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1. Introduction

Le paludisme représente la parasitose la plus importante dans le monde de par sa prévalence
et sa distribution géographique. Il concerne particulierement les zones tropicales et
subtropicales ou il est potentiellement mortel. C’est un probléme majeur de santé publique de
par sa morbidité et sa mortalité élevées surtout chez les enfants de moins de cing ans. Selon
l'organisation mondiale de la santé (OMS), 3,3 milliards de personnes sont a risque de
paludisme. En effet 198 millions de cas de paludisme et 584000 déces ont été recensés en
2013 [1]. La région la plus touchée est I'Afrique dont 90% des cas de déces sont enregistrés
et parmi lesquels 78% sont les enfants de moins de cing ans [1]. L'OMS estime que I'évolution
de l'incidence et de la mortalité du paludisme ont respectivement diminuées de 30% et de
47% au niveau mondial entre 2000 et 2013 [2].

Au Mali, le paludisme demeure I'endémie majeure et la premiere 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 ler rang des affections et représente 44% des motifs de recours aux soins dans
les structures sanitaires dans la population générale [3]. Malgré les caractéristiques
d’endémicité différentes, toute la population Malienne est a risque de paludisme. Les niveaux
de transmission varient considérablement d’une région a une autre et dans une méme region,
d’'une localité a une autre suivant les conditions écologiques et climatiques [4]. La saison des

pluies qui dure de 3 a 6 mois est trés favorable a la transmission de la maladie.

Dans ce contexte, le programme national de lutte contre le paludisme au Mali (PNLP) s’est
fixé comme objectif de réduire d’au moins 75% la morbidité et la mortalité imputables au
paludisme. Parmi les principales interventions du Plan Stratégique 2013-2017 [4], il y a le
renforcement du systéme de surveillance épidémiologique intégré du paludisme au niveau de
tous les districts sanitaires et hopitaux, et la redynamisation du systeme de surveillance et de

suivi/évaluation des interventions de lutte contre le paludisme.

Les indicateurs du paludisme permettent de faire un suivi rigoureux de la maladie de sorte a
évaluer l'efficacité des différentes mesures de prévention et de traitement. De nombreuses
études transversales ont été menées sur les indicateurs palustres au Mali. Cependant, ce type
d’étude bien qu’instructive ne renseignent pas sur I'impact des stratégies de lutte antipalustre

mises en ceuvre dans différentes localités.



Les indicateurs de paludisme les plus fréquemment utilisé sont les taux de mortalité et de
morbidité. D’autres indicateurs mineurs sont informatifs concernant les prises de décision
comme l'incidence, la distribution géographique des cas de paludisme, la proportion des cas
grave de paludisme, la fréequence de différentes manifestations graves du paludisme. Il est
important de prendre en compte l'influence ( ?) de facteurs pouvant influencer ces indicateurs.
Parmi ces facteurs, les polymorphismes du globule rouge sont les mieux étudiés. En effet, le
réle protecteur contre le paludisme des polymorphismes de GR comme le trais drépanocytaire
('hémoglobine S a I'état hétérozygote HbLAS), I'hémoglobine C ( HbAC et HbCC), l'a-
thalassémie, le déficit en Glucose-6-phosphate déshydrogénase, et le groupe sanguin O du
systeme ABO ont été décrits [5-7]. Prendre en compte ces facteurs dans I'étude des
indicateurs de paludisme s’avere important pour I'affinement des informations et I'adaptation

adéquate des stratégies de lutte contre le paludisme dans une zone donnée.

Le but de la présente étude était d’examiner I'évolution de certains indicateurs palustres entre
2008 et 2011 a Kéniéroba au cours d’'une étude de cohorte chez les enfants. Ce travall
contribuera ainsi au renforcement et a 'amélioration de la lutte contre le paludisme dans la

localité. Et aussi a la formation des jeunes chercheurs.



2. Objectifs
Pour bien mener cette étude, nous nous sommes fixés les objectifs suivants.

2.1. Objectif général
Etudier I'évolution des indicateurs palustres chez les enfants de 0 a 17 ans résidant dans l'aire

de santé de Kéniéroba et vus en consultation entre 2008 et 2011 au centre de sante de
Kéniéroba.

2.2. Objectifs spécifiques
» Déterminer l'incidence du paludisme chez les enfants de 0 & 17 ans résidents a

Kéniéroba au cours des saisons de transmission palustre 2008, 2009, 2010 et 2011 ;

» Déterminer les proportions de paludisme grave recensées chez les enfants de 0 a 17
ans résidents a Kéniéroba entre 2008 et 2011 ;

» Déterminer la fréquence de distribution des différentes formes cliniques chez les
enfants de 0 a 17 ans résidents a Kéniéroba au cours de la méme période ; et

> Déterminer la prévalence et l'effet des variants du globule rouge (HbAS, HbAC, a-
thalassémie, déficit en G6PD et groupes sanguins ABO) sur les indicateurs ci-dessus
cités chez les enfants de 0 & 17 ans résidents a Kéniéroba.



3. Généralités sur le paludisme

3.1. Définition

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante provoquée par la présence et
la multiplication dans 'organisme des protozoaires du genre Plasmodium, qui sont transmis a
’homme par la piqlre infectante d’un moustique du genre Anopheles lors de son repas

sanguin.

3.2. Epidémiologie
L’épidémiologie du paludisme est extrémement variable d’'une zone géographique a une

autre. Cette hétérogéenéité est sous la dépendance de nombreux facteurs tels que la
distribution des anopheles et de leur capacité vectorielle, des caractéristiques biologiques des
différentes especes de Plasmodium et de I'héte. La répartition géographique varie d'un
continent a l'autre, d’'un pays a l'autre, mais aussi d’une région a une autre, d’'un village a un

autre et méme parfois au sein d’'un méme village.

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

région donnée.

3.2.1. Agents pathogénes
Le paludisme est transmis par un protozoaire appartenant au genre Plasmodium. Il existe de

tres nombreuses espéeces de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses especes animales
mais seulement cinq de ces especes sont retrouvées en pathologie humaine. Il s’agit de P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi. Ce dernier est un parasite habituel
des singes d’Asie qui vient de passer récemment chez ’'homme [2]. Les cing espéces different
par des critéres biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité a

développer des résistances aux antipaludiques.

P. falciparum est I'espéce la plus largement répandue a travers le monde, responsable des
formes cliniques potentiellement mortelles et qui développe des résistances aux

antipaludiques [2].

3.2.2. Vecteur
Le paludisme est transmis a 'homme par la piglre infectante d’'un moustique culicidé du

genre Anopheles au moment de son repas sanguin. Seule la femelle, hématophage, transmet

la maladie.



Les larves d’anophéles se développent dans les collections d’eau. La nature des sols, le
régime des pluies, la végétation naturelle ou I'agriculture, rendent les collections d’eau plus ou
moins propices au développement des especes vectrices. Certaines espéces ont ainsi pu
s’adapter a des milieux particuliers comme le milieu urbain. Le développement et la longévité
des anopheles dépendent de la température avec un optimum entre 20 et 30° pour une durée

de vie de l'ordre de 30 jours [2].

3.2.3. Cycle de vie du Plasmodium

3.2.3.1. Cycle chez le moustique (ou sporogonie)

Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, 'anophéele femelle ingére des gamétocytes a
potentiel male et femelle. Ceux-ci parviennent dans l'estomac du moustique et se
transforment en gameétes. Le gamete male subit un processus d’exflagéllation a la suite
duquel les gametes femelles sont fécondés. Il en résulte un zygote appelé ookinete (ou ceuf
mobile) qui va s’implanter sous la paroi stomacale de I'anophéle et former I'oocyste. Cette
bréve phase diploide s’achéve par une division méiotique qui sera suivi de plusieurs milliers
de mitoses conduisant au développement de sporozoites. Ces derniers vont gagner
préférentiellement les glandes salivaires et constituent les formes infectantes prétes a étre
inoculées avec la salive lors du repas sanguin sur ’homme ou autre animal. L’ensemble de ce

cycle se déroule en 4 a 10 jours, suivant la température extérieure et les especes en cause

[8].

3.2.3.2. Cycle chez ’'homme

+ Cycle exo-érythrocytaire

Les sporozoites inoculés par I'anophéle femelle lors de son repas sanguin envahissent les
hépatocytes en quelques minutes, grace a une interaction entre la protéine majeure de la
surface du sporozoite (CSP) et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de
'hépatocyte du coté de I'espace de Disse (espace en contact avec le sang circulant). Le
sporozoite entre alors en phase de réplication au sein de la vacuole parasitophore, et de la
prolifération intracellulaire qui repousse en périphérie le noyau de la cellule. Ce dernier finit
par constituer une masse multinucléée appelée schizonte (schizonte hépatocytaire). Aprés
guelques jours de maturation, ces schizontes éclatent et libérent de milliers de mérozoites
dans la circulation sanguine. Cette phase de multiplication est asymptomatique et dure de 8 a

15 jours selon les especes.



Dans les infections dues a P. vivax et a P. ovale, on peut observer les formes dormantes
appelées hypnotiques (schizogonie hépatique retardée) entrainant la libération dans le sang
de mérozoites plusieurs mois aprés [linfection, expliquant ainsi les rechutes tardives

observées avec ces especes.
+ Cycle intraérythrocytaire

C’est la phase du cycle qui est responsable des symptdmes imputables au paludisme. Ces
symptomes sont d’intensités variables en fonction du profil immunitaire de la personne
infectée. Les mérozoites libérés lors de la rupture des schizontes hépatocytaires vont débuter
le cycle sanguin asexué de prolifération en infectant les érythrocytes. Le mérozoite pénetre
grace a un processus parasitaire actif et se différencie au sein de la vacuole parasitophore en
anneau, puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence. |
donne alors naissance au schizonte qui, aprés une segmentation montre une forme
caractéristique de rosace, entrainant la destruction des globules rouges et la libération de 8 a
32 mérozoites. Ces mérozoites vont rapidement réinfecter d’autres érythrocytes sains et
commencer un nouveau cycle de réplication. L’ensemble de ce cycle dure 48 a 72 heures

selon I'espéce plasmodiale.

L’apparition des gamétocytes a lieu aprés un certain nombre de cycles, généralement vers la
deuxiéme semaine qui suit l'infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines
aprés la guérison. Certains mérozoites subissent une maturation accompagnée d’une
différenciation sexuée et se transforment en gamétocytes méle et femelle. A la suite d’'une
nouvelle piqlre lors de son repas sanguin, les gamétocytes males et femelles (au

dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés par 'anophéle pour un nouveau cycle.
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Figure 1: Cycle biologique du Plasmodium

Source: National center for infectious diseases (CDC, www.dpd.cdc.gov/dpdx), Atlanta,

Georgia, Division of parasitic diseases (Department of Health and Human Services US).

3.2.4. Facies épidémiologiques du paludisme
Dans le cycle de la transmission, la population joue le réle de réservoir de gamétocytes. La

situation palustre dans une communauté peut étre décrite en terme d’endémicité, qui donne
des indications sur l'importance de la transmission, sur la circulation du parasite dans la
communauté et sur lintensité de la maladie. Elle permet aussi de délimiter le probléme
palustre dans I'espace (zones a risques) et dans le temps (saisons de transmission). C’est
dire que le climat et l'altitude sont les deux éléments environnementaux clés jouant un role

majeur dans la transmission du paludisme.

L’indice de stabilité, déterminé par Macdonald [9],caractérise I'enracinement du paludisme et

permet de distinguer :

» Les zones de paludisme stable, ou la forte transmission entraine une prémunition.
Celle-ci n’empéche pas les habitants d’étre parasités mais limite les manifestations
pathologiques aux classes d’age les plus jeunes alors que les adultes sont peu

touchés.


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Malaria_LifeCycle(French_version).GIF

» Les zones de paludisme instable, ou le caractére épisodique de la transmission ne

permet pas le développement de la prémunition ; la maladie sévit alors sous forme

d’épidémie touchant toutes les classes d’ages.

Entre ces deux extrémes existe toute une palette de situations intermédiaires, modulée par

différents facteurs comprenant le type de transmission, le type de vecteur, l'espéce

plasmodiale en cause et le niveau d'immunité dans la population ainsi que les caractéristiques

environnementales.

Au Mali, Il y a une extréme variabilité de la situation épidémiologique en fonction des faciés

géoclimatiques. Il existe cinqg modalités épidémiologiques de transmission du paludisme [10].

>

Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonniére longue = 6mois. Dans cette
zone, l'indice plasmodique (IP) chez les enfants est = 80%. L'état de prémunition est
acquis vers I'age de 5-6 ans ;

Une zone sahélienne a transmission saisonniere courte <3 mois. Dans cette zone, I'lP
se situe entre 50-70%. L’état de prémunition est rarement atteint avant I'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. L’IP se situe entre 40-50%. L’anémie
reste un phénotype clinique important ;

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 paludisme.

La variation de transmission d'une région a lautre permet de définir des zones

épidémiologiques.



Tableau | : Classification des niveaux d’endémicité de la transmission

IP chez les
Zone Transmission Immunité Type de enfants de 2-5
chez I’adulte paludisme ans(%)
Intense toute Paludisme
Holoendémique |l'année Solide stable >75
Intense avec Paludisme
Hyperendémique | variation Significative stable 51-75
saisonniére
Paludisme
Mésoendémique | Variable Non Instable 11-50
significative
Paludisme
Hypoendémique | Faible Nulle Instable <10

3.2.5. Groupes arisque élevé de paludisme sévere

Les personnes a risque de paludisme sévere sont [11] :

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

» les sujets de tout age dans les régions hypo- ou mésoendémiques ;

» les voyageurs venant des régions ou il n’existe pas de transmission de paludisme et
qui se rendent dans une région impaludée ;

» les personnes qui retournent dans des régions fortement endemiques apres quelques
années d’'absence ; et

» les femmes enceintes (a risque pour toutes les complications).

3.3. Physiopathologie du paludisme
Le paludisme et ses complications sont la résultante d'une cascade d’événements
physiopathologiques, influencés a la fois par le parasite et les facteurs liés a '’héte (y compris

limmunité et les facteurs de susceptibilité génétiques).

3.3.1. Acces palustre simple

Les symptbmes 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 (I’'hémozoine) déversée lors de I'éclatement des globules rouge

parasités. En outre, plusieurs cytokines ont un effet pyrogéne comme I'lL-1, I'lL-2, I'IL-6 et



surtout le TNF-a [12]. La destruction des globules rouges conduit a 'anémie ainsi que d’autres

mécanismes auto-immunitaires telles que :

> la fixation de I'antigéne plasmodial soluble sur les membranes érythrocytaires,

» l'action de facteurs plasmatiques libérés par les parasites et fragilisant les parois
érythrocytaires,

» [lactivité opsonisante d’autres produits du métabolisme parasitaire favorisant la

phagocytose des hématies par les monocytes.

Au cours de linfection, le systteme monocyte/macrophage débarrasse I'organisme non
seulement des pigments malariques mais aussi des débris érythrocytaires, ce qui entraine

I'hépato-splénomégalie [13].

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 pyrogene 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 (6-9 ans) en zone d’endémie restera le plus souvent asymptomatique, méme a une

parasitémie tres élevée [13].
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Table Il : Symptémes cliniques du paludisme [14].

Symptomes Proportions de malades
présentant le symptéme

Fiévre élevée (239°) 99-100

Céphalées 84

Frissons 81

Splénomégalie 69

Anémie 68

Transpiration 67

Nausées 39

Vomissements 39

Arthralgie 39

Diarrhée 18

Toux 16

Douleurs abdominales 16

3.3.2. Acces palustre grave et compliqué
Le neuropaludisme et I'anémie sont les deux formes cliniques majeures fréquemment

rencontrées suite a un acces simple mal ou non traitée. 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 adhérent, par un meécanisme non
élucidé(les antigénes et les immunoglobulines exposés a sa surface joueraient un réle),
des eérythrocytes normaux. Ces phénomeénes entrainent une diminution du débit
circulatoire et un coma métabolique réversibles [13].

» l'adhérence immunologique de globules rouges parasités a I'endothélium vasculaire
post-capillaires entrainant des ralentissements importants de la circulation. Cette

adhérence serait sous la dépendance de certaines protéines de surface des globules
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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 intercellulaires de type | (ICAM-1)[13].

L’expression symptomatique est marquée par les convulsions (zone motrice), 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 [13].

Table llI: Criteres de gravité du paludisme [14]

Neuropaludisme (score de Glasgow<9, score de Blantyre <2 chez I'enfant de moins

de 5 ans)

Troubles de la conscience (score de Glasgow<15 et >9)

Convulsions répétées (>124 heures)

Prostration

Syndrome de détresse respiratoire

Ictére (clinique)

Acidose métabolique (bicarbonates plasmatiques<15 mmolL

Anémie grave (Hb<5g/dl ou Ht<15%)

Hyperparasitémie (>4%chez le sujet non immun ou >20%chez le sujet immun)

Hypoglycémie (<2,2mmol/L)

Hémoglobinurie macroscopique

Insuffisance rénale
-adulte : diurése<400ml/24h ou créatininémie>265umol/L

-enfant : diurese<12ml/kg/24h ou créatininémie élevée pour I'age

Collapsus circulatoire (TAS* <560mmHg avant 5 ans, TAS<80mmHg aprées 5 ans

Hémorragie anormale

CEdéme pulmonaire (radiologique)

*TAS = tension artérielle systolique

3.4. Hémoglobinopathies

3.4.1. Rappel sur ’lhémoglobine normale
L’hémoglobine (Hb) humaine est une protéine dont la principale fonction est le transport de
'oxygéne dans l'organisme. Elle se retrouve essentiellement dans les globules rouges du

sang, ce qui leur confere leur couleur rouge. L’Hb est constitué de quatre molécules de
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globines (deux chaines a et deux chaines ) 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, I'acide folique, etc.

En fonction de la nature des deux chaines 3 de la globine, on distingue I'HbA (a2, B2), 'HbA2
(a2, 62) 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 12 a 17,5g/dl chez

’homme et 11a 15,5g/dl chez la femme.

3.4.2. Drépanocytose

La drépanocytose est une maladie génétique récessive autosomique liée a une anomalie de
structure de la chaine B de 'hnémoglobine. 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). En Afrique, les zones de paludisme sévere

coincident avec celles ou la mutation drépanocytaire est endémique [15].

La drépanocytose est le résultat d’'une mutation ponctuelle au niveau de la position 6 du géne
codant pour la chaine 3 de 'hémoglobine ou la séquence GAG est remplacée par GTG. Cette
mutation conduit au remplacement de 'acide glutamique par la valine, entrainant la formation
de I'HbS [16].

Le trait drépanocytaire (HbAS) est généralement asymptomatique. L’hémogramme est normal
ainsi que la morphologie des globules rouges. Il conférerait une protection contre certaines
formes cliniques du paludisme, ce qui expliquerait la distribution géographique de la

drépanocytose dans les zones impaludées [17].

3.4.3. Thalassémies

Les thalassémies sont des affections génétiques caractérisées par une réduction de synthése
des chaines de globine (a ou B) due a une anomalie au niveau de leurs génes de régulation.
Le déséquilibre de synthése entre chaines a et non-a provoque la précipitation des chaines

non appariées, une érythropoiese inefficace et une anémie.
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3.4.3.1. Alpha-thalassémie

Les a-thalassémies sont le plus souvent la conséquence de la délétion d’un ou de plusieurs

génes a. L’inactivation d’'un ou de plusieurs genes se traduit par des tableaux cliniques

différents.

On distingue ainsi :

I'a-thalassémie hétérozygote silencieuse : caractérisée par la délétion d’un seul gene a.
L’hémogramme montre une microcytose modérée ou normale ;

I'a-thalassémie hétérozygote mineure : elle correspond a la délétion de deux genes a. I
n'y a pas de conséquence clinigue. Chez les nouveaux nés, on observe environ 5 a
10% d’Hb Bart’s (g4) ;

l'inactivation de 3 génes a est responsable d’'une maladie a HbH. Son expression
clinigue est variable allant d’'une anémie hémolytique chronique modérée (paleur,
ictére, hépato- splénomégalie) a une anémie plus sévére dans la plupart des cas. Cette
anémie est microcytaire et hypochrome. L’anémie peut se compliquer a la suite
d’épisode infectieux ou de la prise de médicaments antioxydants ;

la délétion de 4 génes a : surtout rencontrée en Asie du sud-est, responsable de la
délétion de deux génes alpha en cis a I'état hétérozygote. Cette anomalie n’a pas

décrite en Afrique.

Les données épidémiologiques montrent que l'a-thalassémie délétionnelle (-a), la plus

fréquente, est protectrice contre les formes graves de paludisme dans sa forme hétérozygote

(-a/aa) comme dans sa forme homozygote (-a/-a). Elle n’est, en revanche, pas protectrice vis-

a-vis des formes plus bénignes, et la densité parasitaire ne semble pas diminuée [18].

3.4.3.2. Beta-thalassémie

La diminution de synthése de la chaine B-globine dans la B-thalassémie entraine la diminution

de la quantité d’hémoglobine présente dans les hématies. Ceci entraine une microcytose et

une hypochromie. La microcytose est compensée par l'augmentation du nombre des

hématies. On observe alors une pseudo-polyglobulie sans anémie.

On distingue trois formes de B-thalassémie :

la forme majeure ou forme de Cooley, caractérisée par I'anémie grave a la fois
hémolytique et hypochrome, peu régénérative, qui sans traitement aboutit & la mort
avant I'age de dix ans. Elle devient manifeste lorsque la synthése des chaines B

remplace celle des chaines gamma (HbF) dés les premiers mois de vie ;
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e la forme mineure ou hétérozygote, cliniguement asymptomatique et caractérisée sur
le plan hématologique par une pseudo-polyglobulie modérée associée a une
hypochromie et une microcytose constante. Le taux d’hémoglobine est normal ou peu
diminué ;

e la forme intermédiaire présente les signes de la maladie de Cooley mais sous forme
atténuée ne nécessitant pas un traitement transfusionnel systématique. Elle est
caractérisée par une production résiduelle d’hémoglobine de 60 a 110 g/I, avec une
anémie modérée pouvant s’aggraver lors d’une infection, d’'une grossesse ou d’une
carence en folates.

Les études portant sur I'association entre paludisme et beta-thalassémie ont donne des

résultats conflictuels [19, 20].

3.4.4. Déficit en G6PD

Le déficit en glucose-phosphate-6-déshydrogénase (G6PD) est 'anomalie génétique la plus
fréquente dans le monde avec plus de 420 millions de personnes concernés dans le monde
[21]. Sur le plan génétique, le géne codant la G6PD est porté par le bras long du
chromosome X, en position g28. Le déficit en G6PD est transmis sur le mode récessif. Les
garcons hémizygotes et les filles homozygotes expriment totalement la maladie. Cependant,
les garcons sont de tres loin les plus touchés que les filles qui sont en général porteuses

saines.

Sur le plan biochimique, le déficit en G6PD altére le fonctionnement de la voie des pentoses,
'une des 4 voies du métabolisme énergétique. La G6PD est 'enzyme permettant la réduction
du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP®) en nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit (NADPH) nécessaire a plusieurs réactions biosynthétiques. Le
NADPH est nécessaire pour maintenir en équilibre le glutathion réduit qui aide a lutter contre

le stress oxydatif.

En Afrique, le déficit en G6PD est essentiellement un polymorphisme tri-alléliqgue. Le G6PD B
le variant normal associé a une activité enzymatique normale (100%), est l'alleéle le plus
rencontré. Le G6PD A qui a 90% de I'activité enzymatique du G6PD B est le second alléle
fréquent. Le troisieme alléle qui est l'alléle déficient fréquent en Afrique est le G6PD A" avec
une activité enzymatique de 12% [22]. Cet alléle est unique car il contient deux mutations : la
premiére au niveau du nucléotide 376 (exon 5) qui est une substitution de I'adénine par la
guanine, conduisant a la formation de l'aspartate au lieu de l'asparagine et la seconde au
niveau du nucléotide 202 (exon 4) aboutissant a la substitution de la guanine par I'adénine

[23].
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Les données actuelles provenant de plusieurs pays d’Afrique de I'Ouest et de I'Est n’ont pas
confirmé la protection observée chez les femelles hétéro-et homozygotes [24]. lls ont surtout
observé une protection contre le paludisme sévere chez les males hémizygotes de I'ordre de
36% [25]. Ces résultats conflictuels semblent étre expliqués par I'hétérogénéité allélique du
déficit en G6PD [25, 26].

3.4.5. Groupes sanguins ABO
Le groupe sanguin ABO érythrocytaire est un ensemble d’antigénes glucidiques allotypiques

sur la membrane des globules rouges. Le systeme ABO est défini selon :

- la présence ou non d’antigenes A ou B a la surface des globules rouges. Ainsi, les
globules rouges du groupe sanguin A posséde I'antigéne A, ceux du groupe sanguin B
posséde I'antigene B, ceux du groupe sanguin AB possédent les deux antigénes A et B
alors que ceux du groupe O ne contiennent pas les deux antigenes A et 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 et la présence de I'anticorps dirige contre I'antigene absent (sous peine

de formation d’'un complexe antigéne-anticorps).

L’effet de protection associé au groupe sanguin O a été décrit en Afrique au sud du Sahara [7,
26]. Il serait a l'origine de la fixation de ce groupe sanguin dans cette zone. Des études
expérimentales in-vitro ont rapporté une perturbation du phénomene de rosetting, un

phénotype associé a la gravité du paludisme in-vivo avec des GR de ce groupe sanguin [7].

3.5. Immunité antipalustre

3.5.1. Immunité innée ou naturelle

Cette immunité est imparfaitement connue. Il existe trés probablement des facteurs
génetiques conférant a certains sujets une immunité naturelle ou moins partielle. On évoque
des facteurs érythrocytaire (sujet hétérozygote HbAS), groupe sanguin Duffy négatif et des
facteurs génétiques tels que le groupe HLA, le polymorphisme de la réponse immune et les

facteurs ethniques [2].

3.5.2. Immunité adaptative ou acquise

Elle joue un role essentiel au cours du paludisme. Cette immunité s’acquiert progressivement
en situation d’exposition continue. Elle n’est pas stérilisante (elle n’empéche pas d’étre de
nouveau contaminé) et ne permet pas de se débarrasser totalement des parasites. En

revanche, elle empéche progressivement la survenue de formes cliniques graves. Cela
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explique gu’en zone de transmission saisonniere intense, les jeunes enfants payent le plus
lourd tribut a la maladie a partir de I'age de 4 a 6 mois lorsque la protection conférée par les
anticorps maternels transmis s’amenuise. Il existe une fenétre de susceptibilité accrue entre 6
mois (absence d’anticorps maternels) et jusqu'a 5 a 6 ans (immaturité du systeme infantile).
Progressivement, le risque d’accés grave diminue alors que le sujet tolere des parasitémies
de plus en plus importantes tout en restant cliniquement asymptomatique. Ainsi, les adultes

bien que pouvant étre infectés ne développent pas les formes sévéres de la maladie.

Cette immunité n’est pas totale et définitive, une personne émigrée en zone tempérée
pendant 2 ou 3 ans perd progressivement sa protection et devient vulnérable au méme titre

qu’un sujet «neuf» récemment arrivé en zone d’endémie [2].
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre d’étude
Cette étude s'inscrit dans le cadre d’'un projet de recherche sur le paludisme a P. falciparum,
menée par le MRTC/FMPOS/USTTB en collaboration avec le NIAID/NIH des Etats-Unis

d’Amérique.

4.2. Lieu d’étude
Notre étude s’est déroulée dans les villages de Kéniéroba, Bozokin et Fourda dans la

commune rurale de Bancoumana.

Bancoumana est un village situé a 55km a I'ouest de Bamako sur la route nationale 15 (RN15)
dans la zone soudano-guinéenne. La commune comporte 4 centres de santés et un centre de
santé communautaire qui est celui de Bancoumana. Il existe un partenariat entre le centre et
le MRTC/NIH dans le cadre de I'exécution de ces activités de recherche. La commune est
limitée au nord par celle de Siby, a I'est par la commune rurale du Mandé, au sud-ouest par la
commune rurale du Minindian et au sud-est le fleuve Djoliba qui la sépare des communes de

Niagadina et de Kourouba.

4.2.1. Situation géographique

Le village de Kéniéroba est situé au sud-ouest de Bamako, a 60km sur la route RN15 de
Kangaba. Refondé par Maré Famissa KEITA aprés son déclin pendant le regne de Samory
Touré, qui fit réunir ses fréres dispersés sur la terre de leur ancétres d’ou le nom Kéniéroba. Il
est limité au sud-est par Fourda, au nord par Nanguilabougou et a I'ouest par Ticko. Il compte
environ 2341 habitants, qui sont essentiellement des Malinkés, des Peulhs et des Bambaras
(recensement MRTC/FMPOS 2012).

Le village de Fourda est un hameau de peche situé a 3km au sud-est de Kéniéroba. Il fut
fondé par les freres Sogoré (Kalifa, Sinimba, Fodé, Mamady et Drissa) venus de Kangaba
dans le but de faire la peche. Il compte 325 habitants qui sont essentiellement les Somonos

(malinkés) mais aussi les Bambaras et les Peulhs (recensement MRTC/FMPOS 2012).

Le village de Bozokin est un hameau de Bancoumana situé a 7km au sud-ouest de
Bancoumana. Il fut fondé par Soungalo Traoré il y a plus de 100 ans pour mener ses activités
de peche. Il compte actuellement 341 habitants dont des Bozos qui sont majoritaires (Konta
devenu Konaté par le langage mandingue) mais aussi les Peulhs et les Dogons (recensement
MRTC/FMPOS 2012).
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4.2.2. Végétation/hydrographie/climat
Les trois villages sont situés le long du fleuve Niger (Djoliba) qui constitue le principal réseau

hydrographique. La couverture végétale originale rencontrée sous un climat soudano-guinéen
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marque la transition entre la savane arborée et la forét guinéenne. Ce type de végétation

existe encore a I'état délictuel au niveau des bois sacrés et le long du fleuve Niger.

Les feux de brousse, I'exploitation du bois de chauffage, les défrichements nécessaires aux
cultures ont profondément dégradé cette végétation, devenant propice a lI'implantation des

moustiques

La savane arborée constitue la principale formation végétale mais aussi quelques galeries

forestieres. On distingue :

» une strate arborée avec les especes telles que Bombax costatum (kapokier), vitellaria
paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa Jacq. (Néré), Tamarindus indica
L.(tamarinier), Manguifera indica L. (manguier);

» une strate arbustive composée de Combretum micranthum G. Don (kinkéliba); Guieras
senegalensis JF.Gmel (kundié en bambara), Cassia sieberiana DC (case de sieber,
sindja(Pular));

» une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon giganteus Chiov.
(Tiékala), Pennisetum pedicellatumTrinet Andropogon sp (Ouaga) ; et

> une galerie forestiére caractéristique de la savane guinéenne se forme le long du fleuve
Niger.

Les trois villages se situent dans une zone climatigue soudano-guinéenne. Deux grandes
saisons se succeédent dans cette zone : la saison des pluies de juin a octobre et la saison
seche de novembre a mai. Une courte saison de transition s’étalant de novembre a janvier
que les communautés rurales désignent sous I'appellation vernaculaire de fébonda qui se
caractérise par un adoucissement voire un rafraichissement des températures par l'arrivée

des vents des cétes atlantiques de I'’harmattan.

L'habitat de type traditionnel, est constitué de cases rondes et rectangulaires en terre battue
et aux toitures en chaumes coniques, mais quelques maisons ont des toitures en tole. Ces
différents types de maisons propices au repos des moustiques, favorisent une densité et une
agressivité anophélienne élevée. L'environnement physique des villages est propice a la
transmission du paludisme. Les villages sont situés dans une grande plaine qui s'étend
jusqu'au fleuve Niger. La plaine présente de nombreuses retenues d'eau pendant la saison
des pluies. C'est une plaine de riziculture. Les retenues d'eau avec des crevasses naturelles
du sol peuvent étre des gites larvaires potentiels. Pendant la saison des pluies, il existe des
cultures intra domiciliaires et une prolifération d'herbes sauvages dans le village, contribuant

ainsi a augmenter la densité et I'agressivité des moustiques.
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La température la plus élevée se situe a ~40°C au mois de mai et la plus basse est voisine de
18°C aux mois de décembre-janvier. La température moyenne annuelle est autour de 23°C.

D’une maniére générale, le climat y est assez agréable et la végétation est luxuriante.

La faune entomologique est constituée d’invertébrés et d’arthropodes. Anophéles gambiae sl
et An. funestus abondent dans les villages ou ils assurent la transmission du paludisme et de
la filariose de Bancrofti surtout en saison des pluies. Les similis transmettent 'onchocercose
durant I'hivernage tandis que les glossines (mouche tsé-tsé) transmettent la maladie du
sommeil. Anophéles gambiae sl est le vecteur majeur du paludisme rencontré dans la zone
d’étude.

4.2.3. Infrastructures socio-sanitaires

La commune dispose :
» dans le domaine de I'éducation :
Dix (10) écoles publiques dont 4 seconds cycles
Trois (03) écoles communautaires
Sept (07) medersas communautaires
Dix Huit (18) centres d’alphabétisation.
» dans le domaine de la santé :
Quatre (04) dispensaires (Kéniéroba, Djiguidala, Ouoronina et Niamé)
Cing (05) maternités
Huit (08) dépbts pharmaceutiques
Un CSCOM: celui de Bancoumana
Une pharmacie (officine privée)

4.2.4. Activités socio-economiques et culturelles
Les activités socio-économiques dominantes dans la commune rurale de Bancoumana sont

marquées par I'agriculture, I'élevage, la péche, I'artisanat, le commerce et la cueillette.

L’agriculture constitue la principale activit¢é économique des populations. La plaine de

Bancoumana est propice aux cultures vivrieres et industrielles. Aux abords du village, dans les

retenues d’eau (deux digues), la culture du riz (Oryza sativa L., O. glaberrima S.) est tres
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développée. Celle du sorgho (Sorghum vulgare J.), du mil (Pennisetum typhoides Stapf. &
Hubb), du mais (Zea mays L.), du haricot (Vigna unguiculata L.), du papaye (Carica papaya
L.), de 'orange (Citrus sinensis L.) et du citron (Citrus limonum RISSO.) a lieu surtout dans les

alentours des concessions ou dans des jardins.

La culture du dah (Hibiscus sabdariffa L.), du coton (Gossypium barbadense L.), de I'arachide
(Arachis hypogae L.), de la courge (Cucurbita pepo L.), du melon (Cucurmis melo L.), de
concombre (Cucumissativus L.) de l'oignon (Allium cepa L), de la patate douce (Ipomoea
batatasL.), de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.), du piment (Pimenta officinalis
Lindl.), de la poivre de guinée (Capsicum annum L.), du tabac (Nicotiana tabaccum L.), du
cotonnier (Gossypiumherbaceum L.), du sésame (Sesamum indicum L.), de la tomate
(Solanum lycopersicum L.), de la banane (Musa paradisiaca L.) ainsi que d’autres produits
maraichers constituent d’'importantes sources de revenu pour la population. La taille des
exploitations est tres variable et dépend de la capacité du travail potentiel de la famille ainsi

gue du patrimoine foncier.

L’élevage des ovins, des caprins et des bovins y est pratiqué comme une activité économique
secondaire. On y retrouve aussi quelques équidés (anes et chevaux) utilisés comme animaux
de trait. La plupart des villageois thésaurisent leurs revenus dans I'élevage et dans les

cultures industrielles.

La péche est également pratiquée par les ethnies Bozo et Somono principalement dans les
villages de Fourda et de Bozokin.

L’artisanat local est peu développé (cordonnerie, forgerie, magonnerie, poterie).

En dehors de la commercialisation des produits agricoles ; le commerce des produits de
consommation courante y est pratiqué. Une foire hebdomadaire a lieu a Kéniéroba chaque
jeudi favorisant ainsi le phénoméne d’automédication par la circulation facile des

médicaments.

L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% de sujets qui s’en déclarent.
Cependant, les religions traditionnelles sont assez présentes dans certaines grandes familles

et sont visibles dans les pratiques quotidiennes de la vie socio- culturelle.

4.3. Type et période d’étude
Nous avons mené une étude longitudinale sur quatre années de transmission. L’étude s’est
déroulée au cours des saisons de transmission du paludisme (mai a décembre) entre 2008 et

2011.
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4.4. Echantillonnage
L’échantillonnage était exhaustif. Nous avons inclus tous les enfants qui se sont présentés

avec des signes du paludisme et vivants dans I'un de nos trois villages d’étude.

4.5. Critéres d’inclusion et de non-inclusion

4.5.1. Critéres d’inclusion

Les enfants répondants aux criteres ci-dessous ont été inclus dans notre étude.

% résider dans I'un des trois villages : Kéniéroba, Fourda ou Bozokin ;

% accepter de participer a I'étude comme attesté par le consentement volontaire, libre et
éclairé obtenu des parents ou des tuteurs de I'enfant ;

% étre 4gé de 6 mois a 17ans

% étre vu en consultation par notre équipe médicale au centre de santé de Kéniéroba

4.5.2. Critéres de non-inclusion

Les enfants ne répondants pas aux critéres d’inclusion ci-dessus n’ont pas été inclus dans
notre étude. En outre, tout enfant présentant une condition pouvant le rendre incapable de
suivre le protocole (par exemple : maladie psychiatrique, hémophilie etc.) n’a pas été inclus

dans I'étude.

4.6. Variables mesurées
Pour mieux répondre a nos questions de recherche, nous avons mesure les variables

sociodémographiques et des variables biologiques.

> Variables sociodémographiques : age, sexe, ethnie et résidence.
» Variables biologiques : taux d’hémoglobine, type d’hémoglobine, groupe sanguin

ABO, génotype de G6PD, alpha-thalassémie et frottis sanguins épais et minces.

4.7. Description des techniques de laboratoire réalisés
Chaque enfant inclus a fait I'objet d’'un prélévement sanguin capillaire de (250 pl au bout du
doigt) sur confettis et dans des cryotubes sans anticoagulant au début de I'étude. Sur ces

prélevements, nous avons effectué les analyses suivantes (décrites en détail en annexe):

Goutte épaisse et frottis mince : la goutte épaisse et le frottis mince confectionnées sur le

terrain ont été colorés au Giemsa et lus sur place.

Taux d’hémoglobine : le taux d’hémoglobine a été mesuré en utilisant 'appareil HemoCue®

Hb201 et des microcuvettes pour hémoglobine.
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Groupe sanguin ABO: il a été déterminé par le test d’agglutination en utilisant des Kkits

commerciaux a base d’anticorps monoclonaux (Linear Chemicals) [27].

Type d’hémoglobine : la détermination du type d’hémoglobine en utilisant I'appareil D-10 de
Bio-Rad dont le principe est basé sur la chromatographie liqguide de haute performance (cf.
annexe)[28], a été effectuée sur des gouttes de sang recueillis dans les cryotubes ;

Génotypage du déficit en G6PD : Il a été identifié en utilisant 'analyse du polymorphisme de
restriction basé sur la longueur des fragments sur les produits d’ADN amplifiés par la PCR [6].

Sa détection a été effectuée a partir de sang recueillis sur les confettis ;

Alpha-Thalassémie : la détection de la suppression de 3,7kb d’alpha-thalassémie a été faite
en utilisant la réaction de polymérisation en chaine nichée (Nested-PCR) afin d’identifier les
enfants alpha+thalassémie hétérozygotes (-a/aa) et a’-thalassémie homozygotes (-a/-a ; Cf
annexe ; [29]). Elle a été effectuée sur les confettis.

4.8. 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 l'un des signes du paludisme grave et la présence du P.
falciparum dans le sang selon TOMS [14].
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 Newton et Krishna[13].

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

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

» anémie sévere : un taux d’hémoglobine < 7g/dl.
La prostration désigne spécifiquement un état de faiblesse et de fatigue extrémes qui se

manifeste par I'effondrement des fonctions musculaires du patient et par son immobilité.

Hyperparasitémie a été définie par la présence de plus de 100000 trophozoites sur une

goutte épaisse.

Hypoglycémie est définie comme étant la diminution de la quantité de glucose dans le sang,
en dessous de sa valeur normal de 0,80g /L. Cliniqguement, 'hypoglycémie se caractérise par

la sensation de faim, tremblements, paleur, sudation profuse, céphalées, diplopie, troubles
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psychiques et convulsions, qui peuvent entrainer un coma et la mort si le traitement n’est pas

rapide.
Détresse respiratoire est définie par I'incapacité des poumons a fonctionner correctement.

4.9. Déroulement et procédure d’étude

Avant le démarrage de I'étude, une autorisation communautaire a été obtenue auprés du chef
du village, des chefs de familles et des autorités communautaires et administratives.

En mai 2008, nous avons procédé a linclusion des sujets dans I'étude. Chaque année, un
recensement générale des enfants des trois villages de Kéniéroba, Fourda et Bozokin était
réalisé afin d’inclure dans I'étude les nouveau-nés et d’en exclure les sujets ayant dépassé
les 17 ans.

Un consentement individuel éclairé et volontaire était obtenu aupres du parent/tuteur pour
chaque participant de I'étude, et une copie du consentement était remise au parent/tuteur. A
l'inclusion, un prélévement de sang périphérique était obtenu de I'enfant par ponction au
niveau de la pulpe digitale de I'index ou du majeur. Ce prélévement de sang nous a permis de
dépister les différents polymorphismes de GR comme le groupe sanguin, le type
d’hémoglobine, le déficit en G6PD et 'a-thalassémie.

Les parents et tuteurs des enfants étaient activement encouragés a amener tous les enfants
présentant des signes de paludisme au centre de santé de Kéniéroba ou une équipe médicale
assurait la permanence pendant les saisons de transmission du paludisme. Pour chaque
enfant recu en consultation, un interrogatoire suivi d’'un examen physique était réalisé. Cela
nous a permis de recueillir les données cliniques sur un formulaire de report de cas. Un
prélevement sanguin était par la suite réalisé pour quelques analyses médicales (GE, frottis
mince et taux d’Hb).

Pour chaque cas confirmé de paludisme, une combinaison thérapeutique a base
d’artémisinine (Artésunate + amodiaquine) était administrée a I'enfant. En cas de
complications nécessitant des actions thérapeutiques particuliéres, les patients étaient reférés

a Bamako pour une meilleure prise en charge.

4.10. Collecte, gestion et analyse des données

Les informations ont été collectées sur les formulaires de report de cas (CRF). Un contrdle de
gualité était effectué chaque jour pour corriger les incohérences avant la validation. Les
données ont été saisies sur Microsoft Excel 2007 et analysées avec les logiciels Epi-info7 et
SPSS. Les résultats ont été présentés sous forme de tableaux et de figures. Le test de Khi2
de Pearson a eété utilisé pour comparer les différents groupes. Le seuil de signification
statistique a été fixé a 5%.
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4.11. Considérations éthiques

Le protocole de recherche a été soumis a l'approbation du comité d'éthique de la Faculté de
Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie de l'université de Bamako ainsi qu’aux
Instituts Nationaux de Santé des Etats-Unis d’Amérique (cf. annexe). Nous avons également
travaillé selon les bonnes pratiques de recherche clinique sur 'lhomme et selon les bonnes
pratiqgues de laboratoire telles qu’énoncées dans les conventions internationales (déclaration
d’Helsinki, Conférence internationale d’harmonisation des bonnes pratiques de recherche

biomédicale).
Sur le terrain, la communauté (autorités administratives, coutumieres et les associations

féminines et de jeunesse) a été informée de tous les aspects de I'étude. Une restitution des

résultats a été faite a la fin de I'étude.
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5. Résultats

5.1. Résultats globaux

Au cours des 4 années d’étude, nous avons recensé 3953 épisodes palustres chez 2010
enfants de sexe masculin et 1943 de sexe féminin. Soixante-trois pourcent (63%) des enfants
avaient moins de 5 ans. La majorité des enfants était du groupe sanguin O (37,8%) et la

prévalence du trait drépanocytaire et de 'HbAC était de 10% et 7,7%, respectivement.
5.2. Résultats descriptifs

5.2.1. Caractéristiques sociodémographiques

Table IV : Répartition des participants en fonction du sexe et de la résidence

Résidence/Sexe Féminin (%) Masculin Total (%)
Kéniéroba 1519 (49,6) 1541 3060 (77,5)
Bozokin 205 (46,2) 239 444 (11,2)
Fourda 219 (48,8) 230 449 (11,3)
Total 1943 (49,2) 2010 3953 (100)

La majorité de nos participants résidait a Kéniéroba (77,5%). Le sexe ratio était de 1,03
(2010/1943) en faveur du sexe masculin. Ce rapport ne variait pas significativement en
fonction des villages (Chi’=1,9 p=0,38)
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Figure 4. Répatrtition des sujets en fonction des classes d’age
Les enfants de 0 a 5 ans constituaient la majorité des participants a I'étude (63%), suivi

respectivement des classes d’age 6 a 10ans (27%) et les 11 & 17 ans (10%).
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Figure 5. Répartition des participants en fonction de I'ethnie

L’ethnie Malinké était majoritaire dans notre étude (84,9%) suivi par les Fulani (8,4).

5.2.2. Répartition des polymorphismes érythrocytaires chez les participants

mO
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mB
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Figure 6. Répatrtition des participants en fonction du groupe sanguin
Le groupe sanguin O était majoritaire parmi nos enfants (37,8%), suivi du groupe A (31,4%),
alors que le groupe sanguin AB était moins représenté (8,0%).
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Figure 7. Répartition des participants en fonction du type d’hémoglobinique
La prévalence globale des hémoglobines anormales dans notre population d’étude était de
18,2%. Le trait drépanocytaire (HbAS, 10%) et 'HbAC (7,7%) étaient les plus représentés.
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Figure 8. Répatrtition des participants en fonction de leur statut en G6PD
Le déficit en G6PD a été retrouvé chez 15,4% des enfants avec 5,2% chez les garcons

hémizygotes et 10,2% chez les filles hétérozygotes.
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Figure 9. Répartition des participants en fonction du portage de I'alpha-thalassémie
L’a-thalassémie (la délétion 3.7) a été détectée chez 29,4% des participants avec 27,2% a

I'état hétérozygote et 2,2% a I'état homozygote.

5.2.3. Proportion des phénotypes cliniques parmi nos participants
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Figure 10. Prévalence annuelle du paludisme au cours des quatre années d’étude.

La prévalence globale du paludisme a diminuée entre 2008 (78,6%) et 2011 (71,6%) dans
I'étude (p = 0,0007). Les fortes diminutions ont été observées en 2009 (65,7%) et en 2010
(62,3 ; p=0,003).
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Figure 11. Répartition des participants en fonction des formes cliniques du paludisme
Dans I'ensemble nous avons observé peu de cas de paludisme grave au cours des quatre
années d’étude. Cependant ce nombre était proportionnel au nombre total de cas de

paludisme recensé au cours de la saison de transmission.

5.3. Résultats analytiques
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Figure 12. Distribution temporelle mensuelle des cas du paludisme au cours de la saison de
transmission palustre (juin a janvier).

Nous avons constaté que la distribution des cas de paludisme au cours des saisons de
transmission était bipolaire avec un premier pic en juillet —aolt et un second pic en octobre —

novembre.
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Figure 13. Répartition des cas de paludisme en fonction de la résidence et de 'année

La majorité des cas de paludisme a été observé a Kéniéroba (~77%) alors que les deux

hameaux de culture avaient des proportions similaires (~10%).
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Figure 14. Répartition des cas du paludisme en fonction du sexe.

Il 'y avait pas de différence significative de nombre de cas entre le sexe quel que soit 'année
(Chi2=4,75 p=0,19)
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Figure 15. Répartition des cas de paludisme en fonction des classes d’age

Au cours des 4 années d’étude, nous avons observé d’une part que plus de la moitié des cas
de paludisme était observée chez les enfants de moins 5 ans; et d’autre part, cette prévalence
diminuait selon I'age (p<10®). Par contre, la prévalence restait stable dans les différents
groupes d’age entre 2008 et 2011(p = 0,8).
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Figure 16. Proportion des différentes formes clinique du paludisme grave au cours de I'étude

Au cours des deux premieres années de I'étude, les vomissements répétés (42,3% en 2008 et
33,3% en 2009) suivi du refus de manger (25,9%) en 2008 et 32,1% en 2009) étaient les
formes cliniques graves les plus couramment rencontrées. Par contre, au cours des deux
derniéres années de I'étude, la prostration prédominait avec 55,2% (2010) et 41,6% (2011).

Les autres formes du paludisme grave ont été rarement observes pendant I'étude.
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Table V : Taux moyen d’hémoglobine chez les patients en fonction des années

Année Taux moyen d’hémoglobine
2008 10,42+1,71
2009 10,57+2,31
2010* 10,65+1,79
33332011 10,65+2,03
* année de comparaison p=0,08

Nous n’avons pas observé de variation significative du taux moyen d’hémoglobine en fonction
d’'une année a l'autre (p=0,08).

Table VI : Parasittmie moyenne en fonction des années

Année Parasitémie moyen

2008 24504,3+37510,4

2009 26692 ,5+33447,6

2010* 19104 ,8+20658,4

2011 24046,6+28524,1
*Année de comparaison p<10”

Une réduction statistiquement significative de la parasitémie moyenne a été observée en 2011

comparativement aux autres années (p = 0,002).
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Table VIl : Taux moyen d’hémoglobine selon I'année et le type d’hémoglobine

Type 2008 2009 2010 2011 Valeur
d’hémoglobine dup
Normale* 10,43+1,73 10,58+2,03 10,64+1,81 10,74+2,00 0,15
AS 10,40+1,64 10,69+2,15 10,82+1,51 10,74+2,05 0,75
AC 10,38+1,64 10,34+2,47 10,52+2,07 10,29+2,16 0,46

p 0,99 0,58 0,45 0,16

Nous n’avons pas aussi observé de variation statistiguement significative du taux moyen
d’hémoglobine selon I'année ou le type d’hémoglobine au cours de notre étude.

Table VIII : Parasitémie moyenne selon le type d’hémoglobine et 'année

Type 2008 2009 2010* 2011 p
d’Hb

AA*  26097,5+39374,8 27004,9+33488,4 19504,0+20699,1 25181,3+29210,0 107

AS  17977,7+27351,6 25219,8+36168,7 15618,2+18719,3 18531,9+21745,9 0,04

AC  18374,3+27970,2 25891,7+30207,8 21018,1+23213,2 19713,5+19034,5 0,23

p 0,05 0,03 0,003 0,006

La parasitétmie moyenne était toujours élevée chez les porteurs d’hémoglobine normale
(HbAA) comparés aux porteurs d’hémoglobine anormale (HbAS ou HbAC) au cours de
I'étude. Comparés aux porteurs d’HbAC, les porteurs du trait drépanocytaire (HbAS) avaient

une parasitémie moyenne faible au cours de notre étude (p<0,05).

Table IX : Taux moyen d’hémoglobine selon I'année et le groupe sanguin ABO

Groupe 2008 2009 2010* 2011 p
sanguin

A* 10,23+1,75 10,37+2,46 10,78+1,75 10,64+2,03 0,02

AB 10,73+£1,68 10,76+£1,91 10,96+2,01 10,92+2,14 0,8
B 10,66+1,67 10,81+2,04 10,65+1,82 10,67+2,07 0,7
O 10,38+1,69 10,56+2,39 10,48+1,77 10,56+1,98 0,6
P 0,038 0,08 0,03 0,4

Il n’existait aucune différence statistquement significative du taux moyen d’hémoglobine entre

les années ou le groupe sanguin ABO (p > 0,05)
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Table X : Parasitémie moyenne selon I'année et le groupe sanguin ABO

Groupe 2008* 2009 2010* 2011 p
sanguin

A* 24221,8+36507,5 24910,9+30169,9 17985,1+19920,8 23027,2+26951,3 0,004

AB 25577,5+32291,5 26098,7+32160,6 20334,3+21186,3 27819,8+30308,8 0,3

B 27272,7+44483,0 29351,1+41942,6 222,7+23097,4 25590,0+30461,8 0,031

O 22833,8+34332,9 26614,4+30130,4 165,5+69,5 22931,7+28077,8 0,001

p 0,6 0,4 0,5 0,3

Les parasitémies moyennes sont restées globalement similaires chez les enfants des
différents groupes sanguins sur la période d’étude (p > 0,05), cependant une variation
significative a été observée au sein des différents groupes sanguins sauf le groupe AB.

Table XI : Taux moyen d’hémoglobine en fonction de 'alpha-thalassémie et de 'année
d’étude

Statut 2008* 2009 2010* 2011 p
a-thalassémie
Normal* 10,47+1,71 10,63+2,39 10,74+1.84 10,73+2,11 0,09
Hétérozygote 10,34+1,76 10,40+2,17 10,51+1,71 10,54+1,81 0,6
Homozygote 10,24+1,49 10,58+1,65 9,86+1,42 10,03+1,68 0,39
p 0,44 0,17 0,007 0,32

Une diminution significative a été seulement observée en 2010 chez les sujets a—

thalassémiques comparés aux sujets normaux seulement au cours de cette étude (p=0,007).
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Table XIlI : Parasitémie moyenne selon 'alpha-thalassémie et 'année

Statut 2008 2009 2010* 2011 p
a-thal

Normal* 4301,9+384945 26607,5+33602,6 18345,0+20257,2 23721,3+27587,3 |10”
Hétéroz 25148,0+36271,8 27286,7+33605,4 20769,8+21280,7 3337,4+26000,1 0,040
yH%?rtl((e)zy 18644,2+31215,6 27408,0£33824,2 17968,5+21733,0 36850,0+58152,2 |0.28
gote

p 0,76 0,94 0,2 0,12

Nous n’avons pas observé de variations statistiguement significatives en fonction du statut

thalassémique au de l'étude. Cependant, une variation significative a été observée au sein

des différents types en selon les années sauf en le type homozygote.

Table XIlI : Taux moyen d’hémoglobine selon 'année et le déficit en G6PD

Type G6PD 2008 2009 2010* 2011 p
Normal* 10,47+1,68 10,61+2,34 10,67+1,84 10,64+2,10 0,19
Hétérozygote 10,19+1,91 10,12+1,93 10,64+1,40 10,41+2,02 0,2
Hémizygote 10,21+1,72 10,55+2,20 10,43+1,80 10,67+2,05 0,7
p 0,23 0,2 0,6 0,5

Nous n’avons pas observé de différence significative du taux moyen d’hémoglobine en

fonction du statut en G6PD et en fonction des années d’étude aussi (p>0,05).
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Table XIV : Parasitémie moyenne selon le déficit en G6PD et 'année d’étude

Statut G6PD 2008 2009 2010* 2011 p
Normal* 24107,3+3754,8 26415,4+33484,3 19291,1+21376,8 24061,3+28036,6 | 10~
Hétérozygote 26480,9+40146,9 28333,6+35509,6 17708,9+16382,67 25053,3+28025,2 | 0.043
Hémizygote  27602,3+33588,9 27603,5+29539,2 19244,3+17348,2 19221,1+25785,8]0.1

p 0,7 0,8 0,7 0,3

Nous n’avons pas observé une variation statistique significative de la parasitémie moyenne

selon le déficit en G6PD mais une variation significative a été observée chez les types normal

et hétérozygote (p > 0,05).

38



6. Commentaires et discussion

Le paludisme constitue une des priorités de la politique nationale de santé du Mali avec une
prévalence nationale du paludisme qui est de 52% [30]. Il est la premiere cause de morbidité
et de mortalité chez les enfants de 0-5 ans et constitue la premiére cause de consultation
dans les centres de santé (44%). C’est la premiére cause d’absentéisme a I'école et au travail
d’ou l'importance de ses répercussions socio-économiques. Bien que toute la population
malienne soit exposée au paludisme, la maladie est particulierement endémique dans les
régions du centre et du sud, et épidémique dans les régions du nord. Notre étude avait pour
but d’étudier I'évolution et I'effet des variants génétiques du globule rouge (HbAS, HAC, a-
thalassémie, déficit en G6PD et le groupe sanguin ABO) sur les indicateurs palustres chez les
enfants de Kéniéroba, Bozokin et Fourda au cours des saisons de transmission palustre des
années 2008, 2009, 2010 et 2011.

L’étude s’est déroulée au centre de santé de Kéniéroba situé a seulement 20km de
Bancoumana ou le MRTC a une grande expérience de recherche clinique et vaccinale. Le
paludisme se caractérise par une intense transmission saisonniére de juin a décembre. La
population est relativement homogeéene avec plus de 80% de Malinké. Ceci fait de la zone de
Kéniéroba un site idéal pour mener une étude immunogénétique sur le paludisme car les
effets confondant liés a l'ethnicité sont limités. Au total, 3953 cas de paludisme ont été
enregistrés chez les enfants de 6 mois a 17 ans. Ce groupe d’age permet une meilleure
compréhension des patterns du paludisme. L’age est un marqueur surérogatoire de 'immunité
antipalustre. Les enfants de moins de 6 mois ont été exclus de I'étude pour deux raisons
principales :

- notre étude visait a évaluer I'effet de certains polymorphismes génétiques de I'héte
notamment ceux liés au globule rouge sur les indicateurs palustres et de suivre leur
évolution au cours de quatre années successives de transmission palustre. Ces
enfants de moins de 6 mois bénéficient d’'une protection antipalustre conférée par la
présence des anticorps maternels de type IgG et de 'hémoglobine fecetale (HbF) [31,
32];

- La technique de dépistage des types d’hémoglobine que nous avons utilisé n’est pas
fiable chez les enfants de moins de 6 mois chez qui le profile réel d’hémoglobine peut-

étre masqué par la présence d’'HbF.

La majorité de nos enfants étaient agés de moins de 5 ans (63% ; figure 4) et vivaient dans le

village de Kéniéroba (77,5% ; tableau IV). Cela s’explique par le fait que les enfants de moins

39



de 5 ans en zone d’endémie palustre constituent un groupe cible de la maladie. La distribution
temporelle des cas de paludisme au cours de la saison de transmission a montré deux pics
vers la fin de la saison de transmission. C’est deux pics était maintenus au cours de chacune
des quatre saisons de transmission qu’a durée I'étude (figure 12). Cependant, nous avons
enregistré le plus grand nombre de cas de paludisme en 2009. La seule explication semble
étre la tres bonne pluviométrie enregistrée dans la localité en 2009 par rapport aux autres
années. Au total, parmi seuls 468 cas de paludisme grave ont été recensés au cours de cette
étude, et les criteres de gravité les plus freguemment observés étaient la prostration (55,2%),
les vomissements répétés (42,3%), et le refus de manger (25,9% ; figure 16), 'anémie grave
et les neuropaludisme étant trés peu observé. Ce constat pourrait s’expliquer par le fait que
nous avons travaillé dans une zone hyper-endémique ou 'immunité anti palustre s’installe trés
tot chez les enfants mais un co(t de mortalité élevé. Cette immunité incomplete ou
prémunition protége contre les formes séveéres létales du paludisme. En dehors de 'anémie
qui est multifactorielle, les autres formes cliniques du paludisme grave (neuropaludisme et

détresse respiratoire) sont généralement observées en milieu hospitalier [33-35].

Nous n’avons pas observé une variation du taux moyen d’hémoglobine (tableaux VI et VIII).
Par contre, il existait une variation statistiquement significative de la densité parasitaire
moyenne entre les années (tableau VII). De tous les polymorphismes érythrocytaires
mesureés, seul I'HbAS et le déficit en G6PD hétérozygote réduisaient significativement le
risque de paludisme. Le réle de protection du trait drépanocytaire (HbAS) contre le paludisme
a été décrit depuis longtemps chez diverses populations et dans diverses régions
géographiques [18]. De nombreuses études reéalisées sur le paludisme recherchent
systématiquement cette association qui est en phase d’étre considérée comme un élément de
contrdle de qualité dans les études génomique sur le paludisme. Quant au déficit en G6PD,
les données reportées par divers auteurs restent conflictuelles. Certains auteurs ont trouvé
une protection associée a I'état hémizygote du déficit chez les méles [6], alors que d’autres
ont rapporté une protection associée a I'état hétérozygote chez les femmes [36]. Des études
éepidémiologiques bien structurées, couplées aux études d’exploration du mécanisme sont
nécessaires pour élucider le role du déficit en G6PD dans la protection innée contre le

paludisme.

Alors que l'a-thalassémie a été associée a une réduction du risque de paludisme grave
notamment celui de 'anémie palustre sévere [37], nous n’avons pas retrouvé cette association

au cours de notre étude. Cependant, I'état homozygote de I'a-thalassémie était associé a une
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réduction significative du taux d’hémoglobine au cours des épisodes de paludisme (tableau
XI1).

La majorité des participants était du groupe sanguin O (37,8%) des suivis du groupe A
(31,4%), B (22,8%), et AB (8,0% ; figure 6). Cette proportion de sujet de groupe sanguin O est
légérement inférieure a celle obtenue chez les donneurs de sang a Bamako en 2004 sur 136
donneurs [38] et dans d’autres régions d’Afrique de l'ouest [38, 39]. 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 procurerait contre le
paludisme grave [7, 27]. Cependant, au cours de notre étude, nous n’avons pas observé de

réduction de risque de paludisme grave associé au groupe sanguin O (tableau X).

La prévalence cumulée des hémoglobines anormales (HbAS et HbC) dans notre étude était
de 18,2% avec 10,02% d’HbAS et 7,69% d’HAC. Ces prévalences sont similaires a celles
rapportées par Doumbia en 2010 dans la méme localité [40].Ces deux types d’anomalie
hémoglobinique ont été associés a une réduction significative du risque de développement de
certaines manifestations graves du paludisme dans diverses zones géographiques [40].
Cependant, cette protection semble influencée par des cofacteurs génétiques et
géographiques. Les prévalences de ces deux types Hb varient énormément en fonction des
zones géographiques et des groupes ethnigues. Une fréquence élevée d’'HbC a été décrite
chez les Dogon de Bandiagara (15,8%) alors que la fréquence de I’ HbAS était de 3,05% [41].
Dans cette population, 'HbC est associé a une réduction significative du risque de

neuropaludisme [41]. Le méme constat a été fait au Burkina Faso [42] et au Ghana [43] .

Nous avons aussi dépisté la mutation 202 G>A au niveau du gene de la G6PD chez tous nos
participants. Cette mutation est la principale anomalie moléculaire responsable du déficit en
G6PD en Afrique subsaharienne. Le géne de la G6PD étant situé sur le chromosome X, nous
avons donc identifié quatre groupes de sujets en fonction de I'état de présence de la mutation.
Les sujets « normaux », (homozygote normaux A‘), les sujet déficitaires hétérozygotes
féminins (A", les sujets déficitaires hémizygotes males (A) et les sujets déficitaires
homozygotes féminins (A’). Les sujet déficitaires males hémizygotes et les sujets féminins
déficitaires homozygotes ayant des phénotypes similaires d’expression du déficit en G6PDont
été regroupés dans le méme groupe (A). La fréquence du déficit en G6PD était de 15,4%,
avec respectivement 10,2% d’hétérozygotes et 5,2% d’homo-/hémizygote (figure 8). Nos
résultats sont similaires a ceux de Souleymane dans la méme zone en 2012 avec 9,2% pour

les hétérozygotes et 4% pour les homo/hémizygotes [44].
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Il ressort de notre étude que la fréquence globale d’alpha-thalassémie était de 29,4%
dont 27,2% d’hétérozygotes et 2,2% d’homozygotes (figure 9). Nos résultats sont similaires a
ceux de Souleymane en 2012 [33] dans la méme zone mais supérieures a ceux de Labie en
2006 chez les immigrés West-Africains en France [45] et de Tenia en 2006 en Guinée
Bissau [46].

7. Limites de notre étude

Notre étude s’est intéressée particulierement a suivre I'évolution de certains indicateurs
palustres et a 'impact de certains polymorphismes érythrocytaire sur ces indicateurs chez les
enfants de 0 a 17 ans. Nous n’avons pas étudié les mécanismes pouvant expliquer la
protection conférées par ces polymorphismes érythrocytaires contre I'accés palustre. Nous
n‘avons pas aussi étudié d’autres facteurs génétiques potentiellement impliqués dans la

protection contre I'accés palustre en dehors des génes classiques de résistance connus.
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8. Conclusion et recommandations

8.1. Conclusion

Au terme de ce travail, les indicateurs de paludisme n’ont démontrés de changements
significatifs au cours de nos quatre années d’étude. Seules les prévalences du paludisme et la
densité parasitaire moyenne étaient significativement plus élevées en 2009 comparées aux
autres anneées. La prévalence du paludisme dans la population d’étude était significativement
réduite dans les groupes des patients HbAS et des patients déficitaires hétérozygotes en
G6PD. Seul 'HbAS était associée a une réduction de la densité parasitaire moyenne. Les

autres polymorphismes du GR étudiés n’ont pas influencé les indicateurs palustres.

8.2. Recommandations
Au terme de notre étude et au vu de nos résultats, nous pouvons formuler les

recommandations suivantes :

- la poursuite de I'étude sur les indicateurs du paludisme dans diverses facies
épidémiologiques afin de mieux déterminer I'impact des stratégies de lutte contre le
paludisme en tenant compte des covariates étudiés ici ;

- la poursuite des études sur les indicateurs palustres dans diverses zones éco-

climatiques pour mieux évaluer I'impact des stratégies de lutte contre le paludisme.
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Résumé

L’épidémiologie du paludisme varie non seulement d’'un facies épidémiologique a un autre
mais aussi d’'une année a une autre. Au cours de cette étude, notre objectif était d’évaluer les
indicateurs palustres au cours de quatre années de transmission palustre tout en prenant en
compte des variants du globule rouge (HbAS, HbAC, groupe sanguin ABO, déficit en G6PD et
alpha-thalassémie) comme covariates.

Au cours des saisons de transmission 2008, 2009, 2010 et 2011, nous avons entrepris une
étude prospective de cohorte dans les villages de Bozokin, de Fourda et de Kéniéroba situés

tous dans la commune rurale de Bancoumana, district sanitaire de Kati.

Au total, 3953 enfants agés de 6 mois a 17 ans ont été inclus dans I'étude. Nous n’avons pas
observé de variation significative concernant les indicateurs palustres étudiés d’'une année a
'autre sauf en 2009 ou nous avons noté une augmentation des acces palustres de la densité
parasitaire moyenne. Nous avons observé une prévalence élevée des polymorphismes du
globule rouge dans notre population d’étude. Ainsi, la prévalence du trait drépanocytaire
10,02% d’HbAS alors que celle de 'HAC était de 7,69%. La fréquence du déficit en G6PD
était de 15,4%, avec respectivement 10,2% d’hétérozygotes et 5,2% d’homo-/hémizygote. De
tous ces polymorphismes étudiés, seuls I' HbAS et le déficit en G6PD dans sa forme
hétérozygote étaient associés a une réduction du risque de paludisme et a une densité

parasitaire réduite.

Mots clés: Indicateurs de paludisme, Polymorphismes de globule rouge, Accés palustres
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Summary

Malaria epidemiology varies not only from an area to another but also from years to year. This
study aimed to describe malaria disease indicators over four transmission seasons taking in
account red blood cell polymorphisms that have been reported to be protectived against
malaria such as sickle cell trait, Hemoglobin C and S, ABO blood groups, G6PD deficiency,
alpha-thalassemia.

To acheive this goal, we carried out a cohort prospective study in the villages of Bozokin,

Fourda and Kenioroba both located in the Bancoumana rural commune.

In total, 3953 children aged from six months to seventeen years old were enrolled in this
study. No significant changes were observed in the indicatives from year to year, except in
2009 where we noticed an increase in the number of malaria cases and the mean parasitemia.
High prevalence of red blood cell polymorphisms was observed. The prevalence of HbAS,
HbC, G6PD deficiency hemizygous , G6PD deficiency heterozygous were respectively
10.02%, 7.69%, 5.2% and 10.2%. From all the RBC polymorphisms, only HbAS and G6PD
deficiency (mainly heterozygous carriage) were associated with reduction of malaria risk and

parasite density.

Key words: Malaria indicatives, Red Blood cell Polymorphisms, Malaria disease
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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

Figure 25: Analyseur et Microcuvette HemoCue

Source : Photo prise a Kéniéroba
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 I'azoture pour donner de I'azoture
de méthémoglobine dont 'absorbance est mesurée dans 'analyseur. Cette absorbance est
directement proportionnelle a la concentration de I’'Hb (ref).

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 premiere goutte de sang, presser le
bout du doigt pour avoir une deuxieme goultte ;
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- Appliguer la microcuvette sur la goutte de sang. La quantité nécessaire est aspirée
automatiqguement dans la microcuvette par capillarité.

-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

_ p ‘
A Y

Figure 26: 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 déterminés le groupe sanguin par I'épreuve de Beth VINCEN

11.2.1. Principe

Cette méthode consiste a recherché les antigénes 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 (ref).

11.2.2. Matériel et réactifs

* lame porte objet

* cure-dent

* coton

« alcool 70°

* lancette

* crayon de papier

» Sérums tests, (anticorps) : anti-A (couleur bleu), anti-B (couleur jaune), anti-D (incolore)
11.2.3. 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 premiéere 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 10ul) 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 ;

-turturer 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 le 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 automatiquement dilués dans le systeme D-10 puis injectés dans la cartouche analytique.
Le systeme D-10 envoie un gradient programmé de tampon de force ionique croissante (il
existe 2 solutions de réactif de force ionique différentes, '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 photometre 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 '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 Alc.

11.3.2. Préléevement et manipulation des échantillons

11.3.3. Type d’échantillon
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On utilise le sang total.
11.3.4. Précautions relatives au préléevement 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 '’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
particuliére des échantillons n’est nécessaire. Il n’est pas nécessaire d’agiter les tubes avant
le chargement. Les tubes d’échantillons sont placés dans le portoir a échantillons du D-10
puis mis dans le systeme D-10.

S’assurer que les codes-barres sur les échantillons sont tournés vers l'arriére de I'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) de la goutte épaisse
11.4.1. Principe : c’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le

sang et l'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

Coton hydrophile sec

Eau tamponnée, PH=7,2

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

Bacs de coloration

Eprouvette graduées

Réatelier,chronometre

Huile d’'immersion

Registre ou formulaire de notification

Un compteur manuel

Gant

11.4.3. Lieu du prélevement

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

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

Aprés 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 légerement 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.

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 ).
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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 l'autre lame au centre de la goutte de sang

11. Etendre Iégerement la surface de la goutte par des mouvements spiralés appuyés 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 poussiére, de la chaleur et des mouches
pendant deux heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de séchage sinonily a
risque de décollement de la préparation lors de la coloration (cf. figure).

Figure 27: 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.
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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.

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 poussiéere.

Les lames sont ensuite rincées et séchées sur un ratelier.

11.4.6. Aspects

La lecture se fait au microscope a '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 foncé et un
cytoplasme d’un bleu pale. Dans les infections a P. vivax et P. ovale, on peut voir un semis de
granulations de Schuffner dans le fantdme de I'érythrocyte hote, 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 ul 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
'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.
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2. a) Si, aprés 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.

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 pl 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 nombre 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 prélevement

a. A I'extrémité d’'un doigt gauche (ni index, ni pouce), sur la face latérale du doigt qui ne doit
étre ni oedémateux, 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 I'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 deuxieme lame reste bien en contact avec la surface de la lame de sang
pendant qu’on procéde 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 méthnol

13. Appliquer la colorant de May-Grunwald-Giemsa, ou ’'Hémacolor ou colorer avec le
Giemsa 3% dans de I'eau tamponnée.
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Figue 28: technique du frottis mince.

11.5.4. Coloration avec I’'Hemacolor®

* Fixer le frottis avec le méthanol en plongeant deux fois 3 secondes

* Laisser sécher la lame a I'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.

* 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.
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* Rincer a I'eau propre.

* Laisser sécher.

« Lire la lame au microscope optique binoculaire avec '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 cliniqgues de nouveaux médicaments
antipaludiques. Elle semble étre plus précise que le nombre de parasites par pl de sang.
L’inconvénient majeur est qu’elle consomme suffisamment de temps.

11.6. Procédures Standard Opératoires (SOP) : Confection duconfetti
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)

- Cantine + cadenas

11.6.2. Lieu de prélevement

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

- Découper du papier buvard a I'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 l'aide du crayon

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

- Prendre ledit doigt du patient entre le pouce, I'index et le majeur et le piquer a I'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.

- Apres le préléevement, appliquer du coton sec sur la partie piqguée du doigt pour faire
hémostase.

- Laisser sécher le confetti en I'accrochant sur un scotch adhésif suspendu a I'intérieur d’un
carton qui se ferme bien. Laisser sécher completement 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 prélévement et les garder soigneusement dans une cantine a l'abri des
insectes et rongeurs.

Consigner chaque jour dans un registre, le numéro des confettis confectionnés.
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SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette faculté, de mes chers condisciples, devant I'effigie
d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de I'étre supréme, d’étre fidéle aux lois de

I’honneur et de la probité dans I'exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a I'indigent et n’exigerai jamais un salaire au dessus de mon

travail, je ne participerai a aucun partage clandestin d’honoraires.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira les
secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les meceurs, ni a favoriser

le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de race, de parti ou de

classe viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.
Je garderai le respect absolu de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je nadmettrai pas de faire usage de mes connaissances médicales

contre les lois de 'humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a leurs enfants l'instruction que

j'ai regue de leurs péres.
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.
Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j'y manque.

Je Le Jure !
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