et intensité des
infections.

- L’¢épidémie, qui consiste en une augmentation soudaine et importante de la morbidité et de la
mortalité dues au paludisme.

a). En Afrique:

Ce continent présente géographiquement plusieurs faciés épidémiologiques hétérogenes et
dynamiques. De nombreux facteurs écologiques, anthropologiques, climatiques et biologiques
interviennent dans la définition d’un facies épidémiologique. Ce sont:

e [’environnement éco climatique et socio-économique;

e le parasite (espéce en cause);

e le vecteur : éco phénotype, dynamique des populations et capacité vectorielle;

e la population dont le degré de réceptivité a I’infection palustre est fonction du :

- lieu et du type d’habitat (urbain, périurbain, rural, etc.)

- mode de vie, du degré de prémunition, des activités, de la prise ou non d’antipaludiques et des
mesures de protection contre les vecteurs.

Les facies épidémiologiques décrits en Afrique sont :

v" Des zones de paludisme endémique stable a transmission permanente ou 1’état de
prémunition des enfants survivant a I’infection palustre est acquis précocement avant
I’4ge de 5 ans. On rencontre ce faciés surtout dans la zone équatoriale des foréts.

v' Des zones de paludisme endémique a recrudescence saisonniére ou 1’état de
prémunition des enfants survivant a 1’infection est a apparaitre. Il est observé en zone
de savane tropicale.

v" Des zones de paludisme instable a transmission épisodique qui ne permet pas d’acquérir
un degré de prémunition suffisante et s’observe surtout en zone sahélienne. Certains
auteurs ajoutent un quatriéme facies.

v Des zones de paludisme sporadique [37].

A coté de ces différents facies épidémiologiques, il existe également le paludisme des régions

cotieres, le paludisme lagunaire, le paludisme des oasis et celui du milieu urbain.
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b). Au Mali:
Le Mali est un pays endémique avec 5 faciés épidémiologiques [38]. Le paludisme existe

presque sur tout le territoire du Mali avec un gradient d’endémicité variant du sud-nord. On 'y

rencontre 5 especes plasmodiales (P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax). Initialement

décrite au nord du Mali dans la population leucoderme [39], la distribution de P. vivax a été

récemment confirmé au centre et au sud du Mali dans la population mélanoderme [14]

Ces facies sont :

v

TRAORE Modibo

Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonniere longue de 4 a 6 mois ; le
paludisme y est holo-endémique avec un indice plasmodique IP >85% et IS > 75%
Une zone de transmission saisonniére courte de 3 & 4 mois. Elle correspond a la zone
Nord soudanienne et au sahel. Le paludisme y est hyper-endémique avec un indice
plasmodique variant entre 50 -75% et IS qui varie de 51 a 75 %.

Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant au

Sahara avec un indice plasmodique inférieur a 5%.

Des zones de transmission bi ou plurimodales comprenant le delta intérieur du fleuve
Niger et les zones de barrage: Sélingué, Manantali et Markala. Le paludisme est de type
méso-endémique avec un indice plasmodique IP de 26 a 50% et IS de 11 a 50%.

Des zones peu propices a I’impaludation : les milieux urbains (Bamako et Mopti) ou le
paludisme est hypo-endémique avec un indice plasmodique et IS inférieurs a 10%. Les
enfants vivant dans ces zones sont exposés aux formes graves et compliquées du
paludisme. Cette hypo-endémicité du milieu urbain expose les enfants citadins aux
formes graves et compliquées du paludisme, souvent a un age plus avancé par rapport

aux enfants des zones rurales [37].
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. -
RISQUE DE CONTAMINATION PAR P falciparum POUR UN
SEJOUR DE MOINS D'UN MOIS (d'aprés REH OMS 1398)

El

FRisque quasi rul
Pas de paludsme & P. falcparum

Figure 7 : Risque de contamination par P. falciparum pour un séjour de moins d’un mois
(D’aprés REH OMS 1996)

111.3.3 CAUSES.
Le paludisme est causé par un parasite protozoaire du genre Plasmodium (phylum Api

complexa). Chez les humains, le paludisme est causé par P. falciparum, P. malariae, P. ovale,
P. vivax et P. knowlesi. P. falciparum est la cause de la forme la plus grave du paludisme et est
responsable d'environ 80% de tous les cas de paludisme, ainsi que de 90 % des déces en Afrique
au sud du Sahara [41]. En dehors de I’ Afrique, P. vivax est I’espéce la plus répandue.
Plasmodium a été découvert par le médecin militaire Laveran a Constantine en 1880. Il se
présente sous la forme d'un protozoaire tres petit (1 & 2 p selon les formes) ; la coloration au
May-Griinwald-Giemsa montre qu'il est constitué d'un cytoplasme bleu pale entourant une
vacuole nutritive claire, et contenant un noyau rouge et du pigment brun doré ou noir
(hémozoine). [33].

111.3.3.1 L’ANOPHELE ET LE CYCLE EVOLUTIF DU PARASITE.
Le vecteur du parasite ainsi que son hote définitif est la femelle du moustique du genre

Anopheles. Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, 1’Anopheles femelle ingere des
gamétocytes, a potentiel sexuel méle ou femelle. Ceux-ci parviennent dans l'estomac du
moustique et se transforment en gametes.

Le gamétocyte male subit un processus d'exflagellation a la suite duquel les microgameétes

males sont émis. Le gamétocyte femelle subit un processus de maturation pour former un
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macrogamete femelle. Chaque macrogamete femelle est fécondé par un seul microgaméte male.
Il en résulte un zygote appelé ookinete ; celui-ci s'implante sous la paroi stomacale en formant
un oocyste.

Cette breéve phase diploide s’achéve par une division méiotique et est suivie par plusieurs
milliers de mitoses qui conduisent au développement des sporozoites. L'éclatement de I'oocyste
libére ces ¢éléments mobiles et haploides dans 1’hémolymphe. Les sporozoites gagnent
preférentiellement les glandes salivaires du moustique d'ou ils pourront étre injectés avec la
salive lors d'une piqdre infectante.

Chez le moustique, I'ensemble de ce cycle se déroule en 10 a 40 jours, suivant la température

extérieure et les espéces en cause [42].

In mosquito gut

é Slivary
= glands
V.

Zygote @
Macrogametocyte

- ¥ 3
S ®; @
Exflagellated Gametocytes P. falciparum Gametocytes P.vivax
microgametocyte

In human

.
ARG
\ Sporozoites

Figure 8 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum, (Figure modifiée de (Bousema & Drakeley
2011b).

Seules les femelles du moustique absorbent le sang pour la maturation de leurs ceufs. Les méles
ne transmettent pas la maladie. Les femelles Anopheles prennent leur repas de sang, de
préférence la nuit, a partir du crépuscule. Les parasites peuvent aussi étre transmis par

transfusion sanguine, bien que ce moyen de transmission soit assez rare [42].
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111.4 PROTECTION ANTIPALUDIQUE CONFEREE PAR LES
HEMOGLOBINOPATHIES
Dans une importante étude prospective au Mali, il a été rapporté une réduction de

150parasites/pl de sang de la parasitémie chez les sujets HDAS malades comparés au sujets
HbAA malades. Cette méme étude rapportait une réduction de 34% de I’incidence du paludisme
chez les sujets HbAS par rapport au sujet HbAA [43].

La protection conférée par I’'HbAS contre le paludisme varie en fonction des divers aspects de
I’infection palustre. Elle est trés forte contre les formes graves du paludisme comme le
neuropaludisme et I’anémie sévere, modérée contre les acces simples de paludisme et presque
nulle contre les infections asymptomatiques. On note aussi un allongement de I’incubation du
paludisme chez les sujets HbAS.

L’association entre ’HbC et la protection contre le paludisme fut décrite pour la premiére fois
en 2000 chez les dogons du Mali, une population caractérisée par une forte prévalence I’'HbC
et une faible prévalence de I’HbS. En effet, Agarwal et ses collaborateurs ont rapporté que dans
cette population, les sujets porteurs d’HbAC présentaient 29% de moins de risque de souffrir
d’un neuropaludisme que les sujets HbAA. Cependant, May et ses collaborateurs avaient trouvé
que la protection conférée par I’HbC contre le paludisme concernait seulement le
neuropaludisme et non les autres aspects du paludisme comme le paludisme simple ou méme
I’anémie séveére palustre [44]. Dans une récente étude prospective menée chez les enfants de 0
a 6 ans au Mali, ’'HbC réduisait de 183 jours le temps médian que passaient les enfants sans
paludisme comparé a ’'HbAA [45].

La protection conférée par I’HbC contre le paludisme est admise concernant le paludisme grave
notamment le neuropaludisme. A la différence de I’HbS, cette protection revét un caractére
dose dépendant c'est-a-dire que 1’état homozygote de ’HbC (HbCC) confére une protection
beaucoup plus marquée que 1’état hétérozygote HbAC. Cela s’explique par le fait que
1’homozygotie HbCC est beaucoup moins symptomatique que I’homozygotie HbSS.

La protection des sujets porteurs d’a-thalassémie hétérozygote et homozygote contre les formes
graves du paludisme a été étudi¢e par plusieurs investigateurs. Si certains n’ont pas trouveé
d’association significative entre la forme hétérozygote de 1’a-thalassémie et une protection
contre le neuropaludisme [45], presque tous ont rapporté la protection des sujets a-
thalassémiques hétérozygotes et homozygotes contre I’anémie palustre grave [44]. D’autres
auteurs ont toutefois trouvé une réduction de I’incidence du paludisme grave chez ces sujets.
Cependant les résultats des études relatives a la protection des sujets a-thalassémiques contre

le paludisme simple ou asymptomatique sont moins concluants [44].
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111.5 DES DEFENSES POUR L’HOTE : L’IMMUNITE ANTI PALUSTRE.

I11.5.1 Immunité naturelle :
Etat réfractaire d'un héte vis-a-vis du pathogene, relevant de la constitution génétique de I'hote

(incapacité de P. berghei du rongeur a se développer dans les globules rouges de I'homme par
exemple).

I11.5.2 Immunité acquise de type ""prémunition™ :
Etat immunitaire (permanent en zone endémique), conférant une protection relative acquise

progressivement, provoqué et entretenu par la présence du parasite dans I'organisme de I'héte.
Il s’estompe apres le départ de la zone d'endémie, peu apres la disparition des parasites (12 a
24 mois).

Au cours de l'infection palustre, le systeme immunitaire réagit contre tous les antigenes
exprimés par le parasite. La majorité des antigénes n'induisent pas d'immunité protectrice. Les
antigénes qui induisent la protection sont situés a la surface du parasite. Ils sont spécifiques a
chaque stade, d'ou l'absence de protection croisée entre immunité anti-sporozoite, anti-
mérozoite et anti-gamétocyte.

De plus, il est étonnant de constater qu'une protection efficace contre les formes asexuées du
sang n'est acquise, en zone endémique, qu'apres plus de 6 ou 8 ans de contact avec les parasites.
C'est en effet vers cet age que les densités parasitaires baissent de maniére significative chez
les enfants pourtant continuellement infectés.

Une explication plausible serait que les parasites qui se succedent chez I'enfant, suite aux
multiples inoculations par le moustique, présentent une diversité génétique énorme qui se
traduit au niveau des schizontes sanguins par des contenus antigéniques différents
(polymorphisme antigénique). Le sporozoite est en effet un stade hybride résultant de la

fécondation de deux gameétes pouvant avoir des origines différentes.

111.5.3 Mécanismes de protection :
Les anticorps participent a la protection aussi bien que les cellules T et les monocytes sécréteurs

de monokines.

La formation de complexes antigénes-anticorps au niveau de la CSP (Circumsporozoite Surface
Protein) facilite la phagocytose des sporozoites et leurs destructions dans les macrophages.
Pour le stade hépatique, ce sont les lymphocytes T cytotoxiques qui sont responsables de la
cytotoxicité sur I'hépatocyte infecté exprimant l'antigéne parasitaire en surface par

I’intermédiaire du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1.
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L'immunité anti-sporozoite comme I'immunité anti-mérozoite pourrait agir indirectement sur le
parasite et sa cellule hote, respectivement au début et a la fin du développement du schizonte,
au moment ou les antigenes spécifiques de ces stades sont exprimes par I'hépatocyte infecté:
sécretion de cytokines, particulierement I'interféron y (IFN v) et l'interleukine 6 (IL6).

Pour le stade érythrocytaire, c'est une opsonisation qui a lieu au niveau de la surface des
mérozoites. Elle neutralise les sites de reconnaissance cellulaire et interfere donc avec le
mécanisme d'invasion des érythrocytes.

Les parasites intracellulaires pourraient étre atteints par les lymphokines et les globules rouges
infectés peuvent également subir I'opsonisation par les anticorps reconnaissant les antigenes
parasitaires exposés en surface.

La reconnaissance des antigénes de surface des gamétocytes et leur opsonisation les rend

inaptes a la fécondation [42].

111.5.4 Vaccination Anti-palustre
La vaccination est I'administration d'un vaccin ayant pour effet de conférer une immunité active,

specifique d'une maladie infectieuse, rendant l'organisme réfractaire a cette maladie. Le
principe actif d’un vaccin est un antigéne destiné a stimuler les défenses naturelles de
I'organisme.

I11.5.5 Les différents types de vaccins anti-palustres
Les efforts pour la mise au point d’un vaccin anti palustre devient de plus en plus productifs.

Plusieurs équipes de chercheurs, ménent actuellement des travaux orientés sur I’identification,
la synthese et I’emploi d’antigénes issus de I'un des stades de développement parasitaire,
permettant ainsi le blocage du cycle.

Il existe trois sortes de vaccins anti-palustres qui sont :

111.5.5.1 Vaccins contre les stades pré-érythrocytaires (vaccins anti-sporozoites)
Un vaccin dirigé contre les sporozoites qui visent a assurer une protection tres précoce, des le

moment de la piqlre infectante.

Les vaccins pré-érythrocytaires préviennent I’invasion des hépatocytes par les Sporozoites ou
entrainent la destruction des parasites dans les hépatocytes infectés.

Le mécanisme de cette immunité protectrice est encore mal connu mais le r6le des lymphocytes
T CD8 est evident dans la lyse des hépatocytes infectés, en effet une experience de vaccination,
chez les souris déficientes en lymphocytes T CD8 n’ont pas été protégées par cette forme
d’immunisation [46].

Les anticorps dirigés contre les antigénes du parasite du stade hépatique préviendraient

I’invasion des hépatocytes par les sporozoites. La protéine la mieux caractérisée est le CSP
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(Circumsporozoite surface Protein) qui est exprimée avant et pendant I’infection des
hépatocytes [47], beaucoup d’attentions ont été focalisées sur 1’épitope Immuno-dominant
composé par un tétra-peptide répétitif NANP (Asn-Ala-Asn-Pro) de cette protéine.

Le RTS, S/AS02A a été un bon inducteur de la réponse cellulaire de type Th1l et a entrainé une
forte réponse humorale avec production d’une forte concentration d’IgG dirigée contre la région
répétitive du CSP [48].

111.5.5.2 Vaccins contre les stades asexués érythrocytaires (Vaccins anti mérozoites)
Ce vaccin peut interrompre le cycle endoérythrocytaire et par conséquent, éviter la survenue

des symptomes. La schizogonie érythrocytaire étant responsable des manifestations cliniques,
les vaccins contre ces stades érythrocytaires pourraient réduire la pathogénicité, la morbidité et
la mortalité du paludisme donc permettrait d’éviter les complications telles que : le paludisme
cerébral, I’anémie palustre, la défaillance rénale et d’autres formes graves du paludisme chez
la femme enceinte en bloquant 1’invasion des érythrocytes par les mérozoites.

Apical Membrane Antigen (AMA1) et Mérozoite Surface Protein (MSP1) sont les antigénes

les plus étudiés pour le développement d’un tel vaccin.

111.5.5.3 Vaccins contre les stades sexués (Vaccin anti gamétocytes)
Le point d’impact de ces vaccins se situe au niveau des formes infectantes pour les moustiques,
ce qui permet d’interrompre la transmission et la contamination ultérieure d’autres sujets. Les
stades sexués (gametes, gamétocytes, zygotes et ookinete) transmettent I’infection de I’homme
au moustique, donc ces types de vaccins pourraient réduire ou interrompre la transmission de
la maladie.

Les candidats vaccins les plus étudiés de ce stade ont été principalement les antigénes Pfs28,
Pfs25 et Pfs230 [49].

Les anticorps dirigés contre Pfs28 entrainent un blocage de la transmission de Plasmodium
falciparum et présentent une action synergique lorsqu’ils sont combinés aux anticorps dirigés
contre Pfs25. Ces deux antigénes sont trés immunogénes et ont une diversité antigénique limitée
[49]. Ce type de vaccin ne protége pas la personne vaccinée mais plutét son entourage. Il y a
aussi I’antigéne Pfs230 en cours d’essais a Bancoumana et Doneguebougou.

Ces trois types de vaccins sont tous basés sur le principe classique de la vaccination qui consiste
a induire I’'immunité de 1’hote contre le parasite, de fagon a controler la densité parasitaire ou a
protéger des sujets vaccinés ainsi que la population en générale. Il faut noter la derniere
approche de développement de vaccin, le vaccin anti-toxine, appelé aussi vaccin anti-maladie.

Cette approche consiste a réduire la morbidité en supprimant I’immunopathologie chez 1’hote.
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Ces vaccins agissent sur la neutralisation des substances pathogenes du parasite sans affecter le

parasite lui-méme [15].

Pré-érythrocytaire
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transmission Cytokines
Pfs25; Pis28-230 ke
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Figure 9 : Différents types de vaccins antipaludiques et leurs cibles. (Source : Nat. Med2000 page
6).

111.5.6 Des défenses pour I’hote : les facteurs génétiques.

Des facteurs génétiques peuvent protéger contre le paludisme. La majeure partie de ceux qui

ont été décrits sont associés aux globules rouges, dont voici quelques exemples :

v La drépanocytose (du grec drepanos "faucille” en regard avec la forme allongée des
hématies anormales) aussi appelée hémoglobinose S, Sicklémie, ou anémie falciforme:
une modification dans la chaine B de 1'hémoglobine entraine une déformation des
globules rouges, ce qui produit des hétérozygotes qui protegent mieux contre le
paludisme. Les hématies sont déformées et I'hémoglobine cristallise, ce qui empéche le
parasite de rentrer dans le globule rouge. La prévalence de la drépanocytose (HbA/HbS)
est élevee dans les populations africaines soumises a une forte pression du paludisme

en raison de la résistance qu'elle procure contre les accés graves de la maladie.
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v’ Lathalassémie ou anémie héréditaire : elle est due a une altération de la synthése d’une
des chaines polypeptidiques (a,  ou 8) des hémoglobines normales A, F ou Ao.

v Le déficit génétique de G6PD (Glucose-6-phosphate déshydrogénase) qui est une
enzyme anti-oxydante protégeant normalement contre les effets du stress oxydatif dans

les globules rouges, donne une protection accrue contre le paludisme grave. [33].

111.6 LES PARAMETRES HEMATOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES :
Le sang est composé d'élements solides : les globules rouges, les globules blancs et les

plaquettes.
Les fonctions du sang, autres que le transport d'oxygeéne et des cellules de I'immunité, sont
assurées par le plasma. Le plasma est constitué d'eau, d'électrolytes, de métabolites, de

nutriments, de protéines et d'hormones [50].

111.6.1 Parameétres Hématologiques :

% Globules rouges (hématie, érythrocyte)
Le globule rouge (hématie, érythrocyte) est une cellule anucléée contenant environ 33%
d’hémoglobine ayant, de face, la forme d'un disque arrondi et, de profil, la forme d'une lentille
biconcave. Le diametre moyen du globule rouge humain est de 7,20um, son épaisseur en
périphérie est de 2,4um, au centre de 1,4um; sa durée de vie est de 120 jours [51].
Le taux d’hémoglobine (Hb) sanguin correspond a la quantité d'hémoglobine contenue dans un
décilitre (dl) de sang.
— L'hémoglobine
Elle varie en fonction du sexe et de I’4ge, les valeurs normales a I’international et locales sont

dans le tableau ci-dessous:
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Tableau Il : Les valeurs normales du taux d'hémoglobine (Hb) sanguin

Age Sexe Valeur en g/dl a international | Valeur locale en g/dl

6 mois — 12 ans 11.0-15.0
13-17 ans Masculin 11.7 - 16.6
Féminin 11.5-15.3

18 — 60 ans Masculin 13.1-17.3 10,8 - 15,8

Féminin 11.7-16.0 9,1-13,8
> 60 ans Masculin 126-17.4
Féminin 11.7-16.1

— La Concentration Corpusculaire (ou globulaire) Moyenne en Hémoglobine (CCMH)
La concentration corpusculaire (ou globulaire) moyenne en hémoglobine (CCMH) correspond
a la quantité d'hémoglobine contenue dans 100 ml de globules rouges. Ce parametre est obtenu
en faisant le rapport entre Hemoglobine/Hématocrite. 11 est exprimé en g/dl ou en %.
Les valeurs normales sont :
Enfant =) 32 — 38 %
Adulte =) 3D _ 37 %
La CCMH définit les concepts fondamentaux de normochromie et d’hypochromie.
* CCMH > 37 : En dehors d’un contexte de microsphérocytose héréditaire, une valeur > a 36
doit faire suspecter un probléme analytique.
* CCMH =32 a 37 : Normochromie.
* CCMH < 32 : Hypochromie
Ce point tres important suggére une anomalie portant sur la biosynthése de 1’hémoglobine. Il
est souhaitable de vérifier la notion d’hypochromie par 1’étude de la morphologie érythrocytaire
sur frottis [52].
— La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)
Parametre moins utile, la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) est calculée
par le rapport hémoglobine/nombre de globules rouges contenus dans un dl de sang. Elle est
normalement comprise entre 27 et 31 picogramme (pg)/GR.
— Les réticulocytes

¢ Globules blancs ou leucocytes
Les leucocytes, ou les globules blancs, sont un groupe de cellules différenciées des cellules
souches multipotentes, provenant de la moelle osseuse et présentes dans le sang, la lymphe, les

organes lymphoides et divers tissus conjonctifs. Ils forment un ensemble hétérogene de cellules
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sanguines qui sont des réponses immunitaires de défense de I'organisme contre des substances
étrangeres ou des agents infectieux (antigenes). Les leucocytes sont des cellules nucléées, qui
les différencient des globules rouges (hématies, érythrocytes) et des plaquettes (thrombocytes),
qui se differencient également des cellules souches déja mentionnées et, avec les leucocytes,
integrent les élements dits figuratifs du sang.

% Plaquettes ou thrombocytes
Les plaquettes aussi appelées thrombocytes sont des éléments dépourvus de noyau, fabriquées
au niveau de la moelle osseuse et qui circulent dans le sang. Elles entrent dans le processus de
la coagulation sanguine qui permet d'arréter une hémorragie. Les plaquettes sont utiles a
I'némostase primaire (clou plaquettaire).
Leur taux habituel varie de 150 000 a 450 000 /mm? (150 & 450 x 10%L ou 150 a 450 G/L).
Sous la valeur de 150 G/L on utilise le terme de thrombopénie ; au-dessus de la valeur de 450
G/L on parle de thrombocytose (ou d'hyperplaquettose) [51].
Le volume plaquettaire moyen :
Valeurs de réference : de 7,4 2 10,4 fL.
Cet examen mesure la dimension moyenne des plaquettes.
Une valeur plus élevée montre des plaquettes plus grandes, qui est un facteur de risque de :
- Crise cardiaque,
- AVC (accident vasculaire cérébral).
Une valeur inférieure indique des plaquettes plus petites, ¢’est-a-dire que la personne risque

une hémorragie.

111.6.2 Paramétres Biochimiques :
Les paramétres biochimiques sont des molécules dont le dosage nous renseigne sur le statut
d'un organe. Souvent, un parametre biochimique n'est pas spécifique d'un organe et il faut
combiner les dosages de plusieurs parameétres biochimiques pour statuer sur I'état d'un organe.
% Explorations biochimiques dans les affections rénales
e Au niveau du sang:
- L'uree sanguine : représente la forme d'élimination de l'azote aminé chez I'nomme.
L'accroissement de son taux dans le plasma est un signe de baisse d'élimination par les reins en
déficience fonctionnelle.
Les valeurs normales de I'azotémie chez I'adulte sain sont comprises entre 0,15 et 0,45¢/1 soit
2,5 - 7,5mmol/l. Cette nouvelle unité internationale qui représente le nombre de molécules

d'urée par litre de plasma permet d'éviter des confusions dans les résultats. En effet I'ancienne
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unité g/l, exprimait selon les laboratoires tant6t la masse d'urée, tant6t la masse d'azote uréique
par litre de plasma.

Le dosage de la créatininémie qui permet de mieux appreécier la fonction rénale, le remplace de
plus en plus [53,54].

- La créatininémie

La créatinine est le constituant azoté dont le taux est le plus fixe. La créatinine associée a la
clairance de la créatinine, constitue I'examen de choix pour I'appréciation de la fonction rénale.

Les valeurs normales sont chez I'adulte: [55,56]

Tableau 111 : les valeurs de la créatininémie
Sexe Valeur umol/l & I’internationale | Valeur locale pmol/I
Homme 62 - 120 48 — 98
Femme 52 -100 <72

- La clairance de la créatinine
La clairance de la créatinine notée C, est une épreuve fonctionnelle indiquée dans I'exploration
du fonctionnement du glomérule rénal. Elle exprime le volume de plasma débarrassé de toute
sa créatinine par minute. On la détermine a partir de la concentration urinaire en créatinine U,
de la diurese V et du taux plasmatique de créatinine P. (C = UV/P). Chez le sujet normal, la
clairance de la créatinine est de l'ordre de 110 a 150 ml/1, 73 m? [55,57]
1,73m?(correspond a la surface corporelle d’un adulte).

% - Examens biochimiques dans les affections hépatocellulaires
L'exploration biochimique du foie comporte:
-les tests de cytolyse s'appuyant sur les dosages
*des transaminases glutamique-oxalo-acétique (TGO) ou aspartate aminotransférase (ASAT),
*des transaminases glutamique-pyruvique (TGP) ou alanine aminotransférase (ALAT).
L'aspartate aminotransférase est présente a concentrations voisines dans le foie et le tissu
myocardique et dans les muscles squelettiques et les reins ; I'alanine aminotransférase est
surtout retrouvée au niveau du tissu hépatique et a des concentrations moindres dans le
myocarde, le pancreéas, les reins, les muscles squelettiques. Les transaminases sériques sont
donc non specifiques d'une cytolyse hépatique mais néanmoins intéressantes a connaitre. Chez
I'adulte, on a comme valeurs normales:
TGO: N <30 Ul/I
TGP: N <25 Ul/I (international) [53, 61] et N< 41 UI/L (niveau local).

TRAORE Modibo Thése Pharmacie 2019

27

——
| —



L'élévation importante des taux des transaminases sériques s'observe surtout dans les hépatites
mais également de facon modérée dans les autres affections hépatiques les cirrhoses, les icteres
obstructifs. Au cours de I'infarctus du myocarde le taux sérique de I'aspartate aminotransférase
augmente de maniére isolée.

% Les examens biochimiques courants dans les affections des éléments du sang
On distingue:
- La bilirubine libre pour I'exploration des hémolyses,
- Le dosage du fer sérique, de la ferritine et de la transferrine pour la classification des anémies
et leur exploration.
- Le dosage du fibrinogéne et la fibrinémie, importants dans certains états hémorragiques,
- L'électrophorése de I'némoglobine, indispensable au diagnostic étiologique de certaines
anémies et hémoglobinopathies (drépanocytose),

- Le dosage et I'électrophoréese des protéines plasmatiques [53,57].
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V.

METHODOLOGIE :

IV.1 Site d’étude :

L’étude a été conduite par le Malaria Research &Training Center (MRTC) de I’Université de
Bamako au centre John LaMontagne Malaria Research Center a Bancoumana, un village
Malien, et ses villages voisins immeédiats. Bancoumana est situé a 60 km au sud-ouest de
Bamako et a une population d’environ 10.500 habitants (recensement Mars 2017). Le site est
situé dans la zone soudanienne au sud du Mali. Le climat est chaud avec des températures
journaliéres variant entre 19°C et 40°C. Les précipitations annuelles varient entre 600 mm a
1200 mm et surviennent de Juin a Octobre.

Les activités socio-économiques dominantes dans la commune rurale de Bancoumana sont
marquées par 1’agriculture, I’¢levage, la péche, 1’artisanat, le commerce, la cueillette des fruits
et I’orpaillage.

L’agriculture constitue la principale activité économique des populations. La plaine de
Bancoumana est propice aux cultures vivrieres et industrielles. Aux abords du village, dans les
retenues d’eau (deux digues), la culture du riz (Oryza sativa L., O. glaberrima S.) est trés
développée, ainsi que d’autres produits maraichers constituent d’importantes ressources de
revenu pour la population. La taille des exploitations est trés variable et dépend de la capacité
de travail potentiel de la famille ainsi que du patrimoine foncier.

L’¢élevage des ovins, des caprins et des bovins y est pratiqué comme une activité économique
secondaire. On y retrouve aussi quelques équidés (anes et chevaux) utilisés comme animaux de
trait. La plupart des villageois thésaurisent leurs revenus dans 1’élevage et dans les cultures
industrielles. La péche est également pratiquée par les ethnies Bozo et Somono principalement
dans les villages de Fourda et de Bozokin. L’artisanat local est peu développé (cordonnerie,
forgerie, magonnerie, poterie).

En dehors de la commercialisation des produits agricoles ; le commerce des produits de
consommation courante y est pratiquée.

L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% de sujets qui s’en déclarent.
Cependant, les religions traditionnelles y sont également pratiquées.

Beaucoup d’essais cliniques aussi bien que des etudes épidemiologiques et entomologiques ont
été conduits a Bancoumana (M. Diallo et al. 2008; Dolo et al. 2003; Sagara et al. 2009). Les
sujets adultes en bonne santé sont recrutés dans la communauté environnante, et donc les
caractéristiques démographiques de la population d'étude sont représentatives de la
communauté. L'équipe du Mali était employee par 'USTTB a travers le programme de
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recherche sur le vaccin antipaludique du NIAID/NIH et était basée a Bancoumana durant la

durée de I'étude pour fournir les soins et exécuter le protocole.

r
: o 200 400 km |
&) 200 400 mi |
Western |
Sahara |
ALGERIA 1
- |
Taoudenmni
| MAURITANIA ]
| JKidal
| | |
i Tombouctou |
SENEGAL 5
JLayes
Koulikoro NIGER
BAMA BURKINA
FASD
BEMNIN
i TOGD
?E?E E COTE D'IVOIRE SHAANA 1| NIGERIA
i

Figure 10: Carte montrant le site d’étude, Bancoumana, Mali (Source : Institut Géographique
du Mali (IGM) 1996).

1V.2 Période d’étude
Notre étude s’est déroulée de Mars 2017 & Mars 2018, les participants ont été enrdlés pour un

total de 6 a 12 mois (au moins 6 mois de suivi aprés la derniére vaccination) dépendant du
calendrier de vaccination, de 1’assignement au bras et du temps affecté au dépistage.

IVV.3 Population d’étude :

La population d’étude était composée de volontaires hommes et femmes non enceintes en
bonne sante résidant a Bancoumana ou villages environnants, agés de 18 a 50 ans.

1IV.4 Type d’étude

Nous avons effectué une étude prospective descriptive portant sur un essai vaccinal allant de
Mars 2017 a Mars 2018.
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IV.5 Critéres d’inclusion et de non inclusion
IV.5.1 Critéres d’inclusion
Etaient inclus dans notre étude :
v’ Sujets agés de 18 a 50 ans de sexe masculin ou féminin (sans grossesse).
v" Disponible pendant la durée de 1’étude.
v’ Capable de fournir une piéce d’identité a la satisfaction du clinicien de 1’étude qui fait
le processus d’enrélement.
v Bon état général sans antécédents médicaux et chirurgicaux significatifs.
v Accepter que les échantillons de sang prélevés soient gardés pour des futures
recherches.
v Résidant connu de Bancoumana ou environnant.

v" Donner le consentement individuel et éclairé.

IV.5.2 Critéres de non inclusion
v" Grossesse confirmée chez une femme par un test d’urines ou de sérum (B-hCG).

v" Allaitement en cours.

v Le taux d’hémoglobine, des globules blancs et des plaquettes au-dela et au-dessous de
la norme.

v' Valeur de I’alanine Aminotransférase (ALAT) ou de la créatinémie au-dessus de la
limite supérieure.

v Un test positif au virus de I’immunodéficience humaine (VIH), au virus de I’hépatite C
(VHC), ou au virus de I’hépatite B (VHB).

v Antécédents d’allergie a un des composants des candidats vaccin.

<\

Antécédents de réaction sévere aux pigdres de moustiques.
v" Administration antérieure de vaccin antipaludique expérimentale dans les cing derniéres
années.
IV.6 Déroulement et procédures de I’étude
La permission communautaire a été obtenue auprés des notables des villages et des autres
membres de la communauté a travers I’explication du protocole. La discussion sur I’étude a été

faite au cours d’une rencontre communautaire, invitant les chefs de ménages et de familles.

IV.6.1 Consentement
Avant I’administration du consentement individuel 1’équipe a pris soin d’examiner le contenu

du formulaire de consentement de 1’étude qui est traduit oralement en langue locale. Les
volontaires ont été encouragés a poser des questions ensuite un questionnaire leur a été

administré pour évaluer la compréhension du consentement. Le test de compréhension
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comportait vingt questions et il fallait seize bonnes réponses ou plus pour valider le test. Cela
aidait a s’assurer que le volontaire avait entierement compris avant de signer le formulaire de
consentement. Le volontaire non lettré apposait son empreinte digitale a la place de la
signature ; de plus, un témoin indépendant signait le formulaire du consentement pour attester

que le volontaire a compris le contenu et a consenti volontairement.

IV.6.2 Le dépistage
Apres la signature des documents de consentements, les volontaires ont été invités pour les

examens de dépistage. Au cours du dépistage les volontaires ont été interrogés sur les
antécédents médicaux puis ils ont subi un examen physique complet, I’Electrocardiogramme
(ECG) et un prélévement de sang pour ’hémogramme, la créatinémie, le dosage de ’ALAT,
le test HIV (avec pré et post counseling), VHC, VHB.
En cas de maladie découverte au cours du dépistage, le sujet est traité ou référé dans les services
spécialisés au besoin.
IV.7 Techniques de Laboratoire
Le laboratoire clinique a effectué les tests suivants:
1. Goutte Epaisse (GE)
2. Numération formule sanguine compléte (NFS)
Les parametres suivants de la NFS ont été évalués pour la tolérance durant 1’étude : Globules
blancs, nombre absolu de neutrophiles (ANC)/ nombre absolu de lymphocytes (ALC),
I'némoglobine et les plaquettes,
3. Créatinine sérique (Cr)
4. Alanine aminotransférase (ALAT)
IV.7.1 Diagnostic du Paludisme

v' Gouttes Epaisses

Les gouttes épaisses et les frottis sanguins colorés au Giemsa ont été examinés au laboratoire
de biologie Clinique du Malaria Research et Training Center (MRTC) conformément au SOP
en vigueur (cf. annexe)

v Tests de Diagnostic rapide

Pour les visites imprévues et les diagnostics cliniques, les tests de diagnostic rapides ont été
utilisés pour la mise en évidence d’un ou plusieurs antigenes de Plasmodium mais ces tests
rapides ne peuvent étre utilisés a la place de la microscopie pour déterminer si le sujet était

éligible pour gorger directement les Anophéles.
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IV.7.2 Technique de détermination des parametres hématologiques :
Nous avons utilisé 1’automate Beeckman Coulter AC+T 5diff CP (voir les détails en annexes)

IVV.7.3 Technique de détermination des parametres biochimiques :

Nous avons utilisé I’automate Pentra C200 (voir les détails en annexes)

IV.7.4 Technique de détermination des variants d’hémoglobine avec le D-10 :

v Principe de la procédure du D-10
Le D-10 Dual Program repose sur le principe de la séparation des analyses par chromatographie
liguide a haute performance (HPLC) par échange d’ions. Les échantillons sont
automatiquement dilués dans le systeme D-10 puis injectés dans la cartouche analytique.
Le systeme D-10 envoie un gradient programmeé de tampon de force ionique croissante (il existe
2 solutions de réactif de force ionique différentes, I’une hyper concentrée en ion et 1’autre peu
concentrée en ion). La machine mélange de facon automatique au fil du temps ces solutions
pour obtenir une solution finale de concentration croissante dans la cartouche ; les molécules
d’hémoglobine sont alors séparées en fonction de leur interaction ionique avec le matériel
contenu dans la cartouche. Les molécules d’hémoglobine séparées traversent ensuite la cellule
a circulation du photometre filtre ou sont mesurés les changements d’absorbance a 415 nm. Le
logiciel D-10 intégre les données brutes recueillies lors de chaque analyse. Un étalonnage a
deux niveaux est employé pour déterminer les concentrations des différents types d’Hb
recherchés. Un compte-rendu d’analyse et un chromatogramme sont générés pour chaque
échantillon. La surface de I’hémoglobine glyquée (Alc) est calculée a 1’aide d’un algorithme
gaussien.
Exponentiellement modifié EM qui permet d’exclure la surface des pics dus a I’Alc labile et a

I’hémoglobine carbamylée de la surface du pic Alc.

v Préléevement et manipulation des échantillons

v Type d’échantillon
On utilise le sang total.

v Précautions relatives au prélevement des échantillons
Comme toute substance d’origine humaine les échantillons de sang doivent étre manipulés en
appliquant les procédures de biosécurité d’usage.
Les échantillons de sang total doivent étre recueillis dans un tube sous vide contenant de
I’EDTA.

v" Conservation des échantillons
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Les échantillons de sang total peuvent étre conservés jusqu’a 4 jours entre 2 et 8 °C, et a-4°C
si I’échantillon ne peut étre traité¢ avant une semaine.

v Préparation des échantillons
Porter les tubes d’échantillons a température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant 1’essai. Les
échantillons sont stables a température ambiante pendant 1 jour. Aucune préparation
particuliére des échantillons n’est nécessaire. Il n’est pas nécessaire d’agiter les tubes avant le
chargement. Les tubes d’échantillons sont placés dans le portoir a échantillons du D-10 puis
mis dans le systeme D-10.
S’assurer que les codes-barres sur les échantillons sont tournés vers ’arriére de I’appareil.
Utiliser des adaptateurs spéciaux pour les tubes de 12, 13 et 14 mm de diamétre. Retirer tous
les adaptateurs pour les tubes de 16 mm de diametre. Les tubes dont la hauteur est comprise
entre 75 mm et 100 mm peuvent étre utilisés. Si I’échantillon se trouve dans un tube de taille
ou de type anormal ou si le tube contient moins de 2,0 mL d’échantillon, une pré dilution est
nécessaire. Pour pré diluer, pipeter 1,5 mL de solution de lavage/dilution dans un micro-tube
de 1,5 mL étiqueté puis ajouter 5 puL de 1’échantillon de sang total. Boucher le tube et bien

mélanger. Utiliser un adaptateur pour les micro-tubes de 1,5 mL.

IV.8 Considération Ethique :

L’étude a été approuvée par les comités d’éthiques de la FMPOS et du NIAID/NIH. Aussi, tous
les amendements subséquents au protocole ont €té soumis a ces deux comités d’éthiques et une
approbation a été obtenue a chaque fois avant la mise en ceuvre des changements apportés.

La participation a I’étude était volontaire et, chaque participant avait la possibilité de retirer son
consentement a tout moment durant la conduite de 1’étude.

La confidentialité des données a été maintenue conforment aux exigences reglementaires. Seul
le personnel autorisé avait acces aux données de I’étude et, il n’y avait qu'un numéro d’étude

sur le dossier médical de chaque participant.

IV.9 Collecte, Traitement et Analyses des données :

Les données étaient recueillies sur des formulaires de report de cas (FREC) puis transmises
dans une base de données électronique appelée DataFax. Les dossiers et les échantillons de
produit biologique des volontaires ne portaient pas leur nom. Ces données ont fait 1’objet d’un
contrdle de qualité. Un numéro d’étude avait été attribué a tous les volontaires. Les données ont
été saisies sur le logiciel Microsoft Excel2013 et analysées avec les logiciels SPSS 20.0 pour

les analyses quantitatives et Epilnfo7 pour les analyses qualitatives. Le test du 2 a été utilisé
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pour comparer les différentes variables catégorielles. Et le t-test de Student a été utili’se pour
la comparaison des moyennes.

Le seuil de signification statistique a été fixé a p < 0,05.
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V. RESULTATS:

V.1 RESULTATS SOCIO-DEMOGRAPHIQUES :
Caractéristiques socio-démographiques de la population d’étude

Tableau IV : Répartition de la population d’étude selon le sexe

Sexe Effectif Pourcentage
Masculin 74 57,8
Féminin 54 42,2
Total 128 100

Le sexe masculin était le plus représenté dans la population d’étude (57,8%) avec un Sexe ratio
de 1,37.

Tableau V : Fréquence des variants d’hémoglobine dans la population d’étude

Variants d’Hb Effectif Pourcentage
AA 103 80,5

AC 9 7

AS 15 11,7 - 19,5
SC 1 0,8

Total 128 100

La prévalence globale des hémoglobines anormales dans notre population d’étude était de

19,5%. Le trait drépanocytaire (HbAS, 11,7%) était le plus représenté.

Tableau VI : Fréquence des variants d’hémoglobine selon le sexe

Variants d’hémoglobine (%0)
Sexe AA AC AS sC Total
Masculin | 56 (54) 7(78) 10 (67) 1(100) 74
Féminin | 47 (46) 2 (22) 5 (33) 0(0) 54
Total 103 (100) 9 (100) 15 (100) 1(100) 128

Le trait drépanocytaire était beaucoup plus éleve chez le sujet masculin environ 78% AC et
67% AS que chez le sujet féminin respectivement 22% et 33% (p <0,001)
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V.2 RESULTATS DE LA PARASITEMIE :
Tableau VII : Fréquence des espéces plasmodiales selon les variants d’hémoglobines
durant la période de transmission 2017 (JUL, OCT et DEC)

Variants Espéces Effectifs Pourcentage
d’hémoglobine JUL OCT DEC
Pf 13 18 10 93,2
Gf 4 5 4
AA Pm 1 1 0 4,5
Po 1 0 0 2,3
Total 15 19 10 100,0
AC Pf 3 1 2 100,0
Gf 0 1 0
AS Pf 0 1 1 100,0
Gf 0 0 1

On constate la présence de P. falciparum chez les porteurs de tous les variants d’hémoglobine,

P. malariae et P. ovale sont absents chez les volontaires qui ont le trait drépanocytaires.

Tableau V111 : Taux moyen de la parasitémie a Plasmodium falciparum selon les variants
d’hémoglobine a différentes visites

VARIANTS JUIL-17 OCT-17 DEC-17
D’HEMOGLOBINE
AA 150,8 484.,4 456
AC 93,2 40 120
AS - 40 40
SC - - -

Le taux moyen de la parasitémie a Plasmodium falciparum était toujours élevé chez les porteurs
d’hémoglobine normale (HbAA 484,4 parasites/pl de sang) comparés aux porteurs
d’hémoglobine anormale (HbAC 120 parasites / ul de sang ou HbAS 40 parasite / pl de sang)
au cours de I’étude. Comparés aux porteurs d’HbAC, les porteurs du trait drépanocytaire HbAS

avaient un taux moyen de la parasitémie faible au cours de notre étude.
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On constate que le variant d’hémoglobine AA est plus susceptible aux infections palustre par

rapport aux variants d’hémoglobine AC et AS dans notre étude (p< 0,001 ; AA vs AC, AS en

OCT 2017).

V.3 RESULTATS DES PARAMETRES HEMATOLOGIQUES :

Tableau VIX : Taux moyen des parameétres Hématologiques selon les variants
d’hémoglobine.
Variants d’Hb | WBC +ET HGB +ET PLT+ET ANC +ET ALC +ET
AA (n=183) 50879 +1,1372 12,8295+ 15046 239,13 +72,374  2,0705+0,6903  2,3181 +0,6219
AS (n=26) 50538 +1,3822 13,0077 +1,9068 244,81 +57,101  2,2635+0,9417  2,1111 +0,5279
AC (n=18) 56500 +1,3840 13,2667 +1,1747 246,39 +53,158  2,2439+0,9702  2,7578 + 0,6427
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Nous n’avons pas observé une différence statistiquement significative entre les parametres

hématologiques en fonction des variants d’hémoglobine (p>0,05).

V.4 RESULTATS DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES :
Tableau X : Taux moyen des paramétres biochimiques selon les variants d’hémoglobine

Variants d’Hb Creat+ET ALT +ET

AA (n=183) 83,6334 + 14,0487 17,4962 + 8,0641
AC (n=18) 84,6622 + 13,3791 17,3611 + 9,3546
AS (n=26) 84,8131 + 11,3677 15,8808 + 5,596

Dans notre étude, nous n’avons pas observés une différence statistiqguement significative entre

les parametres biochimiques en fonction des variants d’hémoglobine (p>0,05).
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VI.

COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS :
Sur le plan méthodologique

Le but de notre étude était d’évaluer la fréquence des variants d’hémoglobine et son impact sur
la parasitémie a Plasmodium, les parameétres hématologiques et biochimiques des participants
a I’essai vaccinal antipaludique (Pfs25-230/AS01) a Bancoumana de Mars 2017 au Mars 2018.
Nous avons déterminé les parameétres sociodémographiques, la prévalence des variants
d’hémoglobine, indiqué la moyenne de la parasitémiec a Plasmodium (par goutte épaisse), les
parametres hématologiques et biochimiques (par les automates AcT Diff 5. et Pentra C 200)
chez I’ensemble des volontaires. La goutte épaisse, les parametres hématologiques et
biochimiques ont été traités sur place et le typage d’hémoglobine a été effectué a Bamako.
Nous avons choisi ce site du fait de sa situation géographique. Il se trouve dans une zone
d’endémie palustre et sa proximité avec Bamako nous facilitait 1’acheminement des
échantillons au laboratoire. Ces villages sont accessibles en toute saison. Notre équipe de
recherche posséde de solides relations avec les villageois depuis 1993. Ils possedent une riche
expérience dans la participation a des études de recherche biomédicale, facilitant ainsi leur
adhésion au projet de recherche.

Sur le plan des résultats

Parameétres sociodémographiques

Sur le plan sociodémographique nous avons constaté que dans notre population d’étude les
hommes étaient majoritaires par rapport aux femmes avec un sexe ratio de 1,37. La prévalence
de trait drépanocytaire était beaucoup plus élevé chez les hommes environ 9,5% AC et 13,5%
AS que chez le sujet féminin respectivement 3,7% et 9,3%.

Distribution des variants d’hémoglobine dans notre population d’étude

Dans notre étude, nous avons trouvé 11,7% de sujets HbAS et 7% de sujets HbAC (Tableau II).
Dans la méme zone, Kamate en 2012 et Doumbia en 2010 avaient trouvé des proportions
similaires respectivement (14,4% d’HbAS et 6,6% d’HbAC) et (13,80% d’HbAS et 5,03%
d’HbAC) [62]. En 1992, Baby avait trouvé 14,75% d’HbAC et 3,05% d’HbAS dans la
population des Dogons de Bandiagara qui sont supposés étre originaires du Mandé [63]. Diallo
et coll. en 1994 avaient trouvé chez les dogons au Mali 15,8% d’HbAC et une faible fréquence
de 3,05% d’HbAS [64]. Ces différences de proportions avec notre étude s’expliquent
probablement par le fait que notre population d’étude était majoritairement constituée de
Malinké [35].

Dans cette population, I’'HbC est associ¢é a une réduction significative du risque de
neuropaludisme [65]. Le méme constat a eté fait au Burkina Faso [66] et au Ghana [67]. La
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différence environnementale et la pression exercée par les maladies infectieuses semblent jouer
un role dans la sélection des variants génétiques conférant une résistance a ces maladies
infectieuses. Plusieurs études ont démontré que différents polymorphismes de la béta-globine
sont retrouveés chez différentes populations [35].

Relation entre les variants d’hémoglobine et la parasitémie a Plasmodium falciparum

Au cours de notre étude le nombre maximum d’infection palustre a été observé chez les
volontaires du type d’HbAA par rapport aux autres types (HbAC et HbAS). Ces résultats nous
démontrent que ’HbAC et ’HbAS protégent contre 1’infection palustre et influent sur la
présentation clinique de la maladie. Les premiéres observations entre le trait drépanocytaire et
le paludisme provenaient de la Rhodésie du Nord (actuelle Zambie) ou Beet notait que les
parasites du paludisme étaient moins fréquents dans le sang des sujets ayant le trait
drépanocytaire [68]. Allison attirait 1’attention sur cette association en concluant que les
personnes ayant le trait drépanocytaire développaient un paludisme moins fréquent et moins
sévere que ceux n’ayant pas ce trait [69]. Allison observa le premier dés 1949 qu’il y’avait une
fréquence élevée du trait drépanocytaire (au moins 20%) dans les populations vivant pres des
régions cotieres kenyanes et autour du lac Victoria a Iopposé d’une faible fréquence de
I’hémoglobine S sur les hautes terres ou le paludisme était inexistant.

Comparé aux resultats de Gongalves et al, en 2017 donnent des indications sur la maniere dont
ces facteurs génétiques protecteurs peuvent affecter les infections naturelles et pourraient avoir
des implications pratiques pour les programmes de contrdle et d'élimination du paludisme dans
les zones ou ces mutations sont courantes. Bien qu’il soit possible que les mécanismes de
protection procurés par ces variants ciblent des événements pathogénes propres aux cas
cliniques graves, la preuve épidémiologique selon laquelle ces variants influent également sur
le risque de paludisme clinique non séveére suggere que 1’hétérozygotie pour I’hémoglobine C
ou S influence les processus pathogénes communs aux patients, toutes les infections a P.
falciparum. Les travaux expérimentaux indiquent également que ces mutations affectent les
parasites du paludisme de différentes manieres. Cependant, nous ne comprenons toujours pas
I’importance de ces différents mécanismes dans les infections naturelles et la différence entre
la dynamique parasitaire intra-hote chez les AA et les hétérozygotes AS ou AC, notamment en
termes de durée de la circulation du parasite et de production des stades de transmission [70].
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Relation entre les variants d’hémoglobine et le taux moyen des parameétres
hématologiques

Les valeurs moyennes des parametres hématologiques (tableau VI) chez tous les types
d’hémoglobine sont dans la norme de référence locale selon notre protocole d’étude. Nous
n’avons pas trouvé dans notre revue de la littérature d’autres études évaluant la relation entre
les variants de I’hémoglobine et le taux moyen des parametres hématologiques.

Relation entre les variants d’hémoglobine et le taux moyen des paramétres biochimiques
Dans notre étude, la créatininémie avait une valeur moyenne d’environ 84 umol/l (tableau VII)
avec des valeurs normales s'étendant de 48 a 98 umol/l. Ces valeurs sont proches de celles
proposées par Popper H. et coll. (76 umol/l), et de celles rapportées par d'autres auteurs [71].
Ainsi 1’alanine aminotransférase (ALT) a une valeur moyenne d’environ 17UI/L dans notre
population d’étude (tableau VII) avec des valeurs normales < 41UI/L.

L’alanine aminotransférase est surtout retrouvée au niveau du tissu hépatique et a des
concentrations moindres dans le myocarde, le pancréas, les reins, les muscles squelettiques. Les
transaminases sériques sont donc non spécifiques d'une cytolyse hépatique mais néanmoins
intéressantes a connaitre [53, 61].

Cependant nous n’avons pas constaté 1’influence du type d’hémoglobine sur nos valeurs de la

créatinémie (Créat) et I’alanine aminotransférase (ALT) dans notre population d’étude.

Notre étude présentes quelques limites :

- Nous n’avons pas inclus les volontaires ayant des valeurs anormales des parametres
hématologiques et biochimiques. Cela rend difficile I’interprétation de la relation entre
les variants d’hémoglobine et des parameétres biochimiques et hématologiques.

- Nous avons inclus uniquement des volontaires adultes, excluant les enfants. Ceci
pourrait expliquer I’absence des drépanocytaires confirmés et homozygotes SS dans
notre échantillon ; ces cas étant associés a une forte mortalité a un jeune age.

- La taille d’échantillon (n=128) est faible aux regards de la fréquence des variants
d’hémoglobine dans la population ne général. Cela a probablement donné un manque

de puissance a notre étude.
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VII.

CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

CONCLUSION

Au terme de ce travail nous pouvons conclure que :

Le type d’hémoglobine normale HbAA était plus susceptible a I’infection palustre, les types
d’hémoglobine anormale (HDAC, HbAS) étaient aussi susceptibles de I’infection a Plasmodium
falciparum mais a un niveau moindre par rapport a HbAA.

Les types d’hémoglobine n’avaient pas d’impact significatif sur les parameétres hématologiques
et biochimiques étudiés. Toutefois ce résultat peut traduire le manque de puissance de notre
étude.
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RECOMMANDATIONS

Au terme de notre étude nous reformulons les recommandations suivantes :

Aux autorités :

De collaborer avec le MRTC qui est sur place afin de sensibiliser la population a faire le
dépistage de ces dites hémoglobinopathies et leurs surveillances ;

Encourager la population a participer aux essais cliniques ;

De renforcer les coopérations entre 1’université et les bailleurs afin de multiplier les recherches ;

Créer un cadre permettant un transfert de compétence et de technologie ;

Aux personnels chercheurs :

De mener des campagnes de sensibilisation dans le but de faire comprendre a la population
I’importance de la lutte contre le paludisme ;

Encourager des études similaires sur I’impact des types d’hémoglobine dans les autres sites

d’essai cliniques du MRTC et avec des tailles d’échantillons plus grandes

A la population :
De se faire dépister pour minimiser le risque de propagation de cette maladie génétique ;
De participer massivement a ces études de recherche afin qu’ensemble puisse progresser dans

la recherche et aller vers 1’éradication du paludisme.
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RESUME
Au cours de cette étude, notre objectif était d’évaluer la fréquence des variants d’hémoglobine

et leur impact sur la parasitémie a Plasmodium, les parametres hématologiques et biochimiques
chez les volontaires ayant participé aux études de vaccin (Pfs25M-EPA/ASOL et
Pfs230D1MEPA/ASO01) contre le paludisme a Bancoumana, Mali.

Nous avons testé deux candidats vaccins antipaludiques en administration seul ou en
combinaison, Pfs25M et Pfs230D1M dans un essai clinique randomisé, contr6lé et en double
aveugle chez 128 volontaires, agés de 18 a 50 ans a Bancoumana, de Mars 2017 a Mars 2018..
Le prélevement de sang a été effectué chez tous les volontaires aprés leur passage au poste
clinique. Le prélevement et les analyses des échantillons ont été réalisés selon les bonnes
pratiques de laboratoire.

A I’issue de notre étude il ressort que :

Le type d’hémoglobine AA était plus susceptible aux infections palustre par rapport a ce qui
porte le trait drépanocytaire (AC, AS).

Le taux moyen de la parasitémie a Plasmodium falciparum était élevé chez les porteurs
d’hémoglobine normale (HbAA 12,11parasites/200 leucocytes) comparés aux porteurs
d’hémoglobine anormale (HbAC 3 parasites/200 leucocytes ou HbAS 1 parasite/200
leucocytes) au cours de 1’étude. Comparés aux porteurs d’HbAC, les porteurs du trait
drépanocytaire (HbAS) avaient un taux moyen de la parasitémie faible.

Nous n’avons pas observé d’impact significatif du type d’hémoglobine sur les paramétres
hématologiques et biochimiques étudiés.
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Summary

In this study, our goal was to evaluate the frequency of hemoglobin variants and their impact
on Plasmodium parasitaemia, hematologic and biochemical parameters in volunteers who
participated in vaccine studies (Pfs25M-EPA / AS01 and Pfs230D1MEPA / AS01) against
malaria in Bancoumana, Mali.

We tested two malaria vaccine candidates either alone or in combination, Pfs25M and
Pfs230D1M in a randomized, controlled, double-blind clinical trial in 128 volunteers, aged 18-
50 years in Bancoumana, from March 2017 to March 2018. blood samples were taken from all
volunteers after their passage at the clinic. Sample collection and analyzes were performed
according to good laboratory practice.

At the end of our study it appears that:

The type of hemoglobin AA was more susceptible to malaria infections compared to that
carrying the sickle cell trait (AC, AS).

The mean rate of Plasmodium falciparum parasite density was elevated in normal hemoglobin
carriers (HbAA 12,11parasites / 200 leukocytes) compared to abnormal hemoglobin carriers
(HbAC 3 parasites / 200 leukocytes or HbAS 1 parasite / 200 leukocytes) at baseline. Compared
to HbAC carriers, sickle cell trait carriers (HbAS) had a low mean parasite density.

We did not observe a significant impact of the type of hemoglobin on the hematological and
biochemical parameters studied.
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ANNEXES

1. Procédures standard opératoires (SOP) de la goutte épaisse

% Principe :
C’est une technigue de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le sang.

% Matériels:

- Des gants de protection de bonne qualité

- Lames nettoyées et emballées (en quantité supérieure aux besoins)

- Des lancettes stériles, de I’éthanol a 70 %

- Du coton hydrophile

- Un collecteur d’aiguilles

- Une boite ou un plateau pour le séchage des lames a I’horizontale en les protégeant des

mouches et de la poussiere;

- Des formulaires ou un registre;

- Un stylo a bille pour les formulaires ou registres;

- Un crayon pour écrire sur la lame et un petit taille-crayon

% Mode opératoire
Prélever une grosse goutte de sang (environ 5-10ul) en le déposant directement a 1’extrémité
d’une lame (I’autre extrémité étant généralement réservée au frottis). A ’aide du coin d’une
deuxiéme lame, étaler la goutte sur 1 cm de diameétre en tournant pendant quelques secondes.
Laisser sécher avec soin, ne jamais fixer (cela altere la coloration).

% Coloration
Il'y a deux méthodes de coloration avec le Giemsa: la méthode rapide (colorant a 10 % durant
15 a 20 min) et la méthode lente (colorant a 3 % pendant 45 min). On emploie la méthode lente
pour colorer un plus grand nombre de lames, comme c’est le cas dans les enquétes transversales
ou épidémiologiques et pour les travaux de recherche sur le terrain. Méthode rapide (10 %)
C’est la méthode la plus courante pour colorer simultanément de 1 a 15 lames. En cas d’urgence
c’est la méthode rapide qui est utilisée.

% Lecture et quantification
Une goutte d’huile a immersion est placée sur la GE. Les parasites sont recherchés en utilisant
I’objectif a immersion (x100) du microscope. Pour le comptage des parasites, la lame est
examinée de gauche a droite ou de haut en bas comme indiqué ci-dessous afin d’identifier les

parties de la GE ou la répartition des leucocytes est distribuée de fagon homogene.
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Sens de lecture d’une lame en horizontal (1) Sens de lecture d’une lame en vertical (2)
Figure 12: Technique de lecture d’une lame

Les formes asexuées (trophozoites) et les formes sexuées (gamétocytes) de chaque espece
plasmodiale observée sont comptées en notant simultanément les leucocytes. Le comptage se
faisait sur 200 leucocytes. Une lame n’est déclarée négative qu’apres lecture d’au moins 100
champs de la GE sans détecter une forme plasmodiale. La densité parasitaire par uL de sang est
calculée en divisant le nombre de parasites comptés, par le nombre de leucocytes comptés (200
ou plus) multiplié par 8000.

% Avantages et inconvénients

= Avantages: La GE est sensible et donne une concentration parasitaire d’environ 20 fois
plus que celle d’un frottis et peut détecter des parasites au taux extrémement faible (5
parasites/pl de sang) soit une parasitémie de 0.0001%

= Inconvénients: lente et diagnostic d’espéce difficile.

2. Protocol mode opératoire du frottis mince (FM)

RS

% Principe :

Le frottis minces est utilisé pour I'examen morphologique plus détaillée et pour déterminer les
especes de parasites. Etalement de sang sur une lame porte objet, prélevé a partir de préléevement
de sang capillaire ou de sang veineux.

% Matériels:
-Lancette stérile a usage unique
-Sous paillasse
-Coton alcoolisé
-Gant a usage unique
-Lame porte objet dégraissée
-Sac poubelle

-Etiquettes ou crayon
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% Mode Operatoire:
» Prélevement
-Pigdre au niveau du 3°™ ou 4°™ doigt de la main
-Chez les nourrissons de moins de 6 mois, la piglre se fait au niveau du talon ou du gros orteil.
-Nettoyer I'endroit choisi avec I'alcool
-Piquer d'un coup sec et rapide
-Essuyer la premiére goutte de sang avec un tampon de coton sec
-Presser le doigt piqué pour faire sortir une goutte de sang.
-Confectionner les frottis sanguins, sur une surface dure et plane
-Déposer 2,5-5ul de sang sur la lame.
» Confection frottis mince (FM)
-Glisser le bord du frottoir jusqu’a ce qu’elle touche la goutte de sang (laisser fuser)
-Etaler d’un coup sec et régulier en respectant un angle de 45°, tout le sang doit étre étalé avant
d’atteindre 1’autre extrémité de la lame.

-La queue du FM a couche monocellulaire: réguliere, non striée.

goutte de
- sang

7

- N

APPROCHE

ADHESION

~ .

AVANCEMENT

Figure 13 : schémas de confection d’un frotti

» Fixation et Séchage des frottis sanguins
-Apres séchage, fixer les frottis minces au méthanol
-Plonger le frottis mince au méthanol pendant 3 a 5 secondes
-Laisser sécher les frottis sur une surface plane

» Coloration:

-Recouvrir le frottis de colorant a 10% pendant 10-15 min: coloration rapide.
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- 3% pendant 30 min: coloration lente
-Rincer sous un filet d’eau distillée ou du robinet dans 1’évier
-Laisser sécher le frottis a 1‘air libre au moins pendant 1h au minimum ou utiliser un séchoir.
-Le pH du colorant doit étre légerement alcalin/ (7.2- 7.4). Une coloration acide pourrait
empécher la mise en évidence des parasites.

» Lecture:
-Placer une goutte d’huile d’immersion sur le frottis mince (Vers la queue) puis lire avec
I’objectif x100. Sélectionner une zone dans laquelle les globules rouges ne se chevauchent pas.
-Examiner la queue ou les bords du frottis et identifier les especes de parasites en notant les
caractéristiques suivantes :

e La forme du trophozoite

e Le nombre du trophozoite dans le globule rouge

e Lataille du globule rouge infecté

e Le nombre de mérozoite par schizonte

e Laforme du gamétocyte

e Etautres inclusions dans les globules rouges infecte.
-Compter tous les globules rouges puis les globules rouges infectés dans au moins cing champs.
Calculer le pourcentage de globules rouges infectes.
-Une fois le comptage terminé, on calcule le nombre relatif de parasites par
rapport au nombre de leucocytes et 1’on exprime le résultat en « parasites
par microlitre de sang», a partir d’une simple formule de mathématique
Nombre de parasites x 8000/Nombre de leucocytes = parasites par microlitre
Avantages
-Technique rapide (diagnostic d’urgence)
-Diagnostic d’espece
Inconvénients
-Peu sensible (probléme pour les parasitémies faibles Seuil).

3. Modes opératoires des automates :
» Analyses biochimiques:

L’ALAT et la créatinine sérique ont été dosées sur le Pentra C200.
% Matériels et réactifs:

- L’appareil Horiba ABX Pentra C200

- L’imprimante

- Le plateau permettant de porter les différentes cassettes
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- Les cassettes de réactifs de créatinine et d’ALAT
- Les cuvettes
- Le contrdle de qualité interne (normal et pathologique)
- Le calibrant
- Les échantillons (sérum)
- Gants et blouses
- Pipettes et embouts
e Calibration et contréle de qualité:
La calibration et le contréle de qualité quotidiens sont impératifs avant 1’analyse des
échantillons pour vérifier la performance de I’appareil.
e Reconstitution du calibrant et des controles:
% Multical:
Reconstituer le contenu du flacon de lyophilisat avec 3ml d’eau distillée, on laisse le flacon a
la température ambiante pendant une demi-heure. Agiter avec douceur sans secouement pour
éviter la formation de mousse. Retirer le bouchon du flacon, utiliser une pipette pour aliquoter
un volume de 350 pl dans les tubes biocups jaunes.
% Controdle:
Reconstituer de la méme maniere que la multical cette fois-ci avec 5 ml d’eau distillée pour
chaque flacon de lyophilisat (normal et pathologique). Aliquoter les contréles a 350 pl dans les
tubes biocups verts pour le contrdle normal et dans les tubes biocups bleus pour le controle
pathologique. Apres les aliquots qui ne doivent pas étre utilisés dans I’immédiat sont congelés.
e Démarrage de ’appareil:
Il faut d’abord mettre I’imprimante en marche en appuyant sur le bouton power. Ensuite
appuyer sur le bouton marche/arrét de 1’appareil ABX Pentra C200 situé sur la fagade droite
- Attendre que I’écran s’allume et soit prét a étre utilisé
- Se connecter en utilisant ABX2 et le mot de passe

- Appuyer sur ok
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Figure 14: Ecran de ’appareil ABX Pentra C200 apreés la connexion
Ensuite appuyer sur le bouton retour pour accéder a 1’écran principal

Figurel5: Ecran principal de I’appareil ABX Pentra C200

TRAORE Modibo Thése Pharmacie 2019




Apreés tous ceux-ci il faut procéder a la vérification des cuvettes, des cuvettes usagées, de la clé
USB et la connexion de I’'imprimante a 1’appareil. Il faut également faire ’inventaire des

réactifs, scanner les réactifs, la calibration et le contrdle de qualité vont suivre.

| Inventaire

Plateau reactif | |nventaire| Liste Réactif| Canaux ouverts'

|
( 1 OLavage(MlXj Pos [06 N°Cass [3116 (2 ,
© | Mom |TBIL

Type - R2 |.avag&| il ”

vol 389 . |(U-38_9) Type- 30mL|
Tests |236 Total |2Ug

MéthodeITBIL Lot |33??

Expir. [03 /BT /01T |
Stabilts [30

codebar. I44337?31’16012561 |

Enregistrerl Anmuler |ToutEffac:er| Suppr. |F€éinit.volume| Scanplateaul -

Figure 16 : Ecran de I’inventaire des réactifs
e Calibration:
Sélectionner une position vide dans la liste de travail.

Sélectionner Multi-Standard (exemple) dans la liste déroulante Type.

- Sélectionner la catégorie d’échantillons (Commun) dans la liste déroulante Echantillon :
Commun (exemple).

- Sélectionner MCAL (exemple) dans la liste déroulante MS.

- Sélectionner Complet pour une calibration compléte ou le numéro du point de calibration
pour une calibration a un point dans la liste déroulante N°.

- Sélectionner les tests a calibrer.

- Appuyer sur Enregistrer.

Un ID Ech automatique (950000XX) est attribué aux calibrant. L’appareil attribue

automatiquement les positions adequates pour des multipoints selon la calibration enregistrée

pour chaque test.
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e Contrdle:

e

» Sélectionner une position vide dans la liste de travail.

33

A5

Sélectionner Controle a partir de la liste déroulante Type.

D

» Sélectionner le contr6le approprié a partir de la liste déroulante Controle.

e

» Sélectionner les tests.

L)

/7
A X4

Appuyer sur Enregistrer.
Un ID Ech automatique (970000XX) est attribué aux contrdles.
- Ouvrir le couvercle principal.
- Appuyer sur le bouton >> en dessous de la liste de travail.
- Charger le calibrant et les contréles selon la liste de travail.
- Enlever le couvercle de 1’Unité du Conteneur d’Echantillons et de Réactifs (SRCU).
- Charger les godets d'échantillon avec I'adaptateur sur le plateau d'échantillons.
- Apres avoir vérifié toutes les conditions, appuyer sur le bouton démarrer pendant 2 secondes
puis sur Ok si un message d’alarmes ne s’affiche pas.
- Alafin de I’analyse les résultats sont automatiquement imprimés.
e Analyse des échantillons:
Aprés un bon résultat de calibration et de contr6le qui certifie le bon fonctionnement de
I’appareil on peut procéder a I’analyse des échantillons.
e Centrifugation des échantillons:
Les tubes vaccutainer SST contenant le sang étaient centrifugés a 2300 tours par minutes
pendant 15 minutes.
e Principe de I’analyse:
Quand un rayon lumineux traverse une solution, son intensité est réduite. La réduction en
intensité lumineuse est liée a la longueur d'onde, la longueur du trajet et les caractéristiques de
la solution a cette longueur d'onde (concentration de I'échantillon et absorption molaire).
L'absorbance a une longueur d'onde spécifique (A L) d’une solution peut étre déduite de la
mesure de l'intensité de la lumiére (1):
A i =-log (1 / o)
Dans le Pentra C200, lo est I'intensité lumineuse a travers l'air et est mesuré sans cuvette avant
chaque chargement de cuvette. L'absorbance est proportionnelle a la concentration:
Ac=ck l.c
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Ou ¢ est I'absorption molaire, | la longueur du trajet et ¢ la concentration. Afin d'éviter les effets
de certains défauts de cuvette, de variations d'intensité de la lampe et d'interférences
d'échantillon, une seconde longueur d'onde peut étre utilisée comme référence :
AMes=Al-A2
Le mode opératoire est le méme aussi bien pour les contréles que pour les échantillons.
» L’hémogramme :

Il a été réalisé avec les automates Beeckman Coulter AC-T 5diff. Le systeme Coulter compte et
mesure avec précision la taille des cellules sanguines. Le principe repose sur la détection de la
charge électrique spécifique a chaque type de cellules. Les cellules sont mises en suspensions
dans un conducteur fluide. A leur passage a travers un orifice, elles provoquent des vibrations
mesurables. Le nombre de vibration indique le nombre de particules, chaque particule est
identifiée par son amplitude de vibration, proportionnelle au volume de la particule. Le logiciel
utilisé par le systeme Coulter AC-T 5diff compte non seulement les cellules sanguines mais aussi,
donne un approche de la formule globulaire et des indices de distributions.
MATERIEL ET REACTIFS

e Materiels:
Blouses
Gants
Beeckman Coulter ACT 5diff CP
Imprimante
Compresses
Papier hygiénique
Homogénéisateur bidirectionel
Baguettes
portoir

e Les réactifs:
AC-T 5diff Diluent,
AC-T 5diff Fix,
AC-T 5diff WBC Lyse,
AC-T 5diff Hgb Lyse,
AC-T 5diff Rinse et
Sang de contrdle.

% Contro6le de Qualité (CQ)
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Pour le premier usage d’un nouveau lot de controle, on utilise les instructions sur I’insert
sheet du contrdle pour I’enregistrement des valeurs du controle.
a) Entrez I’identification du contréle dans le champ ID échantillon Entrez manuellement le
numéro de lot réservé au contrdle dans le champ ID échantillon de I’écran Analyse :

- sur I’onglet Analyse.

- Entrez le numéro de lot réservé au contréle dans le champ ID échantillon suivant.

Ouvrez le fichier de contrdle approprié :

e O N S [ R NI =] > L T M= e

wiork gt Analyse | i wit | Guality Azsurance | Anslvzerloas |
Sea A0 Echantilon P oo Fom patisnt e Ciote noiss. Frofil
| E— > I | EcnErl | [EB6c
St o oI — Analyse Dietesheure Coamment +
e [o=r=rrzom 11 1= as
o0

Alarme s ot me ssages

=1 Dilplet and Histogam Flags
e

B

| oaszeszoot 140008

Figure 17: fenétre d’enregistrement de contrble

- sur I’onglet Assurance QUALITE

- Vérifiez les informations du fichier de contrdle. Faites défiler les analyses de contréle
si nécessaire afin d’afficher toutes les données.

- Sivous désirez consulter les graphes de Levey-Jennings, sélectionnez 1’onglet approprié
(faites défiler 1’écran vers la droite si nécessaire) et double-cliquez sur le graphe pour
I’agrandir.

NB : Les contr6les ne doivent pas rester plus de 30mn a la température ambiante, un temps de
15mn suffi pour qu’ils prennent la température du labo.

b) Homogénéisez par retournement au moins 8 fois de haut vers le bas et I’inverse pour chaque
controle.

c) Inspectez le contenu du tube pour vous assurer que toutes les cellules sont uniformément
distribuées et qu’il n’y a aucun signe de détérioration.

d) Veillez a ce que le tube soit dans la position de percage (12 heures) dans le support de tubes.
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Si non, faites tourner le support de maniére a amener le tube dans cette position
T ! 200

'y

, |

Y

S

N~

Figure 18: Illustration de la position du tube sur porte échantillon

e) Fermez la porte du support de tubes. Les voyants rouge et vert clignotent :
Quand le voyant rouge reste allumé, le systeéme est occupé a analyser 1’échantillon. Quand
le voyant vert reste allumé, I’instrument est prét pour 1’analyse suivante.
f) Examinez les résultats des controles pour vérifier qu’ils sont dans les plages acceptables
avant d’analyser les échantillons. Si ce n’est pas le cas, retirez les résultats incorrects du
fichier de contréle et analysez le a nouveau
Si les résultats sont toujours en dehors des plages acceptables, Nettoyez le systéeme (reportez-
vous a la section Systéme diluteur) et répétez 1’analyse du contréle.
Si les résultats sont toujours en dehors des plages acceptables informez le responsable du
labo. Les résultats du fichier de contrdle sont imprimés et garder dans le binder de 1’appareil
Analyses des Echantillons :
e Identification des échantillons
Lors de la collecte chaque échantillon est identifié par le numéro d’étude du volontaire, heure
de prélevement, le sexe et I’initial du préleveur.
L’analyse se porte sur un pélévement veineux ou capillaire collect¢ dans un tube EDTA
contenant comme anticoagulant entre 30min et 2 heures. les echantillons sont gardé entre 2
- 4°C apres 24h. tout echantillon au dela de 24heures n’est plus traitable.
L’ ACTS5Diff aspire 30 ul de sang entier en mode NUM et 53 ul de sang entier en mode
NUM/DIFF.
L’instrument peut traiter jusqu’a 60 échantillons par heure en mode NUM ou NUM/DIFF
dans les conditions normales.
e Enregistrement dans I’appareil

Le systéme peut enregistrer jusqu’a 10 000 fichiers
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L’Instrument est configuré sur le mode de numérotation automatique des identifications, il
attribue automatiquement un numéro d’identification d’échantillon (de 1 a 999999) et
incrémente cette valeur avant chaque analyse.

e D’analyse des échantillons :
1-Enregistrement des coordonneées des échantillons
a. Appuyer sur I’onglet Résultats.
b. Vérifiez que ’archive courante est ouverte (arriére-plan blanc sur la liste de travail et la
liste des résultats7). Si une ancienne archive est ouverte (arriére-plan vert), Appuyer sur
Fichier Fermer archive.
c. Avec un nouveau protocole on crée une nouvelle archive.

2-Appuyer sur 1’onglet Liste de travail.

3-Appuyer sur %pour ouvrir la fenétre Ajouter/Modifier la liste de travail pour des
informations sur la maniere de changer le numéro de départ, reportez-vous a la section
Changer le numéro de début de la numérotation automatique des ID des échantillons.
4-Vérifiez que le numéro d’identification d’échantillon est correct : Mettez le champ ID
échantillon en surbrillance.

- Tapez le numéro d’identification d’échantillon désiré.

- Appuyez sur ENTER une fois le numéro entré.

- Vérifiez que le numéro d’identification d’échantillon est correct.

5-Sélectionnez le profil NUM/DIFF :

Appuyer sur =], Sélectionnez NUM/DIFF puis Appuyez sur [=t] (Tab) pour faire passer le
curseur dans le champ Systéme d’alarmes

6-Sélectionnez si nécessaire un autre Systéme d’alarmes :

Appuyer sur. =1 puis sur le systéme d’alarmes désiré. Ensuite Appuyez sur (2] (Tab) pour
faire passer le curseur dans le champ Date et heure de prélevement.

Le systeme d’alarme utilisé est la plage standard sauf en cas d’une autre exigence
protocolaire.

7-Entrez la date et I’heure auxquels 1’échantillon a été prélevé puis Appuyez sur (] (Tab)
pour faire passer le curseur dans le champ Commentaires.

8-Entrez vos commentaires et appuyez sur [=t] (Tab) pour passer au champ ID patient.
9-Entrez I’identification du volontaire

NB : A ne pas confondre les deux paramétres ID :
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-ID de I’échantillon constitue les échantillons du jour 1 a ...... X/jour ne change pas jusqu’ a
fin de mois

-ID patient est propre au volontaire donc le numéro d’étude du volontaire Entrez
manuellement I’identification du volontaire puis Appuyez sur (=] (Tab) pour passer au nom
du volontaire.

10-Entrez le nom du patient (30 caracteres alphanumériques et espaces au maximum)
12-Appuyez sur (=] (6] (Tab) pour passer au champ Sexe du volontaire

13-Sélectionnez le sexe du volontaire

15-Entrez origine de 1’échantillon(le site d’études)

16-Entrez I’origine du volontaire N/A.

17-Appuyer sur '=2=| pour enregistrer les informations et effacer la boite pour pouvoir y
ajouter des entrées supplémentaires.

18-Lorsque la derniére entrée a été ajoutée, appuyer sur @pour enregistrer et quitter
I’écran.

19- Appuyer sur I’onglet Analyse. L’identification échantillon pour I’échantillon suivant a
analyser apparait dans le champ ID échantillon Suivant.

Fichier Cucles B Aide

S| ol e ]y ] o] ]l W o v 2 ce |

| Assurance Gualite | Registresanalyseur]|
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Liste tra
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T m———

| OF /252001 10:46:46 Fhd

Figure 19: fenétre d’analyse des échantillons

20- Homogeénéisez avec soin la totalité de 1’échantillon en respectant les 15mn sur agitateur
ou tapote si micro tube, tout en s’assurant que 1’échantillon est bien mélanggé.

21-V¢érifiez que ’identification échantillon du champ ID échantillon suivant correspond a
I’échantillon a analyser.

22-Insérez le tube dans la position correcte du support de tubes (a 12h).

23-Fermez la porte du support de tubes pour commencer I’analyse.

24-Retirez le tube lorsque la porte du support de tubes s’ouvre automatiquement (apres le
Préléevement). Le voyant rouge est toujours allumé, ce qui signifie que 1’échantillon est
toujours en cours d’analyse.
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25-Attendez que le voyant vert s’allume, ce qui indique que le systéme est prét pour I’analyse
suivante. Les informations concernant I’échantillon suivant a analyser s’affichent dans le
champ ID échantillon Suivant de I’écran Analyse.

26-Vérifiez que les résultats de I’échantillon en cours sont affichés dans la fenétre Analyse.
Examinez les résultats ceux anormaux seront analysés deux fois de suite pour confirmation,
les actions correctives seront prisent et documenter.

27-Vérifiez le numéro d’identification et les résultats de 1’échantillon avant de faire le
compte-rendu des résultats.

28-Appuyer sur @pour imprimer les résultats.

29-Vérifiez que le numéro d’identification de 1’échantillon figurant dans le champ
d’identification de I’échantillon suivant est correct.

30-Répétez les étapes 21 a 29 jusqu’a ce que tous les échantillons soient analysés.

% EXAMEN DES RESULTATS
Tous les résultats doivent étre examiné paramétre par parameétre avant de les rendre ou de les
archiver.

Surtout faire le frottis mince pour le manuel count lorsque 1’appareil donne une interpretation
impossible.
< LIMITES DE LA PROCEDURE

Les exigences opératoires:

e Température de la salle, comprise entre 18 et 30°C
e Taux d’humidité de la salle, comprise entre 30 et 85% (sans condensation)
e Voltage compris entre 220 et 240 V
Les exigences de I’échantillon:
e Sang total sur anticoagulant: EDTA,
e Le resultat optimum est obtenu entre 30mn et 2 heures.

e Garder les prélevements a la température ambiante en cas de nécessité verifier la
numération des plaquettes.

e Garder les prélevements a 4°C au refrigerateur apres analyse pour d’eventuels cas
de besoin.

«» Supports
e Feuille de paillasse: AcT Corrective Action Log Sheet

e Les supports d’impression des résultats

e Fiche de report des résultats critique
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SERMENT DE GALIEN

Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de 1’ordre des

pharmaciens et 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 législation en vigueur mais aussi les regles de

I’honneur, de la 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 meeurs et favoriser des actes criminels ;
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses !
Que je sois couvert d’opprobre et mépris¢ de mes confreres si j’y manque.

Je le jure!
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