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H.O>
Hb

Ht
ICAM-1
IFN

MRTC

NADP+
NADPH
NIAID

NIH
NK Cell
NO
OMS
PB
PCR
PE

Acide Désoxyribonucléique

Association Francaise des Enseignants de Parasitologie et Mycologie

B Cell Receptor (Récepteur de la cellule B)

Cluster of Differenciation (aggregate de differentiation, exemple CD36)

Center for Disease Control and Prevention (Centre de contrdle et de prévention
des maladies)

Complement Receptor 1 (récepteur-1 du complément,)

Cases Report Form (Formulaire de rapport des cas)

Chondroitine Sulfate A

Centre de Santé Communautaire

Circum Sporozoite Protein (Protéine a la surface du sporozoite)

Electron Dense Material (Matériel dense en électron)

Faculté de Médecine, de Pharmacie et d Odontostomatologie
Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (Facteur de croissance des
colonies de macrophage-granulocyte)

Globule Rouge

Peroxyde d’hydrogéne

Hémoglobine

Hématocrite

Intercellular Adhesion Molecule (molécule d’adhésion intercellulaire)

Interféron (exemple IFN-a)

Immunoglobuline (exemple IgE)

Interleukine (exemple IL-1)

Indice plasmodique
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le paludisme)

Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
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National Institutes of Health (Instituts nationaux de la santé)

Natural Killer Cell (cellule tueuse naturelle)

Oxide nitrique

Organisation Mondiale de la Santé

Polynucléaire Basophile

Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaine)

Polynucléaire éosinophile
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PfHRP

PNLP
PNN
RBC
RESA

TNF
USTTB
VCAM-1
WBC
WHO

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule (molécule d’adhésion cellulaire
endothéliale des plaquettes)

Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane protein (Protéine membranaire
érythrocytaire de P. falciparum)

Plasmodium falciparum Histidin Rich protein (protéine riche en histidine de P.
falciparum)

Programme national de lutte contre le paludisme

Polynucléaire Neutrophiles

Red Blood Cells (Globules rouges)

Ring Erythrocyte Surface Antigen (Antigéne a la surface des érythrocytes
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Tumor Necrosis Factor (Facteur nécrosant tissulaire)

Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
Vascular Cell Adhesing Molecule-1 (molécule d’adhésion cellulaire vasculaire)
White Blood Cells (Globules blancs)

World Health Organisation (Organisation mondiale de la santé)
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1. Introduction

Considéré comme un probleme de santé publique a cause de sa grande mortalité et
morbidité infantile dans le monde surtout dans les zones intertropicales, le paludisme
est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde. Il constitue un risque
majeur pour plus de 3 milliards d’étres humains et est responsable de nombreux cas
de décés dans le monde, notamment en Afrique ou il affecte séverement les enfants
de moins de cing ans et les femmes enceintes [1]. En effet, selon le dernier rapport
de 'OMS sur le paludisme dans le monde on assiste a une stagnation, voire une
augmentation des chiffres mondiaux [1]. Le nombre de cas de paludisme était
d’environ 219 millions en 2017 contre 217 millions en 2016 et le nombre de décés
dus a ce probléme de santé publique était estimé a 435 000 en 2017 contre 451 000
en 2016 [1].

En Afrique subsaharienne, particulierement dans les zones rurales pendant la saison
de transmission de paludisme (I'hivernage), chaque enfant est susceptible de faire au
moins un épisode de paludisme [2].

Au Mali, le paludisme demeure I'endémie majeure et la premiére cause de morbidité
et de mortalité dans les groupes les plus vulnérables, a savoir les enfants de moins
de cing ans et les femmes enceintes. Malgré les efforts fournis dans la lutte contre le
paludisme, il se situe toujours au 1° rang des affections et représente 44% des
motifs de recours aux soins dans les structures de santé au Mali [3]. Malgré les
caractéristiques d’endémicité distinctes, toute la population générale est a risque de
paludisme. Les niveaux de transmission varient considérablement d’une région a une
autre et dans la méme région, d’'une localité a une autre suivant les conditions
écologiques et climatiques [3].

Dans ce contexte, le programme national de lutte contre le paludisme au Mali (PNLP)
s’est fixé comme obijectif de réduire d’au moins 75% de la morbidité et la mortalité
imputables au paludisme. Parmi les principales interventions du plan stratégiques
2013-2014 [3]. On peut citer le renforcement du systéme de surveillance
épidémiologique intégré du paludisme au niveau de tous les districts sanitaires et
hépitaux, et la redynamisation du systéme de surveillance et de suivi/évaluation des
interventions de lutte contre le paludisme.

Cependant, il a été observé que certains sujets font une résistance au paludisme
(surtout aux formes graves) allant de la protection contre la mortalité palustre a
'absence d’infection par le Plasmodium. Cet état de résistance est essentiellement
constitutif donc lié a certains caracteres génétiques. L’effet de protection de plusieurs
traits génétiqgues contre diverses manifestations cliniques du paludisme a été
rapporté depuis I'hypothése de Haldane [4]. Le cas du portage du trait
drépanocytaire (HbAS) est le plus emblématiques [5]. Plusieurs autres traits
géneétiques notamment ceux liés au globule rouge ont été associés dans la protection
a divers degrés contre le paludisme. C’est le cas de 'hémoglobine C (HbC) [6], le
déficit en Glucose-6-Phosphate déshydrogénase (G6PD) [7] [8], le groupe sanguin
érythrocytaire O [9], l'a-thalassémie [10]. Si l'effet protecteur de I'HbAS fait
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consensus, des résultats contradictoires ont été rapportés pour le cas des autres
traits génétiques. Ces contradictions peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs
incluant les paramétres environnementaux et épidémiologiques et le design des
études.

Ainsi au Mali, des fortes prévalences de ’'HbC ont été décrites dans le plateau Dogon
ou I'HbC est associé a une forte protection contre le paludisme grave [6]. Cependant
cet effet protecteur de 'HbC n’a pu étre retrouvé dans d’autre zones au Mali ou sa
prévalence est faible [11]. De méme I'HbAS est associée a la protection contre
diverses manifestions clinique du paludisme au Mali dans des zones de forte
prévalence de [I'HbS [11]. Ces constats suggerent une composante
environnementale dans la protection conférée par ces traits génétiques contre le
paludisme. Une meilleure compréhension du rdle de lI'environnement dans cette
protection faciliterait I'élucidation des mécanismes qui soutiennent ces protections.

Dans ce contexte, il nous est paru judicieux d’étudier la prévalence de ces
polymorphismes érythrocytaires chez des patients atteints du paludisme a Dangassa
et Nioro du Sahel, deux zones éco-climatiques différentes au Mali présentant de
parameétres d’endémicités de paludismes différents.



2. Objectifs
2.1. Objectif général

Etudier la prévalence des polymorphismes érythrocytaires impliqués dans la
protection contre le paludisme chez les patients atteints de paludisme vus au CSCom
de Dangassa et au CSRéf de Nioro du Sahel pendant les saisons de transmission
2016-2017

2.2. Objectifs spécifiques

v Estimer la proportion des formes cliniques du paludisme dans les deux sites
d’étude ;

v' Déterminer la proportion de 'HbAS, et de I'HbC chez les patients atteints de
paludisme vus au CSCom de Dangassa et au CSRéf de Nioro du Sahel
pendant la saison de transmission 2016- 2017,

v' Déterminer la proportion de la mutation G6PD (G 202 A) chez les patients
atteints de paludisme vus au CSCom de Dangassa et au CSRéf de Nioro du
Sahel pendant la saison de transmission 2016- 2017,

v Déterminer la proportion du groupe sanguin érythrocytaire O chez les patients
atteints de paludisme vus au CSCom de Dangassa et au CSRéf de Nioro du
Sahel pendant la saison de transmission 2016-2017;



3. Généralités
3.1. Généralités sur le paludisme

3.1.1. Définition du paludisme

Le paludisme est une parasitose due a un hématozoaire du genre Plasmodium et
transmis a 'homme par un moustique femelle du genre Anopheles. Quatre espéces
plasmodiales sont responsables de presque tous les cas humains de paludisme : P.
falciparum ; P vivax ; P ovale et P. malariae. Une cinquieme espece, P. knowlesi, a
été décrite comme infectant 'lhomme [12]. La grande mortalité palustre est associée
a l'infection par P. falciparum.

C’est en 1880 qu’Alphonse Laveran découvre 'hématozoaire du paludisme a partir
de l'observation d'une goutte de sang provenant d'un patient infecté par P.
falciparum, ce qui lui a valu le prix Nobel de médecine ou physiologie en 1907 [13] .
De 1895 a 1897, la transmission de cette affection par la piqre des moustiques du
genre Anopheles a été soupconnée par Ross et confirmée par Grassi en 1898 [13].

3.1.2. Epidémiologie

L’épidémiologie du paludisme peut varier considérablement méme a I'échelle d’'une
région geéographique relativement petite. Les principaux déterminants de
I'épidémiologie du paludisme sont la densité, les habitudes de piqlres et la longévité
des moustiques. Plus spécifiquement, la transmission du paludisme est directement
proportionnelle a la densité des vecteurs, au carré du nombre de piqdres infestantes
par jour et par moustique et a la probabilité qu’'un moustique puisse survivre pendant
1 jour a la puissance 10 [14].

Le cycle de transmission fait intervenir trois acteurs : le parasite, le vecteur et
I'hnomme, tous trois en relation dynamique avec les facteurs environnementaux et les
conditions socio-économiques. Ces différents facteurs conditionnent I'épidémiologie
du paludisme dans une région donnée.

3.1.2.1. Facies épidémiologique

Les indices qui permettent de classer les zones de transmission du paludisme sont
en fonction des facteurs qui conditionnent I'épidémiologie du paludisme. L’indice de
stabilité permet de classer le paludisme en deux zones :

v Les zones de paludisme stable ou endémique : la transmission du paludisme
est longue et intense entrainant une prémunition permettant aux individus de
limiter les manifestations cliniques graves chez les jeunes enfants.

v Les zones de paludisme instable ou épidémique : la transmission du
paludisme est trés courte et il sévit sous forme épidémique. Ce caractére
épisodique de la transmission ne permet pas le développement de la
prémunition. Tous les individus sont a risque de développer la maladie.



Tableau I. Classification du paludisme en fonction du niveau d’endémicité

Niveau
d’endémicité

Hypoendémique

Mésoendémique

Hyperendémique

Holoendémique

IP
(Yaoundé, 1962)

<10% chez les
enfants de 2-9 ans

11-50% chez les
enfants de 2-9 ans

50-75% chez les
enfants de 2-9 ans

>75% chez les
enfants de 2-9 ans

IS
(Kampala, 1950)

<10% chez les
enfants de 2-9 ans

11-50% chez les
enfants de 2-9 ans

50-75% chez les
enfants de 2-9 ans

>75% chez les
enfants de 2-9 ans

IP : Indice Plasmodique ; IS : Indice Splénique.

Caractéristiques
de la
transmission

Sporadique

Périodique en
fonction de Ila

pluviométrie
Intense
Peut survenir

toute I'année

Au Mali, il y a une extréme variabilité de la situation épidémiologique en fonction des
faciés géoclimatiques. Il existe cing modalités épidémiologiques de transmission du

paludisme [15].

» Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonniere longue = 6 mois.
Dans cette zone, l'indice plasmodique (IP) chez les enfants est = 80%. L’état
de la prémunition est acquis vers I'dge de 5-6 ans au prix d’'une forte mortalité

infantile ;

» Une zone sahélienne a transmission saisonniére courte < 3 mois. Dans cette
zone, I'IP se situe entre 50-70%. L’état de prémunition est rarement atteint
avant 'age de 9-10 ans ;

» Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant aux
régions du Nord et a certaines localités des régions de Koulikoro et de Kayes.
L’IP est en dessous de 5%. Tous les groupes d’age sont a risque de
paludisme grave ;

» Des zones de transmission bi ou plurimodales comprenant le delta intérieur du
fleuve Niger et les zones de barrage et de riziculture (Manatali, Markala,
Selingué). L'IP se situe entre 40-50%. L’anémie reste un phénotype clinique
important de la maladie ;

» Des zones peu propices a l'impaludation particulierement dans les milieux
urbains comme Bamako et Mopti ou le paludisme est hypoendémique. L’IP est
<10% et les adultes peuvent faire des formes graves et compliquées de la

maladie.



3.1.2.2. Groupes arisque
Les personnes a risque de paludisme sévere [16] sont :

e Les enfants dans les régions hyper- ou holoendémiques en particulier ceux
agés de six mois a cing ans ;

e Les sujets de tout age dans les régions hypo- ou méso-endémiques ;

e Les voyageurs venant de régions ou il n'existe pas de transmission de
paludisme qui se rendent dans une région impaludée ;

e Les personnes qui retournent dans des régions fortement endémiques apres
quelques années d’absence ;

e Les femmes enceintes (a risque pour toutes les complications).

3.1.3. Agents pathogénes

a. Taxonomie
Tableau II. Classification taxonomique du Plasmodium [17]

Régne : Protista

Sous-regne : Protozoa

Phylum : Apicomplexa

Classe : Sporozea

Sous-classe : Eucoccida

Ordre : Haemosporidae

Famille : Plasmodida

Genre : Plasmodium

Especes: Falciparum, malariae, ovale, vivax,
knowlesi

Il existe d’autres genres que Plasmodium qui sont hepatocystis, haemoproteus,
leucocytozoon. lls sont non pathogénes pour 'homme.

Le genre Plasmodium compte 172 espéces qui infectent non seulement les
mammiféres mais aussi les reptiles et les oiseaux. Les parasites qui infectent les
humains font partir soit du sous-genre Plasmodium (Plasmodium) soit du sous-
groupe Plasmodium (Laverania) et les autres parasites infectant les mammiferes
sont du sous-genre Plasmodium (Vinckeia). Ces sous-genres se distinguent les uns
des autres par des caracteres morphologiques et les particularités du cycle
biologique qui ont utilisés comme criteres taxonomiques dans la classification
classique de Garnham.

b. Espéces
Le paludisme est transmis par un protozoaire du genre Plasmodium. Il existe de trés
nombreuses especes de Plasmodium touchant diverses espéces animales. Les
études ont démontré qu'il existe cinq espéces qui sont pathogénes a 'lhomme [18].




+ Plasmodium falciparum

Elle est I'espéce plasmodiale la plus dangereuse de ces cinq parasites causant le
paludisme. Il est a l'origine de 99% des cas de paludisme estimés en 2016. Elle
représente 85 a 90% de la formule parasitaire au Mali. Il est plus répandu en Afrique
subdésertique que dans d’autres régions du monde. L’évolution se fait d’'un seul
tenant aprés incubation de 7a12 jours. On n’observe pas de rechutes tardives
comme avec les autres especes. P.falciparum est responsable des formes cliniques
graves, notamment du neuropaludisme. Dans les régions équatoriales, il est transmis
toute I'année avec cependant des recrudescences saisonniéres.

+ Plasmodium malariae

Ce parasite se développe sous les tropiques comme en zone tempérée. Sa
distribution est aujourd’hui et surtout tropicale. Dans le foie, la schizogonie exo-
érythrocytaire de P. malariae est capable de former des hypnozoites (formes
guiescentes du parasites) qui pourront entrainer des reviviscences tres tardives [19],
jusqu’a 20 ans apreés l'infection initiale dans une zone endémique. Il se différencie
des autres especes par une incubation plus longue 15 a 21 jours, par une périodicité
différente de la fiévre et surtout par sa capacité a entrainer des reviviscences tres
tardives (jusqu’a 20 ans aprés le retour de la zone d’endémie) [19]. Dans le sang, le
P. malariae infecte préférentiellement les érythrocytes agés [20] et les cycles
érythrocytaires provoquent des fievres quartes bénignes. P. malariae peut causer
des problemes rénaux a long terme [21].

+ Plasmodium vivax
Trés largement répandu en Amérique du sud et en Asie, il est beaucoup plus
rarement observé en Afrique. Les érythrocytes du groupe sanguin Duffy négatif ne
possédent pas le récepteur membranaire nécessaire a l'infection par P. vivax. Sa
période d’incubation est de 11 a 13 jours. On observe des rechutes pendant 3 a 4
ans. L’affection par P. vivax est classiquement considérée bénigne mais en zone
d’endémie il peut avoir des répercussions graves sur I'état de santé des populations,
notamment par I'intermédiaire des anémies chez I'enfant.

+ Plasmodium ovale
Il sévit en Afrique intertropicale du centre et de I'ouest (et dans certaines régions du
pacifique) et provoque une fievre tierce bénigne, comme P. vivax dont il est trés
proche. Son incubation est de 15 jours au minimum mais peut étre beaucoup plus
longue, jusqu’a 4 ans. Son évolution est bénigne mais on peut observer, comme
avec P. vivax, des rechutes tardives (5 ans) [19].

+ Plasmodium knowlesi
Il sévit en Asie du sud-est (particulierement en Malaisie, a Borbéo), en zone
forestiere car il touchait initialement le singe. Il est morphologiquement proche de P.
malariae et se différencie des autres especes par un cycle érythrocytaire de 24
heures responsable d’'une fievre quotidienne. Il existe de rares formes graves, voire
mortelles, avec de fortes parasitémies.



3.1.4. Cycle biologique du Plasmodium

Les plasmodies sont des protozoaires ayant un cycle complexe qui se déroule
successivement chez 'homme (phase asexuée chez I'héte intermédiaire) et chez
'anophele (phase sexuée chez I'héte définitif) [22]. La connaissance du cycle du
paludisme permet de comprendre les modalités de sa transmission. Le paludisme est
transmis par la piqure infestant d’'un moustique, I'anophéle femelle. La phase
sanguine du cycle rend possible d’autres modes de contamination telles que la
transmission congénitale, la transmission transfusionnelle, par greffe d’'organe. Les
facteurs favorisant la transmission sont la température, 'eau et I'humidité, les
facteurs anthropiques (barrage, irrigations, déforestation, transports, migration, etc.)

3.1.4.1. Cycle chez le moustique (sporogonie)

Lors d’'un repas sanguin sur un individu infecté, 'anophéle femelle ingére des formes
sexuées du Plasmodium, les gamétocytes méles (microgametocytes) et femelles
(macrogamétocytes). Ceux-ci parviennent dans l'estomac du moustique et se
transforment en gametes. Le gaméte male subit un processus d’ex flagellation a la
suite duquel les gametes femelles sont fécondés. Il en résulte un zygote appelé
ookinéte; celui-ci s'implante sous la paroi stomacale en formant 'oocyste.

Cette bréve phase diploide s’achéve par une division méiotique suivie par plusieurs
milliers de mitose qui conduit a la production de sporozoites. L'éclatement de
l'oocyste libére ces éléments mobiles et haploides dans I'hémolymphe. Les
sporozoites gagnent préférentiellement 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 entre 10 a 40 jours, suivant la température
extérieure et I'espéce en cause.

3.1.4.2. Cycle chez ’homme

3.1.4.2.1. Cycle exo érythrocytaire

Au cours de la piqglre, 'anophéle femelle infecté injecte dans un capillaire des
sporozoites. Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelques
minutes, ils envahissent les hépatocytes grace a une interaction spécifique entre la
protéine majeure de surface du sporozoite (CSP) et un récepteur spécifique situé sur
la membrane plasmique de I'hépatocyte. Le sporozoite entre alors dans une phase
de réplication, au sein de la vacuole parasitophore. S’en suit alors une prolifération
intracellulaire du parasite qui repousse en périphérie le noyau de la cellule et finit par
constituer une masse multi-nucléée appelée schizonte (schizonte hépatocytaire).
Cette schizogonie intra hépatocytaire aboutit a la formation de milliers de mérozoites
qui seront libérés dans la circulation sanguine aprés la rupture du schizonte. Cette
phase de multiplication est asymptomatique et dure 8 a 15 jours, selon les espéces
(figure 1).



3.1.4.2.2. Cycle intra érythrocytaire

C’est la seule phase symptomatique du cycle, d'intensité variable selon les individus.
Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont débuter le cycle
sanguin asexué de prolifération de P. falciparum en infectant les érythrocytes. Le
merozoite pénetre grace a un processus parasitaire actif et se différencie au sein de
la vacuole parasitophore en anneau (trophozoite jeune), puis en trophozoite mature,
stade a partir duquel une intense phase réplicative commence. Il donne alors
naissance au schizonte (schizonte érythrocytaire), celui-ci aprés segmentation
montre une forme caractéristique de rosace, puis libére 8 a 32 mérozoites qui
rapidement réinfectent des érythrocytes sains. L'ensemble de ce cycle dure 48
heures chez P. falciparum.

L'apparition des gamétocytes se déroule en général la deuxieme semaine qui suit
I'infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A la
suite d'une nouvelle piqQre par un anophéle (figure 1-8), les gamétocytes males et
femelles (au dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés avec le repas sanguin. Il est
a noter que moins de 20% des piqQres de moustiques contenant des sporozoites
dans leurs glandes salivaires sont responsables d'infections en zone endémique.
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Figure 1. Cycle de développement de Plasmodium falciparum
A. Cycle chez le moustique ; B. cycle chez 'lhomme
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3.1.5. Physiopathologie du paludisme

Le paludisme et ses complications sont la résultante d'une cascade d'évenements
physiopathologiques, influencés a la fois par le parasite et les facteurs liés a I'hnéte (y
compris I'immunité et les facteurs de susceptibilité génétiques).

3.1.5.1. Acces palustre simple

Les symptdmes du paludisme commencent a se développer a partir du stade intra
érythrocytaire du cycle de développement du parasite. La fievre est surtout due a
une substance pyrogene (’hémozoine) déversée lors de I'éclatement des globules
rouge parasités. En plus, plusieurs cytokines ont un effet pyrogene comme I'IL-1, I'lL-
6 et surtout le TNF-a [23]. La destruction des globules rouges conduit a 'anémie
ainsi que d’autres mécanismes auto-immunitaires telles que :

+ La fixation de lantigene plasmodial soluble sur les membranes
érythrocytaires,

+ L’action de facteurs plasmatiques libérés par les parasites et fragilisant les
parois érythrocytaires,

+ L’activité opsonisante d’autres produits du métabolisme parasitaire favorisant
la phagocytose des hématies par les monocytes. Au cours de l'infection, le
systeme monocyte macrophage débarrasse I'organisme non seulement des
pigments malariques mais aussi des débris érythrocytaires, ce qui entraine
I'hépato-splénomégalie.

La parasitémie doit atteindre un seuil critique avant que la rupture des schizontes ne
déclenche un acces clinique. Par conséquent, les premiers cycles érythrocytaires
restent généralement asymptomatiques. Le seuil de parasitémie est néanmoins
variable d'un sujet a l'autre. Un sujet naif qui n'a jamais fait de paludisme, est
susceptible de faire un acces clinique avec une parasitémie a peine détectable
(0,001%) alors qu'un enfant d'age scolaire (6- 9ans) en zone d'endémie restera le
plus souvent asymptomatique, méme a une parasitémie tres élevée[24].

3.1.5.2. Acces palustre grave et compliqué

Le paludisme simple mal ou non traité peut se compliquer. La schizogonie profonde
de P. falciparum est a l'origine des complications redoutables telles que le
neuropaludisme. Celui-ci consiste en des thromboses capillaires responsables de
Iésions vasculaires et hémorragiques provoquant des altérations dégénératives des
cellules nerveuses entourées d'infiltrats cellulaires. Plusieurs théories expliquent ces
phénomeénes :

* les obstacles mécaniques sur la circulation micro-capillaire et veineuse a
cause d'une déformabilité diminuée des érythrocytes parasités et de la formation de
"rosettes" constituées d'un globule rouge parasité auquel adherent, par un
mécanisme non élucidé (les antigénes et les immunoglobulines exposés a sa surface
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joueraient un roéle), des érythrocytes normaux. Ces phénomeénes entrainent une
diminution du débit circulatoire et un coma métabolique réversibles [25].

* 'adhérence immunologique de globules rouges parasités a l'endothélium
vasculaire post-capillaires entrainant des ralentissements circulatoires importants.
Cette adhérence serait sous la dépendance de certaines protéines de surface des
globules rouges parasités visibles au microscope électronique (protubérances ou
"knobs"), des lymphocytes T CD4+, de certaines interleukines, en particulier le TNF
et les récepteurs endothéliaux tels que la molécule d’adhésion intercellulaire de type
| ICAM-1) [25].

L'expression symptomatique consiste en une hémiplégie ou des convulsions (zones
motrices), des troubles thermorégulateurs avec hyperpyrexie (hypothalamus), une
altération progressive de la conscience si le cerveau entier est atteint. Le
neuropaludisme évolue rapidement sans traitement vers le coma puis le décés du
malade [25].

3.1.6. Diagnostic et traitement du paludisme

3.1.6.1. Diagnostic biologique

La goutte épaisse, le frottis sanguin et la biologie moléculaire sont les trois examens
de référence permettant la mise en évidence du parasite dans le sang au
microscope. Ces techniques permettent le repérage du Plasmodium dans le sang, la
quantification de la charge parasitaire et la détermination de I'espéce plasmodiale.
Tests de diagnostic rapide immunochromatographiques sont utilisés aussi pour le
diagnostic sérologique du paludisme. Le principe de ces tests consiste a détecter les
protéines spécifigues de Plasmodium (antigenes HRP-2 ou enzymes pLDH,
aldolase), en chromatographie sur un support solide.

3.1.6.2. Prise en charge du paludisme
+ Actions préventives

Les mesures préventives visent a protéger soit contre l'infection, soit contre le
développement de la maladie chez les individus infectés. Il n’existe actuellement
aucun vaccin autorisé sur le marché contre le paludisme, mais un essai vaccinal
contre P. falciparum est en cours d’évaluation en Afrique sub-saharienne. Ce
candidat vaccin, connu sous le nom de RTS, S/AS0l1, est en bonne voie selon
'OMS. En 2015, I’'Agence européenne du médicament a donné un avis favorable
pour la poursuite des études sur ce vaccin RTS, S/AS01 (Mosquirix®) en Afrique, qui
est un vaccin contre le paludisme et I'hépatite virale B, le « S » situé aprés la virgule
désignant I'antigéne HBs. L'OMS a confirmé en 2016 que le vaccin RTS, S/AS01
sera déployé en Afrique subsaharienne, dans le cadre de projets pilotes des 2018.
Toutefois, ce vaccin n’étant que partiellement efficace viendra renforcer les mesures
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de prévention, de diagnostic et de traitement recommandées par 'OMS, auxquelles il
ne se substituera pas [26].

Les différentes stratégies de prévention mise en ceuvre au Mali selon les
recommandations de 'OMS sont la lutte anti vectorielle (utilisation des moustiquaires
imprégneées d’insecticides, I'utilisation de biolarvicides pour la destruction des gites
larvaires ; la pulvérisation intra domiciliaire), le Traitement Préventif Intermittent (TPI)
avec la Sulfadoxine-Pyrimethamine au cours des consultations prénatales; la
Chimioprévention du paludisme saisonnier chez les enfants de 3 a 59 mois qui
consiste a administrer quatre doses de SP et Amodiaquine (AQ) a un mois
d’intervalle pendant la période de haute transmission [27].

+ Actions curatives

Pour le traitement curatif du paludisme simple, l'utilisation des combinaisons
thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) est recommandée par 'OMS depuis
2004. En cas de paludisme grave, le traitement se fera par les sels de quinine en
perfusion intraveineuse ou par les dérivés de I'Artémisinine injectables. Tous ces
moyens nécessitent une politique économique et sociale onéreuse impliquant la
participation de chacun pour une meilleure amélioration de la couverture sanitaire de
la population.

Les différentes options thérapeutiques recommandées par 'OMS pour le traitement
des acceés palustres simples sont les suivantes :
e Artéméther-Luméfantrine (Coartem®©, dans tous les pays du monde),
e Artésunate + Amodiaquine (ASAQ®, dans les zones ou le taux de succés
thérapeutique de I'Amodiaquine en monothérapie est supérieur a 80%),
e Artésunate + Sulfadoxine Pyriméthamine (Artecon®©, dans les zones ou le taux
de succes thérapeutique de la SP en monothérapie est supérieur a 80%).

Pour le traitement des accés graves, l'artésunate injectable est le médicament de
premiére intention en raison de 2,4 mg/kg de poids corporel par voie intraveineuse
(IV) ou intramusculaire (IM) suivi par la méme dose en 12 h et 24 h plus tard et, par
la suite, une fois par jour jusqu’a ce que le patient puisse prendre ses médicaments
par voie orale. En I'absence d’Artésunate injectable, I'Artéméther (3,2 mg/kg de poids
corporel en intramusculaire le J1 puis 1,6 mg/kg par jour) ou la quinine (20 mg de sel
de quinine/kg a I'admission, puis 10 mg/kg toutes les 8h en perfusion intraveineuse,
diluée dans 10 mil/kg de soluté salin isotonique). D’autres médicaments seront
donnés en fonction des manifestations clinques comme la fievre, les convulsions et
I'hypoglycémie etc.
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3.2. Généralités sur les Variants génétiques et protection contre le paludisme

3.2.1. Rappel sur ’hémoglobine normale

L’hémoglobine humaine est une protéine dont la principale fonction est le transport
de l'oxygéne dans l'organisme humain et chez les invertébrés. Elle se retrouve
essentiellement dans les globules rouges du sang, ce qui leur confére leur couleur
rouge. L’Hb est constitué de quatre chaines de globines (deux chaines a et deux
chaines B) et de quatre molécules d’héme. Sa synthése se fait dans les
érythroblastes médullaires et est stimulée par I'érythropoiétine. Cette synthése
nécessite la présence de certains éléments comme le fer, le cuivre, la vitamine B12,
la vitamine B6, la vitamine C et I'acide folique et entre autres [28].

En fonction de la nature des deux chaines B de la globine, on distingue I'HbA (a2,
B2), 'THbA2 (02, 82) et 'HbF (a2, y2). Cette derniére est retrouvée chez le nouveau-
né, et son taux commence a s’abaisser dés I'age de 6 a 8 mois. Chez I'adulte sain,
’hémoglobine A est majoritaire. Les valeurs normales du taux d’hémoglobine se
situent entre 13 a 18g/dl chez 'homme et 12 a 16g/dl chez la femme [29].

3.2.2. Hémoglobinopathies

3.2.2.1. Le gene drépanocytaire

La drépanocytose est une maladie génétique récessive autosomique liée a une
anomalie de structure de la chaine 3 de 'hémoglobine. C‘est une maladie héréditaire
trés répandue dans le monde principalement chez les sujets noirs d’Afrique
équatoriale, mais également dans le pourtour méditerranéen, le moyen- orient, le
continent indien et les zones de migration de ces populations (noirs américains par
exemple). C’est un probleme majeur de santé publique en Afrique noire ou la
prévalence du trait drépanocytaire est tres élevée 15 a 25% en Afrique centrale et de
l'ouest. Elle est de 10 a 12% dans les DOM( Département frangais d’ceuvre Mer)
d’Amérique, de 1 a 15% dans régions méditerranéennes [30].

Le géne drépanocytaire résulte d’'une mutation ponctuelle au niveau de la position 6
du géne codant pour la chaine B de I'hnémoglobine, ou la séquence GAG est
remplacée par GTG. Cette mutation conduit au remplacement de I'acide glutamique
par la valine, entrainant la formation de 'HbS [30]. Par conséquent, dans la condition
d’hypoxie, I'hnémoglobine perd sa forme et sa fonctionnalité pour prendre la forme en
faucille incapable de survivre dans cette condition, d’ou 'hémolyse aboutissant a une
anémie.

Certaines circonstances comme I'hypoxie, la déshydratation, une acidose ou une
hyperthermie peuvent entrainer une polymérisation de I'HbS. Cette polymérisation
entraine une altération de la fonction membranaire avec augmentation de la
perméabilité aux ions, a la déshydratation, a la cristallisation de I'HbS et a la
déformation caractéristigue des globules rouges en faucille. Ce type de globules
rouges rigides et peu déformables, est responsable de I'hyperviscosité sanguine et
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des complications vaso-occlusives rencontrées dans la drépanocytose. Les globules
rouges falciformés sont éliminés rapidement a cause de leur durée de vie courte.

Les différentes formes de la drépanocytose rencontrées sont la forme hétérozygote
ou porteur du trait drépanocytaire AS, la forme homozygote (SS) et les
drépanocytaires composites SC, S/ 3+ thal et S/B0 thal [31]. Le trait drépanocytaire
est généralement asymptomatique. L’hémogramme est normal ainsi que la
morphologie des globules rouges. Il conférerait une protection contre certaines
formes de paludisme, ce qui expliquerait la distribution géographique de la
drépanocytose dans les zones impaludées.

La maladie drépanocytaire concerne la forme homozygote SS mais également les
hétérozygotes composites SC et SB thalassémies. Le tableau clinique de la forme
homozygote se caractérise par une anémie hémolytique, des accidents ischémiques
vaso-occlusifs secondaires au blocage des petits vaisseaux par les globules rouges
peu déformables. Les formes hétérozygotes composites entrainent des
manifestations cliniques variables allant des formes quasi asymptomatiques a une
drépanocytose tres sévere[32].

Le mécanisme par lequel le trait drépanocytaire protege contre le paludisme a P.
falciparum n’est pas totalement élucidé, mais les principaux facteurs sont la
falciformation accélérée facilitant I'élimination des cellules infectées de la circulation
sanguine et la mauvaise croissance parasitaire. Cette croissance est normale dans
les hématies AS exposées a 17% d'oxygéne mais les parasites meurent a 3%
d’oxygéne en quelques jours.

Figure 2. lllustration des globules rouges falciformes sur frottis mince
Source : http:/iwww. lifl.fr/~touzet/M1/Sickle-cell_anemia.jpg
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3.2.2.2. Hémoglobine C

L’hémoglobine C est retrouvée a travers I'Afrique de l'ouest surtout sur le plateau
Voltaique. Elle est asymptomatique chez les sujets hétérozygotes et ne comportant
gu'une hémolyse extrémement modérée souvent accompagnée d’une grosse rate
chez les sujets homozygotes. C’est une affection génétique a transmission récessive,
il s’agit d’'une mutation ponctuelle au niveau de la position 6 de la chaine B globine,
c'est-a-dire, la séquence GAG est remplacé par AAG conduisant au remplacement
de l'acide Glutamique par la Lysine. Par conséquent, 'HbA est remplacé par 'HbC
[33].

La coincidence de la distribution géographique de cette affection génétique
érythrocytaire avec celle de 'endémie palustre passée ou présente suggére qu’elle
est impliquée dans la protection contre le paludisme. En effet, ’lHbC hétéro- et
homozygote protégent tous contre le paludisme sévére ; mais il semble que cette
protection soit élevée pour les sujets homozygotes [34]. Une étude menée sur 4348
sujets au Burkina Faso suggére une réduction de 29 a 93% de risque de paludisme
clinique chez les sujets de type dHbC hétérozygotes et homozygotes,
respectivement [35].

Certaines études récentes ont démontré [leffet protecteur de cette
hémoglobinopathie contre le paludisme grave, comme celle conduite au Mali chez
les Dogons, qui a démontré que 'HbAC était associée approximativement a 80% de
réduction du risque de paludisme grave[36]. Aucun cas de paludisme grave n’a été
observé chez les 7 sujets homozygotes HbCC inclus dans cette étude. Ce résultat
suggere que les sujets homozygotes sont plus protégés que les sujets
hétérozygotes.

Le mécanisme de protection induite par 'HbC n’est pas élucidé mais une étude
récente a démontré deux mécanismes :

- la diminution de la séquestration des globules rouges parasités dans la micro
circulation sanguine reconnue comme facteur déterminant la survenue des formes
graves de paludisme ;

- une augmentation de la clairance splénique des globules rouges parasités. Le
premier mécanisme semble étre le mécanisme prépondérant. On expliquerait ainsi la
protection conférée par 'HbC contre la plupart des formes graves du paludisme
méme chez les enfants de moins de cinq ans qui manquent encore d'immunité
spécifiqgue acquise antipaludique suffisante [37].

3.2.2.3. Déficit en G6PD

Le deéficit en G6PD, encore appelé favisme, est le plus fréquent des déficits
héréditaires enzymatiques du globule rouge. Il touche environ 420 millions de
personnes dans le monde, avec une fréquence plus élevée dans les pays du
pourtour méditerranéen, d’Afrique tropicale, du moyen orient et d’Asie tropicale et
sud-tropicale. Les populations d’origine africaine et hispanique de '’Amérique du nord
et du sud et des Antilles sont également touchées [32].
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Le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est une enzyme présente dans le
cytoplasme de toutes les cellules de l'organisme. Il est impliqué dans la premiéere
étape de la voie métabolique des pentoses phosphates, produisant ainsi le NADPH
(coenzyme nécessaire a la réduction du glutathion oxydé). Pour le globule rouge qui
manque de noyau, de mitochondrie et d’autres organites, I'enzyme G6PD est
particulierement importante. La protéine G6PD a un poids moléculaire de 59 kDa et
chaque unité est composée de 515 acides aminés. Le géne de la G6PD chez
’homme est situé dans la région télomérique du bras long du chromosome X sur la
partie q28 [38].

Ce gene se compose de 13 exons et atteint approximativement 18 kb. L’enzyme de
référence est dénommeée G6PD (B+) dont I'activité enzymatique est de 100% avec
une fréquence de 60-80% dans la population. Le variant (A+) a une fréquence de 15-
40% avec une activité enzymatique de 80%. Elle difféere de la forme B+ par un
nucléotide en position 376 de la séquence nucléotidique ('adénine est remplacée par
la guanine). Cette mutation n’a pas de conséquence clinique et ne confére pas de
résistance au paludisme [39]. Le variant (A-) rencontré dans la population noire
notamment en Afrique sub-saharienne, atteint typiguement des fréquences de pres
de 25% dans les populations vivant en zones d’endémie palustre. Ce variant a une
activité enzymatique de 12% [39] et a été décrit comme un facteur de réduction du
risque de paludisme grave pour les femmes G6PD hétérozygotes et les hommes
G6PD Hémizygotes [40].

3.2.2.4. Groupe sanguin ABO

L’expression des antigenes glucidiques du systeme du groupe sanguin ABO a la
surface des globules rouges a été décrite pour la premiére fois par Karl Landsteiner
en 1900 [41] et représentait une étape importante pour le développement d’'une
transfusion sanguine sans risque. Plus tard, en 1941, Hartmann démontrait que
'expression des antigénes ABO n’était pas confinée aux hématies, lesquelles
conduisaient au nom plus précis d’antigénes du groupe histo-sanguin [42]. La base
moléculaire du systeme de groupe sanguin ABO a été élucidée en 1990 [43]. Le
systeme a été décrit pour la premiére fois avec trois antigenes, six génotypes et
quatre phénotypes, mais est démontré maintenant comme étant hautement
polymorphique [41]. Le systeme ABO est défini selon :

- la présence ou non d’antigénes A ou B a la surface des globules rouges.
Ainsi, les globules rouges du groupe sanguin A possedent I'antigene A, ceux du
groupe B l'antigeéne B, ceux du groupe AB les antigénes A et B alors que ceux du
groupe O ne contiennent ni 'antigéne n’a ni 'antigéne B.

- La présence ou non d'anticorps anti-A ou anti-B dans le sérum. La présence
d’'un antigéne dans un organisme implique I'absence de son anticorps spécifique
dans cet organisme (sous peine de formation d’'un complexe anticorps-antigene).

La recherche des antigénes définit I'épreuve de Beth-Vincent alors que celle des
anticorps définit I'épreuve de Simonin-Michon et sont obligatoires et doivent étre
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concordantes pour établir un groupe sanguin ABO. Une exception, toutefois, chez le
nouveau-né de moins de six mois dont les anticorps ne sont pas bien développés, et
chez lequel ne sont donnés que des résultats non définitifs.

Le mécanisme par lequel le groupe O a un avantage sur le groupe A par rapport au
paludisme met en avantage I'hypothése de cytoadhérence et le phénomene de
rosetting [44].

Figure 2. lllustration des anticorps et antigenes des groupes sanguins
érythrocytaires

Groupe A | Groupe B | Groupe AB | Groupe O
Globule
Rouge
ANCE: | ek A AL
Anticorps| AN ¥ AN AY
Anti-B Anti-A Aucun Anti-A et Anti-B
: ? 1 *t
Antigéne Antigéne A | Antigéne B }Antigéne A et B|Pas d'antigéne

Source : Ifmsciences.skyrock.com consulte le 28/02/19

http://www.hema-quebec.qgc.ca/sang/savoir-plus/groupes-sanquins.fr.ntml
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4. Méthodologie

4.1. Cadre et lieu de I’étude

Cette étude s’est déroulée dans le cadre d'un projet de recherche sur la diversité
génomique des populations de parasite en vue du développement d’un vaccin contre
la phase sanguine de P. falciparum au Mali financé parle DELTAS Africa une
initiative de ’Académie Africaine des Sciences a travers le Centre Ouest Africain de
Biologie Cellulaire des Pathogénes Infectieux (WACCBIP) basé a I'Université de
Ghana (Grant DEL-15-007: Awandare). L’étude s’est déroulée dans deux facies
épidémiologiques différents : Nioro du Sahel et le village de Dangassa.

4.2. Sites d’étude

L’étude s’est deéroulée dans deux localitéts du Mali: Nioro du Sahel et
Dangassa choisis pour leur grande différence sur le plan épidémiologique palustre.
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Figure 3. Sites de I'étude
Source : ICER MALI le 23/06/2019
> Nioro du Sahel

Nioro du Sahel est situé a 241 km au nord-est de Kayes (chef-lieu de la premiere
région administrative du Mali) et a 447 km de Bamako. |l est situé entre la latitude
14°30 et 16°30 nord et les longitudes 11°00 et 9°00 ouest. Nioro du Sahel est le
chef-lieu de la commune et du Cercle du méme nom. Il compte 16 communes et
couvre une superficie de 11 060 km?.
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Le climat est nord sahélien avec deux saisons bien marquées : I'hivernage va de
juillet a septembre. En année moyenne, on enregistre en moyenne 300 mm de pluies
(figure 2). 1l fait tres chaud en avril, mai et juin (45°C, figure 2). Ce qui caractérise
surtout Nioro du Sahel est le fort taux d'évaporation des eaux de surface avec 80%.
Ceci explique en grande partie le tarissement précoce des points d'eaux naturels.
Les mares de Korkodio et de Gakou constituent des réservoirs d'eaux importants.

La végétation est essentiellement composée d'arbustes épineux avec une
domination d'Acacia (peuplement d'Acacia Sénégalensis au nord du cercle).

La population du cercle est cosmopolite, composée de Soninké, Peuls, Maures,
Kagoro et Bambara y vivent en paix. Cette population est estimée a environ 253 000
habitants (sources DNCT).

L'agriculture et I'élevage restent les deux occupations majeures de la population. Le
commerce et l'artisanat sont assez bien développés dans la ville de Nioro du Sahel.
La commune urbaine de Troungoumbé abrite le plus grand marché a bétail de la
région. La population du cercle est confrontée a d'énormes probléemes de santé,
d'éducation, de communication. Le manque d’infrastructure et d’équipements est
senti & tous les niveaux. La couverture sanitaire en termes d'infrastructures
construites est passée du simple au triple (07 CSCOM en 2001 contre 14 en 2005 et
21 en 2015. Par rapport a I'accessibilité géographique de la population aux services
Socio- sanitaires, le taux est passé a 42% pour les populations situées a moins de 5
km et & 62% pour celles résidentes a moins de 15 km. Le taux de consultation
prénatale est passé de 37% en 2001 & 65% en 2005. Le taux d'accouchement
assisté demeure constant & 31%. Les maladies courantes sont le paludisme et les
infections respiratoires chez les enfants. On note une recrudescence de la
tuberculose liée a la pandémie du SIDA.
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Figure 4. Température moyenne et maximale a Nioro du Sahel
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Figure 5. Précipitations moyennes mensuelles en mm de pluies a Nioro du Sahel
+ Village de Dangassa

Dangassa est situé dans le district sanitaire d’Ouéléssebougou, cercle de Kati, région
de Koulikoro. Autre fois, le village s’appellait Tintinibilé (plateau rouge), et aurait été
fondé vers le 13éme siécle par Manssa Dan camara venu de Kong. Il s’installa sur un
plateau ou poussait une herbe appelée en malinké Ngasan. Quand son frere
Kamadjan lui rendit visite et dit « nous viendrons nous installer & Dan ka Ngasanfiera
» ce qui signifie en malinké (le plateau ou pousse I'herbe Ngasan) que le village
prend le nom de Dangassa. Ce village compte environ onze milles(11000) habitants
composés essentiellement de malinké, mais aussi les bambaras, peuhls, les
somono, les dogons et les mossis.

+ Situation géographique

Le village de Dangassa est situé a 82km au Sud-ouest de Bamako sur la route
nationale 7, dans la commune rurale de Niagadina, sous-préfecture de Kourouba,
préfecture de Kati, région de Koulikoro.

Il est limité a I'Est par le village de Ballala, au Nord-Est part le village de Makono a
I'Ouest par le village de Niagadina, au Nord par le fleuve Niger, et au Sud par le
village de Faraba de Bamako.

4.3. Type et période d’étude

Nous avons mené une étude transversale prospective qui consistait a collecter des
données chez les patients recus en consultation pour paludisme aux centres de
santé de Nioro et Dangassa au cours de la saison de transmission palustre de
septembre a décembre 2016 et d’aolt a décembre 2017. Une équipe meédicale
assurait la permanence dans le centre de santé des deux localités pendant toute la
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période de I'étude. Et les populations étaient encouragées a fréquenter les centres
en cas de maladie.

4.4. Population d’étude

La population d’étude était constituée de toutes les personnes agées de 6 mois et
plus se présentant aux centres de santé de Nioro et Dangassa pour paludisme.

4.5. Echantillonnage

L’échantillonnage était exhaustif nous avons inclus tous les patients qui se sont
présenté aux centres avec des signes de paludisme et accepté de participer a I'étude
chez qui un test rapide de diagnostic du paludisme (TDR) a été réalisé.

4.6. Criteres d’inclsuion et de non-inclusion
4.6.1. Critéres d’inclusion

Les personnes répondant aux critéres suivants ont été inclus dans cette étude :

- accepter de patrticiper a I'étude

- Etre &gé de 6 mois et plus

- Avoir donné son consentement libre et éclairé ;
- Avoir un taux d’Hb=8,5 g/dl ;

- Avoir un TDR positif.

- Avoir une goutte épaisse (GE) positif
4.6.2. Critéres de non-inclusion
- Refus de participer a I'étude ;

- Toute condition qui selon l'opinion de l'investigateur pourrait rendre le patient
incapable de suivre le protocole (par exemple, maladie psychiatrique).

- Toute condition qui, selon l'opinion de linvestigateur, pourrait étre un facteur
confondant dans I'analyse des données ou poser un risque d’exposition inutile au
personnel de I'étude (par exemple, sujets reconnus infectés par le virus du SIDA ou
ayant le SIDA).

4.7. Variables mesurées
Nous avons mesuré les variables suivantes :

- sociodémographiques : I'age, le sexe, la résidence, ethnie.

- clinique : température, le poids

- biologiques : Goutte épaisse/frottis mince, le taux d’hémoglobine (Hb), le Statut en
G6PD, le statut hémoglobinique le groupage sanguin érythrocytaire.
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Définitions opérationnelles

> Acces palustre: il a été défini par la présence d’au moins un signe du
paludisme et la présence de P. falciparum dans le sang.

» Acces palustre grave : présence de 'un des signes du paludisme grave et la
présence du P. falciparum dans le sang selon TOMS

» La prostration désigne spécifiqguement un état de faiblesse et de fatigue
extrémes qui se manifeste par I'effondrement des fonctions musculaires du
patient et par son immobilite.

» Hyperparasitémie a été définie par la présence de plus de 100000
trophozoites sur une goutte épaisse.

» Anémie a été définie comme un bas niveau d’hémoglobine dans le sang,
comme attestée par la réduction de la qualité et de la quantité d’hématies
associés a une réduction de la capacité de transport d’oxygéne. Nous avons
utilisé la définition des différents degrés d’anémies en Afrique selon I'OMS.

- absence d’anémie : un taux d’hémoglobine = 10g/dl,

- anémie modérée : un taux d’hémoglobine compris entre 7et 9,9g/dI,

- anémie sévere : un taux d’hémoglobine < 7g/dl.
4.8. Déroulement et procédure d’étude
Avant le démarrage de l'étude, une autorisation communautaire a été obtenue
auprés du chef du village, des chefs de familles et des autorités communautaires et
administratives.
En Juillet 2016 nous avons installé une équipe médicale au centre de santé de
Dangassa et une autre équipe médicale a été installée au centre de santé de
référence de Nioro du sahel a partir de Septembre 2016. Les populations des deux
localités étaient encouragées a fréquenter les centres de santé en cas de signes
cliniue. Pour chaque patient accueilli par les équipes médicales, un interrogatoire
suivi d’'un examen clinique était réalisé. Cela nous a permis de recueillir les données
cliniues sur un formulaire de report de cas. Un prélevement sanguin était par la
suite effectué au niveau du doigt pour réaliser le TDR, le taux d’Hb, la GE/FM et
déterminer le groupe sanguin érythrocytaire.

Un préléevement veineux était ensuite fait dans les tubes EDTA pour d’autres
analyses. Les prélevements veineux étaient centrifugés pour séparer le plasma du
culot. Le plasma était utilisé pour rechercher des facteurs pouvant influencer les
manifestations cliniques du paludisme. Et le culot de globules rouges (environ 10pl)
était utilisé pour le typage de 'hnémoglobine et le reste du culot (environ 200ul) était
utilisé pour extraire 'ADN total contenant TADN humain contenu dans les leucocytes
et 'ADN parasitaire contenu dans les hématies infectées. Cet ADN extrait nous a
permis de faire les génotypages du gene de la G6PD. Pour chaque cas confirmé de
paludisme, une combinaison thérapeutique a base d’artémisinine (CTA) était
administrée pour le paludisme simple, et Quinine en perfusion ou artéméther
injectable pour le paludisme grave. En cas de complications nécessitant des actions
thérapeutiques particulieres, les patients étaient orientés ou référés vers des services
spécialisés.
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4.9. Collecte gestion et analyse des données

Les informations ont été collectées sur les formulaires de report de cas (CRF). Les
données ont été saisies sur Microsoft Excel 2007 et analysées avec le logiciel SPSS.
Les résultats ont été présentés sous forme de tableaux et de figures. Le test de Khi2
a été utilisé pour comparer les prévalences des différents polymorphismes entre les
deux sites d’étude. Le seuil de signification statistique a été fixé a 5%.

4.10. Considération éthique

Le protocole de recherche a été soumis a I'approbation du comité d'éthique de la
Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie. Nous avons
également travaillé selon les bonnes pratiques de recherche clinique sur ’lhomme et
selon les bonnes pratiques de laboratoire telles qu’énoncées dans les conventions
internationales (déclaration d’Helsinki, Conférence internationale d’harmonisation des
bonnes pratiques de recherche biomédicale). Un consentement écrits lu, expliqué et
signé a été obtenu de chaque patient avant sont enrélement dans I'étude. Il a été
obtenu aprés la permission communautaire et l'autorisation administrative. Nous
avons utilisé des numéros d’anonymat pour chaque participant pour empécher leur
identification par de tierces personnes. Le matériel courant était un matériel stérile a
usage unique tels que les lancettes et les lames.
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5. Résultats
Dans nos deux sites d’étude, nous avons recensé 457 patients dont 328 a Dangassa

et 129 a Nioro du sahel. Les enfants étaient les plus représentés dans les deux sites
d’étude avec respectivement 67,4% et 58,9% des participants a Dangassa et a Nioro
du sahel. La majorité de nos patients était du groupe sanguin O sur les deux sites
avec respectivement 44,8% a Dangassa et 43,4% a Nioro. La prévalence du trait
drépanocytaire (HbAS) et 'HbAC étaient retrouvé respectivement a des proportions
de 11,9% et 6,8% a Dangassa et 10,1% et 4,7% a Nioro du Sahel. L'HbCC et 'HbSS

n’ont pas été retrouvé dans cette étude.

5.1. Résultats descriptifs
Tableau Ill. Répartition des sujets en fonction du sexe et du site d’étude

Sexe Dangassa Nioro Total

N % N % N %
Masculin 139 42,4 71 55 210 46
Féminin 189 57,6 58 45 247 54
Total 328 71,77 129 28,22 457 100

Globalement, les femmes étaient plus représentées 54,04% des participants a
I'étude soit un sexe ratio de 1,17 en faveur du sexe féminin. Ce sexe ratio était de
1,35 et 0,85 respectivement a Dangassa et Nioro du sahel.

Tableau IV. Répartition des sujets en fonction de la Classe d’age et du site d’étude

Classe d’age Dangassa Nioro

N % N %
Enfant (1-17 ans) 221 67,4 76 58,9
Adulte (18-70 ans) 107 32,6 53 41,1
Total 328 100 129 100

Les enfants étaient les plus représentés dans les deux sites d’étude avec
respectivement 67,4% et 58,9% des participants a Dangassa et a Nioro du sahel.

Tableau V. Répartition des sujets en selon du site d’étude et le groupage sanguin
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Groupage sanguin Dangassa Nioro

N % N %
A 70 21,5 28 21,7

88 27 35 27,1
AB 22 6,7 10 7,8
O 146 44,8 56 43,4
Total 326 100 129 100

Il a été observé une dominance des groupes sanguins O sur les deux sites avec
respectivement 44,8% a Dangassa et 43,4% a Nioro. De fagcon générale les
prévalences des différents groupes sanguins érythrocytaires étaient similaires dans
les deux sites d’étude.

Tableau VI. Répartition du sexe féminin en fonction du site d’étude et du
portage de I’Alléle G6PDA- (mutation G6PG_202A)

G6PD Dangassa Nioro

N % N %
Normal 69 80,2 13 92,8
Hétérozygote 16 18,6 1 7,2
Homozygote 1 0.2 0 0
Total 86 100 14 100

La mutation G6PG_202A a été recherchée chez 100 participants féminins dont 86 a
Dangassa et 14 a Nioro. Elle était deux fois plus représentée a Dangassa comparé a
Nioro avec des prévalences respectives de 18,6% et 7,2%. Un seul cas homozygotie
a éteé retrouvé a Dangassa.
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Tableau VII. Répartition du sexe masculin en fonction du site d’étude et du portage
de I'Allele G6PDA- (mutation G6PG_202A)

G6PD Dangassa Nioro

N % N %
Normal 60 91 36 92,3
Hémizygote 6 9 3 7,7
Total 66 100 39 100

La mutation G6PG_202A a été recherchée chez 105 participants masculins dont 66
a Dangassa et 39 a Nioro. Les prévalences de l'allele G6PD (A-) étaient similaires a
Dangassa et a Nioro avec respectivement 9% et 7,7% des participants.

Tableau VIII. Répartition des participants en fonction du site d’étude et du type
d’hémoglobinique

Trait drépanocytaire Dangassa Nioro

N % N %
AA 252 81,3 110 85,3
AC 21 6,8 6 4,7
AS 37 11,9 13 10,1
Total 310 100 129 100

Le trait drépanocytaire (HbAS) et le type hémoglobinique HbAC étaient retrouvé
respectivement a des proportions de 11,9% et 6,8% a Dangassa et 10,1% et 4,7% a
Nioro du Sahel. L’'HbCC et 'HbSS n’ont pas été retrouvé dans cette étude.
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Tableau IX. Répartition des patients selon la gravité du paludisme et le site d’étude

Sexe Dangassa Nioro

N % N %
Paludisme simple 201 61,2 80 62
Paludisme grave 127 38,8 49 38
Total 328 100 129 100

La prévalence du paludisme grave était similaire dans les deux sites. Elle a été de
38,8% et 38% respectivement a Dangassa et Nioro du sahel.
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Figure 6. Critére de gravité du paludisme selon le site d’étude

Les vomissements étaient le symptéme le plus fréquemment retrouvé chez les cas
grave (78,8% a Dangassa et 50% a Nioro) suivi de la prostration qui a été de 45,7%
a Nioro du sahel et 20% a Dangassa. Alors que I'anémie sévére a été observée
seulement a Nioro du sahel avec 2,2%.
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Tableau X. Taux moyen d’hémoglobine et la Parasitémie moyenne selon le site
d’étude

Site d’étude Taux moyen d’hémoglobine Parasitémie moyenne
Dangassa 11,585 + 1,7563 20104,20 *+ 28626,987
Nioro 11,976 + 21687 24226,29+23262,475
P 0,08 0,15

Dans nos deux sites d’études nous n’avons pas remargué une différence significative
entre les taux moyens d’hémoglobine (p= 0,08) et les parasitémies moyennes
(p=0,15).

5.2. Résultats analytiques
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Figure 7. Parasitémie moyenne selon le site et le statut en G6PD

A Dangassa, les hémizygotes avaient une faible parasitémie moyenne alors que la
parasitemie moyenne était plus élevée chez les sujets hommes normaux. A Nioro, La
parasitemie moyenne chez les sujets hémizygotes était inférieure a celle des sujets
normaux elle-méme inferieure a celles des femmes hétérozygotes. Ces différences
n’étaient pas significatives
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Figure 10. Parasitémie moyenne selon le site et le trait drépanocytaire

Comparées a la parasitemie moyenne des sujets HbAA, les parasitémies moyennes
chez les sujets HbAS étaient diminuées de pres de la moitié aussi bien a Dangassa
gu’a Nioro. La parasitémie moyenne des sujets HbAC était comparable a celle des
sujets HbAA a Dangassa mais diminuée de prés de moitié a Nioro. Les différences
n’étaient pas significatives.
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Figure 11. Parasitémie moyenne selon le site d’étude et le groupage sanguin
Nous n’avons pas observé de différence statistiguement significative entre la
parasitémie moyenne chez les sujets de groupe O et celle retrouvée chez les sujets
des autres groupes sanguins (p=0,7).
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Figure 12. Taux moyen d’hémoglobine selon le site et le déficit en G6PD
Le taux d’hémoglobine ne variait pas de fagon significative entre les sujets en
fonction de leur statut en G6PD ni a Dangassa ni a Nioro du sahel.
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Figure 13. Taux moyen d’hémoglobine selon e site et le type d’hémoglobine
Le taux d’Hemoglobine moyen était similaire dans les trois groupes des sujets et sur
les deux sites d’étude.
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Figure 14. Taux moyen d’hémoglobine selon le site et le groupe sanguin
Nous n’avons observé aucun impact du groupe sanguin érythrocytaire sur le taux
moyen d’hémoglobine a Nioro et Dangassa.

Tableau XI. Forme clinique du paludisme selon le site et le groupe sanguin

Groupage Dangassa Nioro
Palu Palu P Palu Palu P
simple grave simple grave

O* 89 57 36 20

Autres groupes 110 70 0,9 44 29 0,6

Dans I'ensemble de nos deux études, la différence n’était pas significative mais les
deux formes du paludisme étaient plus fréquentes chez les autres groupes que les
groupes Dangassa (p=0,9), Nioro (p=0,6).
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Tableau XIl. Forme clinique du paludisme selon le site et le statut en G6PD

G6PD Dangassa Nioro
Palu Palu P Palu Palu P
simple grave simple grave
Normal* 69 60 32 18
Hétérozygote 10 6 0,5 1 0 0,6
Hémi/Homozygote 5 2 0,9 2 1 0.008

Les sujets normaux étaient plus affectés par les deux formes de paludisme a
Dangassa (p=0,5) ainsi qu’a Nioro (p=0,7) aussi.

Tableau Xlll. Forme clinique du paludisme selon le site et Type d’hémoglobine

Trait Dangassa Nioro

drépanocytaire Palu Palu P Palu Palu P
simple grave simple grave

AA 149 103 68 42

AS 25 12 0,3 8 5 0,9

AC 12 9 0,9 4 2 0,8

On avait observé qu’aprés les porteurs de 'hbAA, les AS étaient plus touchés que

les AC dans les deux sites d’étude.
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6. Commentaires et discussions

Notre étude avait pour but d’évaluer la prévalence de certains polymorphismes du
globule rouge chez les patients atteints du paludisme dans deux localités
d’endémicité palustre différente au Mali. Les localités de Dangassa et de Nioro du
Sahel ont été choisies pour leur grande différence en termes d’endémicité palustre.
Dangassa est située dans la zone forestiere soudano-guinéenne au bord du fleuve
Niger. La transmission du paludisme y est saisonniére et stable. Elle est intense
entre le mois de Mai et Décembre. Cependant des cas de paludisme y sont observés
toute 'année. Quant a la ville Nioro du Sahel, elle est située dans la zone
sahélienne aride a la frontiere du Mali avec la Mauritanie. La transmission du
paludisme y est instable et fortement liée a la saison pluvieuse. Elle est courte et
s’étend de Septembre a Novembre.

Nous avons considéré les polymorphismes érythrocytaires les plus couramment cités
dans la protection contre le paludisme notamment les formes grave. Il s’agit de : Le
trait drépanocytaire (HbAS), HbAC, le déficit en G6PD (l'alléle A") et groupe sanguin
érythrocytaires O. Les patients ont été enrdlés a Dangassa au centre de santé du
village et a Nioro dans le centre de santé de référence de la ville ainsi qu’au niveau
des deux CSCOM de la ville. La population a été fortement encouragée a fréquenter
ces centres de santé en cas de signe de paludisme et tous les cas de paludisme
confirmés sans distinction de I'age et du sexe ont été inclus dans I'étude. Cette
stratégie nous a garanti une inclusion exhaustive des cas de paludisme.

Au total, nous avons enr6lé 457 patients dans I'étude Dont 328 a Dangassa et 129 a
Nioro du sahel. Une tres grande proportion des sujets enrdlés a Nioro du sahel était
des adultes soit 41,1%. Cette observation nous rappelle que I'dage bien qu’étant un
surérogatoire de I'immunité antipalustre dans les zones d’endémie ne protege pas
complétement contre l'infection palustre. Elle confere plutdét une prémunition contre
les formes grave de la maladie. En effet dans les zones d’endémie palustre, la
prémunition contre les formes grave du paludisme est acquise vers I'age de 5 ans
mais les sujets méme adultes restent susceptibles a l'infection palustre. Le délai
d’acquisition de la prémunition reste largement tributaire de I'endémicité de la
maladie et dans les zones a transmission faible, les adultes restent susceptibles
méme aux formes graves du paludisme.

Les cas graves représentaient une forte proportion des cas de paludisme recensés
soit 38,7% a Dangassa et 38% a Nioro. La grande majorité de ces cas graves était
due aux vomissements repétés (78,8% des cas a Dangassa et 50% des cas a
Nioro). La prostration était présente chez 45,7% des cas graves de Nioro contre
seulement 20,4% a Dangassa. L’absence d’anémie palustre sévere dans cette étude
est due au fait que les patients présentant un taux d’hémoglobine inférieur a 8,5g/dI
n’étaient pas inclus. La forte proportion des cas graves est due aux faits que la
définition des cas graves de paludisme est trés souvent subjective et dépend
largement de l'appréciation du médecin traitant notamment concernant le cas du
vomissement.
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En dehors de la définition de 'anémie sévere qui est assez objective car basé sur la
mesure du taux d’hémoglobine mais qui reste multifactorielle, et dans une moindre
mesure la prostration, les autres critéres de gravité du paludisme rencontrés dans
cette étude sont largement subjectifs. Nous n’avons pas observé une variation du
taux moyen d’hémoglobine ainsi que la densité parasitaire moyenne entre les sites
(Dangassa et Nioro) (tableau 1X). Plusieurs auteurs ont exploré les effets des
polymorphismes du globule rouge sur le risque de paludisme et du paludisme grave.

Nous avons recherché la mutation G6PG_202A principale mutation responsable du
déficit en G6PD en Afrique subsaharienne chez 206 patients dont 152 a Dangassa et
54 a Nioro. Cette mutation était présente a I'état hémizygote G6PG_202A chez 9%
des sujets masculins & Dangassa contre 7,7% a Nioro. Chez les sujets féminins,
l'état hétérozygote G6PG_202A/G a été retrouvé chez 18,6% et 7,2%
respectivement a Dangassa et Nioro. L’état homozygote n’a été retrouvé que chez
une patiente de Dangassa.

Notre étude s’est intéressé particulierement a étudier la prévalence ainsi certains
auteurs ont trouvé une protection associée a I'état hémizygote du déficit chez les
hommes [45], alors que d’autres ont rapportés une protection associée a I'état
hétérozygote chez les femmes [46]. Des études épidémiologiques bien structurées,
couplées aux études d’exploration du mécanisme sont nécessaire pour élucider le
réle du déficit en G6PD dans la protection innée contre le paludisme.

La majorité de nos patients étaient du groupe sanguin O en général et
particulierement dans nos deux sites (44,39%) suivi du groupe B (27,03%), groupe A
(21,53%) et groupe AB (7,03%) (Tableau V). Ce résultat des patients du groupe O
est légerement en relation avec ceux obtenu chez les donneurs de sang a Bamako
en 2004 sur 136 donneurs [46] et dans d’autres régions d’Afrique de I'ouest [47, 48].
La forte proportion du groupe sanguin O dans ces populations d’Afrique sub-
sahariennes s’expliquerait par la sélection positive de ce groupe sanguin en raison
de la résistance qu’elle procurait contre le paludisme grave [49]. Cependant, au
cours de notre étude, nous n’avons pas observé de réduction significative du risque
de paludisme grave associé au groupe sanguin O.

La prévalence cumulée du trait drépanocytaires (HbAS) et de I'hémoglobine C
(HbAC) dans notre étude était de 17,53% dont 11,38% d’HbAS et 6,15% d’HbAC
(Tableau VII). Ces deux types d’anomalies hémoglobiniques ont été associés a une
réduction significative du risque de développement de certaines manifestations
graves du paludisme dans diverses zones geographiques. Les prévalences de ces
deux types Hb varient énormément en fonction des zones géographiques et des
groupes ethniques. En 1992, Baby avait trouvé 14,75% d’HbAC et 3,05% d’HbAS
dans la population des dogons a Bandiagara qui sont supposés étre originaires du
Mandé [50]. Diallo et col. (1994) avaient trouvé chez les dogons au Mali 15,8%
d’HbAC et une faible fréquence de 3,05% d'HbAS [51]. Ces différences de
proportions avec notre étude s’expliquent par le fait que notre population d’étude
était essentiellement constituée de Malinké. On pense que 'HbC semble remplacée
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I'HbS chez les Dogons a cause de sa faible conséquence clinique comparée a la
population originelle Malinké [52, 53]. Le méme constat a été fait au Burkina Faso
[35] et au Ghana [34].

Nous n’avons pas observé de lien entre le portage des polymorphismes du globule
rouge et la réduction du risque de paludisme grave (Tableaux X, Xl, Xll). Cela
s’explique par les critéres de gravités que nous avons considérées dans cette étude.
En effet, était considéré comme cas grave tout patient présentant des vomissements
nécessitant un traitement parentéral. Ce qui a contribué a augmenter
considérablement le nombre de cas grave dans cette étude.

36



7. Conclusion et recommandations

7.1. Conclusion
Les polymorphismes de globule rouge étudiés sont assez fréquents chez les patients
impaludés de Dangassa et de Nioro. Au moins cependant nous n’avons pas observé
d’association entre les polymorphismes étudiés et la réduction du risque de
paludisme grave.

7.2. Recommendations
Au terme de notre étude et au vu de nos résultats, nous pouvons formuler les
recommandations suivantes :

Mener une étude congue spécialement pour évaluer I'impact de I'endémicité du
paludisme sur le phénomeéne de protection des sujets porteurs de ces
polymorphismes contre le paludisme,

8.Limites de I'étude

Nous avons rapporté seulement les prévalences des différents polymorphismes du
globule rouge chez des patients impaludés vus en consultation a Dangassa et a
Nioro. L’étude n’avait pas été concgu initialement pour rechercher l'effet de ces
polymorphismes sur le risque de paludisme (non compliqué et sévére). Aussi nos
effectifs semblent faibles pour conclure par rapport a cette hypothése. Nous n’avons
pas aussi étudié d’autres facteurs génétiques non érythrocytaires potentiellement
impliqués dans la protection contre I'accés palustre.
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Résumé

Nous avons évalué les proportions de I'HbAS, de I'HbAC, du groupe sanguin
érythrocytaire ABO, de l'allele G6PDA" chez les patients atteint de paludisme dans
deux localités d’endémicité palustre différent au Mali, Nioro du Sahel (zone de faible
endémicité palustre) et Dangassa (zone de forte endémicité palustre). Les groupe
sanguins érythrocytaires ont été déterminés par la technique de Beth Vincent, le
typage de I'hémoglobine a été réalisé par la méthode de chromatographie en phase
liquide (Machine D-10 de Bio-Rad) et 'alléle G6PDA™ a été déterminé en utilisant la
technique de PCR couplée a 'enzyme de restriction pour détecter la mutation G6PD
G202A.

Au total, nous avons inclus 457 patients atteints de paludisme dont 129 a Nioro et
328 a Dangassa. Les proportions des différents traits génétiques étaient similaires
dans les deux localités. Le groupe sanguin O a été retrouvé chez 44,8% des
participants a Nioro du Sahel contre 43,4% a Dangassa. L'HbAC et 'HbAS ont été
retrouvés chez 4,7% et 10,1%, respectivement, chez les participants de Nioro du
Sahel contre 6,8% et 11,9%, respectivement a Dangassa. La proportion du déficit en
G6PD hétérozygote était de 18,6% et 7,2% les participantes respectivement a
Dangassa et a Nioro du Sahel. Chez les participants du sexe masculin, la proportion
du déficit en G6PD a I'état hémizygote était de 9,0% et 7,7% des participants
respectivement a Dangassa et a Nioro du Sahel. Notre étude révele que plus de 60%
de nos participants portaient au moins un trait génétique classique de résistance au
paludisme a Nioro du Sahel aussi bien qu’a Dangassa.

Nous n’avons pas observé d’association positive entre les traits génétiques étudiés
et les phénotypes cliniques du paludisme au cours de notre étude.

Mots Clés : HbC, HbS, déficit en G6PD, Paludisme, groupe sanguin ABO Mali
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Abstract

Since the sedentarisation of man following the development of agriculture more than
10,000 years ago, malaria has become one of the main forces of modification of the
human genome. The almost perfect overlapping of the geographical distribution of
the high prevalence of certain polymorphisms of the red blood cell and of those of
malaria made suggest the hypothesis that these genetic polymorphisms would
provide a resistance to malaria. However, the results of field epidemiological studies
remained discordant with many of them suggesting an environmental component of
the phenomenon.

We assessed the prevalence of HbAS, HbAC, erythrocyte blood groups, G6PDA-
allele in patients with malaria in two localities of different malaria endemicity in Mali:
Nioro (low endemic area) and Dangassa (area of low endemicity). Erythrocyte blood
groups were determined by the technique of Beth Vincent, the typing of hemoglobin
was carried out by the method of liquid chromatography (D-10) and the G6PDA allele
was sought by the reaction technique polymerase chain followed by restriction
enzyme analysis to detect the G6PD G202A mutation.

In total, we included 457 patients with malaria, including 129 in Nioro and 328 in
Dangassa. The prevalence of different genetic traits was similar in both localities.
Blood group O was found in 44.8% of participants in Nioro and 43.4% in Dangassa.
The HbAC and HbAS hemoglobin phenotypes were found in respectively 4.7% and
10.1% of participants in Nioro against 6.8% and 11.9% in Dangassa. Only one HbSC
phenotype and two HbCC were observed in Dangassa. The G6PDA- allele was
present in the heterozygous state in 18.6% and 7.2% of female subjects respectively
in Dangassa and Nioro. Only one female subject presented the homozygous G6PDA-
allele in Dangassa. In the male subject, the G6PDA- allele was found in the
hemizygous state in 9% and 7.7% of the participants in Dangassa and Nioro,
respectively. Our study reveals that more than 60% of our participants carried at least
one of the genetic traits implicated in the protection against malaria in Nioro as well
as in Dangassa. However, we found no significant association between the genetic
traits studied and a particular clinical form of malaria in this study.

Keywords: HbC, HbS, G6PD deficiency, Paludisme, Blood Group ABO Mali

11. Annexes
Description des techniques de laboratoire

11.1. Détermination du taux d’hémoglobine
Le taux d’hémoglobine a été mesuré par I'appareil HemoCue Hb201+ microcuvette
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Figure : Analyseur et Microcuvette HemoCue

Source : Photo prise a Dangassa
11.1.1. Principe de la méthode

La réaction dans la microcuvette repose sur une réaction modifiée de formation
d’azoture de méthémoglobine. Les érythrocytes sont hémolysés pour libérer
I’'hémoglobine. L’hémoglobine est convertie en méthémoglobine, laquelle réagit avec
de l'azoture pour donner de l'azoture de méthémoglobine dont I'absorbance est
mesurée dans l'analyseur. Cette absorbance est directement proportionnelle a la
concentration de I'Hb (réf).

11.1.2. Matériel et réactifs

-Appareil analyseur

-Microcuvette HemoCue

-Lancette

-Alcool 70°

-Coton

11.1.3. Technique

-cibler un doigt, bien désinfecté avec le tampon d’alcool a 70°;

-piquer en un coup sec avec une lancette ; nettoyer la premiére goutte de sang,
presser le bout du doigt pour avoir une deuxieme goutte ;

- Appliquer la microcuvette sur la goutte de sang. La quantité nécessaire est aspirée
automatiqguement dans la microcuvette par capillarité.
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-Aprés avoir enlevé minutieusement toute trace de sang présente a la surface de la
microcuvette, la mettre sur son support et l'insérer ensuite dans le photometre

Figure : Mécanisme de mesure du taux d’Hb par I'appareil HemoCue 201+
Le résultat est exprimé en gramme d’hémoglobine par décilitre de sang (g/dl)

Source : www.hemocue.com

11.2. Détermination du groupe sanguin ABO
Nous avons déterminé le groupe sanguin par I'épreuve de Beth VINCEN

11.2.1. Principe

Cette méthode consiste a recherché les antigenes A, B ou D a la surface des
globules rouges, par un test d’agglutination utilisant les sérums Anti-A, anti-B et anti-
D.

7.1.1. Matériel et réactifs
* lame porte objet

* cure-dent

e coton

« alcool 70°

* lancette

* crayon de papier

» Sérums tests, (anticorps) : anti-A (couleur bleu), anti-B (couleur jaune), anti-D
(incolore)

10.2.3. Mode opératoire

-marquer a l'aide de crayon de papier le numéro d’identification du sujet sur trois
lames porte objet en les marquant A, B et D

-cibler un doigt
-nettoyer le doigt avec un tampon d’alcool a 70°

-piquer en un coup sec le bout du doigt par une lancette et nettoyer la premiere
goutte de sang avec le coton sec;
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- presser le bout du doigt pour avoir d’autres gouttes et déposer une goutte (de 10pl)
de sang sur chacune des trois lames porte objets.

-ajouter :- une goutte (10ul) du sérum anti-A sur la goutte de la lame A

-une goutte (10ul) du sérum anti-B sur la goutte de la lame B

-une goutte (10ul) du sérum anti-D sur la goutte de la lame D ;

-triturer les trois gouttes avec trois cure-dents différents.

11.2.4. Résultat

Observer I'agglutination avec les sérums tests :

* sérum anti-A + le sang = agglutination (présence de I'antigéne A)

* sérum anti-B + le sang = agglutination (présence de I'antigéne B)

» sérum anti-D + le sang = agglutination (présence de 'antigéne D) pour le rhésus.
L’absence d’agglutination signifie 'absence d’antigéne correspondant.

Ce qui nous permet de déterminer les phénotypes : A +, B+, AB+, O+, A-B —, AB-,
O-.

11.3. Détermination du type d’hémoglobine avec la mahcine D-10
11.3.1. Principe de la procédure du D-10

Le D-10 Dual Program repose sur le principe de la séparation des analyses par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par échange d’ions. Les
échantillons sont automatiqguement dilués dans le systéme D-10 puis injectés dans la
cartouche analytique. Le systéme 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 I'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 matériau contenu dans
la cartouche. Les molécules d’hémoglobine séparées traversent ensuite la cellule a
circulation du photométre filtre ou sont mesurés les changements d’absorbance a
415 nm (ref.).

Le logiciel D-10 integre 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’A1c est calculée a I'aide d’un
algorithme gaussien

Exponentiellement modifié (EMG) qui permet d’exclure la surface des pics dus a
I'A1c labile et a 'hémoglobine carbamylée de la surface du pic A1lc.
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11.3.2. Prélévement et manipulation des échantillons

11.3.3. Type d’échantillon

On utilise le sang total.

11.3.4. 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 'EDTA.

11.3.5. Conservation des échantillons

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.

11.3.6 Préparation des échantillons

Porter les tubes d’échantillons a température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant
I'essai. Les échantillons sont stables a température ambiante pendant 1 jour. Aucune
préparation particuliere 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 l'arriere de
'appareil. Utiliser des adaptateurs spéciaux pour les tubes de 12, 13 et 14 mm de
diameétre. Retirer tous les adaptateurs pour les tubes de 16 mm de diameétre. 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 prédilution est nécessaire. Pour prédiluer, pipeter
1,5 ml de solution de lavage/dilution dans un microtube de 1,5 ml étiqueté puis
ajouter 5 pL de I'échantillon de sang total. Boucher le tube et bien mélanger. Utiliser
un adaptateur pour les microtubes de 1,5 ml.

11.4. Procédures standard opératoires (SOP): goutte épaisse

10.4.1. Principe: c’est une techniqgue de concentration permettant un repérage
rapide des parasites dans le sang et I'identification des différentes espéces (frottis
sanguin).

11.4.2. Matériel

Deux (2) lames porte-objet propres et bien dégraissées
Vaccinostyle stérile

Alcool 70°

Colorant de Giemsa pur
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Coton hydrophile sec

Eau tamponnée, PH=7,2

Boite a lames ou couvercle pour protéger les frottis pendant le séchage
Chiffon de coton propre et ne peluchant pas
Crayon noir a mine grasse ou marqueur indélébile
Stylo a bille

Bacs de coloration

Eprouvette graduées

Ratelier, chronometre

Huile d'immersion

Registre ou formulaire de notification

Un compteur manuel

Gant

11.4.3. Lieu du prélevement

A l'extrémité d’'un doigt gauche (en général 3° doigt aprés le pouce), sur la face
latérale du doigt sain.

Au lobe de l'oreille, apres I'avoir réchauffé entre les doigts.
Au talon ou gros orteil chez le nourrisson, aprés I'avoir réchauffé.
11.4.4. Technique de la goutte épaisse

Apres avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le registre approprié,
ainsi que l'identité du patient sur la lame, réaliser la goutte comme suite :

1. En tenant la main gauche du malade la paume tournée vers le haut, choisir le
troisieme doigt aprés le pouce (le gros orteil peut étre utilisé chez les nourrissons. Le
pouce ne doit jamais étre utilisé chez les adultes ou les enfants).

2. Avec un tampon de coton légérement imbibé d’alcool, nettoyer le doigt en
appuyant fermement pour enlever la saleté et la graisse du bout du doigt.

3. Avec le chiffon de coton propre, essuyer le doigt en appuyant fermement pour
stimuler la circulation du sang.

4. Avec un vaccinostyle stérile, piquer le bout du doigt d’un seul geste.

5. Essuyer la premiére goutte de sang avec du coton sec. S’assurer qu’il ne reste
pas de fibres de coton sur le doigt, qui pourraient se mélanger au sang.
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6. En procédant rapidement et en tenant les lames propres uniquement par les
bords, recueillir le sang comme suit :

7. Appuyer doucement sur le doigt et recueillir une petite goutte de sang au milieu de
la lame (cf. figure).

8. Essuyer le sang restant sur le bout du doigt avec un tampon de coton.
9. Tenir la lame supérieure par les bords.
10. Placer le coin de I'autre lame au centre de la goutte de sang

11. Etendre légérement la surface de la goutte par des mouvements spiralés
appuyeés de la lame (cf. figure).

12. Assurer cette défibrination mécanique pendant quelques secondes et étendre la
goutte sur environ 1 cm de diametre.

13. Laisser la préparation a plat, a I'abri de la poussiere, de la chaleur et des
mouches pendant deux heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de
séchage sinon il y a risque de décollement de la préparation lors de la coloration (cf.

figure).

Figure 8. Technique de la goutte épaisse
11.4.5. Technique de coloration de Giemsa

C’est une méthode de coloration classique employée en routine pour la coloration
des étalements sanguins et pour le diagnostic du paludisme.

Toujours maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a I'abri de la lumiére
solaire directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre recouvertes d’une
enveloppe de papier noir épais pour les protéger de la lumiere.
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Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton imbibé de
méthanol, ou en le trempant dans un récipient de méthanol pendant quelques
secondes.

Préparer la solution de Giemsa a 3ou 5 dans I'eau tamponnée (PH 7,2) et bien
mélanger le colorant.

Verser doucement le colorant dans la bague jusqu’a ce que la lame soit entierement
recouverte.

Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a I'abri de la lumiére
solaire et de la poussiére.

Les lames sont ensuite rincées et séchées sur un ratelier.

NB : La lecture se fait au microscope a I'objectif 100 a I'huile d’immersion
Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu

Les noyaux des leucocytes sont en violet foncé.

Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine rouge fonceé et un
cytoplasme bleu pale. Dans les infections a P. vivax et P. ovale, on peut voir un
semis de granulations de Schuffner dans le fantdbme de I'érythrocyte héte, en
particulier sur les bords du frottis.

11.4.7. Méthodes de numération des parasites du paludisme dans les gouttes
épaisses

Parasites par pl (= mm3)

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante. Elle consiste a
dénombrer les parasites par yl de sang dans un frottis épais, par rapport a un
nombre prédéterminé de leucocytes. On prend comme norme une moyenne de 7
500 leucocytes par pl. Malgré l'imprécision due aux variations du nombre de
leucocytes parmi des personnes en bonne santé et aux variations encore plus
grandes observées chez les malades, cette valeur permet des comparaisons
valables. Avant de commencer a compter, on examinera I'équivalent de 0,25ul de
sang (environ 100 champs, avec un oculaire 7X (ou 10X) et un objectif a immersion
dans I'huile 100X) dans le frottis épais pour déterminer I'espéce de parasite et les
stades présents. Ensuite, on appliquera la méthode suivante qui convient pour les
frottis positifs :

1. Un compteur manuel a 4 chiffres nécessaire pour dénombrer séparément les
parasites et les leucocytes.

2. a) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié 10 parasites ou plus, noter
les résultats sur le formulaire de notification, en indiquant le nombre de parasites par
300 leucocytes.
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b) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié neuf parasites ou moins,
continuer de compter jusqu’a 500 leucocytes et noter le nombre de parasites par 500
leucocytes.

3. Dans chaque cas, le nombre de parasites par rapport au nombre de leucocytes
peut étre converti en nombre de parasites par ul par la simple formule mathématique
Suivante :

Nombre de parasites X 7 500

-------------------- - = parasites par pl
Nombre de leucocytes

En d’autres termes, si 300 leucocytes sont comptés, le hombre de parasites est a
multiplier par 25 et si 500 leucocytes sont comptés, le nombre de parasites est a
multiplier par 15.

11.5. Procédures Standard Opératoires (SOP) : Frottis Mince

Le frottis sanguin consiste en la réalisation d'un étalement monocellulaire des
éléments sanguins. Lames a tenir par les bords pour éviter les empreintes digitales
graisseuses. Plus la lamelle utilisée pour faire le frottis est mince, plus fin le frottis
sera.

11.5.1. Matériel

* 2 lames porte-objet dégraissées
* Vaccinostyle stérile

* Alcool 70°

* Colorant de Giemsa pur

» Coton hydrophile sec

* Eau tamponnée, pH=7,2

* Méthanol absolu

11.5.2. Lieu du préléevement

a. A I'extrémité d’un doigt gauche (ni index, ni pouce), sur la face latérale du doigt qui
ne doit étre ni cedémateux, ni cyanose, ni traumatisé, ni infecté.

b. Au lobe de l'oreille, aprés I'avoir réchauffé entre les doigts
c. Au talon ou au gros orteil chez le nourrisson, aprés I'avoir réchauffé.
11.5.3. Technique

1. Dégraisser la lame a l'alcool (ou au toluéne); faire sécher a I'air ou prés d’une
flamme ou avec un appareil-séche cheveu (fig. 11a).
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2. Désinfecter le bout du 3eme ou 4eme doigt avec de I'alcool 70°.
3. Piquer le doigt avec un vaccinostyle stérile, d’'un seul geste.
4. Essuyer la premiére goutte de sang avec du coton sec.

5. Déposer une goutte de sang capillaire ou veineux a l'une des extrémités de la
lame.

6. Poser le bord de la deuxiéme lame en avant de la goutte de sang, le faire glisser
en arriére jusqu’au contact de la goutte de sang qui va se répandre sur toute la
largeur du bord de la lame supérieure dans I'angle formé par les 2 lames (fig. 11b).

7. Incliner la lame supérieure de 45°.

8. Pousser fermement la deuxieme lame le long de la lame de sang, en la tenant
inclinée a 45°, d'un geste rapide et régulier, en avant, vers I'extrémité libre de la lame
porte-objet. S’assurer que la deuxiéme lame reste bien en contact avec la surface de
la lame de sang pendant qu’on procede a I'étalement.

9. Faire sécher le film mince de sang obtenu en agitant la lame a l'air. Le frottis doit
présenter deux bords et une queue, zones électives de lecture (fig.11c).

10. Porter le nom du patient ou le numéro de I'examen sur la marge de la lame ou
sur la partie large du frottis sanguin au crayon de papier (fig. 11d, 11e).

11. Placer la lame dans la boite horizontale (type OMS), a I'abri des mouches, de la
poussiére et d’'une trop forte chaleur si on ne peut la colorer immédiatement.

12. Fixer le frottis sanguin avec le méthanol

13. Appliguer le colorant de May-Grunwald-Giemsa, ou I'Hémacolor ou colorer avec
le Giemsa 3% dans de I'eau tamponnée.
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Figure 9. Technique du frottis mince.

10.5.4. Coloration avec ’'Hemacolor®
* Fixer le frottis avec le méthanol en plongeant deux fois 3 secondes

» Laisser sécher la lame a l'air libre ou faire sécher avec une machine séche-
cheveux.

* Plonger la lame 3 a 5 fois une seconde dans la solution d’éosine, qui colore le
noyau du parasite en rouge.
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* Rincer a I'eau propre.

* Plonger la lame 3 a 5 fois une seconde dans la solution de bleu de Méthyléne qui
colore le cytoplasme du parasite en bleu.

* Rincer a I'eau propre.
* Laisser sécher.
* Lire la lame au microscope optique binoculaire avec I'objectif 100 en immersion

11.5.5. Méthodes de numération des parasites du paludisme dans les frottis
minces

Une méthode simple pour dénombrer les parasites dans le frottis mince consiste a
compter 1000 hématies sur la queue, zone élective de lecture du frottis mince. On
dénombre les hématies parasitées sur 1000 hématies dans un frottis mince. Le
résultat est exprimé en pourcentage d’hématies parasitées.

Cette méthode est surtout utilisée dans les essais cliniques de nouveaux
médicaments antipaludiques. Elle semble étre plus précise que le nombre de
parasites par ul de sang. L'inconvénient majeur est qu’elle consomme suffisamment
de temps.

11.6. Procédures Standard Opératoires (SOP) : Confection du confetti
11.6.1. Matériel

- Papier buvard

- Gants stériles

- Vaccinostyle stérile
- Coton hydrophile

- Alcool 70%

- Ciseaux

- Poubelle pour vaccinostyles
- Registre

- Crayons

- Enveloppes

- Agrafeuse

- Agrafe

- Scotch type OMS

- Insecticides (Timor)
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- Cantine + cadenas

11.6.2. Lieu de prélevement

Face latérale de I'annulaire gauche indemne de toute pathologie
11.6.3. Technique

- Découper du papier buvard a l'aide d'une paire de ciseaux environ 4 cm de long sur
2.cm.

- Diviser un des bouts du confetti en quatre dents (1/2 cm de largueur sur 1 cm de
hauteur).

- Mettre en confiance le patient
- Inscrire le numéro d'identification du patient sur le buvard a I'aide du crayon

- Désinfecter la face latérale de I'annulaire gauche a l'aide d'un coton hydrophile
imbibé d'alcool a 70%.

- Prendre ledit doigt du patient entre le pouce, I'index et le majeur et le piquer a l'aide
d'un vaccinostyle stérile.

- ensuite, imbiber les 4 dents du papier buvard de sang en massant doucement
toujours le doigt piqué de bas en haut.

- Aprés le prélevement, appliquer du coton sec sur la partie piquée du doigt pour
faire hémostase.

- Laisser sécher le confetti en l'accrochant sur un scotch adhésif suspendu a
l'intérieur d’un carton qui se ferme bien. Laisser sécher complétement le confetti a
I'abri de la poussiére et des mouches.

11.6.4. Gestion du confetti

Aprés séchage, mettre chaque confetti dans une enveloppe portant le numéro
d'identification du patient, la date du préléevement et les garder soigneusement dans
une cantine a I'abri des insectes et rongeurs.

Consigner chaque jour dans un registre, le numéro des confettis confectionnés.

11.6.5. Détection de la mutation 202 A/G responsable du déficit en G6PD par
PCR

Extraction de ’ADN humain par le Kit QlAamp® (QIAGEN)

Principe

Le principe de I'extraction de 'ADN par le Kit QIAGEN est basé sur la libération, la
cristallisation, le lavage et enfin la récupération de ’ADN.

Matériel et composition du Kit QlAamp® (QIAGEN)

Matériel :

* Ciseaux
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» Gants stériles

* Pipettes de 20 ul, 200 pl, 1000 pl
* Embouts de 20 pl, 200 pl, 1000 pl
* Agitateur

» Chronomeétre

» Congélateur

* Box de conservation

* Marqueur indélébile

* Plaque chauffante

» Racks pour les tubes

* Centrifugeuse

* Mouchoir

* Thermometre

» Tube Eppendorf de 1,5ml

* Tube de 2ml

» Colonne Qiagen munie de filtre

 Confettis.

Réactifs :

* Kit QIAGEN

 Ethanol absolu (96-100%)

Composition du Kit QlAamp® (QIAGEN)

* Buffer ATL

* Buffer AL

* Buffer AW1

* Buffer AW2

* Buffer AE

* Protéinase K

Prélevement

On recueil quelques gouttes de sang sur le confetti et laisser séché a I'air libre a I'abri
des poussieres et du soleil.

Procédure

- Découper les spots de confettis imbibés de sang a 'aide de ciseaux et les introduire
dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml

- Ajouter 180 pl de Buffer ATL et incuber a 85°c pendant 10 minutes,

- Centrifuger brievement et ajouter 20 pl de protéinase K, mélangé a I'aide d’un
Vortex

- Incuber les tubes et leur contenu a 56°c pendant une heure

- Centrifuger brievement les tubes pour faire descendre le liquide suspendu a leur
paroi,

- Ajouter 200 ul de Buffer AL dans chaque tube et les agiter a I'aide d’un vortex

- Incuber les tubes a 70°c pendant 10 minutes,

- Centrifuger les tubes et ajouter 200 pl d’éthanol absolu (96-100%) dans chaque
tube,
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- Agiter les tubes a l'aide d’un vortex puis centrifuger brievement les tubes
- Transférer doucement tout le contenu des tubes dans une colonne Qiagen munie
de filtre

- Fermer la colonne et la centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute.

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un autre tube de 2 ml

- Mettre 500 ul de Buffer AW1 dilué avec de I'éthanol (19 ml de Buffer AW1 plus 25
ml de I’éthanol) dans la colonne,

- Centrifuger & 8000 tours par minute pendant une minute,

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un autre tube de 2 ml

- Mettre 500 pl de Buffer AW2 dilué avec de I'éthanol (13 ml de Buffer AW2 plus 30
ml de I'éthanol) dans la colonne,

- Centrifuger a 14000 tours par minute pendant 3 minutes.

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un tube Eppendorf 1,5 ml.

- Mettre 160 ul de Buffer AE dans la colonne et incuber a la température ambiante de
la salle pendant une minute,

- Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute,

- Jeter la colonne et garder le filtrat contenu dans le tube Eppendorf 1.5 ml & + 4°c
(Ce filtrat contient ’ADN extrait et purifié)

11.6.5.1. Amplification de I’exon 4 du géne de la G6PD par PCR

Principe

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au niveau du gene
de la G 6PD par une PCR nichée. Au cours de cette technique, le produit issu d’'une
premieére PCR est de nouveau amplifié a I'aide d’'un second couple d’amorce qui
s’hybride a une partie interne (nichée) de la séquence amplifiée.

En mélangeant le couple d’amorce avec 'ADN de I'homme dans des conditions
d’hybridation, elles se positionnent en face de leurs séquences complémentaires
respectives. Puis en faisant agir une ADN polymérase (Taq polymérase), chaque
amorce est allongée dans le sens 5=>3 dune séquence exactement
complémentaire du brin recopié.

Matériel et réactifs :

Mateériel :

-Gants stériles

-Tubes de 0,2ml, 1,5ml,

-Pipettes de 2ul, 10 pul, 20 pl, 200 ul, 1000 pl

-Embouts de 2 pl, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

-Marqueur indélébile
-Chambre & PCR
-Racks pour les tubes
-Thermocycler
-Réfrigérateur
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Réactifs :

Les amorces de la premiere amplification

-A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT

-B2 : GGAGAAAGCTCTCTCTCC

Les amorces de la deuxieme amplification

-NA4: CCTGTTCCCTCTGCCACA

-NB4: GGGGGTCTCAAGAAGTAC

-Platinum super Mix

Procédure de la PCR :

Il s’agit d'une PCR en deux temps ou le produit de la premiére réaction est amplifié
dans un deuxiéme temps.

Déterminer le nombre N d’échantillon a traiter.

Prendre un tube Eppendorf 1,5 ml.

Mettre (N+1) x 22,5 ul de Platinum supermix.

Ajouter (N+1) x 0,1 pl de chacun des amorces A2 et B2 pour la premiere
amplification ou NA4 et NB4 pour la deuxieme amplification.

Bien mélanger.

Distribuer ce mélange dans les tubes PCR 0,2 ml déja identifié en raison de 22,7 pl
de mélange par tube PCR.

Mettre dans chacun des tubes PCR 2,5 pl d’ADN de I'échantillon correspondant pour
la premiére amplification (1ul du produit de la premiére amplification de I'échantillon
pour la deuxieme amplification).

Placer les tubes PCR dans la machine de PCR et mettre en marche le programme A
(Dénaturation initial 95°C pendant 3 min, 45 cycles de : 95°c pendant 30 secondes,
60°C pendant 45 seconde, 72°c pendant 1 min. Extension final 72 °c pendant 5 min)
pour la premiere amplification et le programme B Dénaturation initial 95°C pendant 3
min, 35 cycles de : 95°c pendant 30 secondes, 60°C pendant 45 seconde, 72°c
pendant 1 min. Extension final

72 °c pendant 5 min) pour la deuxieme amplification.

Programme de la premiére amplification :

- Dénaturation initiale a 95°c pendant 2 minutes

Puis 45 cycles de :

- Dénaturation a 95°c pendant 30 secondes

- Hybridation a 60°c pendant 45 secondes

- Extension a 72°c pendant 1 minute

- Extension finale a 74°c pendant 5 minutes

- Conservation a + 4°c pendant un temps indéterminé

Programme de la deuxieme amplification :

- Dénaturation initiale a 94°c pendant 2 minutes

Puis 45 cycles de :

- Dénaturation a 95°c pendant 30 secondes

- Hybridation a 60°c pendant 1 minute

- Extension a 72°c pendant 45 secondes

- Extension finale a 74°c pendant 5 minutes
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- Conservation a + 4°c pendant un temps indéterminé

11. Recherche de la mutation 202 G A par digestion enzymatique
Matériel et Réactifs :

Materiel :

-Tube Eppendorf

-Tubes PCR

-Bain marie

-Pipettes de 2ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

-Embouts de 2 ul, 10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pi

Réactifs :

-Eau pour biologie moléculaire

-Solution de BSA 10X

-Solution de buffer K 10K

-Enzyme Hsp92ll

Procédure de la digestion enzymatique

- Déterminer le nombre N d’échantillon a traiter,

- Mettre Nx13 pl d’eau pour Biologie moléculaire dans un tube eppendorf 1,5 ml,
- Ajouter Nx3 pl de la solution buffer K 10X,

- Ajouter Nx3 pl de la solution de BSA 10X,

- Ajouter Nx1 pl de 'enzyme Hsp92lII,

- Bien mélanger et distribuer 20 ul de ce mélange sur chacun des produits de la
deuxieme amplification dans les tubes PCR,

- Incuber 'ensemble a 37°c pendant au moins 2 heures.

Révélation et interprétation

On utilise un gel d’agarose 1,5% au bromure d’éthydium (3m1/100ml)
Préparation du gel

Matériel

-Balance

-Erlenmeyer

-Moule

-Micro-onde

-Tube 100 mi

-Pipettes de 10 pl,

-Embouts de 10 pl

-Peignes pour gel

Réactifs :

-Agarose ultra pure GIBCO BRL

-Solution de Bromure d’Ethidium (Sodium)
-TBE 0,5X

Procédure :

- Peser 1,5 g de poudre d’agarose et le mettre dans une fiole,
- Ajouter 100 ml de solution de TBE 0,5X,

- Bouillir dans le micro-onde pendant 3 minutes,

58



- Laisser le refroidir un peu puis ajouter 3 ul de bromure d’Ethidium,
- Couler le gel dans une moule mise en place a cet effet,
- Laisser le gel se refroidir et prendre en masse.

La migration :

Matériel :

-Bac de migration

-Appareil photo UV

-Film polaroid

-Parafilm

-Générateur -Source de lumiere UV

Réactifs :

-TBE 0,5X

-Dye (buffer de chargement)

-Marqueur de poids moléculaire

Procédure :

- Placer le gel préparé dans le bac a migration contenant la solution de TBE 0.5X (la
solution de TBE doit submerger le gel)

- Mélanger 10 ul du produit de la digestion avec 3 ul du buffer de chargement (dye)

- Mettre ces mélanges dans les puits du gel

- Faire la migration pendant 25 minutes a 500 mA sous un voltage constant de 200 V
- Voir les bandes d’ADN a la lumiére UV

- Faire la photo du gel a 'aide d’'un camera polaroid.

- Numéroter les bandes.

Interprétation de la photographie

Aprés digestion, les alléles mutés sont coupés en deux bandes de petite taille
(environ 100 & 200 bp) alors que les alleles normaux ont une taille plus grande
d’environ 300 bp.

Hétérozygote Homo/Hémizygote MNormal

Photo de gel de migration du produit de la digestion
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