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[- Introduction :

Le paludisme est une erythrocytopathie fébrile et hémolysante chez
’'homme dG a un protozoaire du genre Plasmodium transmis par la
piqare d’'un moustique infecté, 'anophéle. Lors d’un repas sanguin, la
femelle injecte a 'homme les parasites sous forme de sporozoites. Ces
sporozoites vont gagner les cellules hépatiques pour se multiplier. Ils s’y
développent en meérozoites, qui vont étre libérés dans la circulation
sanguine et vont pénétrer les globules rouges pour se nourrir de
I’hémoglobine : c’est la phase de multiplication. Cette maladie peut étre
aussi transmise rarement par la transfusion sanguine et par la mére au
foetus via le placenta. Quatre espeéces infectent ’'homme : P. falciparum,

P. malarea, P. ovale P. vivax. Le P. falciparum est le plus dangereux, et



est responsable des cas du neuropaludisme et d'une grande part des
déces liés au paludisme.

Cette maladie est 'une des parasitoses les plus répandues dans le
monde. Plus de 40% de la population mondiale vit dans des zones a
risque ; on estime a 300 a 660 millions le nombre de cas cliniques par
an [1]. Le paludisme est endémique dans 101 pays du monde dont 45
pays africains [2]. Il provoque 1,5 a 2,7 millions de déceés par an plus de
80% en Afrique subsaharienne. Les enfants de moins de S ans et les
femmes enceintes sont les plus touchés [3; 4]. Dans les pays
endémiques africains il est a l'origine de 25% a 35% des consultations
ambulatoires, de 20% a 40% des hospitalisations et 15% a 35% des
décés a I'hopital [1 ; 5]. Selon 'OMS en 2004 le PIB africain dépasserait
de 115 milliards d’Euros, soit 32% de plus si 'on avait éliminé le
paludisme il y a 35 ans [4]

Au Mali le paludisme est la principale cause de mortalité et de morbidité
dans la population générale [6]. II y a de grandes différences
géographiques en terme de transmission, dans les taux de la prévalence
et dans l'incidence du paludisme selon une variabilité de facteurs tels
que le climat (ex : la pluviométrie et la durée de saison pluvieuse), le type
d’agriculture pratiquée et l'accés et 1'utilisation des soins meédicaux et
des mesures de protection. Au Mali la transmission est trés saisonniére
survenant pendant la saison des pluies qui dure de 3 a 6 mois. La
prévalence de l'infection palustre souvent dépasse 70% chez les enfants
de 2 a 9 ans pendant la saison des pluies. Selon les données du
Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP)
I'incidence du paludisme clinique varie entre 1,5 a 2,5 épisodes par
enfant par an avec quelques enfants qui en font jusqu'a 5 [7]. Selon le
programme national de lutte contre le paludisme (PNLP), au Mali les
fievres palustres représentent 34% a 39% des causes de consultation
dans les services de santé [8]. Le paludisme constitue 48% des motifs de
consultation dans la population générale dont 59,8% chez les enfants de
0 a S ans, le taux de létalité du paludisme grave et compliqué au service

de pédiatrie de l’hopital Gabriel Touré est de 15,3% en 2001[9]. Le



neuropaludisme représente 66% de paludisme grave, 'anémie sévere
représente 34% de paludisme grave a ’hopital Gabriel Touré. [10].

Les stratégies actuelles de lutte contre le paludisme reposent sur
I'utilisation des médicaments et la lutte anti-vectorielle. Mais ces
stratégies sont confrontées aux difficultés dans leur mise en ceuvre et le
développement de la résistance des parasites aux médicaments, aussi de
celle des vecteurs aux insecticides. Malgré ces efforts consentis le
paludisme sévit dans le monde et continue a causer des dégats matériels
et humains.

La vaccination constitue le meilleur moyen de lutte contre les maladies
infectieuses. C’est elle qui a permis de réduire de facon drastique la
morbidité et la mortalité liées a des maladies comme la poliomyélite, la
rougeole, la coqueluche. Elle a permis l’€limination de la wvariole.
Malheureusement a la date d’aujourd’hui il n’y a pas de vaccin utilisable
en santé publique contre le paludisme. Un vaccin qui réduirait la
mortalité et la morbidité liées a l'infection P. falciparum serait un outil
précieux dans la lutte contre cette terrible maladie. Une des difficultés
majeures dans la mise au point d’'un vaccin contre le Plasmodium est,
qu’au cours de sa vie, le parasite passe successivement par plusieurs
stades de développement avec des phases d’intenses multiplications
asexuées chez 'homme (dans les cellules du foie = phase hépatique,
dans les globules rouges = phase érythrocytaire ) et une phase de
reproduction sexuée suivie de multiplication chez l'insecte . Chaque
stade se termine par la libération d’un parasite d'une forme différente
donc exprimant des antigénes différents et induisant des réponses
immunitaires différentes.

A Theure actuelle plusieurs équipes de chercheurs travaillent sur
Iidentification, la syntheése et le test d’antigénes vaccinant issus de 'un
des stades de développement du parasite (figure 1). Le but visé est de
bloquer le cycle de développement du parasite ou de réduire des
manifestations cliniques.

La plus part des efforts sont orientés vers le développement de vaccin
contre les stades hépatiques et sanguins du parasite. C’est ainsi que

plusieurs antigénes de P. falciparum ont été identifiés comme



composants potentiels de vaccin [11]. L’antigéne-1 de la membrane
apicale (AMA1) est une protéine de surface exprimée pendant la phase
asexuée sanguine de P. falciparum.

Le vaccin AMA1-C1 développé par le Malaria Vaccine Developement
Branch National of Institute of Allergy and Infectious Deseases du
National Institutes of Health des Etats-Unis (MVDB/NIAID/NIH) contient
un meélange a part égale de la portion de l'ectodomaine correctement
pliée de la protéine recombinante AMA1 de deux différents clones de P.
falciparum: FVO et 3D7. Les protéines AMA1 FVO et AMA1 3D7 ont été
exprimées séparément comme protéines recombinantes sécrétées dans
Pichia pastoris, purifiées et combinées en quantité égale. Ces deux clones
ont été choisis par ce que leurs séquences sont suffisamment différentes
parmi 'ensemble des clones de P. falciparum séquencés et recouvriraient
I’ensemble des clones [12]. L'objectif est de fournir une protection contre
les différents clones du parasite. D’autres évidences indiquent que
combiner deux formes d'AMA1 aidera a mieux couvrir le polymorphisme
de 1'allele AMA1 et donc de fournir une protection plus large [13]. Quand
on a immunisé avec une combinaison de recombinant AMA1l FVO et
AMA1 3D7, les titres des anticorps a chacun des deux antigénes étaient
similaires aux titres obtenus chez les lapins immunisés avec chaque
antigéne séparément [14]. En outre, les anticorps de ces animaux
immunisés avec le vaccin combiné (AMA1-C1), inhibaient in vitro de
facon identique le développement des clones parasitaires 3D7 et FVO.

Le Centre de Recherche et de Formation sur le Paludisme (MRTC) du
Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) de la
Faculté de Meédecine de Pharmacie et d’Odontostomatologie de
I’'Université de Bamako, s’est investi dans une stratégie de
développement clinique de candidats vaccins dont AMAI-
C1/Alhydrogel® au Mali. Cette étude s’intégre dans le cadre dun
partenariat étroit entre le MRTC et les institutions telles que: le MVDB
du National Institute of Allergy and Infectious Deseases (NIAID) du
National Institutes of Health (NIH) des Etats-Unis ; en vue de déterminer

la tolérance et 'Tmmunogénicité de ce candidat vaccin.



II- Objectifs :

1. Objectif Principal :

Evaluer la tolérance du vaccin AMA1-C1/Alhydrogel® a la dose de 20ug
et 80ug comparé au vaccin Hiberix® contre [’Hemophilus influenzae type
b (Hib) chez les enfants de 2 a 3 ans en zone d’endémie palustre.

2. Objectifs Secondaires :

1. Evaluer 'immunogénicité du vaccin AMA1-C1/Alhydrogel® a la dose
de 20ug et 80ug chez les enfants de 2 a 3 ans en zone d’endémie
palustre.

2. Identifier les pathologies les plus fréquentes chez les enfants de 2 a 3

ans en zone d’endémie pendant la période de suivi clinique et biologique.



III- Rappel sur les vaccins :

1. Les Vaccins antipaludiques :

Il existe au moins 94 candidats vaccins antipaludiques. Ils sont dérivés
d’'une vingtaine d'antigénes [3]. Les candidats vaccins se distinguent
d’abord par les stades parasitaires auxquels les antigénes sont exprimeés.
De ces stades dépendent l'effet attendu du vaccin et le type de réponse
immune susceptible d’étre protectrice. Il y a des candidats vaccins
contre le parasite au stade préérythrocytaire, des candidats vaccins
contre le parasite au stade érythrocytaire et des candidats vaccins contre
le parasite au stade sexué (figure 1).

1. 1. Les vaccins contre les stades pré érythrocytaires :

Les vaccins préérythrocytaires préviendraient 'invasion des hépatocytes
par les sporozoites ou entraineraient la destruction des parasites dans
les hépatocytes infectés.

Le mécanisme de cette immunité protectrice est mal élucidé mais le role
des lymphocytes T est évident dans la lyse des hépatocytes infectés [15].
Les anticorps dirigés contre les antigénes du parasite du stade hépatique
préviendraient I'invasion des hépatocytes par les sporozoites. La protéine
la mieux caractérisée est le Circum Sporozoites Protein (CSP) qui est
exprimée avant et pendant l'infection des hépatocytes [16]. Beaucoup
d’efforts ont été focalisés sur I’épitope immunodominant composé par un
tetrapeptide répétitif NANP (Asn-Ala-Asn-Pro) de cette protéine.

Le candidat vaccin le plus avancé dans ce groupe est le RTS, S/AS02A
qui est le résultat de l'assemblage de trois composants: le CSP du P.
falciparum, un antigéne de surface de ’hépatite B et un adjuvant AS02
de GlaxoSmithKline [17; 18; 19]. Le RTS, S/ASO2A a été un bon

inducteur de la réponse cellulaire de type Thl et a entrainé une forte



réponse humorale avec production d'une forte concentration dIgG
dirigée contre la région répétitive du CSP [20].

Nous pouvons aussi citer d’autres candidats vaccins du méme stade:
Liver Stage Antigen 3 (LSA-3)[21]; un fragment d’acide
desoxiribonucléide du plasmide plus une version modifiée du virus
Ankara, plus une protéine multi-épitopique et une protéine adhésive
relative de thrombospondin (DNA/MVA-ME-TRAP) [22; 23].

1. 2. Les vaccins contre les stades érythrocytaires :

A ces stades, les parasites ne peuvent étre atteints que par des
anticorps, par des réponses a médiation cellulaire dépendantes des
anticorps (ADCC) ou par la lyse cellulaire dépendant du complément.
Ces vaccins pourraient interrompre le cycle endoérythrocytaire et par
conséquent, éviter les manifestations cliniques provoquées par la
schizogonie érythrocytaire. Un vaccin dirigé contre ce stade pourrait
donc réduire la pathogénicité, la morbidité et la mortalité du paludisme
et a la longue éviter les complications telles que : le paludisme cérébral,
l'anémie palustre, la défaillance rénale et d’autres formes graves du
paludisme chez la femme enceinte en bloquant linvasion des
érythrocytes par les mérozoites.

Parmi les vaccins de cette catégorie, la protéine de surface du meérozoite
1 (MSP1) [24; 25] et 'AMA1 [26; 27] sont les plus avancés en
développement clinique.

L’antigéne-1 de la membrane apicale (AMA1) est une protéine de surface
exprimée pendant la phase asexuée sanguine de P. falciparum. AMAIl
est un polypeptide de 83kDa produit par des schizontes matures des
érythrocytes infectés [27] et est localisé dans le micronéme, un organelle
sécrétoire apicale du meérozoite qui contient les ligands pour les
récepteurs des globules rouges [28]. AMA1l induit la production des
anticorps qui sont présumés étre les composants importants des
réactions immunitaires acquises, pour la protection contre le P.
falciparum. [29].

En plus de ces deux candidats vaccins il existe d’autres du méme stade
comme: La protéine de surface du mérozoite 3 (MSP-3) long peptides ; la

protéine riche en glutamate (GLURP) long peptide [3].



1. 3. Les Vaccins contre les stades sexués :

Les anticorps peuvent bloquer le stade sexué du parasite dans l'estomac
des anopheéles, avant que la fécondation ne puisse initier son
développement dans le vecteur. Un vaccin dirigé contre le stade sexué
des parasites, pourrait réduire ou interrompre la transmission du
parasite. Ce type de vaccin ne viserait pas a protéger l'individu vacciné
mais a limiter la transmission des parasites de ’'homme au vecteur, et
secondairement du vecteur a I’homme.

Les candidats vaccins de cette catégorie les plus étudiés sont les
antigénes des gamétocytes de P. falciparum le Pfs28 et le Pfs25, les
anticorps dirigés contre le Pfs28 entrainent un blocage de la
transmission de P. falciparum et présentent une action synergique
lorsqu’ils sont combinés aux anticorps dirigés contre le Pfs25. Ces deux
antigénes sont trés immunogénes et ont une diversité antigénique

limitée. [30].

Ces trois types de vaccins sont basés sur le principe classique de la
vaccination qui consiste a induire I'immunité de ’héte contre le parasite.
La derniére approche de développement de vaccin, le vaccin anti-toxine,
appelé aussi vaccin anti-maladie [31; 32]. Ce vaccin agit sur la
neutralisation des substances pathogénes du parasite sans affecter le
parasite lui-méme. Il existe aussi des Plasmodium génétiquement
modifiés pour empécher le développement des sporozoites jusqu'au stade
érythrocytaire qui pourraient, comme les sporozoites irradiés, conférer

un niveau d'immunité inaccessible aux vaccins sous unitaires [33; 34].
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Figure 1 : Cycle de développement du parasite et vaccins contre les

différents stades du Plasmodium falciparum. (Source : Nat. Med 2000
page).

2. Les adjuvants vaccinaux:

Le terme adjuvant dérive du latin “adjuvare” qui veut dire aider, assister.
Il désigne toute substance capable d’augmenter l'intensité de la réponse
immune dirigée contre un antigéne administré simultanément.

Les vaccins sont constitués de molécules antigéniques diluées dans un
liquide, mais ces antigénes en solution n’induisent pas souvent de
réponse immunitaire satisfaisante, surtout quand il s’agit de vaccins
atténués qui ne peuvent pas parfaitement imiter une infection naturelle
et des vaccins sous-unitaires qui se réduisent parfois a des simples

peptides.



Les adjuvants sont utilisés comme constituant des vaccins et la plupart
des temps ils sont indispensables pour linstallation d'une réponse
immune protectrice. L’'utilisation des adjuvants dans la formulation des
vaccins permet d’obtenir des taux plus élevés d’anticorps avec moins
d’antigeéne.

S’ils jouent un role important dans limmunogécité, les adjuvants ne
sont pas dépourvus d’effets secondaires ils peuvent étre responsables de
fievres, d’une allergie, voire méme du déclenchement de maladies auto-
immunes [35; 36]

En fait, la gravité du paludisme et le manque d'efficacité des mesures de
controle actuellement disponibles pourraient justifier d'utiliser des
adjuvants immunogeénes s'ils sont capables d'améliorer sensiblement
l'efficacité d'un vaccin. Ce pourrait é€tre le cas d'adjuvants dérivés de
I'adjuvant incomplet de Freunds [37].

Mais les chercheurs s’emploient actuellement a utiliser des adjuvants
efficaces avec le moins d’effets secondaires.

3. Etapes de développement d’un vaccin :

Le produit pharmaceutique, en 'occurrence le vaccin, qui fait l'objet d'un
développement doit répondre a quatre critéres de base : sécurité,
stabilité conformationnelle, efficacité, qualité. Le développement se
déroule selon trois types intégrés de processus: pharmaceutique,
préclinique et clinique [38; 39].

Le développement pharmaceutique d'un vaccin concerne deux volets :
d’une part la production et la formulation, d’autre part 1’élaboration des
méthodes de contrdle et des spécifications qui serviront a la libération
des lots et aux études de stabilité. Les produits issus de la
biotechnologie et les vaccins en particulier doivent respecter un certain
nombre de régles au cours du processus de fabrication leurs permettant
d’obtenir le label GMP (Good Manufactory Practices)

Le développement préclinique concerne la pharmacologie chez ’animal
en utilisant des modéles adaptés et les tests de pharmacotoxicité
réglementaires et aussi d’évaluer la tolérance et la tératogénicité.

Cette étape de développement préclinique passe par une série de phases

pour l’évaluation de la toxicité et de l’efficacité du vaccin chez ’'animal,



ce qui permet de constituer les pré requis indispensables pour le

développement clinique.

Le développement clinique dun vaccin antipaludique passe par une

succession de quatre phases bien codifiées :

% Une phase I de tolérance chez un petit nombre de volontaires adultes
sains. Cette phase a pour but de tester la tolérance et aussi d’avoir
une premiére idée de l'immunogénicité du candidat vaccin chez
I’'hnomme. Cette phase peut étre subdivisée en: par exemple une
phase Ia menée sur des volontaires adultes sains naifs et une phase
Ib menée sur des volontaires adultes sains vivant dans des zones
d’endémie. Cette phase Ib est ensuite étendue sur les groupes cibles
notamment les enfants.

+ Une phase II de preuve de concept d’efficacité et dimmunogénicite.
Elle porte généralement sur quelques centaines de sujets cibles du
vaccin. En plus de la détermination exacte de la dose et
I’établissement du calendrier vaccinal, cette phase établit la tolérance
du vaccin dans cette population.

+ Une phase III portant sur un nombre important de sujets. L'objectif
principal de cette phase est ’évaluation de l’efficacité du vaccin. Elle
permet aussi de collecter d’avantage des informations sur la tolérance
du produit. C’est au terme de cette étape quon fait une demande
d’autorisation de mise sur le marché (AMM).

% une phase IV Aprés l'enregistrement du vaccin, une phase IV de
pharmacovigilance pourra étre envisagée dans le but de mettre en
évidence les éventuels effets secondaires rares ou évaluer une
stratégie d’utilisation du vaccin dans d’autres indications ou
conditions.

4. Les éléments de la tolérance :

L’'introduction de tout nouveau produit pharmaceutique dans

l'organisme humain commence obligatoirement par une étude de phase

[. Dans le cas particulier des vaccins cette phase consiste a déterminer

la sécurité et 'immunogénicité du produit.

L’évaluation de la sécurité d'un vaccin regroupe la détermination des

évéenements adverses et I’évaluation du niveau de toxicité biologique. Le



tissu hématopoiétique et d’autres organes tels que le foie et le rein
constituent les cibles potentielles.

Le diagnostic des atteintes de ces tissus et organes se fait par la
détermination des marqueurs biologiques spécifiques, sensibles et
fiables.

Le foie constitue un centre de métabolisme des protéines, des lipides,
des glucides et d’autres produits tels que les médicaments et un centre
de désoxification. Certains catabolites ou certains de ces produits
peuvent avoir un effet toxique au niveau du foie. Le diagnostic biologique
de confirmation d’une lésion des hépatocytes repose couramment sur la
détermination de l’alanine aminotransférase (ALAT) sérique (enzyme de
cytolyse hépatique).

Le rein constitue un filtre qui sert d’'un centre d’épuration du sang. Le
rein débarrasse le sang de tous ses déchets meétaboliques qui seront
éliminés dans les urines. Certains déchets entrainent un fonctionnement
excessif du rein ou d’autre ont un effet toxique. La créatinine, un déchet
métabolique de la créatine présente dans les muscles striés constitue le
marqueur biologique le plus stable dont la détermination permet de
poser le diagnostic d’'une insuffisance rénale.

Il est aussi nécessaire d’évaluer l’effet du produit au niveau du systéme

hématopoiétique chez ’homme et ceci peut se faire par ’'hémogramme.

IV- Participants et Méthodes :
1. Lieu d’étude :

L’étude a été conduite dans le village de Donéguébougou au Mali.
Donéguébougou a une population d’environ 1400 habitants et situé a 30
km au Nord Ouest de Bamako, dans la zone de savane soudanienne du

Mali.

La pluviométrie annuelle était de 1143,8 mm de pluie en 1999 et 792,5
mm en 2000. Les précipitations sont enregistrées principalement
pendant la saison des pluies de juin a octobre/novembre qui correspond
a la période de transmission intense du paludisme. Cependant, une
petite quantité de précipitation est aussi observée en mars et avril

pendant le début de la saison séche chaude entrainant une légére



augmentation du taux de transmission du paludisme. La riviere
« Koba » prés du village contribue fortement a la persistance des gites
d’anophéles. Une carte de I'emplacement des maisons et des gites actifs
de moustiques est disponible en figure 2. Donéguébougou a été choisi
comme site pour tester les vaccins contre le paludisme sur la base des
indicateurs paludométriques collectés sur plusieurs saisons de
transmission (y compris la prévalence et l'incidence de la maladie, le
taux d’inoculation entomologique et les données sociodémographiques)

et les bons rapports entre le MRTC et la communauté villageoise.

Les études réalisées par le MRTC a Donéguébougou, ont démontré que
les épisodes cliniques de paludisme sont plus fréquents chez les enfants
agés de moins de 5 ans avec un taux d'incidence de 2,1 épisodes par
enfant durant la saison de transmission de 1999. Les taux d’incidence
diminuent significativement avec 1’age (1,4 chez les enfants agés 6-10
ans, 1,2 chez les enfants agés 11-15 ans et seulement 0,7 chez les
enfants agés 16-20 ans [p <0.01]). Cette méme tendance a été observée
en 2000 et l'incidence totale du paludisme est restée stable sur 2 années

consécutives d'observation [40].

Comme dans le reste du Mali, la transmission du paludisme a
Donéguébougou est saisonniére avec une variabilité significative du taux
d’inoculation entomologique d'une saison a l'autre. La transmission est
principalement assurée par Anopheles gambiae s.l. lequel représente
91,6% de la population de moustiques vecteurs. A. funestus représente

8,4% de la population de vecteurs en 2000[40].

Une équipe de recherche clinique du MRTC est sur place a
Donéguébougou de facon permanente depuis 1997. L'équipe est
constituée de médecins, de pharmaciens, d’internes en médecine et en
pharmacie et des guides locaux. Cette équipe assure le fonctionnement
du centre de santé offrant des soins médicaux a toute la population de
Donéguébougou, ainsi que celles des villages environnants. Le MRTC a
établi dans le village un centre pour les essais cliniques a

Donéguébougou en 2003 et le premier essai de Phase 1 de ce méme



candidat vaccin AMA1-Cl chez les adultes sains a été conduit a

Donéguébougou de 2004-2005.
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Figure 02 : Carte du village de Donéguébougou (Source : Unité GIS du
MRTC/FMPOS/ Mali).

2. Population d’étude :

La population d’étude est constituée par les enfants sains, agés de 2 a 3

ans au début de I’étude et résidant a Donéguébougou.
3. La période d’étude :

La durée totale de suivi de chaque sujet était de 52 semaines. L’étude a
commenceé le 16 mars 2006. Nous présentons les résultats du jour O au

jour 154 c'est-a-dire 22 semaines de suivi.

4. Le type d’étude, la taille de I’échantillon et les

statistiques utilisés:

4. 1. Le type d’étude :

C’est une étude de phase Ib randomisée double aveugle et controdlée.
4. 2. La taille de I’échantillon :

La taille de l’échantillon est calculée sur la base de probabilité de
détection événement adverse en fonction de leur fréquence. Avec un
groupe de 10 sujets nous avons 80% de chance de détecter un
événement adverse qui a une fréquence de 15%. Nous avons ajouté 2
sujets supplémentaires pour tenir compte des perdus de vue. Soit un

total de 36 sujets (12 par bras de vaccin)



4. 3. La description des méthodes statistiques employées :

Le but de cet essai est d’estimer le taux d’événements indésirables (Els)
et les tendances de réponses immunitaires, ainsi que comparer ces taux
et tendances entre le vaccin expérimental (dose de 20 ug et dose de 80

ug) et le vaccin comparateur.

Les données ont été recueillies dans des cahiers d’observation
individuels. Elles ont été monitorées par ’'OMS et une compagnie privée
sous contrat avec le NIAID/NIH. Les copies des pages des cahiers
d’observation monitorées sont transmises au service de Gestion des
données du MRTC/DEAP/FMPOS. Les données ont été saisies en
double dans une base de données sur MS-Access. Aprés les différentes
étapes de controle de qualité, elles sont transférées dans le logiciel
Stata pour 'analyse. Nous avons utilisé le Chi carré de Pearson pour la
comparaison des proportions avec une correction de Yates ou la
probabilité exacte de Fisher quand c’est approprié. Les moyennes des
ages dans les trois groupes ont été comparées en utilisant le test de F de
Fisher (Anova). Les taux d’anticorps anti-AMA1-FVO et anti-AMA1-3D7
ont été compares en utilisant le test de Kruskal-Wallis. Dans toutes les
comparaisons, nous avons utilisé un test bilatéral avec un seuil de

signification a 5%.
5. Déroulement et procédure d’étude :

5.1. Le consentement :

< Au niveau communautaire :

Nous avons convoqué une réunion avec le chef du village et les chefs de
familles, ou nous avons expliqué discuté le protocole et aprés nous leurs
avons donné le temps de communiquer avec les autres membres de la

communauteé.



«+ Au niveau individuel :

Avant 'administration du consentement individuel I'’équipe prend soin
d’examiner mot a mot le formulaire du consentement de I’étude qui est
traduit oralement a la langue locale et dans les dialectes au cas ou le
volontaire ne lit pas et ne parle pas francais (ce qui est le cas pour la
majorité des participants). La vérification que les traductions orales sont
correctes et que les volontaires comprennent le contenu du

consentement éclairé est faite par un témoin indépendant.

Sur la base du recensement de la population les parents des enfants de
2 a 3 ans ont été invités pour le consentement individuel. Le parent du
volontaire ou de son représentant légal lit le formulaire de consentement
ou il lui a été expliqué au cas ou il est non alphabétisé. Ils ont été
encouragés a poser des questions. Ensuite un questionnaire a choix
multiples leur a été administré pour évaluer la compréhension du
consentement. Le questionnaire a été administré oralement au parent ou
la personne en charge de l'enfant au cas ou ce dernier ne pouvait pas
lire. Le parent de l'enfant ou son représentant légal devait répondre
correctement a toutes les questions avant que son enfant puisse étre
éligible pour la participation. Le personnel de 1'étude utilisait des
réponses non correctes du questionnaire pour identifier les parties du
formulaire de consentement éclairé qui avaient besoin de révision
supplémentaire avec le parent de 'enfant ou de son représentant légal.
Cela aidait a s’assurer qu’il a entiérement compris avant de signer le
formulaire de consentement. Il pouvait signer le formulaire du
consentement immeédiatement ou plus tard aprés avoir adressé d’autres
considérations. Le parent de I'enfant ou son représentant légal incapable
de lire apposait son empreinte digitale a la place de la signature; de plus,

un témoin indépendant signait le formulaire du consentement pour



attester que le volontaire a compris le contenu et a consenti

volontairement.
5. 2. Le dépistage :

Apres la signature des documents de consentements les parents ont été
invités a amener les enfants a une date fixe pour les examens de
dépistage. Au cours de ce dépistage les parents des sujets ont été
interrogés sur les antécédents médicaux des sujets puis il a été fait un
examen physique complet et un prélevement de sang pour
I’hémogramme la créatinémie et le dosage de ’ALAT ; et des urines pour

la recherche d’hématurie et de protéinurie.

En cas de maladie découverte au cours du dépistage, le sujet est traité
ou reféeré dans les services spécialisés au besoin. La prise en charge

compléte est assurée par le projet.
5. 3. Les critéres d’inclusion :

Pour étre éligible le sujet doit satisfaire les critéres suivants :

% Etre agés de 2 de 3 ans. Les enfants ne doivent pas étre nés avant le
1 er Septembre 2002 et doivent avoir leur deuxiéme anniversaire
avant la premiére vaccination.

% Etre résidants connus dans le village de Donéguébougou.

% Avoir un bon état général de santé déterminé sur la base des
examens au dépistage.

% Etre disponible pendant toute la durée de l'essai.

% Avoir la volonté de participer a 1'étude prouvée par la signature du

document de consentement éclairé par le parent ou tuteur légal.

5. 4. Critéeres de non inclusion:

Le sujet présentant les critéres suivants ne sera pas inclus :



Evidence de maladie cliniquement significative; neurologique,
cardiaque, respiratoire, hépatique, rhumatologique, auto-immune,
infections chroniques ou maladies rénales diagnostiquée
cliniquement a l'interrogatoire, a I'examen physique et ou par examen
de laboratoire incluant ’analyse d’urines.

Maladie comportementale, cognitive ou psychiatrique, qui, de l'avis
du chercheur affecte la capacité du volontaire ou son parent ou
tuteur légal de comprendre et de coopérer avec l'exécution du
protocole de I’étude

Maladie hépatique évidente sur la base d'un examen de laboratoire
(ALAT supérieure a 1,25 fois la limite supérieure des normes du
laboratoire).

Maladie rénale évidente sur la base dun examen de laboratoire
(créatinémie supérieure a la limite supérieure de la norme du
laboratoire ayant fait le test, ou plus que les traces de protéine ou de
sang sur les bandelettes dans les urinaires).

Maladie hématologique évidente sur la base dun examen de
laboratoire (nombre de leucocytes < a 3000/mm3 ou > a 14,5 x
103/mms3; hémoglobine < a 8,5 g/dL; nombre de lymphocytes < a
1000/mms3; ou nombre de plaquettes < a 120000/mm3).

Autres circonstances qui, de l'avis du chercheur, porteraient atteinte
a la sécurité ou aux droits du participant ou qui rendraient le
participant incapable d'adhérer aux schémas de suivi de l'étude.
Participation a un autre essai de vaccin ou de médicament dans les
30 jours avant le début ou au cours de cette étude.

Antécédent de réaction allergique sévére ou anaphylactique
Antécédent d'Asthme sévére (admission aux services d'urgence ou
hospitalisation dans les six derniers mois).

HCV Positif a 'ELISA

Ag HBs Positif a ' ELISA

Syndrome d’immunodéficience connu

Prise de corticoides (excluant les formes topiques ou nasales) ou de
meédicaments immunosuppresseurs dans les 30 jours précédant le

début ou durant cette étude



X/
L X4

Administration d'un vaccin vivant atténué (exemple: vaccin contre la
rougeole, les oreillons, ou la rubéole) dans les 4 semaines ou d'un
vaccin tué (exemple: vaccin contre la diphtérie, la coqueluche ou le

tétanos) dans les 2 semaines avant le début de 1'étude

X/
L X4

Antécédent de splénectomie

X/
L X4

Transfusion sanguine au cours des 6 derniers mois

X/
°e

Volontaires vaccinés par un vaccin antipaludique expérimental

auparavant

¢ Antécédent d'allergie connue au nickel

% Antécédent d'allergie connue a la levure

¢ Antécédent d'allergie connue a un composé de vaccin Hib (tétanus
toxoid, lactose)

¢ Volontaires ayant recu précédemment un vaccin de Haemophilus

Influenzae type b

X/
°e

Thrombocytopénie connue ou troubles de coagulation sanguine.

5. 5. Calendrier :

5. 5. 1. Calendrier des vaccinations :

Les différentes doses d’AMA1-C1/Alhydrogel® sont 20ug et 80ug. Nous
avons fait une escalade de dose en commencant par la plus petite dose.
Un premier groupe de 18 sujets randomisé 2:1 recevant AMA1 20 ug
(n=12) ou Hiberix® (n=6). Le but ici est d’établir que cette dose est
tolérée avant de tester la dose de 80ug. Les données de la tolérance
jusqu'au jour 7 ont été examinées par le Moniteur Médical avant la
progression a la dose élevée. L'essai n’allait pas continuer avec la
prochaine dose cohorte si dans le jugement clinique du Moniteur
Médical, la dose de 80ug poserait un risque inacceptable pour les
participants. Un deuxiéme groupe de 18 sujets est inclus aprés 2

semaines randomisé 2:1 recevant AMA1 80ug (n=12) ou Hiberix® (n=6).

Le calendrier de vaccination est le jour O et le jour 28. Le vaccin AMA1-
C1/Alhydrogel® et le vaccin Hiberix® sont conservés entre 0,5°C et 9°C

jusqu'au moment de leur utilisation. Une quantité de 0,5 mL (pour



AMA1-C1/Alhydrogel® ou pour le vaccin Hiberix®) est administrée par
voie intramusculaire (IM) dans la cuisse avec une aiguille de 23 gauge
aprés préparation du site d'injection avec de l'alcool. Les vaccinations

consécutives sont faites de maniére alternative dans les cuisses.

Nous avons choisi le vaccin contre ’Haemophilus influenzae de type b
(Hib) comme le vaccin comparateur pour les raisons suivantes : il
pourrait €tre bénéfique pour les sujets puisqu’une récente étude faite au
Mali a trouvé que la maladie a Hib constitue un lourd fardeau chez les
enfants de 0-5 ans avec une incidence annuelle de 45,2 pour 100000
[41] ; sa bonne tolérance a été prouvée et son calendrier d’utilisation est
facilement incorporable dans le plan de l’étude; le vaccin contre
Haemophilus influenzae type b introduit en 2005 dans le programme
élargi de vaccination du Mali, a été limité aux grandes villes. La plus part
des enfants vivant en zone rurale du Mali comme Donéguébougou

n’avait pas recu le vaccin contre Haemophilus influenzae type b.

Le calendrier de vaccination recommandé pour Hiberix® chez les enfants
agés de 2 a 12 mois est de donner des doses de 0,5 ml a un intervalle
d’au moins quatre semaines entre les doses. Bien quune seule dose soit
considérée suffisante pour les enfants de 13 mois et plus, une dose de
rappel fournit 'avantage supplémentaire sans augmentation des effets
secondaires systémiques [42]. A la fin de l’étude, les participants
randomisés pour recevoir AMA1-C1/Alhydrogel® ont recu gratuitement

le vaccin Hiberix® pour ceux qui l'ont souhaité.

5. 5. 2. Le calendrier du suivi des sujets :

Le programme du suivi est composé du suivi de la tolérance des vaccins
et du suivi parasitologique pour la recherche d’épisode de paludisme

maladie. Il est actif et passif.

a) Le suivi actif :

<+ Le suivi de la tolérance:



Les sujets inclus dans l’é¢tude sont examiné 30 minutes aprés chaque
vaccination aussi aux jours 1, 2, 3, 7, 14 aprés chaque vaccination et

puis aux jours 98 et 154.

Les examens hématologiques sont faits aux jours de vaccination ensuite

aux jours 3, 7, 14 apres chaque vaccination et aux jours 98 et 154.

Les examens biochimiques (ALAT, Créatinémie) sont faits aux jours de

vaccination ensuite aux jours 3 et 14 aprés vaccination

Le dosage des anticorps anti-AMA1 a I'ELISA sont faits aux jours de
vaccination ensuite au jour 14 aprés chaque vaccination et aux jours 98

et 154.
% Le suivi parasitologique :

A partir du jour 42 les sujets ont été examinés chaque semaine pendant
16 semaines a la recherche des signes et symptomes du paludisme. Les
sujets présentant des signes ou symptomes du paludisme ont fait ’objet
de prélevements sanguins pour la goutte épaisse et le dosage de

I’hémoglobine.

b) Le suivi passif : Consiste a la disponibilité des médecins de I’équipe a
tout moment pendant la période de suivi, a évaluer toute plainte

meédicale sur le plan clinique et biologique de facon appropriée.
6. Variables mesurées et techniques :

6. 1. La tolérance : Pour ’évaluation de la tolérance nous avons mesuré
l'incidence des événements indésirables classés en fonction de leur

relation avec la vaccination.

Un événement indésirable (EI) inclut tout changement toxique,
pathologique ou mnon attendu dans les fonctions anatomiques,
physiologiques ou meétaboliques comme indiqué par les signes
physiques, des symptomes et/ou des changements de résultats de

laboratoire détectés a n’importe quelle moment de I’étude clinique, qu’il



soit associé avec les produits de I’étude (le vaccin étudié ou le vaccin de
comparaison) ou non. Cela inclut une exacerbation de conditions

préexistantes et des maladies intercurrentes

La recherche d’EI se fait a travers l'interrogatoire, I'examen physique, et
l'examen de laboratoire. Les examens de laboratoire étaient:
L’hémogramme a l'aide du Coulteur®, de l’alanine aminotransferase
(ALAT) sérique et de la créatinémie a 'aide du Réfloton®, la recherche de
Plasmodium falciparum a la goutte épaisse et le frottis mince a 1'aide du
microscope optique et le dosage de 1’'hémoglobine a laide de

I'HemoCue®.

L’association éventuelle entre la vaccination et les Els a été évaluée en

utilisant les termes suivants:

Définitive: Association temporelle nette, et aucune autre cause possible.

Probable: Association temporelle nette, et une étiologie alternative

potentielle n’est pas apparente.

Possible: Association temporelle moins claire; autres étiologies sont

aussi possibles.

Lointaine: Association temporelle entre I'El et le vaccin ou la nature de
l'événement est telle que c'est trés peu probable mais pas impossible que
le vaccin soit la cause de ’événement. (Relation cause et effet improbable

mais pas impossible).

Pas de lien: L'El est complétement indépendant de l'administration du
vaccin; et/ou l'évidence existe que 1'événement est définitivement lié a

une autre étiologie.

Le degré de certitude avec lequel un EI peut étre attribué a
l'administration du vaccin de 1’étude a été déterminé en fonction du lien
de cet événement par rapport au vaccin selon une ou plusieurs des

conditions suivantes:



% L'évéenement étant temporellement attribuable a la vaccination ou
reproductible a la ré-vaccination.

% Une réaction de nature semblable a été observée précédemment
avec ce type de vaccin et/ou formulation.

% L'événement a été souvent rapporté dans la littérature pour ces

types de vaccins.

Toutes réactions locales (au site d’injection) ont été considérées en

relation avec la vaccination.

6. 2. L’Immunogénicité : Nous avons mesuré les taux d’anticorps anti
AMA1/FVO et antiAMA1/3D7 du sérum des sujets par la technique
d’ELISA. Les dosages doubles sont faits pour 3D7 et FVO. Les plaques
de micro puits sont cotées avec la solution de l'antigéne. Les plaques
sont purifiées avec le TRIS - tamponné de sel (TBS) contenant du Tween-
20 (T-TBS) et bloquées avec TBS qui contient la poudre du lait écrémé.
Apres avoir été purifiés avec du T-TBS, les échantillons du sérum dilués
sont ajoutés en trois exemplaires et sont incubés dans la chambre de
température. Aprés incubation, les anticorps non liés sont enlevés en
lavant les plaques avec le T-TBS, et la solution phosphatase alcaline
conjuguée d’immunoglobuline G (IgG) anti - humaine de la chévre est
ajoutée a chaque puits et est incubée pendant 2 heures dans la chambre
a température de piéce. Les plaques sont ensuite lavées avec le T-TBS,
en ajoutant de la solution de phosphatase dans chaque puits. Les
plaques sont alors couvertes et sont incubées pendant 20 minutes pour
le développement de la couleur. Les plaques sont immédiatement lues a
405 nm avec un lecteur de la microplaque. Les valeurs de la densité
optique sont utilisées pour déterminer la concentration de l'anticorps
pour AMA1l en comparant a une courbe standard établie avec un

controle positif connu de sérum inclus dans chaque plaque d’ELISA.
7. Les considérations éthiques :

Le protocole de cette étude a été approuvé par le comité d’éthique de la

Faculté de Médecine de Pharmacie et d’'Odontostomatologie (FMPOS) de



I’'Université de Bamako, celui de l'Institut National des Allergies et des

Maladies Infectieuses (NIAID) des Etats Unis d’ Amérique.

Il est a noter qu’un sujet peut se retirer a tout moment de ’étude quand
il le souhaite. Cependant, tout sujet qui a recu au moins une des doses
de vaccin est encouragé a rester dans 1'étude pour évaluer la tolérance

des doses déja recues.

Sur le plan bénéfice pour les volontaires qui ont recu le vaccin de
comparaison (Hiberix®) pourraient étre immunisés contre Haemophilus
influenzae type b. Nous avons offert a la fin de ’étude le vaccin Hiberix®
aux volontaires qui ont recu le vaccin AMA1-C1/Alhydrogele, avec leur
volonté. Un traitement gratuit a été offert aux participants pendant la

période de I’étude

Sur le plan récompense, les sujets ont eu chacun 75 kg de riz et 75 kg
de mil pour le temps perdu engendré par les visites pendant l’é¢tude.
Cette récompense a été repartie en 3 tranches : La premiére a été faite
aprés la premiére vaccination, la seconde a été faite un mois apreés la

seconde vaccination et la troisiéme a la fin de I’étude.



V- Résultats :

1. Résultats globaux :

Au total nous avons examiné 77 sujets au dépistage dont 36 sujets ont
été inclus (12 sujets repartis en 3 groupes). Les raisons de non inclusion
sont les suivantes : les maladies récurrentes (n=13), sérologie hépatite B
ou C positive (n=8), autres résultats anormaux de laboratoire (n=7),
anémie ou malnutrition (n=6), age hors de la tranche spécifique (n=6) et

un sujet éligible mais non inclus.

Les groupes étaient constitués de 12 sujets et chacun des sujets a recu
la premiére vaccination. Au moment de la deuxiéme vaccination il ya
avait 2 sujets du groupe AMA1 80ug et 1 sujet du groupe Hiberix® qui
n’avaient pas recu de doses de vaccin. Les 3 étaient positifs a ’hépatite
virale A diagnostiquée aprés la premiére vaccination. Tous les sujets ont

été suivis jusqu’a J154.

Pendant la période de suivi de 154 jours il y a eu au total 243
événements indésirables dont 16 étaient attribués a la vaccination, 227
non liés a la vaccination. Parmi les événements non liés a la vaccination

il y a eu 38 cas de paludisme maladie.



2. Caractéristiques sociodémographiques des volontaires :

Tableau 1: Moyenne des ages des sujets en fonction des groupes de

traitement

Age Hiberix® AMA1 20ug AMAI1 80ug Total
(en mois) (n=12) (n=12) (n=12) (n=36)
Moyenne 33,2 34,0 31,9 33,0
Ecart type 4,9 4,7 6,3 5,3
Minimum 24 27 24 24
Maximum 40 39 42 42

Les ages des sujets variaient de 24 a 42 mois avec une moyenne de 33
mois et un écart type de 5,3. Il n'y avait pas de différence entre les 3

groupes quant a la moyenne des ages (F=0,45 ; p=0,63).

Tableau 2 : Répartition des sujets par sexe en fonction du groupe de

traitement

Sexe Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total
n=12) %  (@=12) %  (n=12) % (n=36) %

Masculin 5 41,6 8 66,6 4 33,3 17 47,2

Féminin 7 58,3 4 33,3 8 66,6 19 52.8

Total 12 100 12 100 12 100 36 100

Au total 52,8% étaient de sexe féminin et 47,2% des sujets étaient de
sexe masculin. La répartition par sexe est comparable entre les 3

groupes (chi2=2,8 ; p=0,2).

Tableau 3 : Répartition des sujets par ethnie en fonction du groupe de
traitement

Ethnie Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total



n=12) %  (n=12) %  (n=12) % (n=36) %

Bamanan 8 66,6 7 58,3 7 58,3 22 61.1
Sarakolé 2 16,7 5 41,7 3 25,0 10 27.8
Peulh 2 16,7 O 0,0 2 16,7 4 11.1
Total 12 100 12 100 12 100 36 100

Au total nous avons 61,1% de Bamanan, 10,0% de Sarakolé et 4,0% de
peulh. Les 3 groupes de traitement étaient comparables quant a la

répartition des ethnies (chi2=3,4; p=0,4).

3. Evénements indésirables liés a la vaccination :

3. 1. Evénements locaux :
Tableau 4 : Evénements adverses locaux aprés la premiére vaccination

en fonction des groupes de traitement
Réactions Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total



Locales
Douleur au site
d’injection
CEdéme au site
d’injection
Erythéme au
site d’injection

Total

(n=12)
1

%
8,3

0,0

8,3

16,6

(n=12)
1

%
8,3

8,3

8,3

25,0

(n=12)
1

0

0

1

%
8,3

0,0

0,0

8,3

(n=36)
3

%
8,3

2,7

5,5

16,6

Au total il y avait 6 événements indésirables locaux aprés la premiére

vaccination dont 3 a type de douleur au site d’injection 2 a type

d’érythéme au site d’injection et 1 a type d’cedéme au site d’injection.

Trois de ces événements €taient survenus dans le groupe AMA1 20ug,

deux dans le groupe Hiberix® et un dans le groupe AMA1l 80ug.

L’incidence de ces événements aprés la premiére vaccination était 25,0%

dans le groupe AMA1 20ug, 8,3% dans le groupe AMA1 80ug contre

16,6% dans le groupe Hiberix®. Les groupes étaient comparables quant

a la survenue de ces événements. (p>0,57)

Tableau 5 : Evénements adverses locaux aprés la deuxiéme vaccination

en fonction des groupes de traitement

Réactions

Locales
Douleur au site
d’injection
CEdéme au site
d’injection

Erythéme au

Hiberix®
(n=11) %
0 0,0
0 0,0
0 0,0

AMA1 20ug
(n=12) %
0 0,0
1 8,3
0 0,0

AMA1 80ug
(n=10) %
1 10

0 0,0

0 0,0

0

Total
(n=33) %
1 3,0
1 3,0

0,0



site d’injection

Total 0 0,0 1 83 1 10,0 2 6,1

Au total aprés la deuxiéme vaccination nous avons documenté 2
événements indésirables locaux dont 1 a type de douleur au site
d’injection et 1 a type d’cedéme au site d’'injection. Parmi ces événements
1 est survenu dans le groupe AMA1l 20pg et 1 dans le groupe AMA1
80ng.

Tableau 6 : Evénements adverses locaux aprés les 2 vaccinations en

fonction des groupes de traitement

Réactions Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total
Locales (1’l= 12) % (1’l= 12) % (1'l= 12) % (r1=36) %
Douleur au site 1 8,3 1 8,3 2 16,6 4 11,1

d’injection

CEdéme au site 0] 0,0 2 16,6 0 0,0 2 5,5
d’injection

Erythéme au 1 8,3 1 8,3 0 0,0 2 5,5
site d’injection

Total 2 16,6 4 33,3 2 16,6 8 22,2



Au total il y avait 8 événements indésirables locaux aprés les deux
vaccinations dont 4 cas de douleur au site d’injection, 2 cas d’cedéme au
site d’'injection et 2 cas d’érythéme au site d’injection. L’incidence des
événements indésirables locaux était 33,3% pour le groupe AMA1 (20ug),
16,6% pour le groupe Hiberix® et 16,6% pour le groupe AMA1 (80ug).
Les 3 groupes étaient comparables quant a la survenue des événements

locaux liés a la vaccination (p>0,63).

3. 2. Evénements systémiques liés a la vaccination :

Tableau 7 : Evénements systémiques liés a la vaccination par groupe de

traitement

Evénements Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total

Systémiques (n=12) % (n=12) % (n=12) % (n=36) %

Fiévre 1 8,3 1 83 0 0,0 2 5,5
Anorexie 1 8,3 0 0,0 O 0,0 1 2,7
Somnolence 1 8,3 0 0,0 O 0,0 1 2,7
Vomissement 1 8,3 0 0,0 O 0,0 1 2,7
Total 4 33,3 1 83 0 0,0 5 13,8

Au total il y a eu S cas d’événements adverses systémiques dont 2 cas de
fievre, 1 cas d’anorexie, 1 cas de somnolence et 1 cas de vomissement.

Les 3 groupes de traitement étaient comparables quant a la survenue



des événements indésirables systémiques non liés a la vaccination

(p>0,09).

3. 3 Evénements biologiques liés a la vaccination :
Tableau 8 : Evénements indésirables biologiques liés a la vaccination

par groupe de traitement.

Anomalies Hiberix® AMA1 20pug  AMAI1 80ug Total
Biologiques (n=12) %  (n=12) % (n=12) (n=36)
Hyperleucocytose 1 8,3 1 8,3 0 0,0 2 55
Elévation ALT 0 0,0 1 8,3 0 0,0 1 2,7
Total 1 8,3 2 16,6 0 0,0 3 8,3

Au total les événements indésirables biologiques survenus étaient au
nombre de 3 dont 2 cas d’hyperleucocytose et 1 cas d’élévation ALAT.

Les groupes de traitement étaient comparables (p>0,45).



4. Evénements indésirables non liés a la vaccination :
4. 1. Evénements indésirables systémiques non liés a la

vaccination :
Tableau 9 : Evénements indésirables systémiques non liés a la

vaccination par groupes de traitement

Evénements Hiberix® AMA1 20ug AMA1 80ug Total

Adverses (n=12) NES (n=12) NES (n=12) NES (n=36) NES
Infection resp. 19 1,6 27 2,3 21 1,8 67 1,9
Conjonctivite 14 1,2 12 1,0 13 1,1 39 1,1
Paludisme 14 1,2 12 1,0 12 1,0 38 1,1

Infection ctnée 6 0,5 1 0,1 7 0,6 14 0,4
Blessures 2 0,2 6 0,5 3 0,3 11 0,3
Fiévre 5 0,4 2 0,2 3 0,3 10 0,3
Hépatite A 3 0,3 2 0,2 3 0,3 8 0,2
Autres* 10 0,8 8 0,7 8 0,7 26 0,7
Total 73 0,1 70 5,8 70 5,8 213 5,9

Autres* : bouchon de cérumen (n=1), fracture (n=1), gastro-entérite (n=3), oreillons (n=1), otite (n=7),
somnolence (n=1), splénomégalie (n=1), cedéme (n=2), fiévre typhoide (n=1), vomissement (n=4), dermatite
(n=2), brulure (n=1), inflammation (n=1).

N.E.S : Nombre d’épisode par sujet. Resp. : Respiratoires. Ctnée : cutanée.

Au total il y avait 213 événements systémiques non liés a la vaccination

dont 67 cas d’infection respiratoire, 39 cas de conjonctivite, 38 cas de



paludisme, 14 cas de d’infection cutanée, 11 cas de blessures, 10 cas de

fievre, 8 cas d’hépatite A, et le reste (26 cas) était partagé entre les autres

événements systémiques précisés ci dessus. Les groupes de traitement

étaient comparables quant a la survenue de ces événements par

exemple : Pour les infections respiratoires le p>0,75.

4. 2. Evénements indésirables biologiques non liés a la

vaccination :

Tableau 10 : Evénements indésirables biologiques non liés a la

vaccination par groupe de traitement

Anomalies Hiberix® AMA1 20ug
biologiques
(n=12) N.E.S (n=12)
N.E.S
Hyperleucocytose S 0,4 1 0,1
Leucopénie 0 0,0 2 0,2
Total S 0,4 3 0,3

AMA1 80ug

(n=12)
N.E.S
5 0,4
0 0,0
5 0,4

Total

(n=36)

11
2
13

N.E.S
0,3
0,1
0,4

Au total il y avait 13 événements indésirables biologiques non liés a la

vaccination dont 11 cas d’hyperleucocytose et 2 cas leucopénie. Les

groupes de traitement étaient comparables quant a la survenue de ces

événements.



5. Immunogénicité :

5. 1. Evolution de la positivité aux anticorps anti AMA1/FVO,
AMA1/3D7 par groupe de traitement :

Tableau 11 : Evolution de la positivité d’anticorps anti-AMA1-FVO par

groupe de traitement.

Groupes JO J14 J42 Jos J154

traitement

Hiberix® (n=11) 5 45,4% S5 454% 5 454% 3 272% 6 54,5%

AMA1 20ug (n=12) 4 33,3% 11 91,6% 12 100% 11 91,6% 11 91,6%

AMA1 80ug (n=11) 5 45,4% 11 100% 10 90,9% 9 81,8% 7 63,6%

Total (n=34) 14 41,1% 27 79,4% 27 79,4% 23 67,6% 24 70,5%

Les 3 groupes étaient comparables au jour O quant a la proportion de
sujets avec 'anticorps anti-AMA1-FVO (chi2=0,4 p=0,7). Au jour 14 il ya
eu une augmentation de cette proportion de sujets avec 'anticorps anti-
AMA1-FVO dans les groupes 20ug et 80ug (91,6% et 100%
respectivement) contre 45,4% dans le groupe Hiberix® (chi2=11,7
p=0,003). Cette différence de proportion de sujets avec 'anticorps AMA1-
FVO est restée statistiquement significative jusqu’au jour 98. Au jour
154 il n’y avait pas de différence significative entre les groupes quant a
la proportion de sujets avec 'anticorps anti-AMA1-FVO (chi2=4,1 p=0,1).
La figure 3 présente cette évolution de la positivité de 1'anticorps anti-

AMA1-FVO.
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Figure 3 : Evolution de la positivité de l'anticorps anti-AMA1-FVO par

groupe de traitement.

Tableau 12 : Evolution de la positivité de 'anticorps anti AMA1/3D7 par

groupes de traitement.

Groupes

traitement

Jo

J14

J42

Jos8

J154



Hiberix® 7 63,6% 6 54,5% S  45,4% 3 27,2% 6 54,5%

(n=11)

AMA1 20ug 4 33,3% 11 91,6% 12 100% 12 100% 8 66,6%

(n=12)

AMA1 8oug 6 54,5% 10 90,9% 10 90,9% 10 90,9% 9 81,8%

(n=11)

Total n=34) 17 50,0% 27 79,4% 27 79,4% 25 73,5% 23 67,6%

Les 3 groupes étaient comparables au jour 0 quant a la proportion de
sujets avec 'anticorps anti-AMA1-3D7 (chi2=2,2 p=0,3). Au jour 14 il ya
eu une augmentation de cette proportion de sujets avec 'anticorps anti-
AMA1-3D7 dans les groupes 20ug et 80ug (91,6% et 90,9%
respectivement) contre 54,5% dans le groupe Hiberix® (chi2=6,1 p=0,04).
Cette différence de proportion de sujets avec 'anticorps AMA1-3D7 est
restée statistiquement significative jusqu’au jour 98 (chi2=18,1;
p=0,000). Au jour 154 il n'y avait pas de différence significative entre les
groupes quant a la proportion de sujets avec 'anticorps anti-AMA1-3D7
(chi2=1,8 p=0,3). La figure 4 présente cette évolution de la positivité de
l’anticorps anti-AMA1-3D7.
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Figure 4 : Evolution de la positivité de ’anticorps anti-AMA1-3D7 par

groupe de traitement.

5. 2. Moyenne et médiane de la densité optiques des
anticorps anti AMA1/FVO et anti AMA1/3D7 par groupes

de traitement :

Tableau 13 : Moyenne et médiane de la densité optique des anticorps

anti-AMA1-FVO par groupes de traitement.

Anticorps JO J14 J42 Jog J154



Hiberix® M 429,8 339,2 206,1 126,8 117,9

m 14 14 14 14 35
AMA1 20ug M 197,0 325,1 550,6 163,4 115,4
m 14 104,5 390,5 126,5 97,5
AMA1l 80ug M 32,4 327,0 794,4 155,3 205,7
m 14 85 157 40 91

M : moyenne ; m : médiane

Les 3 groupes étaient comparables quant a la moyenne et a la médiane
de la densité des anticorps anti-AMA1-FVO au jour O (chi2=0,9 ; p=0,6).
Au jour 14 ils étaient également comparables (chi2=3,1 ; p=0,2). Au jour
42 la moyenne et la médiane étaient élevées dans les groupes AMAI1
20pg et AMA1 80pg par contre elle était moins élevée dans le groupe
Hiberix® (Chi2=9,2 p=0,009). Au jour 98 les groupes ¢étaient
comparables (chi2=4,3 p=0,11), ainsi que au jour 154 (chi2=1,2 p=0,5)
quant a la moyenne et a la médiane de la densité des anticorps anti-
AMA1-FVO. La figure 5 représente l’évolution de la moyenne de la
densité des anticorps anti-AMA1-FVO.
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Figure 5 : Evolution des Moyennes de la densité optique des anticorps

anti- AMA1-FVO par groupes de traitement.

Tableau 14 : Moyenne et médiane de la densité optique des anticorps

anti AMA1 /3D7 par groupes de traitement

Anticorps JO J14 J42 JOo8 J154
Hiberix® M 50,9 445,4 234 122,2 155,3
(m) (36) (29) (14) (14) (73)

AMA1 20ug M 60,9 291,7 606,5 176,8 105,6



(m) (14) (129) (624) (148,5) (115)
AMA1l 80ug M 33,6 396,9 842,8 186,0 253,6
(m) (29) (143) (275) (91) (79)

M : moyenne ; m : médiane

Les groupes étaient comparables quant a la moyenne et la médiane de la
densité des anticorps au jour O (chi2=2,8 p=0,2). Au jour 14 ils étaient
également comparables (chi2=3,4 p=0,1). Au jour 42 la moyenne et la
meédiane étaient élevées dans les groupes AMA1 20pg et AMA1 80ng, par
contre elles étaient moins élevées dans le groupe Hiberix® (chi2=9,6
p=0,007), cette méme situation s’est présentée au jour 98 (chi2=6,4
p=0,03). Les groupes étaient comparables au jour 154 (chi2=0,9 p=0,06).
La figure 6 représente la fréquence de la moyenne de la densité des

anticorps anti-AMA1-3D7.
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Figure 6 : Evolution des moyennes de la densité optique des anticorps

anti- AMA1-3D7 par groupes de traitement.

VI-Discussion, commentaire et conclusion :

Cette étude a été effectuée dans le cadre du partenariat entre le
MRTC/DEAP du Mali et le MVDB/NIAID/NIH des USA. Elle répond a
une des missions du MRTC/DEAP qui est de contribuer a leffort

international de développer les vaccins contre le paludisme.



L’¢tude s’est déroulée a Donéguébougou qui est un village situé dans la
zone de savane soudanienne du Mali ou le paludisme est
hyperendemique [43]. D’importantes études de préparation de site de
vaccin antipaludique ont été entreprises dans ce village depuis 1997 et

ont abouti au choix de ce village pour notre essai.

La recherche de vaccin mis sur le marché passe par plusieurs étapes :
une étape pharmaceutique, une étape préclinique chez les animaux et
une étape clinique chez 'homme. C’est ainsi qu’avant de passer chez
’'homme d’importantes études précliniques ont été faites sur AMAIL,

parmi lesquelles :

-Une étude chez les souris, a démontré quune immunisation avec un
fragment recombinant de l'ectodomaine de la protéine AMA1l dans
Plasmodium chabaudi adami entraine une forte protection chez cet

animal. [44].

-Une autre étude chez les souris, a démontré qu'une immunisation
passive utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques de la protéine
AMA1 de Plasmodium yoelii a été trés efficace contre une infection a cette

espece chez cet animal. [45]

-Une étude chez les singes a démontré, qu'une immunisation par un
fragment recombinant AMA1 produit sur Pichia pastoris a induit une
protection significative contre l'infection a Plasmodium falciparum chez

ces animaux [13].

Alhydrogel® a été choisi comme adjuvant le fait qu’il soit toléré et qu’il a
été largement utilisé dans les vaccins humains déja autorisés sur le

marché.

Au regard de ces résultats précliniques encourageants le développement
de ce candidat vaccin a été poursuivi avec des études cliniques pour

tester la tolérance et 'immunogenicité. C’est ainsi :



-Un essai de phase Ia chez des adultes américains en bonne santé vivant
dans une zone indemne de paludisme a été réalisé en 2003. Les
résultats de cet essai ont démontré que le vaccin avait une bonne

tolérance et une bonne immunogenicité [46].

-Un essai de phase Ib chez les adultes Maliens exposés au risque de
paludisme a Donéguébougou a été réalisé d’Avril 2004 a Décembre 2005.
Cette étude a démontré que les doses 5, 20 et 80ug étaient bien tolérées

et il y avait une bonne immunogenicité surtout a la dose de 80ug. [47].

Au vu de ces résultats encourageants, un essai clinique Phase I
randomisé, double aveugle contrdlé de ce candidat vaccin chez les
enfants 2 a 3 ans a été entrepris a Donéguébougou. Les résultats de cet

essai de Phase I aprés 154 jours sont discutés.

Un essai phase I, c’est pour estimer la fréquence des événements
indésirables et cela avec un nombre limité de sujets ; randomisé c’est
pour une bonne comparabilité entre les groupes ; double aveugle c’est

pour éviter des biais d’observation.

Un vaccin contre I’Hemophilus influenzae type b venant d’étre intégré
dans le programme élargi de vaccination (PEV) dans les grandes villes au
Mali et qui n’était pas arrivé en zone rurale au moment de I’étude. Les
infections a Hemophilus influenzae constituent un lourd fardeau chez les
enfants de 0 a 5 ans avec une incidence annuelle de 45,2 pour 100000

au Mali [41].

L’évaluation de la tolérance a tenu compte de I’évaluation des
parametres cliniques hématologiques et biologiques résumés en
évenements indésirables locaux, systémiques et laboratoire (biologiques)

liés a la vaccination.

Les événements indésirables liés a la vaccination représentaient 6,5% et

ces événements étaient partagés en :

% Evénements indésirables locaux (EII) :



La fréquence de ces événements chez les sujets qui ont recu le vaccin
AMA1 20pg et 80pg était respectivement 33,3% et 16,6% contre 16,6%
chez les sujets qui ont recu Hiberix®. Ces événements étaient partagés
en douleur au site d’injection 11,1%, cedéme au site d’injection 5,5%, et
érythéme au site d’injection 5,5%. Il n’y a pas eu d’augmentation de ces
événements aprés la deuxiéme vaccination dans les groupes de

traitement. Nos résultats étaient inferieurs a ceux retrouvés par :

-Malkin E.M., et al. 2003 Chez les adultes aux USA, qui ont eu avec
AMA1-C1/Alhydrogel®, une fréquence d’érythéme entre 40 et 50% [46] ;

-Dicko A., et al. en 2004 chez les adultes Maliens, avec AMAI1-
C1/Alhydrogel®, ont eu une fréequence des Els entre 25,0% a 91,6%, une
frequence de la douleur au site d’injection entre 22,8% a 25,05%, une

fréequence d’cedéme au site de l'injection entre 14,2% a 40% [47] ;

-Thera M.A., et al. en 2007 chez les adultes au Mali, qui ont eu avec
FMP2.1/AS02A, 55 a 100% la fréquence des douleurs au site d’injection

et 10 a 65% la fréquence de 'oedéme au site d’injection [48] ;

-Kalifa A.Bojang et al. en 2005 chez les enfants en Gambie, qui ont eu
avec le RTS,S/ASO2A 88,3 a 98,3% la fréquence des douleurs et 8,3 a
20,0% la fréquence de l'cedéme [49].

% Evénements indésirables systémiques:

La fréquence de ces événements chez les sujets qui ont recu le vaccin
AMA1 20pg et 80pg était respectivement 8,3% et 0,0% contre 33,3%
chez les sujets qui ont recu Hiberix®. Il ya eu peu d’événements
indésirables systémiques. Ces événements étaient partagés en fievre
5,5%, anorexie 2,7%, somnolence 2,7% et vomissement 2,7%. Nos

résultats étaient :

- Comparables a ceux retrouvés par Dicko A., et al. en 2004 chez les
adultes Maliens avec AMA1-C1/Alhydrogel®, ont eu 5,5% la fréquence

de la fievre apres la premiére vaccination [47] ;



- Inferieurs a ceux retrouvés par Thera M.A., et al. en 2007 chez les
adultes au Mali avec le FMP2.1/AS02A, qui ont eu 10 a 15,7% la

fréquence de la fievre et 5 a 10% la fréquence de la nausée. [48];

- Inferieurs a ceux retrouvés par Kalifa A.Bojang et al. en 2005 chez les
enfants en Gambie qui ont eu avec le RTS,S/AS02A, 8,5 a 10,0% la

frequence de la fievre et 3,4 a 10,0% la fréquence de la nausée [49].
+ Evénements indésirables de laboratoire :

Il ya eu peu d’événements indésirables biologiques. La fréquence de ces
événements chez les sujets qui ont recu le vaccin AMA1 20pg et 80pg
était respectivement 16,3% et 0,0% contre 8,3% chez les sujets qui ont
recu Hiberix®. Il ya eu peu d’événements indésirables de laboratoire. Ces
événements étaient partagés en hyperleucocytose 5,5%, et €lévation de

I’ALT 2,7%. Nos résultats étaient :

- Inferieurs a ceux retrouvés par Thera M.A., et al. en 2008 au Mali chez
les adultes : Une élévation des ALT chez 4 sujets, tous ayant bénéficiés le

vaccin FMP2.1/AS02A [49].

Les événements indésirables non liés a la vaccination représentaient
93,4% et étaient majoritairement dominés par les éveénements
indésirables systémiques dont les plus fréquents étaient les infections

respiratoires, la conjonctivite, et le paludisme.

Apres la vaccination les niveaux des anticorps ont augmenté chez les
sujets qui ont recu AMA1 20ug et 80ug et cela du jour O au jour 42. La
moyenne des niveaux d’anticorps anti-AMA1-FVO du groupe AMAIl
20ug, était 197,08 au jour O et 325,16 au jour 14 ; elle était pour
I’anticorps anti-AMA1-3D7 dans le groupe 80ug, 33,63 au jour O et
842,81 au jour 42. Le nombre de sujets ayant l'anticorps AMAl a
progressé du jour O au jour 42 dans les groupes de traitement AMA1
20ug et 80ug. Pour le groupe AMA1 20ug le nombre est passé de 4 au
jour O a 11 au jour 14 ; pour le groupe AMA1 80ug de 5 au jourO a 11 au

jour 14. Pendant ce moment dans le groupe de traitement Hiberix®, les



niveaux d’anticorps n’ont pas augmenté, le nombre de sujets
producteurs d’anticorps n’a pas augmenté (la moyenne du niveau
anticorps anti-AMA1-FVO était 429,81 au jour O et 339,27 au jour 14 :
et le nombre de sujets producteurs d’anticorps était 5 au jour O et 5 au

jour 14).

Au jour 98 le niveau des anticorps anti-AMA1 dans le groupe de sujets
qui ont recu AMA1 est devenu comparable a celui du groupe de sujets
qui ont recu Hiberix®, indiquant une durée relativement courte du
niveau des anticorps anti-AMA1l. Cette courte durée du niveau
d’anticorps antipaludique a été démontrée dans les études réalisées au

Mali et au Kenya. [50; 51].

Les taux d’anticorps antipaludique ont augmenté apres la troisiéme
vaccination dans les études effectuées au Kenya en Gambie et au
Mozambique chez les enfants en zone d’endémie [49; 52; 53]. Mais il
n’ya pas eu d’augmentation considérable aprés la troisiéme vaccination
chez les adultes vivant en zone d’endémie dans une étude effectuée au

Mali [47].

En conclusion la fréquence des événements indésirables liés a la
vaccination était relativement basse et les groupes de traitement étaient

comparables.

AMA1C1/Alhydrogel administré en intramusculaire induit la production
d’anticorps anti-AMA1-(FVO et 3D7) chez les enfants vivant en zone
d’endémie palustre mais la durée de ces anticorps semble relativement

courte.

Au total AMA1C1/Alhydrogel a une bonne tolérance et une bonne

immunogeénicite.



VII-Recommandation :

A la fin de cette étude:

Au regard de la bonne tolérance et de la bonne immunogénicité de
AMA1C1/Alhydrogel® nous recommandons le passage a la Phase Il en

vu de tester son efficacité chez les enfants.
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Résumeé

Ce travail avait pour but d’évaluer la tolérance et 'immunacgéndu candidat vaccin
AMAL1-C1/Alhydrogel® a la dose de @@ et 8Qg comparée au vaccin contre
I’'Hemophilus influenzeaype b (Hiberix®) chez les enfants de 2 a 3ans en zone

d’endémie palustre.

Notre travail s’est déroulé du 16 Mars au 16Aout 2006. Pour atteindobjeetif, nous
avons fait un essai clinigue Phase | randomisé contr6lé double awvhegie386 sujets
ages de 24 a 42 mois en 2 cohortes. La cohorte 1 composée de 18 rsdjetsses 2 ;1
pour recevoir AMAL 2Qg ou Hiberix®. La cohorte 2 composée de 18 sujets randomisés
2 :1 pour recevoir AMA1 8fg ou Hiberix®.

Nous avons administré 2 doses de vaccin a chaque sujet avec un mersalenentre
les doses. Nous avons examiné les sujets 30 minutes ensuite auk, pus 7 et 14
apres chaque vaccination et aux jours 98 et 154. Nous avons fait deemetiés
sanguins aux jours 3, 7 et 14 apres chaque vaccination et aux jours 98 et 154.

Au total parmi les 36 sujets inclus, 33 sujets ont recu toutesdesex de vaccin. Il ya
eu 16 événements indésirables modérés en relation avec les vauanss ren 9 chez
les sujets ayant recu AMAL et 7 chez les sujets ayant rdgrik®. Il n'y avait pas



d’événements indésirables graves en rapport avec la vaooinags sujets qui ont recu
AMAL ont produit plus les anticorps anti AMA1 FVO et anti AMAL1 3Dgreés la
vaccination jusqu’au jour 42. Apres le jour 42 le niveau des anticorpAMAtL a chuté
pour venir presqu’au méme niveau que celui des sujets qui ont recu dm vac

comparateur.

Notre candidat vaccin a été bien toléré et avait une bonne immucitgéniec une
durée des anticorps induits relativement courte chez les enfahta 8aans dans la zone

d’endémie palustre.
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Summary

The goal of this work was to evaluate the safety and immunogenicity of
the candidate vaccine AMA1-C1/Alhydrogel® in doses of 20pg and 80npg
compared to Hemophilus influenzea type b (Hiberix®) vaccine in children
aged 2 to 3 years in malaria endemic area.

Our work has been conducted from March 16t to August 16th 2006. In
order to achieve this goal, we undertook a phase 1 randomized
controlled double blind clinical trial in 36 subjects aged 24 to 42 months
stratified in 2 cohorts. The cohort 1 includes 18 randomized subjects 2:1
to receive AMA1 (20pg) or Hiberix®. The cohort 2 includes 18
randomized subjects 2:1 to receive AMA1 (80pg) or Hiberix®.

We administrated 2 doses of vaccine to each subject with an interval of
one month between doses. We examined subjects 30 minutes and in day
1, 2, 3, 7 and 14 after each vaccination and in day 98 and 154. We
collected blood in day 3, 7 and 14 after each vaccination and in day 98
and 154.

Among the 36 subjects enrolled 33 received all the two doses of vaccine.
It has occurred 16 moderate adverse events related to the vaccines
respectively 9 in subjects who received AMA1l and 7 in subjects who
received Hiberix®. There was no serious adverse event related to the
vaccination. Subjects who received AMA1 produced more anti-AMA1
FVO and anti-AMA1 3D7 antibodies after vaccination until day 42. After
day 42 the anti-AMA1 antibodies titer decreased to the same level of
those who received the control vaccine.

Our candidate vaccine FMP1/ASO2A has been well tolerated and
possessed good immunogenicity with relatively short latency of
antibodies in children aged 2 to 3 years in malaria endemic area.






Appendice A — Examen de Compréhension du consentement éclairéupta
participation a I'étude vaccinale antipaludique a Donéguébougou

TITRE DE L’'ETUDE

ESSAI CLINIQUE DE PHASE 1/ 2 RANDOMISE, DOUBLE AVEUGLE SUR
L’ INNOCUITE ET L’ IMMUNOGENICITE DU VACCIN AMA1-C1/ALHYDROGEL®
CONTRE LE PALUDISME A PLASMODIUMFALCIPARUMCHEZ LES ENFANTS, A
DONEGUEBOUGOU ET A BANCOUMANA, MALI

Census ID # NomgiEenom, nom

1.

Revue par Date

Au cours de cette étude, votre enfant recevra une injection de parasites vivant du
paludisme
F

C’est possible que ce vaccin rende votre enfant malade

. Sivous changez d’avis par rapport a la participation de votre enfant a I'étude apres

Ce vaccin a déja été administré a des centaines de personnes, si bien gue nous sa
gu’il est Sans danger .......ocoveiviie e e e e eV F

. Au cours de cette étude, on ferra des prélévements sanguins a votre enfant

Dans cette étude, votre enfant sera vacciné 2 fois

. Sivotre enfant tombe malade au cours de cette étude, vous ne devrez en parler a

personne

. Sivous décidez de la participation de votre enfant a I'étude, vous accepteriez que

votre enfant soit suivi dans notre centre de santé pendant les 12 mois de
I'étude

. Tous les participants de cette étude, recevront le méme type de vaccin

» Nombre total de réponses correctes avant la revue

» Nombre total de réponses correctes apres la revue




Signature du Parent ou Tuteur

Signature du témoin

Date

Date

I

I

/



Appendice B: Evaluation de I'Intensité des Evenemeas Indésirables

Table 1 : Evaluation de I'Intensité des Evenementisidésirables

Evénement Indésirable

Grade

Intensité

Douleur au site d'injectio

Pas de doulet

Douleur qui est tolérée facilem:
Douleur qui interfére avec I'activil
quotidienne

Douleur qui empéche l'activité quotidiel

Erythéme au site d'injectic

0 mmr
>0-<20 mmr
>20- <50 mn
>50 mm

Oedeme du site d'injecti

0o mmr
>0-<20 mnr
>20- <50 mn
>50 mn

Fiévre (axillaire

WNPFRPOWNEFPROIWNEFLO|IW N PO

<37.5°C
37.6°C-38.0°C
>38.0°C-39.0°C
>39.0°C

Céphalée

o

Pas de céphalée
Céphalée qui est tolérée facilerr
Céphalée qui interfére avec I'activité
quotidienne
Céphalée qui empéche l'activité quotidie

Nausée!

Pas de nausé

Nausée:qui sont tolérées facileme
Nausées qui interferent avec I'activ
quotidienne

Nausées qui empéchent l'activité quotidie

Malaise

Pas de malai:

Malaise qui est tolérée facilem

Malaise qui interfére avec I'activii
quotidienne

Malaise qui empéche l'activité quotidiel

Myalgie

Pas de Myalgi

Myalgie qui est tolérée facileme
Myalgie qui interfere avec I'activit
quotidienne

Myalgie qui empéche l'activité quotidier

Arthralgie

Pas d'arthralgi

Arthralgie qui est tolérée facileme
Arthralgie qui interfére avec l'activit
quotidienne

Arthralgie qui empéche l'activité quotidienns

Urticaire

N P OW N POW N POW N POW N FPOIW N -

w

Pas d'urticaire
Ne nécessite pas de médications

Nécessite une médication PO ou locale o1
ou corticotherapie pendant 24 heures
Nécessite une médication IV ou corticotherz

pendant 24 heures
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Appendice C — Tableau de grade de Toxicité pour ldsvénements Indésirables de
Laboratoire

Ces tableaux de grade de Toxicité pour les Evéneniedésirables de Laboratoire sont a
utiliser pour cette étud#8AMA1-C1 par rapport aux valeurs mesurées.

ABREVIATIONS: Abréviations utilisées dans ce tableau:
LNS = Limite Normale Supérieure LNI = Limite Nornaalnférieure

ESTIMATION de la SEVERITE du GRADE

GRADE 1 Léger: pas d'effet sur les activités de la vie quotidigmmenécessite aucun traitement
médical

GRADE 2 Modéré: limitation partielle des activités de la vie qudgithe (peut faire 50% des
taches ordinaires); nécessite un traitement médigamum ou pas

GRADE 3 Séveérelimitation des activités de la vie quotidienne ¥GMécessite un traitement
médical

GRADE 4 Menace la vie du sujeExtréme limitation des activités, assistance $icative
est necessaire, intervention médicale ou therapsiBignificative est
necessaire. Tous les cas d’El grade 4 serontdmds comme des
Evénements Indésirables Sérieux.

Tableau 2 : Tableau de grade de Toxicité pour lesenements Indésirables de Laboratoire

| HEMATOLOGY |
Valeurs Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
normale
Hémaoglobine
Masculin 8,5-11,5 75-8,4 6,1-74 50-6,0 < 5,0 g/dL
Féminin (age 2-4 | g/dL? g/dL g/dL g/dL
ans)
Plaquettes 133000 - | 75000 - 50000 - 20000 - <20000/mm
523000/mm | 99999/mm | 74999/mm | 49999/mni
a
Globules Blancs 5900 — 14500 — 16001- 18,001- >30000 or
(Compte) 14400/mnm? | 16000/ mm | 18000 /mm | 30000/mm | <1000 /mm
Valeurs absolues | 1000 — 800 - 650- 500- <500/mm
des Granulocytes | 6900/mni® | 999/mn? 799/mni 649/mnd
( Compte

| BIOCHIMIE |
Valeurs Grade . Grade : Grade . Grade -
normales
Créatinine 0,2-0,8 mg/dll 1,1-1,5x 1,6 - 3,0 x 3,1-6x > 6 x ULN or
(15,2-61 ULN ULN ULN dialyse exigée
mmol/L)°
ALAT 3,9- 49,6 1,25-2,5x 2,6 -5xULN| 5,1-10x > 10 x ULN
u/L? ULN ULN
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| ANALYSE d'Urine

Grade 1 Grade Grade & Grade 4
Protéinurie 2+ 3+ 4+ syndrome
ou ou ou néphrotique
500 mg-1gm| 1-2 gm 2-3.5 gm perteljour
perte/jour perte/jour ou
>3.5gm
perte/jour
Hématurie 5-10 rbe/hpf | >10 rbe/hpf grosse, avec ou sans Nécessite une
ou 2+ ou 3+ caillots, OU avec jet | hospitalisation
d’hématie

®Determiné a partir des enfants en bonne santé édbeébougou
® Lugada, E. S. et al. Population-Based HematolagitImmunologic Reference Values for a Healthy

Ugandan PopulatiorClin Diag Lab Immunql11, 29-34.

¢ Current Pediatric Diagnosis & Treatment"¥glition, 2005.
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SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette faculté, de mes chers condisciples,
devant l’effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de I’Etre
Supréme, d’étre fidéles aux lois de I’'honneur et de la probité dans

l’exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a 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 lange taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne

servira pas a corrompre les moeurs, ni a favoriser le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de
race, de parti ou de classe sociale 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 n’admettrai 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 recue de leurs péres.

Que les hommes m’accordent leurs estime si je suis fidéle a mes

Promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j’y manque.
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