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I- INTRODUCTION:

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante, causé par
le développement et la multiplication d’abord dans le foie puis dans les
globules rouges d'un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis a
’homme par la pigare infectante des moustiques femelles du genre

Anophéles,

Principale maladie parasitaire humaine, le paludisme représente une
menace majeure pour prés de 3,3 milliards de personnes dans le monde,
on estime & 247 millions de cas de paludisme clinique rapportés par an
et plus d'un millions de décés [1,2] surtout chez les enfants de moins de
5 ans.

Le paludisme tue un enfant toutes les 30 secondes dans le monde, la

plupart en Afrique au sud du Sahara [3].

En Afrique (continent le plus touché), 30% des admissions hospitaliéres
en pédiatrie et 40% des consultations au dispensaire ont pour cause le
paludisme [4]. Mortalité infantile et maternelle élevée, insuffisance
pondérale a la naissance, absentéisme scolaire et faible productivité
agricole sont les principaux maux dont le paludisme est responsable sur
ce continent. Cette maladie frappe surtout les pauvres qui vivent en
zones d’endémicité paludéenne dans des habitations qui ne les protégent
guére contre les moustiques. En les débilitant et en minant leur
productivité, la maladie les appauvrit encore plus. En 2001 la Banque
mondiale notait que le paludisme a ralenti la croissance économique en

Afrique d’environ 1.3% par an. [5].

Au Mali le paludisme est une cause principale de morbidité et de
mortalité, avec une transmission saisonniére. Le paludisme constitue

37,52% des motifs des consultations dans la population générale dont
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99,8% chez les enfants de 0 & 5 ans, le taux de létalité du paludisme
grave et compliqué au service de pédiatrie de I’hépital Gabriel Touré a été
de 15,3% en 2001 [6].

A Bandiagara, une ville sahélienne du Mali, la transmission du
paludisme est intense et saisonniére. Des études réalisées depuis 1999
ont montré que 85% des enfants de moins de 10 ans faisaient au moins
un accés de paludisme durant une saison de transmission, en moyenne
1,92 épisodes de paludisme par enfant et par saison de transmission [7].

Lincidence du paludisme grave était de 2,5% (n=2284) en 2000 [7], le
neuropaludisme dans 40% et l'anémie sévére (Hb<5g/dl) représentait
18,6% des cas.

Au cours de ces derniéres années, le paludisme est de retour dans les
zones ou il avait été éradiqueé et la transmission s'étend de plus en plus
dans les zones ou le paludisme n’a jamais été documenté dans le passé
[8].

La lutte antipaludique repose a présent sur l'utilisation des médicaments
pour éliminer les parasites, des supports imprégnés contre les vecteurs
et des combinaisons stratégiques de ces outils en fonction de
l'environnement social, économique et écologique.

Toutefois, I'émergence et l'extension du phénoméne de résistance des
parasites aux médicaments et des vecteurs aux insecticides handicapent
sérieusement l'efficacité de ces outils [9].

Il est nécessaire de trouver de nouveaux outils de lutte contre le
paludisme. Le vaccin antipaludique serait un atout majeur pour
combattre et éventuellement éliminer ce fléau.

Les efforts de développement de vaccins antipaludiques se sont
concentrés essentiellement sur deux étapes dans le cycle biologique de
Plasmodium falciparum notamment linvasion des hépatocytes par les

sporozoites et des érythrocytes par les mérozoites. Un vaccin visant les
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mérozoites permettrait d’éviter les manifestations cliniques en bloquant
Iinvasion des érythrocytes. Parmi un grand nombre d’antigénes du
parasite la MSP1 (Merozoite Surface Proteinl) a été I'un des plus étudiée,
c’est une protéine a la surface du mérozoite de Plasmodium falciparum
qui est essentielle dens le processus de linvasion des globules rouges
par le mérozoite.

Un autre antigéne parasitaire exprimé a la surface du mérozoite, P’AMA-
1, I'antigéne 1 de la membrane apicale (Apical membrane antigen 1) a été
associé a une inhibition de la croissance des parasites in vitro [10] et a
représenté une voie intéressante comme vaccin antipaludique potentiel.
Dans cette optique le Walter Reed Army Instifuite of Research (WRAIR) a
fabriqué un candidat vaccin dénommé FMP2.1 (Falciparum Malaria
Protein 2.1), associé au puissant adjuvant ASO2A de GlaxoSmithkline
Biological (GSKBio).

La FPM2.1 est une version recombinante de 'AMA-1 provenant de la
souche 3D7 de P. falciparum. L’antigéne FMP2.1 contient 478
aminoacides, dont 449 proviennent de la protéine P. falciparum.

Le Centre de Recherche et de Formation sur le Paludisme (MRTC) du
Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) de la
Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odontostomatologie a U'Université
de Bamako, s’est investi dans un essai clinique de phase | de ce candidat
vaccin FMP2.1/AS02A a Bandiagara au Mali. Cette étude s'intégre dans
le cadre d'un partenariat étroit avec des institutions telles : le National
Institute of Allergy and Infectious Deseases (NIAID) du National Institute
of Healh (NIH) des Etats-Unis, 'Université du Maryland, le WRAIR et
GSKBio pour évaluer la tolérance et limmunogénicité de ce nouveau

produit.

La ville de Bandiagara a ¢été depuis 1993, un site des études
épidémiologiques et entomologiques du Département d’Epidémiologie des
Affections Parasitaires (DEAP) de la Faculté de Médecine de Pharmacie et
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d’Odonto-Stomatologie de [université de Bamako. Depuis 1999
Bandiagara abrite un projet du DEAP de préparation du site pour la
conduite d’essais cliniques de vaccins antipaludiques avec le support
financier et technique du NIH, et en partenariat avec l'université de

Maryland, connu sous le nom de BMP {Bandiagara Malaria Project).

Pour une mesure précise de la toxicité potentielle sur le tissu
hématopoiétique et d’autres organes, il a été préalablement établi dans la
population adulte locale, les valeurs de référence de certains paramétres
biologiques.

L’expérience des études précliniques et des essais précédents de vaccins
antipaludiques a montré que les modifications de ces parameétres

biologiques reflétent le niveau de toxicité des candidats vaccins.

Notre étude vise, & évaluer la tolérance et l'impact sur l'incidence du
paludisme du candidat vaccin FMP2.1 associé a ’adjuvant ASO2A dans
une population pédiatrique &dgée de 1 &4 6 an (s) dans la ville de

Bandiagara au Mali.
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II- OBJECTIFS:

II-1-Objectif général:

a0 Evaluer la tolérance clinique, biologique et Yimpact sur
lincidence du paludisme du candidat vaccin antipaludique
FMP2.1 associé a ladjuvant ASO2A dans une population

d’enfants agée de 1 & 6 an (s} 4 Bandiagara au Mali.

I1-2-Objectifs spécifiques:
1. Déterminer- lincidence des réactions locales et

systémiques aprés chaque vaccination.

2. Déterminer limpact de la vaccination sur l'incidence du

paludisme.

3. Déterminer les moyennes des différents paramétres de
'hémogramme au cours de JYessai vaccinal
FMP2.1/AS02A vs. RabAvert®.

4, Déterminer les moyennes de la créatinine et de I’ALAT
sérique au cours de lessai vaccinal FMP2.1/AS02A vs.

RabAvert®.

5. Mesurer le titre d’anticorps spécifique anti-AMA1 avant.

et aprés chaque immunisation.
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ITII- GENERALITES :

Le paludisme constitue un probléme important de santé publique, les
outils utilisés jusqu’a présent dans le contréle de cette maladie ont
montré leur insuffisance compte tenu de la complexité du cycle de vie de
Pagent pathogéne, le Plasmodium, qui échappe au contréle du systéme
immunitaire de U'hote.

Le paludisme humain est essentiellement causé par quatre principales
espéces du genre Plasmodium, notamment : Plasmodium falciparum qui
est de loin Iespéce la plus dangereuse, responsable des complications
mortelles du paludisme, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae. Une cinquiéme espéce, Plasmodium knowliesi,
souvent confondu avec P. malariae a été décrite chez ’homme en Asie du
Sud-est, notamment en Malaisie, en Thailande, au Myanmar et en Chine
(72, 73].

1-Cycle biologique du Plasmodium:

Dans la nature le Plasmodium se trouve entre le moustique femelle du
genre Anophéles chez lequel se déroule le cycle sexué et I'hdte vertébré
chez lequel se déroule le cycle asexué. Le cycle de vie comporte plusieurs
stades avec expression de différents antigénes a chaque stade qui
entrainent une réponse immunitaire spécifique.

Le cycle peut étre principalement résumé en trois stades [11].

Le stade pré-érythrocytaire : Le sporozoite, stade infestant du parasite
est injecté a 'homme avec la salive du moustique lors de son repas
sanguin. A travers la circulation sanguine, les sporozoites gagnent
passivement le foie, pénétrent dans les hépatocytes. Dans ces cellules,
chaque sporozoite se différencie en schizonte, a maturité le schizonte
hépatique libére environ 20.000 & 40.000 mérozoites dans la circulation

sanguine [12].
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Le stade sanguin : Une fois dans la circulation les mérozoites pénétrent
activement dans les érythrocytes, ou ils se transforment en trophozoites.
La réplication de I'ADN et la multiplication des noyaux dont chacun
s’entoure dune plage cytoplasmique donnera naissance a un schizonte
ou corps en rosace [13]. A maturité le schizonte éclate et libérent les
meérozoites qui vont suivre immédiatement un cycle d’invasion des
érythrocytes.

Le stade sexué: Aprés plusieurs cycles asexués schizogeniques,
certains parasites érythrocytaires se différencient en éléments a potentiel
sexuel, les gamétocytes males et femelles. En prenant son repas sanguin
sur un sujet infesté, le moustique absorbe les différents stades du
parasite. Les éléments asexués sont digérés. Les gamétocytes femelles se
transforment en macro gameétes, la microgametogenése transforme le
gamétocyte male en microgamétes par exflagelation et division nucléaire
[13].

La fécondation donne naissance a l'ookinéte, ceuf mobile qui traverse la
parot de l'estomac, formant a l'extérieur de la surface externe, Poocyste
dans lequel s’individualisent les sporozoites libérés par I’éclatement de
l’'oocyste mur, les sporozoites gagneront avec prédilection les glandes
salivaires de 'anophéle, qui les injecte a P’homme a 'occasion dun repas

sanguin,
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¢ Irwin W Sherman. Plasmodium, a genus of parasitic protozoons that

are causative agents of disease malaria. ENCLOPEDIA OF LIFE
SCIENCES/ © 2001 Nature Publishing Group.
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2- Vaccination et vaccins antipaludiques :

La politique d’éradication du paludisme engagée par I'OMS aprés la
deuxiéme guerre mondiale, s’est soldée par un échec et fut abandonnée
en 1969 a cause de l'apparition du phénoméne de chimiorésistance :
résistance des parasites aux antipaludiques et résistance des vecteurs
aux insecticides.

La vaccination constitue une stratégie de lutte efficace contre les
maladies infectieuses et elle a le potentiel de devenir un atout majeur
dans la lutte contre le paludisme.

Le développement d'un vaccin contre le paludisme est de nos jours une
nécessité compte tenu de 'émergence et de 'extension du phénoméne de
résistance des parasites aux antipaludiques et des vecteurs aux
insecticides.

Les efforts de mise au point d'un vaccin efficace contre le paludisme ont
buté contre l'obstacle formidable que constitue la complexité du cycle de
développement et la capacité d’adaptation du parasite a 'hote humain lui
permettant d’échapper aux mécanismes de destruction du systéme
immunitaire.

Cette complexité du cycle offre également l'avantage de foumir une
longue liste d’antigénes & potentiel vaccinal. Chaque stade du
développement du parasite posséde sa propre mosaique antigénique
dont la structure varie dans le temps, notamment pour les antigénes
exposés a l'action du systéme immunitaire. Les progrés de la biologie
moléculaire et de la génomique ont permis le séquencage du génome de
Plasmodium qui contient prés de 5300 génes {14].

L’objectif poursuivi depuis 20 ans est de déterminer parmi les antigénes
somatiques et  métaboliques du parasite les candidats les plus
immunogénes susceptibles de conférer une réaction immunitaire

protectrice, bien tolérée et durable contre le paludisme.
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La mise au point d'un vaccin antipaludique est un long processus et
demande des ressources financiéres, humaines et matérelles
importantes.

Les premiers essais de vaccination contre le paludisme remontent en
1910 lorsque les fréres Sergent en Algérie et Celli en [talie tentérent sans

succeés de mettre au point un vaccin efficace a partir des sporozoites [15].

Toutefois certaines études dimmunisation avec des sporozoites irradiés
ont montré une immunité protective partielle ou compléte chez la souris
[16], chez le singe [17] et chez l'homme [18] contre une infection
expérimentale au laboratoire avec des sporozoites vivants., D’autres
études ont montré que des infections répétées entrainent une acquisition
d’immunité naturelle mais partielle, de courte durée et trés souvent
spécifique [19]. Les transferts passifs dimmunoglobulines purifiées
obtenues dans les sérums des sujets semi-immuns en Afrique ont
entrainé une diminution de Vinfection chez les enfants Thailandais {20].
Ces différentes études ont fourni un espoir sérieux dans la possibilité
dimmunisation contre le paludisme.

Les essais cliniques du premier candidat vaccin synthétique muiltivalent
nommé SPf66, mis au point par Manuel Pattaroyo et son équipe en 1987
en Colombie [21], ont montré des résultats controversés et une absence
de protection contre le paludisme en Afrique. Ces e¢ssais ont cependant
permis 'amélioration de la méthodologie des essais cliniques de vaccins
antipaludiques et ont balisé le chemin pour les recherches vaccinales

ultérieures.

3-Les antigénes
Les vaccins antipaludiques sont constitués d’antigénes qui servent de
cible pour le systéme immunitaire. Ces antigénes peuvent étre des

protéines entiéres exprimées par le parasite, des sous-unités de ces
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protéines antigéniques qui stimulent mieux le systéme immunitaire, des
toxines parasitaires ou des génes qui codent pour ces protéines.
Différentes cibles antigéniques du parasite sont exprimées aux différents

stades du cycle biologique.
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Figure 2: Les antigénes a potentiel vaccinal selon le stade de

développement.
Filip Dubovsky, M.D., M.P.H., F.A.A.P., Malaria Vaccine Initiative at PATH:

Creating a Vaccine Against Malaria. Page 2, January 2001
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Les antigénes caractéristiques dun stade dans le cycle de développement
du parasite, caractérisent les types de vaccins qu’ils constituent. Ainsi
nous avions des vaccins pré-érythrocytaires, des vaccins du stade
sanguin et les vaccins bloquant la transmission.

Un vaccin pré-érythrocytaire induisant une protection a vie serait idéal,
mais peu probable. Un vaccin du stade sanguin sera probablement le
plus approprié, pourrait étre combiné avec un vaccin pré-érythrocytaire
pour augmenter la protection individuelle, et/ou avec un vaccin bloquant
la transmission afin de le protéger contre la sélection de types
antigéniques réfractaires.

3-1 Les vaccins pré-érythrocytaires :

Les vaccins pré-érythrocytaires préviennent l'invasion des hépatocytes
par les sporozoites ou entrainent la destruction des parasites dans les
hépatocytes infectés.

Malgré une connaissance encore incompléte du mécanisme de cette
immunité protective, le role des lymphocytes T est évident dans la lyse
des hépatocytes infectés par une réponse cellulaire de type Thl
notamment par la stimulation des Iymphocytes TCD4+ et TCD8+ [22], et
aussi par la médiation des cytokines notamment linterféron gamma
(IFN). En effet une expérience de vaccination chez les souris déficientes
en lymphocytes T CD8. Ces souris n’ont pas été protégées par cette forme
d’immunisation. [23].

Les anticorps dirigés contre les antigénes du parasite du stade hépatique
préviendraient 'invasion des hépatocytes par les sporozoites. La protéine
la plus caractérisée est le CSP (Circumsporozoite Protein} qui est
exprimée avant et pendant l'infection des hépatocytes [24], l'epitope
immunodominant de cette protéine, composé par un tetrapeptide repétitif
NANP (Asn-Ala-Asn-Pro) a fait 'objet de beaucoup d’études. Les études
préliminaires de la version recombinante [25] ou synthétique [26] du CSP

chez 'homme ont montré que les vaccins basés sur cet antigéne sont

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 14




These de Médecine ; Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 & 6 ans de Bandiagara.

bien tolérés et immunogénes, mais avec une efficacité limitée. Ceci
pourrait étre dii & une insuffisance de stimulation des cellules T helper.

Une approche récente développée par le WRAIR en collaboration avec
GlaxoSmithKline Biologicals (GSKBio) a consisté a combiner une version
recombinante de la partie C-terminale de la région répétitive NANP du CS
avec des épitopes des celiules T helper constitués par 'antigéne de
surface du virus d’hépatite B [27], ce candidat vaccin dénommé RTS,S
est associé a un puissant adjuvant SBAS2 a base de Monophosphoryl
Lipide A (MPL) et du QS21 (un dérivé de 1’écorce du Quillaja saponaria)
renommeé plus tard ASO2A. Le RTS,5/A802A a été un bon inducteur de
la réponse cellulaire de type Thl et a entrainé une forte réponse
immunitaire humorale avec wune production importante d7TgG
(immunoglobuline G) dirigées contre la région répétitive du CS [28). Le
RTS,S/AS02 a montré une efficacité de 71% chez les adultes semi-
immun en Gambie durant les 9 premiéres semaines de suivi, mais cette
efficacité est revenue a 0% a la fin de la 15éme semaine [29]. Une étude de
phase Iib du RTS,S/AS02A conduite au Mozambique chez les enfants
agés de 1 a 4 ans a montré que le candidat vaccin a été bien toléré et le
vaccin a montré une efficacité de 29.9% contre les premiers épisodes de
paludisme. Ce candidat vaccin a entrainé une réduction de la prévalence
de Yinfection a Plasmodium falciparum de 28,9% aprés un mois et de
37% au bout de 6 mois de suivi. Lefficacité de ce candidat vaccin contre
le paludisme grave était de 57,7% [30]. Un nouveau systéme adjuvant, le
ASO1 associé a RTS,S a montré une efficacité de 56% contre tous les
épisodes de paludisme dans une étude menée en Mozambique chez les

enfants agés de 5 4 17 mois et a montré moins de réactogénicité [74].

La caractérisation fonctionnelle des antigénes du stade hépatique a
révélé deux autres candidats vaccins prometteurs, notamment le LSA-1
et le LSA-3 (Liver-Stage Antigenl et 3). L’expression du LSA-1 commence

au moment de l'infection de I’hépatocyte. Plusieurs études [31, 32, 33|
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ont montré ’association entre une réponse immune spécifique au LSA-1
et une protection contre le paludisme sévére ou une forte parasitémie
[34].

Le LSA-3 a fait I'objet de moins d’études que le CSP et le LSA-1 ; parmi
lesquelles, certaines, utilisant des lipopeptides et les protéines
recombinantes du LSA-3, ont montré un niveau de protection mais
I’expression de cet antigéne complique l'interprétation des résultats parce
que ces antigénes sont trouvées pendant et aprés linfection et en

quantité constante. [35, 36].

3-2 Les vaccins du stade sanguin :

Un vaccin efficace du stade sanguin permettrait d’éviter les
manifestations cliniques du paludisme et les complications telles que : le
paludisme cérébral, 'anémie palustre, la défaillance rénale et d’autres
formes graves du paludisme chez la femme enceinte en bloquant
I'invasion des érythrocytes par les mérozoites.

Les complications rencontrées dans linfection a Plasmodium falciparum
seraient dues a l'adhésion des globules rouges infectés aux récepteurs
spécifiques de lendothélium vasculaire tels le CD36, I'ICAMI1
(IntraCellular Adhesion Molecule 1} et au niveau du placenta, la
Condroitine Sulfate A (CSA). La séquestration des globules rouges
infectés peut entrainer une obstruction microvasculaire et un largage des
cytokines synthétisées telles que le Tumour Necrosis Factor alpha (TNF«)
et d’autres médiateurs tel que l'oxyde nitrique (NO). Ces événements
entrainent un dysfonctionnement des organes.

A ce stade du fait que les érythrocytes n’expriment pas le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe I et II, la réponse immune
sera de type humoral, effectuée par les anticorps [37].

Les efforts de développement d'un tel vaccin se sont concentrés sur les

antigénes intervenant dans l'invasion des érythrocytes, l’antigéene le plus
g P
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caractérisé et le plus étudié est la protéine 1 de surface du mérozoite
(MSP1).

La MSPl est une protéine de 195KDa exprimée a la surface des
meérozoites de Plasmodium falciparum et synthétisée au cours de la
schizogonie érythrocytaire & partir d'une seule copie du géne de 5,1Kb
situé sur le chromosome 9. Cette protéine polymorphe subit une
maturation en deux étapes. La premiére étape conduit aux fragments 33,
42 et 83KDa. La deuxiéme étape a lieu au moment de linvasion des
érythrocytes, entrainant le clivage du fragment C- terminal de 42KDa
pour aboutir aux fragments 33KDa (MSP-1l33) et 19KDa (MSP-1i9)
(Cooper et al 1993). Ce dernier reste ancré a la surface du parasite par
une liaison de type glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) au cours de
linvasion {Black Man et al 1990). Ce processus est essentiel dans
Vinvasion de Pérythrocyte par le mérozoite en se fixant aux résidus
d’acide sialique situés a la surface du globule rouge.

Les anticorps dirigés contre la portion C-terminale de la MSP1 ont induit
une immunité protectrice contre une forte parasitémie, 'anémie palustre
et laccés palustre clinique [38]. Ces anticorps inhibent in vitro le
développement intra érythrocytaire des parasites [39] et préviennent
Iinvasion des érythrocytes [40]. Ces anticorps inhiberaient la pénétration
du globule rouge par les parasites en prévenant le clivage protéolytique
de la MSP1 en fragment plus petits, ce qui est indispensable dans
linvasion des érythrocytes [41].

Une étude d’immunisation avec un vaccin a base de MSP1 menée par
Kumar, et son équipe en 2000 a montré une protection efficace contre
une infection létale chez le singe Aotus nancymai [42]. Une étude de
phase 1 menée en 1999 (Keitel, et al.) & Washington DC avec une
protéine recombinante de la partie C-terminale de la MSP1 fusionnée a
des épitopes des cellules T helper de la toxine tétanique a entrainé une
séroconversion qui a protégé 9 sur 16 volontaires immunisés a forte

dose, mais avec des problémes d’hypersensibilité aprés la 3¢me dose [43].
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Les études immuno-épidemiologiques de deux autres antigénes de
surface du mérozoite : la MSP-2 et la MSP-3 ont montré 'importance de
ces molécules comme étant des cibles de la défense contre l'infection au
stade €rythrocytaire. Une étude d'un candidat vaccin a4 base de MSP 3
menée par Druilhe P. et son équipe a montré une bonne induction des
réponses cellulaires T et B [44].

L’AMA1 (Apical Membrane Antigenl) est une protéine de 83Kda [45]
synthétisée au cours du stade érythrocytaire par les formes matures de
Plasmodium falciparum. Elle est initialement localisée dans les organites
apicaux, subit un clivage protéolytique pour donner un fragment de
66KDa qui sera exprimé a la surface du mérozoite durant la phase
dinvasion des globules rouges (Howell SA et al 2001). Cette protéine
constitue un candidat majeur des vaccins du stade sanguin. Les
anticorps monoclonaux purifiés dirigés contre AMA1 ont entrainé une
inhibition de linvasion des érythrocytes par les mérozoites [46]. Des
essais de vaccination effectués dans le modéle Plasmodium fragile/singe
et Plasmodium chabaudi adami/souris avec AMA-1 exprimée sous forme
de protéine recombinante dans le systéme Baculovirus a montré une
protection chez le singe (Collins WE, al 1994) et la souris {Anders RF, et
al 1998). Une étude de phase [ de AMA1 conduit a4 Donéguébougou (Mali)
a montré que le candidat vaccin a été bien toléré, mais la réponse

immune était de courte durée [47]

3-3 Les vaccins bloquant la transmission (TBVs) :

Ces types de vaccin ont pour cible le stade sexuel du parasite, induisant
une immunité qui inhibe lexflagellation et la fertilisation du parasite
chez le moustique vecteur. Cette immunité dépend du transfert des
anticorps de I'hdte au moustique vecteur lors de son repas sanguin.

Les candidats vaccins les plus étudiés de ce stade ont été principalement

le Pfs28 et le Pfs25 [48], les anticorps dirigés contre le Pfs28 entrainent
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un blocage de la transmission de Plasmodium 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 [48].

Deux autres antigénes de gamétocytes, le Pfs230 et le Pfs48/45 ont été
caractérisés. Une réponse immune naturelle a ces antigénes semble étre
associée a4 la prévention de la transmission in vivo et un haut titre
d’anticorps dirigés contre ces antigénes a entrainé un blocage de la
transmission in vitro [48].

3-4 Les nouvelles approches de formulation de vaccin :

Les progrés récents de l'immunologie, de la génétique et de la biochimie
ont ouvert un champ nouveau a la vaccinologie. L'innovation dans ce
domaine est passée par la mise au point des vaccins & ADN et les vaccins
multivalents multistades. La vaccination par I’ADN nu consiste a injecter
directement dans la peau ou dans le muscle les génes codant pour une
protéine antigénique, lorganisme lui-méme produit les antigénes qui
vont provoquer la réaction immunitaire. Cette approche serait
particuliérement intéressante pour le stade pré-érythrocytaire car elle
induit une immunité humorale et cellulaire spécifique par des
lymphocytes TCD4+ et TCD8+ cytotoxiques.

Depuis 1994, une protection dans le modéle souris a été démontrée en
utilisant un vaccin & ADN codant pour le CSP de Plasmodium yoelii [49].
Un essai clinique de phase 1 dun vaccin a ADN codant pour le CSP de
Plasmodium falciparum mené en 1998 a rapporté une bonne tolérance et
une bonne immunogénicité [S0].

Les derniéres tendances ont cherché a mettre au point des vaccins
multiantigénes multistades pour tenter de réduire le risque
d’échappement du parasite en induisant a la fois une réponse immune

pour un grand nombre d’antigéne.
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Le premier candidat vaccin multivalent multistade contre Plasmodium
falciparum est le NYVAC-Pf7 [S1] & base du virus vaccinia atténué portant
7 génes de Plasmodium falciparum, notamment ceux codant pour le CSP
et LSA1 du stade pré-érythrocytaire, de la MSP1, AMA1 et SERA du stade
sanguin asexué et des antigénes Pfs25 du vaccin bloguant la
transmission. Les travaux initiaux n’ont pas montré une protection de
lThomme contre une infection & Plasmodium falciparum, bien que
NYVAC-Pf7 ait induit une réponse immune détectable [S51].

Une formulation récente de candidat vaccin a base d’ADN, constitué de 5
antigénes du stade pré-érythrocytaire et 10 du stade érythrocytaire de
Plasmodium falciparum [52] a induit une bonne réponse immune contre

ces 15 antigénes [53).
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Figure 3: Les effets probables des vaccins antipaludiques
(Filip Dubovsky, F.A.A.P., Malaria Vaccine Initiative at PATH: Creating a
Vaccine Against Malaria). Pages 3, January 2001

3-5 Les adjuvants vaccinaux :

Le terme adjuvant dérive du latin “adjuvare” qui veut dire aider, assister.
1l 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 satisfatsante, surtout quand il s’agit de vaccins

atténués qui ne peuvent pas parfaitement imiter une infection naturelle
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et des vaccins sous-unitaires qui se réduisent parfois 4 des simples
peptides.

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

S’lils sont efficaces, les adjuvants ne sont pas dépourvus d'eifets
secondaires car ils peuvent étre responsables de fiévres, d'une allergie,
voire méme du déclenchement de maladies auto-immunes.

La recherche s'emploie actuellement a utiliser des adjuvants efficaces

avec moins d'effets secondaires.

3-5-1 Le Q8-21 : Quillaja saponaria 21 (Stimulon™ Q8-21 Adjuvant) [54]

¢ Structure:

| o OH o oH
O-l¢o
OH o O
HO o
HO-J@
Oc—0
o OH
)
HO HO OH
OH HO OH OH

Kensil, C. R. et al, 1991, Separation and characterization of saponins
with adjuvant activity from Quillaja saponaria Molina cortex. J.
Immunol., 146:431-437,

QS-21 est un produit naturel dérivé de l’écorce de Quillaja saponaria,

une espéce originaire du Chili et de l’Argentine. L'un des premiers
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adjuvants utilisés dans la formulation des vaccins pour augmenter
limmunité humorale et 4 médiation cellulaire. QS-21 est une molécule
amphiphile, hydrosoluble, son association avec les bases fortes est a
éviter. QS-21 a é€té utilisé dans un essai de phase I d'un vaccin
thérapeutique contre le mélanome a plus de 100ug par dose. QS-21 a été
évalué au cours de plusieurs essais de phase I et Il associé a 31 vaccins
différents aux doses comprises entre 25 et 100ug [54).

QS-21 a entrainé chez la souris une stimulation de la réponse humorale
avec un bon titre d’anticorps spécifiques IgGl, IgG2b, et IgG2a.
Généralement administré par voie intramusculaire ou sous-cutanée, QS-
21 est également efficace par voie nasale ou orale.

QS-21 a entrainé une augmentation de la protection de 'homme par les
candidats vaccins recombinants antipaludiques et une stimulation des
lymphocytes T cytotoxiques dans un essai de phase I avec le RTS,S [54,
29].

3-5-2 Le MPL : Monophosphoryl lipide A [54]
(3-Q-desacyl-4-monophosphoryl lipid A ; 3D-MLA)

¢ Structure :

? CHOH
(HO)Q -_X:\\.—-—Q
o0,
0 HO OH
NH
C11H23 ﬁo 0
, Gl {Hps >=0 <
Ci3Hz 11 %11H23 "
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Frederick R. Vogel, Michael . Powell, and Carl R. Alving, A
Compendium of Vaccine Adjutants and Excipients {2nd Edition)
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Le MPL est un dérivé du Lipopolysaccharide (LPS) de Saimonella
minnesota R595. Utilisé dans la formulation des vaccins, le MPL est
généralement utilis€ avec un véhicule (émulsion huile dans eau) qui
favorise une liaison étroite avec l'antigéne, ce qui augmente son activité,
Le MPL est soluble dans l'eau et dans lhuile, mais cette solubilité est
significativement diminuée en présence des cations métalliques
divalents. Des essais cliniques de phase I/II [29] ont montré que le MPL

est bien toléreé.

4- Etapes de développement d’un vaccin :

Le produit pharmaceutique, en l'occurrence le vaccin, qui fait I’objet dun
développement doit répondre & trois critéres de base : sécurité, efficacité,
qualité. Le développement se déroule seclon trois types intégrés de
processus : pharmaceutique, préclinique et clinique (Davenport, 1995 ;
Braum et coll,, 1996 ; Henchal et coll, 1996 ; Maki, 1996 ; Danner,
1997 ; Kopecko, 1997).

Le développement pharmaceutique dun vaccin concerne deux volets :
dune part la production et la formulation, d’autre part [’élaboration des
méthodes de contrdle et des spécifications qui serviront & 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) ou BPF (Bonne Pratique de

Fabrication).

Le développement préclinique concerne la pharmacologie chez ’'animal
en utilisant des modéles adaptés et les tests de pharmacotoxicité
réglementaires.

Cette longue étape de développement préclinique passe par une série de

phases pour I'évaluation de la tolérance et de l'efficacité du vaccin chez
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lanimal, ce qui permet de constituer les pré-requis indispensables pour

le développement clinique.

Le plan de développement clinique d'un vaccin est une succession de
quatre phases bien codifiées :

- Une phase I de tolérance et d'immunogénicité chez un petit nombre
de volontaires adultes sains. Cette phase a pour but de confirmer la
tolérance et aussi d’avoir une premiére idée d’immunogénicité du vaccin
chez homme. C’est généralement un essai clinique randomisé avec
groupe contrdle en double aveugle. Cette phase peut étre subdivisée en :
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 ;

- Une phase Il de preuve d’efficacité, mais aussi dimmunogénicité et
d’évaluation continue de l'innocuité, portant 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 Iinnocuité du
vaccin dans cette population ;

- Une phase III d’efficacité, pouvant porter sur un nombre considérable
de sujets; Cette phase va aboutir & une autorisation réglementaire et
légale de mise sur le marché (AMM : Autorisation de Mise sur le Marche).
Souvent une Phase IIIb est initiée pour permettre de collecter d’avantage

des informations sur la tolérance du produit.

-Aprés lenregistrement du vaccin, des études cliniques de phase IV
mettront en évidence les éventuels effets secondaires rares et évalueront

la stratégie d’utilisation du nouveau vaccin.

5- Les éléments de la tolérance :
L'utilisation de tout nouveau produit pharmaceutique chez 'homme

exige d’avoir établi au préalable son innocuité au cours d’études
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cliniques de phase I. Dans le cas particulier des vaccins cette phase
consiste 4 déterminer la sécurité et 'immunogénicité du produit.
L’évaluation de la sécurité d’un vaccin regroupe la détermination des
événements adverses (locaux et systémiques) et 'évaluation du niveau de
toxicité biologique. Le tissu hématopoiétique et d’autres organes tels que
le foie et le rein constituent les cibles potentielles.

5-1 Tolérance clinique : [55]

5-1-1- La réactogénicité :

La vaccination protége contre la maladie ou ses séquelles par
ladministration dhun produit immunobiologique : vaccin anatoxine
immunoglobuline et antitoxine.

Les vaccins sont des suspensions de micro-organismes vivants (atténués)
ou inactivée ou de leurs fractions.

Chaque élément biologique immunogéne a une voie et un site
d’administration préférentiels. Les vaccins contenant des adjuvants
doivent étre injectés par la voie intramusculaire. L’hypersensibilité aux
composants du vaccin peut entrainer des réactions systémiques et
locales d’intensité variable. Les composants responsables peuvent Etre
des protéines animales, des conservateurs et des stabilisateurs.

La réactogénicité mesure la réaction inflammatoire de l'organisme a
lintroduction des adjuvants et des antigénes vaccinaux. Elle a une
expression locale (signes locaux d’inflammation, telles que l'cedéme ou
I’érythéme au site d’injection) et une expression systémique (par exemple
les céphalées, la fiévre, le manque d’appétit, etc..).

Linflammation est un processus qui se déroule dans le tissus conjonctif
et est le résultat de la coopération de différentes variétés de cellules .
plaquettes, cellules endothéliales, leucocytes mastocytes, fibroblastes et
d’autres substances produites par le systéme du complément. 1l
comporte plusieurs temps successifs marqués d’abord par des
phénoménes vasculaires puis par des phénomeénes cellulaires. Les

premiers définissent linflammation aigue et les secondes l'inflammation

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 26




Thése de Médecine : Tolérance clinigue et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de ! 3 6 ans de Bandiagara.

chronique. Les mastocytes entrainent une libération : d’histamine, de
prostaglandine et de leucotriénes, qui sont responsables dune
vasodilatation et dune augmentation de la perméabilité des capillaires
(petits vaisseaux sanguins), surchargés, laissent échapper du liquide, qui
s'infiltre dans les tissus, y entrainant un gonflement et causant une
sensation douloureuse, provoquée pat la stimulation des terminaisons
nerveuses locales.

L'érythéme est la lésion dermatologique qui est caractérisée par une

rougeur congestive de la peau diffuse ou locale.

5-1-2 -Atteinte hématologique :

Anémie : L'anémie est définie par une diminution de la concentration de

I'hémoglobine circulante au-dessous des valeurs limites considérées

comme normales et fixées par 1I'OMS chez les enfants 4 un taux

d’hémoglobine inférieur & moins de 12g/dl. L’anémie est une affection

qui est caractérisée par les signes et symptomes,
a) Diagnostic positif clinique : Le symptome le plus visible de
l'anémie est la péaleur de la peau (paume des mains) et des
mugqueuses {muqueuse de la bouche). L'autre symptéme majeur est la
fatigue, qui survient & l'effort lorsque l'anémie est modérée, aussi au
repos lorsqu'elle est plus sévére. Il peut apparaitre chez les sujets
agés des signes d'insuffisance cardiaque, accompagnés d'cedémes des
chevilles et du visage, asthénie, voire dyspnée et tachycardie. Devant
I’association une paleur des marbrures, des extrémités froides, une
polypnée superficielle, un pouls filant, une oligo-anurie, une chute de
la pression artérielle, des céphalées et des bourdonnements d’oreille
(témoin de lanoxie cérébrale), des veines plates il faut penser a une
anémie aigue avec une perte importante de volémies

b) Evolution: En absence de correction 1l’évolution se fait

d’abord vers le mégaloblaste puis vers anoxie tissulaire qui se traduit

par une cyanose. Toutefois c’est le cerveau qui est l'organe le plus
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sensible a 'anoxie. L’anoxie cérébrale, la plus grave, se manifeste de

facon variable, par une perte de connaissance, un coma ou une

convulsion. Les autres organes (coeur et rein) sont mieux protégés, ils

peuvent présenter des défaillances.

c) Diagnostic différentiel se pose avec :

Pathologie pulmonaire qui peut associer une polypnée, un
essoufflement, une tachycardie

Pathologies digestives associant nausée, vomissement, douleur
abdominale, épigastralgie.

Pathologie cardiovasculaire qui associe céphalées, bourdonnement
d'oreille, tachycardie, dyspnée d’effort.

Déshydratation aigue caractérisée par une soif intense une

tachycardie une hypotension.

5-1-3- Atteinte rénale : Elle est caractérisée par la détérioration rapide
de la filtration glomérulaire (quelques heures a quelques semaines).
Diminution de 50% de la filtration glomérulaire, associée a un
doublement de la créatinine plasmatique.

Elle se traduit par une augmentation brutale de 'urée et de la créatinine
plasmatique.

La fonction rénale initiale est généralement normale, parfois déja altérée.
La diurése est variable. Anurie lorsque la diurése est inférieure a
100ml /jour. Oligurie si elle est comprise entre 100ml et 400ml/ jour.
Cela met en jeu le pronostic vital. C’est généralement réversible, mais
cela laisse parfois des séquelles rénales.

a) Diagnostic positif clinique : Les signes proprement rénaux se
résument 4 des douleurs lombaires parfois trés vives mais
inconstantes, anurie et oligurie.

Pour le symptéme essentiellement caractérisé par la chute brutale du
volume urinaire i1 existe des insuffisances rénales aigues a diurése

conservée, dans ce cas, le débit de la filtration glomérulaire qui baisse,
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permet de faire le diagnostic: c’est le cas des formes simples oligo-
anuriques :
On appréciera le mode d’apparition et des signes cliniques associés non
spécifiques :

-Digestifs : des nausées, des vomissements, une anorexie

-Neurologiques : un syndrome confusionnel, une agitation, une crise
convulsive.

-Cardiovasculaire : une augmentation de la pression artérielle parfois
des lésions du fond d’ceil.

-D’inflation hydro sodée ; des cedémes périphériques, un cdéme aigue
du pournon.

-Ventilatoire ; une dyspnée d’acidose qui est rare,

-Anémie : elle est liée a un défaut de production des globules rouges,
mais aussi aux complications hémorragiques ce sont des formes
rapidement évolutives.

b) Evolution : Elle se fait vers :

-la récupération compléte en 3 4 4 semaines, elle débute par une
récupération de la diurése.

-la récupération incompléte avec insuffisance rénale séquellaire,
insuffisance rénale terminale (nécrose corticale).

-les complications qui peuvent étre: cardiovasculaires, infectieuses,
nutritionnelles neurologiques ou digestives. Elles peuvent étre
responsables du déces.

c) Diagnostic difféerentiel :

-devant une oligo-anurie il faut évoquer une obstruction des voies
urinaires, une déshydratation aigue.

-devant des troubles digestifs: des pathologies digestives (ulcére
gastrique, parasitose digestive)

-devant une hypertension artérielle : des pathologies cardiovasculaires

-si cedémes : Malnutrition, pathologies hépatiques ou cardiovasculaires
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5-1-4-Atteinte hépatique : 'hépatite est un groupe de maladies aigues
ou chroniques caractérisées par une atteinte inflammatoire des cellules
hépatiques. B 2 .,

a) Diagnostic positif clinique des hépatites :

Cliniquement tous les types ‘d’hépatites se manifestent dans leur forme
commune avec :

-Une phase pré ictérique (3-10jours) associant variablement une

asthénie des douleurs abdominales, des myalgies des arthralgies des

nausées et des vomissements, une fiévre modérée, des urines brunes,
une urticaire etc.

Chez l’enfant la phase pré ictérique est trés marquée (fiévre élevée et

hépatomégalie importante).

-Une phase ictérique : associant un ictére progressif, des urines
foncées et des selles décolorées, parfois un prurit, un foie sensible et
modérément augmenté de volume, plus rarement une splénomégalie,
et/ou des angiomes stellaires.

-les formes cliniques :

» An ictériques : elles différent uniquement par ’absence d’ictére.

» Cholestatiques : elles associent un ictére intense avec prurit, une
élévation des phosphatases alcalines, du cholestérol et de la
bilirubine conjuguée ; elles peuvent apparaitre d’emblée ou aprés
une phase de cytolyse, cela nécessite d’éliminer un obstacle sur les
voies biliaires extra-hépatique.

» Avec manifestation extra-hépatiques: des épanchements séreux
pleuro-péricardiques, une atteinte hématologique a type d’anémie
hémolytique et exceptionnellement d’aplasie médullaire, des
arthralgies, des signes de péri arthrite noueux, une
glomérulonéphrite.

b) Evolution :
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L'évolution est en grande partie liée 4 la cause, au terrain
immunitaire et a l'état du foie avant la survenue de I'hépatite.

— Les hépatites virales : évoluent spontanément de facon favorable
dans la majorité des.cas, sans séquelles. Quelques cas peuvent
cependant évoluer vers la chronicité avec la cirrhose et la
cancérisation (virus B et C). De rares cas d'hépatite fulminante
peuvent étre rapidement mortels.

— Les hépatites alcooliques : peuvent nécessiter le transfert du
patient en réanimation lorsqu'il existe des signes associés
d'insuffisance hépatique (hémorragies par troubles de la
coagulation sanguine, encéphalopathie) ; le pronostic est
essentiellement lié 4 'arrét de l'intoxication alcoolique dans le cas
contraire P'évolution se fait vers la cirrhose alcoolique

— Les hépatites médicamenteuses : régressent a larrét du
traitement mais, parfois, lentement,

— Les hépatites bactériennes: guérissent habituellement

rapidement aprés prescription de l'antibiotique adapté.

c) Diagnostic différentiel :

- Devant l'association de d’ictére intense avec prurit une
élévation des phosphatases alcalines, du cholestérol et de la
bilirubine conjuguée on doit évoquer une obstruction des
voies biliaires.

- Devant lictére la paleur et la splénomégalie : il faut penser a
une hémorragie.

- Devant des arthrites, des épanchements séreux pleuro-
péricardiques, une glomérulonéphrite : on peut penser a une

pathologie systémique.

5-2- Diagnostic biologique :
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Le diagnostic biologique des atteintes de ces tissus et organes se fait par
la détermination des marqueurs biologiques spécifiques, sensibles et
fiables.

5.2.1 L’hémogramme:

a) Définition {56]
C’est une technique de mesure permettant lanalyse quantitative et
qualitative des éléments figurés du sang, a savoir les globules rouges, les
globules blancs et les plaquettes. L’hémogramme est de plus en plus
réalisé par des automates. Les automates ont pour principe soit la
détection du volume des particules par variation d'impédance (principe
mis au point par Coulter) ; soit par la détection optique.
b) Les paramétres de ’hémogramme [57]
L’hémogramme permet de mesurer le nombre absolu de cellules
contenues par unité de volume de sang. L'appréciation de la quantité de
globules rouges présents dans un échantillon de sang peut se faire soit
par le nombre de globules rouges, soit par ’hématocrite, ou par le taux
d’hémoglobine.
Les globules rouges ou hématies sont des cellules anucléées, sans
organites, contenant de l'hémoglobine. Le globule rouge normal a la
forme d'un disque biconcave, de couleur rose-vif ou orangée avec une
dépression claire au centre lorsqu’il est coloré par la technique de MGG
{(May-Grunwald-Giemsa). Ils assurent le transport de loxygéne dans
Vorganisme.
A D’état normal tous les globules rouges ont sensiblement la méme taille,
la méme forme, la méme coloration et ne contiennent pas d’inclusions
intracytoplasmiques. Toute modification de ces critéres traduit un
phénoméne pathologique.
Le nombre de globules varie de :

- 4,52a6,2.10'2/] chez 'homme,

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 32




Thése de Médecine : Tolérance clinique et biglogique du vaccin FMP2.I/ASO2A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

- 4 45,4.1012/] chez la femme et Uenfant jusqu’é la puberté,
- 3,6 2 5.1012/] chez l'enfant a partir de. 1 an,

- 5a6.1012/] chez le nouveau-né.

L’hématocrite représente le volume occupé par les globules rouges dans
un volume donné de sang, prélevé sur anticoagulant.
L'hématocrite peut étre déterminé soit par une méthode manuelle par
centrifugation ou a l'aide des automates.
Il varie en fonction de 'age et du sexe et les valeurs usuelles se situent
entre :

- 40% a 54% chez I'homme,

- 35% a 47% chez la femme,

- 36% a 44% chez 'enfant a partir de 1 an,

- 44% a 62% chez le nouveau-né
Le taux de P'hémoglobine est exprimé en gramme par 100 ml de sang. Les
valeurs normales varient selon les populations. Les normes selon 'OMS
(& confirmer} sont :
13 a4 18 g/100m! chez 'homme,
12 a 16 g/100ml chez la femme,
12 4 16 g/100ml chez ’enfant de plus de 2 ans

14 4 20 g/ 100ml chez le nouveau-né

L’hémogramme permet d’apprécier le contenu des globules rouges qui
dépend de la quantité d’hémoglobine synthétisée au cours de
I’érythropoiése et du volume de 'hématie. Leurs appréciations sont faites
essentiellement par le calcul des constantes dites de Wintrobe : Volume
Globulaire Moyen (VGM), Concentration Corpusculaire Moyenne en
Hémoglobine (CCMH) et Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
(TCMH).

-Calcul du Volume Globulaire Moyen (VGM]: 11 se fait en divisant le

volume globulaire compris dans 1lmm? de sang (fourni par 1'hématocrite)
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par le nombre de globules rouges contenus dans le méme volume (fourni
par la numération).

La normale se situe entre 85 et 9513, En dessous de 85u3, on parlera de
microcytose, au-dessus de 95u3 de macrocytose, dans les limites
normales de normocytose.

Il existe chez le petit enfant une microcytose {75-80p3) qui semble

physiologique.

-Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) : Elle
est le rapport entre le résultat du dosage d’hémoglobine sur celui de
I'hématocrite.

On obtient ainsi la quantité d’hémoglobine par unité de volume de
globules rouges :

Le résultat normal est compris entre 0,32 et 0,36 généralement exprimé
en pourcentage (%). Lorsque le contenu en hémoglobine des globules
rouges par unité de volume est insuffisant, cette valeur est < 32%:ilya
hypochromie. Lorsque la CCMH est comprise entre 32% et 36%, il y a

normochromie. En revanche, il n’existe pas d’hyperchromie.

-Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (TCMH): La TCMH a
moins d'intérét physiologique que la CCMH ou le VGM. Elle s'obtient en
divisant le résultat du dosage de ’hémoglobine par le nombre de globules
rouges et indique le poids moyen d’hémoglobine par globule rouge.

Les réticulocytes sont des jeunes globules rouges qui sont identifiables
dans le sang environ 24 heures. La durée de vie des globules rouges est
d’environ 120 jours. Ces réticulocytes représentent environ 1% des
globules rouges.

Le nombre normal des réticulocytes est entre 25000 et 100000/mm3

pour un taux d’hémoglobine normal.
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Les globules blancs ou leucocytes sont des cellules mobiles possédant
tous des organites fondamentaux des cellules animales et qui jouent le
role de défense de l'organisme. Le comptage des globules blancs est fait
sur le méme prélévement que les globules rouges et par le méme

appareil. Les valeurs normales sont 4 a 10.103/mm3 chez 'adulte.

Les plaquettes sont des petites celilules de 2 a 4um de diamétre
anucléées dans lesquelles on distingue seulement quelques granulations
colorées. Les plaquettes sont les principaux acteurs de ’hémostase
primaire. Les compteurs électroniques les plus perfectionnés assurent
simultanément sur le méme prélévement des comptes de globules
rouges, des globules blancs et des plaquettes. L'intervalle de variation

normal est trés large de 150000 a 500000 par mm?3,

L’appréciation qualitative des éléments du sang est réalisée sur un
frottis sanguin, qui consiste a étaler une fine goutte de sang sur une
lame de verre et en l'examinant au microscope aprés coloration. Cet
examen au microscope permet d’étudier la morphologie des hématies et
de faire la « formule sanguine ». Elle permet en outre de différencier les
lymphocytes, les polynucléaires neutrophiles basophiles, éosinophiles et

les cellules immatures éventuelles.

5-2- 2-1’Alanine aminotransférase {ALAT)

a)Définition

L’ALAT encore appelée la transaminase glutamate pyruvate (TGP) est une
enzyme intracellulaire qui intervient dans la synthése et la dégradation
des acides aminés.

Les valeurs normales sériques de ’ALAT varient entre 5 et 55 UI/L et la
demi-vie est de 47+ 10 heures. L’ALAT est essentiellemment trouvée au
niveau du foie (ou elle est exclusivement cytoplasmique), mais elle se

rencontre aussi par ordre de concentration décroissante, dans le rein,
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ceeur, le muscle squelettique, le pancréas, la rate, les poumons et le
sérum [58].

Les valeurs normales de lactivité sérique des transaminases sont
différentes dun laboratoire a un autre ; une valeur élevée indique la

présence d’'une anomalie mais ne définit pas une maladie.

Enfin, PALAT est plus élevée lorsque la consommation de cigarettes est
supérieure a ‘20 par jour [59]. L’activité sérique des transaminases
diminue pendant la grossesse et lors du déficit en vitamines B6.
Les étiologies des transaminases élevées sont suivant le contexte et la
clinique : [60]

< les hépatites virales (A, B, C, D) ;

%+ les hépatites médicamenteuses et toxiques

% les hépatites auto-immunes ;

»,
e

la mononucléose, la tuberculose ;

% le cytomeégalovirus, 'Herpés ;

» la leptospirose et les rickettsioses ;

<+ les parasitoses (paludisme), les arboviroses (fiévre jaune, dengue) ;
% ['hémochromatose, la maladic de Wilson ;

< linfarctus du myocarde, les myopathies, la cytolyse musculaire.

Le dosage des enzymes se¢ fait de maniére indirecte, en évaluant une
propriété proportionnelle 4 la concentration d’enzyme : soit une propriété

physique, soit une propriété cinétique.

5-2-3 La créatinine

a) Définition [61]

La créatinine est un constituant azoté non protéique, provenant de la
déshydratation de la créatine, elle-méme présente dans le muscle strié
ou elle permet le stockage de ’ATP (Adénosine Triphosphate) sous forme

de créatine phosphate ou phosphagéne par une réaction catalysée par la
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créatine kinase (CK). La créatinine plasmatique et urinaire est le reflet de
la masse musculaire globale.

Au niveau du néphron, la créatinine subit la filtration glomérulaire ; elle
n'est par la suite ni absorbée ni excrétée au niveau du tubule. Sa
clairance mesure le volume du filtrat glomérulaire formé par seconde.

Clairance = 2 ml/seconde pour 1,73 m? de surface corporelle.

La créatinine sanguine ne varie pratiquement que dans les lésions
rénales.

Son taux varie, chez 'adulte, de 50 a 105umol/1.

Tout au long de l'évolution dune néphropathie, la valeur de la
creatininémie et la clairance de la créatinine mesurent le degré
d’insuffisance rénale et motivent de ce fait les attitudes thérapeutiques,
alors que le taux d'urée sanguine et urinaire mesurent surtout le
catabolisme azoteé.

Les échantillons de sérum ou de plasma ou d’urines peuvent étre
conservés plusieurs jours a Vabri de I'évaporation pour faire le dosage. Ce
dosage se fait soit par la spectroréflectométrie cest le cas de
Iappareillage = Boehringer "Reflotron Plus®', soit par la méthode

enzymatique par lecture UV.
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IV-NOTRE TRAVAIL: Tolérance cliniqué et biologique du vaccin
FMP2.1/AS02A chez les enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

1-Le candidat vaccin FMP2.1:

Le candidat vaccin FMP2.1 a été développé et fabriqué par le
WRAIR. L’adjuvant ASO2A a été fabriqué par le GSKBio. Les deux
produits ont subi les tests de contrdle de qualité requis par les Bonnes
Pratiques de Manufacture (GMP).

Le flacon de FMP2.1 contient environ 50ug de protéine lyophilisée
Ingrédients : 0.100 mg/ml PIAMA-1 (3D7) purifié dans environ 0.60ml de
volume
Excipients : 23.5mM de Phosphate de sodium

0.lmM EDTA

3.15% Sucrose

30mM Chlorure de sodium

Une quantité de 0,5ml de I'adjuvant ASO2A contient 250ul de SB62 (une
émulsion d’huile dans 'eau), S0ug de MPL et 50ug de QS-21, complétée
par une solution tampon saline (PBS). L’adjuvant ASQ2A est livré sous
forme de seringues pré remplies, chaque seringue contient 0,65 a

0,75ml de liquide et doit étre impérativement conservé entre 2¢ C et 8°C.

2-Justification de I’étude au Mali :

FMP2.1 a été bien toléré et a montré une bonne immunogénicité dans un
essai de phase I sur des sujets adultes non exposés au paludisme aux
Etats-Unis. Un essai thérapeutique de phase I de FMP2.1 a été conduit
au Mali 4 Bandiagara dans une population adulte exposée au paludisme.
(site de notre étude) une zone d’'intense transmission du paludisme. La
tolérance et I'immunogénicité d’'un vaccin antipaludique peuvent varier
selon lintensité de la transmission du paludisme et Pétat de semi-
immunité des populations. Au Mali, comme dans la plupart des pays de

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 38




These de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2,1/ASQ2A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

I’Afrique au sud du Sahara, les principales cibles du paludisme sont les
femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans, la transmission du
paludisme est intense et saisonniére. Du fait du manque de modéles
expérimentaux adéquats pour tester lefficacité des vaccins des stades
sanguins, il est nécessaire de procéder a des essais cliniques de phase.
[/l en zone d’endémie. La présente étude vise a évaluer la tolérance et
Iimmunogénicité de FMP2.1 au Mali dans une population pédiatrique.
Nous évaluerons également impact de la vaccination sur lincidence du

paludisme.

3-Le vaccin témoin antirabique RabAvert® :

Le recours 4 un groupe témoin est utile en zone d’endémie dans une
étude de Phase I, car immunité acquise et l'exposition naturelle a la
transmission du paludisme peuvent compliquer linterprétation des
données de limmunogénicité. L'effet du candidat vaccin n’étant pas
connu, une augmentation du titre des anticorps peut étre attribuée a tort
a la stimulation naturelle et méconnaissant 1’effet du candidat vaccin. Le
placebo serait un bon témoin, mais souléve des inquiétudes éthiques. Un
vaccin qui apporterait une protection contre une maladie existante dans
la zone serait un meilleur témoin. Car ce vaccin permettra de maximiser
le rapport risques/bénéfices pour les participants, quand on sait que ce
rapport est toujours défavorable dans un essai de phase I. Plusieurs
vaccins peuvent répondre aux critéres de choix d'un témoin pour notre
étude, mais la plupart de ces vaccins sont disponibles dans le
Programme de Vaccination au Mali.

Nous avons préféré le vaccin antirabique, car le schéma de
vaccination du vaccin antirabique peut étre compatible avec celui de
FMP2.1/AS02A. Une seconde raison du choix du témoin, est que le
risque de faire la rage bien que mal estimé, est bien réel pour la
population de Bandiagara et ce témoin constituera un bénéfice pour les
participants.
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Nous avons choisi le vaccin antirabique RabAvert®, fabriqué par
Chiron Behring GmgH & Co sous forme de poudre lyophilisée et stérile,
qui a été obtenu & partir de la souche virale fixe Flury LEP sur culture
primaire de fibroblastes de poulet. La souche Flury LEP provient de
I’American Type Culture Collection, au 59¢me passage sur 'ceuf,

Chaque dose reconstituée de vaccin contient moins de 12mg de
polygeline, 1mg de potassium glutamate, 0,3ng de sodium EDTA, moins
de 3ng de protéine de poulet, moins d’lug de néomycine, moins de 20ng
de chlorotétracycline et moins de 2ng d’amphotéricine B. Le vaccin ne
contient pas d’agent conservateur et doit étre injecté par la voie intra
musculaire immeédiatement aprés la reconstitution.

Son schéma de vaccination recommandé est 0, 7 et 21 jours. Mais des
études hors label réalisées en Angleterre, en Allemagne, en France et en
Belgique ont montré que 100% des sujets vaccinés avec deux doses a 1
mois d’intervalle présentaient des titres d’anticorps protecteurs, avec une
moyenne géométrique de 10Ul [62].

Le vaccin RabAvert® présente un profil de tolérance acceptable. Des
réactions locales ou systémiques d’intensité modérée peuvent survenir
suite & linjection du RabAvert®. Ces réactions sont passagéres et ne
contre-indiquent pas luatilisation du vaccin: elles consistent en une
douleur locale, un érythéme, un cedéme ou un prurit au site d’injection
[63]. Des maux de téte, une nausée, des douleurs abdominales, des
douleurs musculaires et des vertiges, ont été rapportés chez 20% des
personnes ayant regu le vaccin [64, 65].

Avec environ 11,8 millions de doses de RabAvert® administrés a travers
le monde, 10 cas d'encéphalite (dont 1 décés), ou de méningite, 7 cas de
paralysie transitoire, y compris deux cas de syndrome de Guillain-Barré,
un cas de myélite, un cas de neuropathie rétro bulbaire, et 2 cas de

soupcgon de sclérose en plaques ont été chronologiquement associés a
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son utilisation. En plus, deux cas de choc anaphylactique ont été

rapportés.
Tous les vaccins doivent étre conservés a une température comprise

entre 2° et 8°C et ne doivent en aucun cas étre congelés.
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V- METHODOLOGIE

1-Lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée dans la ville de Bandiagara (figure 4) chef lieu
de cercle, située au coeur de la région de Mopti, sur le plateau Dogon. La
ville va de l'isohyéte 200mm & l'isohyéte 700mm.

La ville de Bandiagara comptait 13634 habitants au recensement du
MRTC 2006. La tranche d'age de O a 20 ans représente 57% de. la
population générale [66]. Cette population est composée majoritairement
de Dogons (environ 65%), suivis des Peuhls, Mossis, Bozos, Bambaras,
Sonrhais, Sénoufos...

Le climat est caractérisé par une courte saison de pluie allant de
juin/juillet 4 aoat-septembre avec une pluviométrie de 400 a 700 mm
d’eau par an (593 mm pour l'année 2007), et une saison séche plus
longue. Le relief est dominé par une grande table de grés. Sur le plan
hydrographique la ville est irriguée par un affluent du fleuve Niger: le
“Yamé” qui constitue un gite pour le développement des anophéles
pendant une bonne partie de I'année.

Comme infrastructures sanitaires, la ville dispose :

» D'un centre de santé de cercle avec trois médecins, ce centre
comprend un dispensaire, une maternité, un bloc opératoire,
un dépot de médicaments, un laboratoire d’analyses médicales,
des salles d’hospitalisation, un service social, un cabinet
dentaire et une salle informatique.

Notre étude s’est déroulée dans les locaux de ce centre.

» D’un Centre Régional de Médecine Traditionnelle (CRMT) qui est
une structure décentralisée de I'INRSP (Institut National de
Recherche en Santé Publique) avec un médecin, un

pharmacien, un technicien supérieur de laboratoire. Ce centre
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comprend un laboratoire biomédical, une unité de production et
de conditionnement de médicaments traditionnels améliorés.

e D’un centre de santé communautaire dirigé par un médecin et
comprend un dispensaire, une maternité, et un dépdt de

médicaments.
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BE Bamako DC
¥ Capitales régionales

{7 Lieu d'étude

Fig, 4 : Carte du Mali avec le site d’étude Bandiagara.
Source : Section des Systémes d’Information Geéographique (SIG) du
M.R.T.C. juin 2000

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 44




@ Cenlres da santé N D“" =2 - a® O . '
=, oy
5 [N L -] "
#n Hblels G Amennu\s "““m‘-\ @ = 6
A Conires radio et TV \\&' 3 OO
&3 judiciaires =+ Poste kY o
gz Eglises ’%" o
o L, Energic 2t esux 3 e
. Cimetiéres i “"“%"*‘
ccol & Aerodromne ™~ 5
[ Beoles i 0 0.35 0.7
M March E Staon mieo } RN
& Mosquée sug  Auto gare j Kilometers

Sotrees Seotivn des Sytomes ITnfbrmation Géags aphigue £5IG; du MR T.C Jin 2&1!}{}

P
»}-_

Fig. 5. Carte de la ville de Bandiagara : Site d’étude

Source : Section des Systémes d’Information Géographique (SIG_) du MR.T.C. juin 2000
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Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/ASQ2A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

2- Période d’étude
Notre étude sest déroulée d’octobre 2006 a décembre 2007.

3- Type d’étude

Nous avions effectué un essai clinique randomisé avec groupe témoin en

double aveugle et un suivi longitudinal de 12 mois.

- Schéma de vaccination : les jours 0 ; 30 et 60

- Une observation clinique pendant 30 minutes post-vaccination dans
une piéce séparée pour I’évaluation des réactions locales et générales.

- Puis les participants ont été revus aux jours 1, 2, 3 et 7, post-
vaccination pour mesurer I'occurrence des signes et symptémes de la
réactogénicité,

- Une évaluation clinique et biologique aux jours 0; 7 ; 30; 37 ; 60;
67 ;90 ; 180 ; 272 ; 364.

- Une visite a domicile mensuelle aprés le jour 90.

4- Population d’étude : La population d’étude était composée de

volontaires enfants agés de 1 a4 6 ans de Bandiagara.

5- Techniques d’échantillonnage: Aprés avoir lancé un appel & la radio,
nous avons procédé au recrutement des volontaires. Par la suite 301
personnes ont fait I'objet d’une visite de sélection, et 100 participants
réepondant a tous les critéres d’inclusion et ne présentant aucun des

critéres de non inclusion ont été inclus dans l'étude

6- Critéres d’inclusion et de non-inclusion

6-1- Critére d’inclusion :
* Enfants agés de 1 4 6 an(s), de sexe masculin ou féminin
* Résident de Bandiagara

* En bonne santé apparente
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enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Consentement éclairé par écrit des parents des participants avant
le début de ’étude
Disponibilité et volonté de suivre les modalités du suivi pendant 12

mois.

6-2 Critére de non-inclusion :

Sujets vaccinés avant par un vaccin antipaludique expérimental ou
un vaccin antirabique

Usage d’autres produits expérimentaux ou de médicament/vaccin
sans autorisation de mise sur le marché (AMM]) dans les 30 jours
précédant la premiére dose ; ou programmé de le faire dans les 30
jours suivant la derniére dose

Prise chronique (durant plus de 14 jours) de médicaments
immunosuppresseurs ou d’autres médicaments modifiant 1’état
immunitaire dans les 6 mois précédant la premiére dose, Cela
inclut les corticoides par voie orale ou par inhalation mais pas les
formes par voie cutanée.

Vaccination actuelle ou programmeée d'un autre vaccin non prévu
dans ce protocole dans les 30 jours avant la premiére dose, a
I’'exception du vaccin antitétanique.

Vaccination antérieure avec un vaccin tel le RTS,S, contenant le
MPL et/ou le QS21

Etat suspecté ou confirmé d'immunodéficience ou
d'immunoesuppression, y compris l'immunodéficience a VIH
Maladie auto-immune suspectée ou confirmée

Antécédent d’allergie (y compris une anaphylaxie) 4 un vaccin
quelconque

Antécédent de réaction allergique grave 4 une substance
quelconque ayant nécessité une hospitalisation ou des soins
meédicaux d’urgence

Allergie connue a la tétracycline, la doxycycline ou a la néomycine
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= Antécédent de splénectomie

» Titre sérique ALAT249,6U/L

* Créatinine sériquez44,2nmol/L

= Hb<9,0g/dL

»  Leucacytes<5 300/mm?® ou >15 300/ mm?®

*» Lymphocytes totaux<2 300/pul

*» Thrombocytes<133 000/l

» Protéinurie (>traces); hématurie (>traces) ou présence de sucre
dans l'urine

» Administration dimmunoglobulines et/ou de sang/produits
dérivés du sang dans les trois mois précédents ou programmeés de
I’administrer durant I’étude.

» Participation simultanée a un autre essai thérapeutique

* Signes cliniques de maladie aigué ou chronique respiratoire,
cardiovasculaire, gastro-intestinale, hépatique ou génito-urinaire ;
ou toute autre condition clinique qui pourrait, selon l'opinion du
chercheur principal, constituer un risque pour le participant s’il
participait a I’'étude

= Autres circonstances qui, de lavis du chercheur principal,
porteraient atteinte a la sécurité ou aux droits du participant ou
qui rendraient le participant incapable d’adhérer aux schémas de

suivi de ’étude.

7- Organisation pratique du travail :

Une campagne d’information et de sensibilisation a été faite auprés de la
population quelques semaines avant la premiére vaccination. Elle a
consisté en une rencontre avec le chef du village, les chefs de quartiers,
les autorités politiques et administratives et d’autres personnalités de la
ville de Bandiagara. La rencontre avait pour but d’expliquer le protocole

et 4 obtenir la permission au niveau communautaire.
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Un consentement éclairé individuel écrit de tous les volontaires a été
obtenu aprés une explication plus détaillée du protocole & chaque

volontaire.

Le travail était organisé de la maniére suivante :

» Poste d’identification : Ce poste était composé d'un investigateur et
de quatre guides. Le travail consistait a identifier chaque participant
a travers la carte qui porte son numéro d’é¢tude, sa photo d’identité,
son nom et prénom. Aprés cette vérification de lidentité, le volontaire
était dirigé, vers la salle d’administration de consentement lors du

dépistage, et vers les postes cliniques au cours de ’étude.

» Poste d’administration du consentement : Ce poste était composé
d'un investigateur et un témoin de la localité capable d’interpréter le
protocole dans la langue parlée par le participant. Le participant était
autorisé a partir avec la fiche de consentement pour pouvoir lire et

bien comprendre avant de le signer.

> Poste clinique : composé de trois médecins et dun étudiant en
médecine en année de thése, tenant chacun une salle de consultation
médicale. L'examen clinique et 'examen physique complet ont été
effectués. Les participants étaient ensuite orientés vers la salle de

prélévement.

> Poste de prélévement : constitué de deux biologistes et de deux
docteurs en pharmacie, dont 1'un s’occupait de l'étiquetage des tubes
SST et EDTA sur lesquelles étaient inscrits : la date et ’heure du
préléevement, le numéro d’identification du participant et les initiales
du technicien. L’autre biologiste était chargé du prélévement du sang
veineux dans un tube SST et un tube EDTA. Les prélévements étaient
chargés sur un portoir approprié puis transportés dans la salle

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 49




Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologigue du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

d’analyse clinique dans un panier réservé a cet effet. Un échantillon
d'urine était collecté pour chaque volontaire pour l'appréciation de.
I’hématurie et de la protéinurie.

La centrifugation, les tests hématologiques et biochimiques ont été
effectués dans la salle d’analyse clinique du BMP. Le participant était

ensuite orienté vers la salle de vaccination.

> Poste de vaccination: Constitué de quatre médecins repartis dans
deux petites salles réservées a cet effet et de deux pharmaciens
chargés de la préparation des vaccins dans une autre salle séparée,
communiquant avec les premiéres par deux petites fenétres
coulissantes. Le premier participant vacciné a recu le numéro de
randomisation FMP2.1-001, la randomisation a été faite selon 1’ordre
de présentation des participants.
Aprés une vérification supplémentaire de l'identité du participant, il a
re¢u une dose de vaccin par injection IM dans le muscle deltoide

gauche.

» Salle d’observation clinique poste vaccinale: Aprés chaque
vaccination le participant a été observé pendant 60 minutes dans une
piéce séparée pour I’évaluation des réactions locales et générales. Les
signes et symptémes sollicités ont été recherchés et reportés sur les

documents sources.

» Salle de  réanimation: Tenue par un meédecin anesthésiste
réanimateur, équipée de deux lits d’hospitalisation, deux bombonnes
d'oxygéne de capacité (7.5m3), un lot de matériels et produits de

réanimation.
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Une ambulance suffisamment équipée était réservée pour référer
immédiatement d’éventuel cas d’événements indésirables graves vers un

centre spécialisé.

Un coordinateur clinique était chargé de suivre le déroulement normal de

toutes les activités,

8- Technique d’étude et variables mesurées,

8-1- Evaluation clinique.

8-1-1-Matériels : Thermométre électronique, métre ruban, brassard,
stéthoscope, otoscope-ophtalmoscope, marteau a réflexe, balance pése-
personne, table d’examen, lits d’hospitalisation, kit de réanimation,

aspirateur, lot de médicaments, oxygéne.

8-1-2-Procédure : Les participants ont fait 'objet d’un examen clinique
complet. L’anamnése était orientée sur la mise en évidence d’antécédent
dinfections récurrentes suggérant une dépression immunitaire, une
splénectomie ou une réaction a un vaccin quelconque. Nous avons
procédé a un examen clinique tous les jours de procédure de vaccination.
Une évaluation des signes vitaux était faite au cours de l’examen
physique il s’agit de :

-la température orale (la fiévre a été définie par une température orale
supérieure ou égale & 37,5°C)

-le  poids corporel, le pouls, la tension artérielle, la fréquence
respiratoire.

Aux jours d’administration du vaccin, Uexamen clinique a été fait avant

et aprés la vaccination.

8-2- Technique de laboratoire : Tout le personnel du laboratoire a été
formé aux principes de Bonnes Pratiques Cliniques appliquées au

Laboratoire,
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8-2-1-Prélévement de sang : Le prélévement de sang a été effectué au
dépistage et aux Jours O, 7, 30, 37, 60 et aux Jours 67, 90 et tous les
trois mois par la suite.

Tous les participants ont été soumis au prélévement du sang veineux au
pli du coude. Tous les prélévements ont été enregistrés sur une fiche de
collecte de sang, les informations relevées étaient: la date et ’'heure du
prélévement le numéro d’identification du volontaire et les initiales du
technicien. _

Chaque participant a fait l'objet dun prélévement de sang pour la
recherche au moins 11 fois durant I’étude FMP2.1, la quantité totale de
sang prélevée pour les besoins de la recherche étant égale 4 55-110 ml
par participant. Une quantité supplémentaire de sang a été prélevée au
besoin pour la prise en charge dune maladie ou d'une circonstance
particuliére, quand les médecins l'ont jugé nécessaire.

La durée de transport des échantillons entre la salle de prélévement et la

salle d’analyse ne dépasse pas une minute.

8-2-2- Réception des prélévements: Tous les échantillons étaient
enregistrés a leur réception sur la fiche de réception d’chantillon. Les
données a enregistrer sont: le numéro d’étude du volontaire, la date et
I'heure du prélévement et la date et 'heure de la réception ainsi que les
initiales du technicien.
Chaque échantillon devait répondre a certaines normes :
- Respect du délai entre le prélévement et la réception au plus 4
heures pour les tubes SST et le méme jour pour les tubes
EDTA.
- Volume du prélévement suffisant : tubes remplis au 2/3.
- Les échantillons hémolysés (tubes SST) ou présentant des
caillots (tubes EDTA) ont été rejetés.
- Toutes les insuffisances ont fait l'objet d'une documentation sur

la feuille de réception et la feuille de rejet.
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8-2-3- ’hémogramme

L'hémogramme a été réalisé sur le systéme Coulter Act*-Diff, qui compte
et mesure avec précision la taille des cellules. L’analyse des échantillons
a été faite sur un prélévement veineux collecté dans les 24 heures sur
I'EDTA.

8-2-4- Les tests biochimiques: La détermination des valeurs de la
créatinine et ALAT sérique a été réalisée sur le Reflotron Plus® de
ROCHE. Le principe est basé sur la lecture magnétique par le Reflotron®
dune bandelette réactive imprégnée de sérum.

8-2-5 Test immunologique : Le niveau des anticorps anti AMA1 dans le

sérum des volontaires a €té mesuré par la technique ELISA.

9- Considérations éthiques et mesures pour optimiser le ratio
bénéfices/risques

Au tout début de I'étude nous avons rendu des visites de courtoisie aux
différentes autorités (sanitaire, municipale, tradithérapeutes, chefs de
quartier, notables).

Au cours de ces visites nous avions donné des explications détaillées sur
I’étude et nous avions répondu aux questions. Nous avions obtenu le
consentement communautaire et le consentement éclairé individuel de
tous les participants, toutes les dispositions ont été prises pour garantir
la confidentialité. En plus nous avions obtenu lapprobation des comités
d’éthique de l'université de Baltimore Maryland, de la FMPOS, du NIAID
et du Walter Reed.

Cette étude a été conduite sous la surveillance dun Moniteur Médical
Local (MM) et d'un Comité de Suivi des Données de la Tolérance du
vaccin (CSDT ou Data Safety Monitoring Board-DSMB en anglais). Ces
mécanismes avaient pour but d’augmenter la protection des participants

et de minimiser les risques.
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Le MM, et le DSMB avaient tous le pouvoir de suspendre toute ou une
partie de ’étude si un probléme grave de tolérance au vaccin survenait
en attendant une discussion sur les aspects de tolérance du vaccin.
Dans l’éventualité dune suspension dans la conduite de 1’étude, le
DSMB analysait les données de 1’6tude et faisait une recommandation
aux promoteurs de continuer 1’étude ou de 'arréter définitivernent.
Toutes les pathologies découvertes lors du dépistage ont été entiérement
prises en charge par notre équipe.

Les participants ont bénéficié d'un suivi médical gratuit durant 12 mois
au centre de recherche BMP & Bandiagara. Toute affection diagnostiquée
€tait traitée a nos frais et conformément aux normes et procédures de
prise en charge des maladies en vigueur au Mali.

Pour le temps consacré a I'étude les participants ont regu une
compensation de 100kg de riz donnés en deux tranches égales: une
tranche aprés la premiére vaccination et le reste a la fin de I’étude.

Pour les cas de paludisme, la prise en charge a été assurée
conformément aux directives du Programme National de Lutte contre le
Paludisme, avec les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine
pendant 3 jours.

Des rapports sur les paramétres de tolérance clinique et biologique ont
€té produits et soumis & lappréciation du DSMB aprés chaque

immunisation avant d’administrer la dose suivante.

10- Collecte, saisie, analyse des données:

Les données étaient récoltées sur des documents sources. Les dossiers et
les échantillons de produits Eiologiques des participants ne portaient pas
leur nom. Un numéro d’étude et un numéro de randomisation avaient été
attribués a tous les participants. Les documents sources étaient gardés
dans des armoires métalliques fermées a clé.

Une série de monitorage interne et externe (USAMDA, PPD) avait été

instaurée pour une meilleure qualité des données.
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La saisic des données a été {aite dans une base de données en ligne,
congue dans le cadre d'une coopération internationale, par une équipe de
statisticiens de la société EMMES, basée aux USA. L’analyse des données
a été effectuée selon un plan d’analyse approuvé par les investigateurs
avant la levée de l'aveugle de l'essai.

Les paramétres de tendance centrale {(moyenne) et de dispersion (écart-
type) ont été calculés pour les variables. Les proportions ont été
comparées en utilisant le test du chi2. Les moyennes ont été compareées
en utilisant le t-test de Student. Dans linterprétation des résultats le

seuil de signification a été fixé a 0,05.

Définitions opérationnelles

1-Evénement indésirable {EI) :

Un événement indésirable est défini comme tout événement
malencontreux survenu chez un participant temporairement en relation
avec 'étude, méme s’il n'y a pas nécessairement une relation de cause a
cffet. Par conséquent, un EI peut étre un signe défavorable et non
intentionnel {(un résultat erroné du laboratoire), une maladie ou un
symptéme temporairement associé¢ aux procédures de 1’étude, qu’il y ait
oui ou non une relation de cause a effet. Tous les événements
indésirables doivent étre classés selon leur gravité et selon leur lien avec

l'étude.

2-Evénement indésirable grave (EIG) :

Un EIG est un événement indésirable en relation oui ou non avec ’étude,
rencontrant 'une des conditions suivantes :

- Décés au cours de I’étude,

- Menace de mort : ¢clle est définie comme un événement qui expose le
sujet & un risque immeédiat de mort et nte s’applique pas a4 un événement

qui de fagon hypothétique pourrait causer la mort s’ était plus sévére.

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 55




‘Thése de Médecine : Tolérance clinique ¢t biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

- Hospitalisation au cours de ’étude : elle est définie comme étant un
séjour d’au moins une journée a I'hopital ou en salle d'urgence pour des
soins qui ne pourraient étre administrés en ambulatoire. Une
hospitalisation pour une intervention chirurgicale programmée sans
aggravation de la condition clinique depuis le début de 1’étude ou une
hospitalisation pour des procédures cliniques de routine ne résultant pas
d’un EI, ne sera pas considérée comme un EIG.

- Anomalies congénitales : se rapporte 4 une anomalie congénitale
observée dans la descendance du participant

- Invalidité ou incapacité : définie comme étant une perturbation

importante des facultés du participant empéchant de mener des

activités ordinaires,

D’autres problémes médicaux importants qui ne peuvent pas conduire a
la mort, tels que la menace de mort ou une hospitalisation recommandée
seront considérés comme événements indésirables si la vie du sujet est
en danger nécessitant une intervention chirurgicale ou médicale pour

prévenir la survenue de I'un de ces événements.

3-Evénements indésirables sollicités: Ce sont des EI recherchés
(sollicités) systématiquement qui servent comme critére de jugement de
la tolérance du vaccin :

Evénement indésirable local sollicité : douleur au site d’injection,
cedéme au site dinjection, rougeur, limitation du mouvement
d’abduction de I'é¢paule.

Evénement indésirable systémique sollicité : Fiévre (température
orale>37,5°C), Irritation/Agitation, Somnolence, Perte d’appétit,

Vomissement.
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4-Effets secondaires non sollicités :

enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Tableau 1: Graduation du degré de toxicité pour les parameétres

hématologiques

Hématologie Intervalle de | Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4{EIG)
référence

Taux Hb 7.4-12.4 7.5-8.4 6.1-7.4 5.0-6.1 <5g/dl

Plaquettes 75000- 75000- 50000- 20000- <20000mm?
133000/ mm? 132999/mm® | 74999 /mm? 49999 /mm?

Globules 5300- 16500-mm? 13000/ mm? ou | 30000/mm?* <30000/mm? ou

Blancs 15300/mm? ou A501- 2001-3500/ ou 1000 <1000/ mm?

5299/ mm? mm?® 2000/ mm?

Lymphocytes | 2300-9500/ 1000-2300/ | 750-999/ mm® | 500-749/ <500/ mm?

mm? mm?* mim?®

Tableau 2 : Graduation des paramétres de la chimie du sang

Chimie du | Intervalle de | Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4{EIG)
sang référence
Créatinine | 15.2- 44.2- 91.6- 183.1- «366umol/L ou
44.2pmol/L 91.5pmol/L 183umol /L 366pmol/L dialyse
ALAT 3.9-496U/L |49.6-124 124,1-248 248,1-496 <496 U/L
U/L U/L U/L

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS

57




Thése de Médecine :

Tolérance clinique &t biologigue du vaccin FMP2.1/AS02A chez les

enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Tableau 4 : Graduation des parametres de la chimie de I'urine

Chimie de | Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4(EIG)
I'urine
2+ ou 500mg- 3+ ou 1-2g/jour 4+ ou 2-3.5g/jour Syndrome
Protéinurie | 1g/jour néphrotique ou
«<3.5g/jour
Hématurie | 2+ ou 5- 3+ ou Macroscopique avec | Hospitalisation
10GR/champ <10GR/champ ou sans caillot Recommandée
Ou émission de GR

DSMB : Data Safety and Monitoring Board ou Comité de Suivi des
Données de la Tolérance : Le réle du CSDT-DSMB consiste 4 assurer une

surveillance de la tolérance du produit pendant l'essai.

5-Définition du cas de paludisme clinique non compliqué : pour la
décision du traitement le paludisme a été défini comme n’importe quel
niveau de parasitémie accompagnée de signe ou symptomes de
paludisme ayant motivé une consultation ou rapporté au cours des
visites régulieres. Ces signes et symptomes sont: la fidvre le

vomissement, la douleur abdominale, diarrhée et céphalée.
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VI- RESULTATS :
A. Profil de 1’étude

1. Résultats du dépistage

Au total 301 participants ont fait I'objet des procédures de sélection
parmi ceux-ci 100 ont été inclus dans ’essai. Chaque participant a regu

3 doses de vaccin. Le taux de sulvi a été de 98%.

Les raisons de non inclusion sont dans le tableau I qui nous montre
qu’au total 201 participants (66,77%) présentaient au moins un critére
clinique ou biologique de non-inclusion.

Dans le groupe des non inclusions 13,95% de non-inclusions étaient
attribués a l'anémie et aucun des participants au dépistage ne

présentaient une anomalie rénale.

Tableau I : répartition des volontaires au dépistage selon les pathologies

diagnostiquées
Frequence Pourcentage

Non-inclusion 201 66,78
Anémie 42 13,95
Autres pathologies infectieuses 25 8,31
Infection pulmonaire 19 6,31
Schistosomiase 9 2,99
Accés palustre 7 2,33
Malnutrition 3 0,99
ALAT éleve 3 0,99
Thrombopénie 1 0,33
Autres 92 30,56
Absence de pathologie notable 100 33,22
Total 301 100,0
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2. Profil de Vessai ;

enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

301 ont été dépistés

201 exclus
100 inclus.

100 ont été randomisés

y

¥

15 ont regu une dose
delOpg de
FMP2.1/AS02A

30 ont regu une dose
de 25ug de
FMP2.1/AS02A

30 ont regu une dose
de 50pg de
FMP2.1/AS02A

25 ont regu le
RabAvert®

b

1 a présenté une

b

les parents

anémie, | retrait par

15 ont regu la seconde
dose de 10pp
FMP2.1/AS02A

30 ont regu la seconde

dose de 25pg

FMP2.1/AS02A

2 ont présenté une
hépatite A

28 ont regu la seconde
dose de 50ug
FMP2.1/AS02A

25 ont recu la
seconde dose

2 ont présenté une
hépatite A

1 a présenté souffle
systolique

hépatite A

1 a présenté une

hépatite B

r

13 ont regu la
troisiéme dose de
FMP2,1/AS02A

27 entregu la
troisiéme dose de
FMP2.1/AS02A

r

%

15 ont complété
essai

29 ont complété
I’essai
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25 ont complété
I"essai
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These de Médecine : Tolérance clinique et biclogique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiapara.

Les groupes étaient constitués de 25 sujets pour le vaccin anti rabigue et
de 15, 30, 30, pour le candidat vaccin anti palustre respectivement del0O,
235, S50ug. Chaque volontaire a regu la premiére dose de vaccin.

Au moment de la deuxiéme dose il y avait deux volontaires du groupe de
FMP2.1 50pg qui n'ont pas regu de dose. Au moment de la troisiéme dose
il y avait deux volontaires du groupe de FMP2.1 25ug, un volontaire du
groupe de FMP2.1 50pg et deux volontaires du groupe de vaccin anti
rabique qui n’ont pas regu de dose de vaccin.

98% des sujets ont été suivis jusqu’au J364.

B. Caractéristiques sociodémographiques par groupe de traitement
Au total 51% était de sexe masculin et 49% des volontaires étaient de
sexe féminin. La répartition par sexe était comparable entre les groupes

(p=0,54).

Tableau II : Répartition des volontaires par sexe en fonction des groupes

de traitement

Sexe Vaccin FMP2.1/AS802A FMP2.1/AS02A FMP2.1/AS02A Total
anti- Dose de 10pg Dose de 25pg Dose de SOug N=100

Rabique N=15(%) N=30(%) N=30(%) (%)
N=25(%)
Masculin 10 (40) 8 (53.3) 15 (50) 18 (60) 51 (51)
Féminin 15 (60) 7 (46.7) 15 (50) 12 (40) 49 (49)
Total 25 (100) 15 (100} 30 (100) 30 (100) 100(100)
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Thése de Médecine : Tolérance clinique ¢t biologigue du vacecin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Les ages des volontaires variaient de 1.03 4 6.95 ans avec une moyenne
de 3.9 ans et écart type de 3.9; la moyenne des Ages n’était pas

différente entre les groupes (p=0.80)

Tableau IIT: Répartition des volontaires selon I'ige en fonction des

groupes de traitement

Age Vaccin FMP2.1/AS02A FMP2,1/AS02A FMP2.1/AS02A  Total
Stratum anti- Dose de 10pg Dose de 25pg Dose de 50pg
Rabique {(N=15)% (N=30}% (N=30)%
(N=25)%
1-2 11 (44,0) 5 (33,3} 10 (33,3) 9 (30,0) 35(35)
3-4 7 (33,0) 4 (26,7) 10 (33,3) 11 (36,7) 32(32)
5-6 7 (33,0) & (40,0) 10 {33,3) 10 (33,3) 33(33)
Total 25 (100) 15 (100) 30 (100) 30 (100) 100{100)

Au total nous avions 92% de Dogon et 8% regroupant les Peulhs, les
Malinkés et les Bambaras. Les 4 groupes étaient comparables quant a la
répartition des ethnies {(p=0,30).

Tableau IV : Répartition des volontaires par ethnie en fonction des

groupes de traitement

Ethnie Vaccin FMP2.1/AS02A FMP2.1/AS02A FMP2.1/AS02A Total

antirabique Dose de 10ng Dose de 25ng Dose de 50ug

N=25(%) N=15(%] N=30(%] N=30(%)
Dogon  25(100) 13(86,4) 27(90) 27(90)
Autres 0(0) 2{13,3) 3(10) 3(10)
Total 25 15 30 30
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Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

C. Résultats cliniques :

Des événements adverses locaux sollicités pendant les 8 jours aprés

chaque vaccination en fonction des groupes de traitement :

Selon le tableau V aprés chaque vaccination, nous avons cherché le
maximum de la sévérité des réactions locales au site d’injection pendant
les 8 jours suivant la période de vaccination.

Aprés la premiére vaccination, tous les cas d’eedéme présenté, étaient
sévéres. 1l y avait trois cas de douleurs sévéres dans le groupe de
FMP2.1/AS02A. Les cedémes sévéres étaient toujours présents aprés la
deuxiéme et troisi€éme vaccination et la fréquence était similaire dans les
groupes de traitement.

Tous les signes des réactions locales sollicités pendant les 8 jours de la

période de vaccination se sont résolus sans séquelle.

Tableau V : Evénements adverses locaux sollicités pendant les 8 jours
aprés la vaccination en fonction des groupes de traitement.

Reaction Immunisationl Immunisation2 Immunisation3

locale

(n=735) (n=25) (n=75) (n=25} (n=735)

N s N 3 N s N S N
Douleur 43 3 2 0 42 0 4 0 29
cedéme 48 46 6 6 51 51 4 4 49
Erythéme | O 0 0 0 ] 0 ] G 1

FMP2.1/AS02A Anti-rabique FMP2.1/ASO2A  Anti-rabique  FMP2.1/AS02A

48

N=nombre de cas, S=nombre cas sévére.
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Thése de Madecine : Tolérance clinigque et biologigue du vaccin FMP2.1/A802A, chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Ce tableau montre le maximum de la sévérité des réactions locales au
site d’injection sous différentes doses de FMP2.1/AS02A, et nous

pouvons voir qu’i n y a pas de différence entre les groupes.

Tableau VI : Evénements adverses locaux sollicités pendant les 8 jours
aprés la vaccination en fonction des doses de FMP2.1/AS02A.

Reaction Immunisation 1 Immunisation 2 Immunisation 3
locale FMP2.1/AS02A FMP2.1/AS02A FMP2.1/AS02A
10ug 25ug S0ug 10pg 25ug S0pg 10ug 25ug S0ug
N ) N 8§ N S N S8 N 5 N 5 N 5 N ) N
Douleur 8 0 19 2 16 1 7 0 15 0 20 0 3 o 10 16
edéme 11 11 11 10 26 2 7 7 22 22 22 22 10 9 16 16 23
Erythéme a 0 0 0 o0 0 0 0 o o 0 0 0 0 0 0 1
Total 19 11 30 12 42 26 14 7 37 22 42 22 13 9 26 16 40

=nombre de cas, S=nombre cas sévére,
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These de Médecine : Tolérance clinigue et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Le tableau VII nous montre qu'au total il y a eu 46 cas d’événements
adverses systémiques dont 40 cas de fiévre, 4 cas de perte d’appétit, O
cas de somnolence, 2 cas de vomissement et O cas d’irritahilité.

Les 4 groupes de traitement étaient comparables quant a la survenue des

événements indésirables systémiques non liés a la vaccination (p> 0,05).

Tableaux VII : Des événements systémiques sollicités liés a la
vaccination par groupe de traitement.

Evénements Vaccin FMP2.1/AS02A FMP2.1/A802A FMP2.1/AS02A Total
systémigques antirabique 10pg {N) % 25pg (N)% 50pg (N)%

(N) %
Fiévre 4 3 17 16 40
Perte de 0 3 ] 1 4
I'appétit
Somnolence 4) 0 0 0 4]
Vomissement 0 2 0 0 2
Irritabilité 0] 0 0 0 Q
Total 4 8 17 17 46
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Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Thése de Médecine :

Le tableau VIII nous montre que 100% des participants ont présenté au
moins un événement adverse sollicité dans les groupes de 25 et 50ug,
93,3% et 64% des participants ont présenté aul moins un événement.
adverse sollicité respectivement dans le groupe de 10pg et de vaccin

antirabique.

Tableau VIII : Les événements adverses sollicités: Incidence global des
événements adverses locaux et systémiques

Groupes d’étude
FMP2.1/AS02A | FMP2.1/AS02A | FMP2.1/AS02A | Vaccin Tous les
10pg 25pg S0ug antirabique groupes
H (%) H(%}) H(%) N (%) N=100(%
Systémique | Somnolence 0 (0,0%) 0 {0,0%} 0 [0,0%} 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Irritabilité 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Perte d’appétit 3 (20,0%) 0 (0,0%) 1 (3,3%) 0 (0,0%) 4 (4,0%)
Vomissement 2{13.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 2 (2,0%)
Fiévre 3 (20,0%) 17 (56,7%) 16 (53,3%) 4 (16,0%) | 40 (40,0%
Local douleur au site 11 (73,3%) 27 (90,0%) 27 {90,0%) 6 (24,0%) | 71 (71,0%
(Edéme au site 13 (86,7%) 28 (93,3%)} 30 (100,0%) 11.(44,0%) | 82 (82,0%
Erythéme au site 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1{3.3%) 0 (0.0%) 1 (1%)
Total Toutes les locales 14 (93,3%) 30 (100%) 30 (100%) 15 (60%) 89 (89%)
Toutes les 4 (26.7%) 17 (36,7%] 17 (56,7%) 4 (16%) 42 (42%)
systémiques
Tous les 14 (93,3%) 30 {100%) 30 (100%) 16 (64%) 90 (90%)
symptoémes

Le tableau IX montre qu’au total il y avait 1065 événements systémiques
non liés a la vaccination dont 578 cas d’infection respiratoire, 139 cas
d’infection digestive, 115 cas d’infection cutanée 91 cas de paludisme et
le reste (114 cas) était partagé entre les autres événements systémiques

précisés ci-dessous.

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 66




Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les

enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Tableau IX : Evénements indésirables systémiques non liés a la

vaccination par groupe de traitement.

Evénements Vaccin FMP2.1/AS02A FMP2.1/A502A FMP2.1/AS502A Total
systémiques antirabique 10ug 25pg S0pg

N (%] N (%) N(%) N{%]
Infections 179(30,96) 102(17,6) 156{26,98} 141(24,4) 578
respiratoires ,
Conjonctivite 4(14,3} 10{35,7) 5{17,9) 9{32,1} 28
Infections 27(23,5) 21(18,26) 35(30,4) 32(27,9) 115
cutanées
Accés palustre  22{24,17) 18{19,8) 22(24,17) 29(31,9) 91
Gastro- 31(22,3) 22(15,8) 55(39,6) 31(22,3) 139
intestinales '
Autres* 20(17,5) ‘21(18,4) 49(42,98) 24{21,1) 114
Total 283(26,5) 194(18,2) 322(30,23) 266(24,97) 1065

Autre : Epistaxis, fitvre, souille systolique, fracture, oreilon, hyperlezcocytose, hépatite, inflammation,

infection urinaire, fidvre typhoide.

Le tableau X montre que 61 participants avaient fait au moins un accés

palustre pendant la période d’étude, 39 personnes n’avaient pas fait

d’accés palustre.

La proportion de participants ayant fait au moins un acceés palustre était
de 62.66% dans le groupe FMP2.1/AS02A contre 56% dans le groupe

vaccin antirabique.

La différence n’était pas statistiquement significatif p<0,05.

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS

67




Thése de Médecine :

-

Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les

enfants de 1 & 6 ans de Bandiagara.

Tableau X: Distribution de la proportion de participants ayant fait au

moins un accés palustre selon le groupe de traitement.

Vaccin FMP2.1/AS02A FMP2.1/A802A FMP2.1/A502A Total

antirabique 10pg 25pg 50pg
Accés 15 10 16 21 61
palustres +
Accés 10 5 14 9 39
palustres -
Incidence (%) 56 66 53 70 61
Total 25 15 30 30 100

Dans le tableau XI, nous constatons que 37% des sujets du groupe

FMP2.1/AS02A n’avaient pas d’accés palustre contre 40% dans le groupe

RabAvert®.

Le nombre moyen des accés palustres était de 0,62 dans le groupe

FMP2.1/AS02A contre 0,60 dans le groupe RabAvert®, la différence n’est

pas statistiquement significative.
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Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Tableau XI: Distribution de l'effectif selon le nombre d’accés palustre par

groupe de traitement.

Nombre d’accés palustre FMP2.1/AS02A Vaccin Total
par personne N=75 (%) ;ﬂg;a(l:/lo?ue
0 acces 58 (37, 3) 10 (40, 0) 38
>=1 accés 47 (62, 6) 15 {60, 0) 62

D. Résultats biclogiques :

1. Etudes des paraméires de 'hémogramme :

Le nombre moyen de globules blancs était conforme aux normes établies
dans notre site d’étude selon les tableaux XII et XIII.

Intervalle de référence :

e 5,3-15,3x10°/mm?

Tableau XII : Distribution des valeurs des globules blancs avant et aprés

immunisation pour le groupe RabAvert® WBC (x10°/ nL)

RabAvert® JO J7 J30 J37 J60 J67 J90
Moyenne 9,62 9,21 9,25 9,56 8,65 8,57 7,94
Ecart type 3,02 3,14 3,65 3,80 2,89 2,06 2,56
Minima 3,10 4,70 4,20 5,40 4,60 3,10 3,00
Maxima 17,60 17,10 22,60 23,10 15,90 11,10 16,40
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Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les

enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Tableau XIII: Distribution des valeurs des globules blancs avant et

aprés les immunisations pour le groupe FMP2.1/AS02A

= FMP2.1/AS02

FMP2.1/AS02A JO JT7 J30 J37 J60 J&7 J90
Moyenne 9,23 8,68 8,81 9,537 8,66 Q.08 8,67
Ecart type 2,67 2,42 2,33 3,54 2,62 2,40 2,81
Minima 5,2 5 5,5 5,3 5 5,1 3,8
Maxima 17,7 18,8 16,7 30,3 16,8 15,4 8,5
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Figure 6 : Distribution moyenne de globules blancs par passage et par

groupe de vaccin.

La figure 6 montre que la moyenne de la valeur de globules blancs, était

restée similaire entre les deux groupes de vaccin (FMP2.1 toutes doses

vs. vaccin antirabique).
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Thése de Médecine : Tolérance clinique et biologigue du vaccin FMP2.1/AS02A chez les

enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Les tableaux (XIV-XV) nous montrent que le taux moyen d’hémoglobine

était compris dans lintervalle des valeurs référence fixées pour I'étude.
P

des normes a Bandiagara.

Intervalle de référence :

e 8,5-12,4g/dl

Tableau XIV : Distribution du taux d’hémoglobine avant et aprés les

immunisations pour le groupe RabAvert®

RabAvert®  JO J7 J30 J37 J60 J67  J90
Moyenne 10,6 10,6 10,9 11,0 10,8 10,9 10,8
Ecart type 0,8 09 09 09 1,0 1,1 1,1
Minima 9,3 86 94 92 89 90 84
Maxima 12,9 12,9 129 122 127 129 12,9

Tableau XV : Distribution du taux dhémoglobine avant et aprés les

immunisations pour le groupe FMP2.1/AS02A.

FMP2.1/A8024 JO J7 J30° J37 J60 J67  J90
Moyenne 10,98 10,85 11,19 11,09 10,96 11,08 1094
Ecart type 1,02 1,07 1,14 1,11 1,17 1,04 1
Minima 9 8,4 7 8,1 7,7 83 8,1
Maxima 13,8 13,6 13,5 13,9 13,8 132 13,3
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These de Médecine : Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 2 6 ans de Bandiagara.
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Figure 7 : Distribution du taux moyen d’hémoglobine par passage et par

groupe de vaccin.

La figure 7 montre que le taux moyen dhémoglobine, était resté

comparable entre les deux groupes.

Le tableau XVI montre qu'un participant du groupe FMP2.1 10ug a
présenté un taux d’hémoglobine a 8, 2g/dl au jour 37 de la vaccination
et il a fait un accés palustre avant le jour 60 ou le taux d’hémoglobine
était a4 8,1. Ce taux est resté inférieur 4 8,5 jusquau jour 67 puis est
revenu dans l'intervalle de référence établi 4 Bandiagara

Un autre participant a présenté un taux dhémoglobine a 8,4g/dl au jour
7 et s’est normalisé a partir du jour 60.

Deux participants du groupe de FMP2.1 25ug ont présenté un taux
d’hémoglobine & 7,7g/dl et 8,1g/dl; dans un cas ’épisode d’anémie était
lié. & un accés palustre ; le taux d’hémoglobine a 7g/dl au jour 30, aprés
un accés palustre ; ce taux est resté inférieur a 8,5g/dl jusqu’au jour 37,

et s’est normalisé du jour 67 au jour 90.
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enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.
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Thése de Médecine : Tolérance clinigue et biologique du vaccin FMP2. 1/AS02A chez les
enfants de 1 4 6 ans de Bandiagara.

Les tableaux XVII et XVIII montrent que les valeurs moyennes du nombre

de plaquette ont évolué dans l'intervalle de référence établi 4 Bandiagara.

Intervalle de référence :
» 133-523.10°/mm

Tableau XVII : Distribution du taux de plaquettes avant et aprés les

immunisations pour le groupe RabAvert®

RabAvert®  JO J7 J30  Ja7 J60  J67 J90
Moyenne 423 441 402 455 402 400 392
Ecart type 132 108 114 118 110 77 107
Minima 91 118 98 282 256 294 197
Maxima 687 618 627 730 638 609 568

Tableau XVIII : Distribution du taux de plaquettes avant et aprés les

immunisations pour le groupe FMP2.1/AS02A.

FMP2.1/AS02A JO - J7 J30 J37 J60 J67 Jo0
Moyenne 422,33 446,42 422,09 425 404,45 445,16 411,78
Ecart type 146 149 150 125 138 167 159
Minima 55 149 229 143 212 167 156
Maxima 961 820 1069 799 835 1397 1121
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Thése de Médecine : Tolérance clinigue et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.
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Figure 9 : Distribution du nombre moyen des plaquettes par passage et

par groupe de vaccin,

La figure 9 montre que le nombre moyen des plaquettes, était resté

comparable entre les deux groupes.
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Thése de Médecine ; Tolérance clinique et biologique du vaccin FMP2. 1/ASQZ2A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.

Les tableaux XVIII et XIX nous montrent que dans les deux groupes les

nombres moyens de lymphocytes ont évolué dans l'intervalle de référence

établi & Bandiagara.

Tableau XVIII : Distribution du nombre de lymphocytes avant et aprés

les immunisations pour le groupe RabAvert®

RabAvert® JO J7 J30 J37 J60 Je7 Jo0
Moyenne 5,26 4,97 5,12 5,11 4,94 4,62 4,37
Ecart type 1,96 2,05 2,62 2,77 1,95 1,59 1,66
Minima 2,30 2,40 2,20 2,20 2,50 2,50 1,60
Maxima 9,90 11,00 15,90 15,80 9,90 7,10 8,70

Tableau XIX : Distribution du nombre de lymphocytes avant et apres

les immunisations pour le groupe FMP2.1/AS02A.

FMP2.1/A802A JO J7 J30 J37 J60 Je7 J90

Moyenne 484 4,50 4,62 487 462 4,50 4,43
Ecart type 1,74 1,59 1,64 1,78 1,74 1,43 1,62
Minima 23 23 22 16 1,5 14 1,2
Maxima 9.5 11,9 10,7 12,5 8,7 7.7 8,2

Intervalle de référence :

e 2,3-9,5.10° /mm*?
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Thése de Médecine : Tolérance clinique et biclogique dy vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de 1 a 6 ans de Bandiagara.
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Figure 10 : Distribution du nombre moyen des lymphocytes par passage

et par groupe de vaccin.

La figure 10 montre que le nombre moyen des lymphocytes, était resté

comparable entre les deux groupes.

BMP/MMVDU/MRTC/DEAP/FMPOS 77




Thése de Médecine : Tolérance clinique-et biologique du vaccin FMP2.1/AS02A chez les
enfants de |1 a 6 ans de Bandiagara.

L’analyse de ce tableau nous montre quil n'y a pas de différence

statistique significative entre les deux groupes dans la distribution des

valeurs moyennes de paramétres hématologiques.

Tableau X : Tableau synthétique de la distribution de la moyenne des

parameétres hématologiques.

Jours JO J7 J30 J37 J60 J67 J90

Hb RabAvert® 10,6 10,6 10,9 11,0 108 10,9 10,8
FMP2.1/AS02A 10,98 10,85 11,19 11,09 10,96 11,08 10,94
p 0, 12 0,11 0,18 3,82 0,55 0,37 0,64

Ht RabAvert® 34,11 34,00 34,48 35,06 35,00 34,32 35,00
FMP2.1/AS02A 34,51 34,03 35,25 34,88 34,71 34,89 34,59
p 0,56 0,45 0,28 0,80 0,84 0,43 0,98

Lym RabAvert® 5,2 4,94 5,12 5,11 4,94 46 4,37
FMP2.1/AS02A 4,84 4,50 4,62 4.87 4,62 4,50 4,43
P 0,31 0,27 0,27 0,53 0,45 0,78 0,86

Plaq RabAvert® 423,4 440,8 402 454,5 389,8 399.8 391,5
FMP2.1/AS02A 4223 446,44 422,0 425 404,4 445,1 411,7
P 0,80 0,86 0,54 0,30 0,64 0,18 0,40

WBC RabAvert® 9,62 9,20 9,25 9,56 8,65 8,57 7,94
FMP2.1/AS02A 9,23 8,68 8,81 9,57 8,66 9,08 8,67
P 0,54 0,38 0,46 0,98 0,97 0,35 0,24

Hb= Hémoglobine

Ht= Hématocrite

WBC (GB) = Globules blancs

Lym= Lymphocytes

Plag= Plaquettes
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2, Résultats biochimiques :

Selon le tableau XXIII un participant du groupe FMP2.1 de 10ug a eu un
taux A’ALAT de grade 2 au jour67, qui était associée a une hépatite A.
Deux participants du groupe RabAvert® ont eu un taux d’ALAT de grade
2 et grade 4 respectivement 162 IU/L et 521 1U/L, ces élévations des
ALAT sont survenues au jour7 et au jour37, les deux étaient liées a
hépatite A.

Deux participants du groupe FMP2.1 de 50pg ont eu un taux d’ALAT de
grade3 dont un était associée a une hépatite B.

Trois participants du groupe FMP2.1 de 25png ont eu respectivement un
taux d’ALAT de grade 1, 2, et 3. Dans deux cas, une hépatite B a été
diagnostiqué et dans le troisiéme cas un épisode d’hépatite A a été

diagnostiqué.

Tableau XXII : Distribution des valeurs de ALAT par groupe d’étude.

Jours RabAvert® FMP2.1/A802A
sD Moyenne  Minima  Maxima 3D Moyenne  Minima  Maxima

Jo 6,92 15.44 6.00 35.00 15,07 17.92 4 116
J7 30,22 19.04 4.00 162.00 37,17 20.13 4 291
J30 7,09 15.64 8.00 40.00 11,94 16.13 4 86
J37 101,46 34.8 7.00 521.00 11,87 15.08 4 99
J60 3,25 13.64 7.00 23.00 16,11 17.04 4 115
J67 3,96 14.00 7.00 24.00 20,50 16.72 4 129
J90 12,45 15.76 7.00 24.00 60,62 22,95 4 399

Intervalle de référence :
» 3,9-49,6 IU/L
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Tableau XXIII : Evénements indésirables de laboratoire non liés 4 la

vaccination par groupe de traitement (ALT).

Nombre d%épisode d’élévation FMP2.1/AS02A RabAvert®
du taux des ALAT 10ug 25ug SO0ug
49,7-124 0 2 0 0
124.1 - 248 1 1 0 1
248.1 - 496 0 2 2 0
>496 0 0 0 1

40

B RabAvert
b FMP2.1/AS02

La vafeur moyenne de F'ALT {U/L)
M
o

10 7 130 137 JGo 167 190

lours de pasage

Figure 11 : Distribution de la valeur moyenne de 'ALAT par passage et

par groupe de vaccin.
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3. Résultats parasitologiques :

Ce tableau montre une légére élévation de la densité parasitaire moyenne
du groupe vaccin anti-rabique par rapport au groupe FMP2.1, sans

atteindre une signification statistique.

Tableau XXIV : Moyenne de la densité parasitaire au cours des épisodes

cliniques de paludisme selon les groupes de traitement

FMP2.1 /ASO2A RabAvert® p

Moyenne géométrique  10844,60 12522,63 0,27
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4, Résultats immunologiques :

Les groupes étaient comparables quant 4 la moyenne des anticorps au
jour 0. Au jour 30 la moyenne était élevée dans le groupe FMP2.1, par

contre elle n’était pas élevée dans le groupe RabAvert®. Cette situation,
s’est maintenue jusqu’au jour 364,

Le niveau d’anticorps le plus élevé a été enregistré au jour 90 dans le

groupe ayant regu 25ug de FMP2.1.

Tableau XXVI : Distribution de la moyenne géométrique du titre des

anticorps anti-AMA1 au cours de l'essai.

Jours Jo J30D J60 Joo J180 J272 Ja64
RabAvert® GMT 455,70 371,91 350,38 257,43 139,94 134,85 363,32
ICa LS 467,28 383,49 361,96 269,02 151,52 146,43 3749
95% LI 444 12 360,33 338,80 245,85 128,36 123,27 35,7
Minima 7.1 6,5 6 6,3 7.3 8,6 6,1
Maxima 47960 28015 24444 11411 8926,4 3886,1 11894.
FMP2.1/ GMT 728,93 16664,69 85953,33 121715,60 43813,58 26807,10 32740,
AS02A Cla LS 72893 16664,26 85959,89 12172266 43813,58 26813,66 32746,
95% LI 722,36 16658,12 85946,77 121709,04 43807,01 26800,52 32733,
Minima 8,2 2870,0 16613,0 7429,0 1083,9 466,4 6354,
Maxima 136380,0 177380,0 374024,0 587400,0 293400,0 186940,0 180234

LS : limité supérieure ; LI : limité inférieure,
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Figure : 12 Courbes des moyennes géométriques du titre sérique des

anticorps anti-AMA1 selon les groupes d’étude

Nous observons dans la figure 12 que les titres d’anticorps dans les deux
groupes étaient différents, la courbe du groupe qui a requ FMP2.1 était
pratiquement au dessus de celle du témoin. Le pic était atteint a Jour 90
dans le groupe qui a re¢u FMP2.1,

Aprés le jour 90 la courbe a évolué en décroissance jusqu’au jour 270 la
période qui coincide avec le début de la transmission. A partir du jour
270 la courbe a augmenté légérement et cela dans les deux groupes de
traitement.

La courbe du groupe FMP2.1 avait évolué constamment au dessus de

courbe témoin.
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VI- COMMENTAIRES ET DISCUSSION :
Cette étude a été effectuée dans le cadre du projet sur le paludisme de
Bandiagara (le BMP) fruit d’un partenariat riche entre le MRTC/DEAP et
le CVD-Maryland, le NIAID/NIH des USA, le WRAIR, USAID et GSK-Bio.
Elle répond a une des missions du MRTC/DEAP qui est de contribuer a

l'effort international de développer les vaccins contre le paludisme.

1 - Méthodologie:

L¢tude s’est déroulé a Bandiagara qui est une ville située dans la zone
Sahélienne, le choix de ce site se justifie par les raisons ci-aprés :

- Depuis 1993 cette ville a été le site des études entomologiques et
épidémiologiques sur le paludisme, depuis 1998 cette ville abrite des
études de préparation de site pour la conduite d’essais cliniques de
vaccins antipaludiques.

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 lhomme. Les résultats précliniques
encourageants ont permis d’entamer la phase de développement clinique
de ce candidat vaccin.[67, 68, 69].

Le recours & un groupe témoin est utile en zone d’endémie dans une
étude de Phase I, car l'immunité acquise et l’exposition naturelle a la
transmission du paludisme peuvent compliquer linterprétation des
données de immunogénicité. Une augmentation du titre des anticorps
peut étre attribuée a tort au vaccin antipaludique.

L’évaluation de la tolérance a tenu compte de ’évaluation des paramétres
cliniques hématologiques et biologiques résumés en événements

indésirables locaux, systémiques et biologiques liés a la vaccination.
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Les événements indésirables liés a la vaccination représentaient 90% et

ces événements étaient partagés en :

s Evénements indésirables locaux :

La fréquence de ces événements chez les sujets qui ont regu le vaccin
FMP2.1/AS02A 10pg, 25 et 50 étaient respectivement 93%, 100% et
100% contre 60% pour le vaccin antirabique. Ces événements étaient
partagés en douleur au site d’injection 71%, cedéme au site d’injection
82% et érythéme au site d’injection 1%. Chez les adultes maliens, Dicko
A., et al. ont trouvé en 2003 en testant un vaccin candidat AMA1l-
C1l/Alhydrogel®, une fréquence des Els entre 25,0 % et 91,6 %, une
frequence de la douleur au site d’injection entre 22,8% a 25,05%, une
fréquence d’eedéme au site de l'injection entre 14,2% a 40% [46]. Notre
vaccin est plus réactogéne que celui testé par cette équipe. Toutefois
nous retrouvons une réactogénicité comparable a celle montrée par
Thera M.A,, et al. en 2007, lorsque le vaccin candidat FMP2.1/AS02A a
été testé chez les adultes au Mali. Dans cette étude, les auteurs ont
rapporté une fréquence des douleurs au site d’injection de 55 a 100% et
une fréquence de I';edéme au site d'injection de 10 a 65% [70]. Nos
résultats sont également comparables a ceux de Bojang K.A. et al. en
2005 chez les enfants en Gambie, qui ont eu avec le RTS,8/AS02A, une
fréquence de 88,3 a 98,3% des douleurs et une fréquence de 8,3 4 20,0%
de V'cedéme [71]. Malkin E.M., et al. en 2003 chez les adultes aux USA,
ont eu avec AMA1-C1/Alhydrogel®, une fréquence de l’érythéme local
entre 40 et 50% [72]. Nous avons observé dans notre étude portant sur
des participants a peau noire un seul cas d’érythéme.

En résumé l'cedéme au site d’injection a représenté I’événement
indésirable local le plus fréquent avec la plus grave. intensité. Toutefois
cet événement n’a pas représenté un symptome dérangeant pour les
participants et a souvent été mis en évidence par l'examen physique

médical plutét que par lexpression dune plainte de la part des
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participants. La douleur locale exprimée par 71% des participants était le
plus souvent d’intensité modérée et cette douleur a cédé dans les 8 jours

suivant la vaccination.

< Evénements indésirables systémiques :

La fréquence de ces événements chez les sujets qui ont recu le vaccin
FMP2.1/AS02A 10ug, 25pg et S0ug était respectivement 26.7%, 56.7%
et 56.7% contre 16% chez les sujets qui ont recu RabAvert®. Ces
événements étaient partagés entre la fiévre 40,0%, Panorexie 4,0%, et les
vomissements 2,0%.

Dicko A., et al. en 2004 chez les adultes Maliens avec AMAl-
C1/Alhydrogel®, ont rapporté une fréquence de 5,5% de la fiévre aprés la
premiére vaccination [46]. Thera M.A., et al. en 2007 chez les adultes au
Mali avec le FMP2.1/AS02A, ont observé une fréquence de 10 4 15,7% de
la fiévre. De méme, Bojang K.A., et al. en 2005 rapportent chez les
enfants en Gambie qui ont regu RTS,S/ASO2A, une fréquence de 8,5 a
10,0% de la fiévre.

En résumé, la fiévre a été le symptome systémique le plus fréquent. Sa
fréquence était plus élevée que lorsque le méme vaccin a été testé a

Bandiagara chez les adultes.

Ces résultats confirment le profil de réactogénicité rapporté pour FMP2.1
dans les essais cliniques précédents. Le profil de tolérance observé est
également proche de celui rapporté lors des essais de vaccins
antipaludiques basés sur le RTS,S et utilisant le méme adjuvant, ASO2A.
Cela suggére que les réactions observés sont davantage le fait de
I'adjuvant. En plus nous observons que les réactions locales sont plus
fréquentes que les réactions systémiques; que la plus grave des
réactions locales a été I'cedéme au site d’injection, souvent ignoré par les

enfants ; que la plupart des réactions systémiques ont été d’intensité
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faible & modérée ; et quenfin les réactions post vaccination se sont tous
amendés dans les 7 jours suivant la vaccination.

Le profil de tolérance observé est relativement acceptable ; surtout si le
vaccin se montrait efficace. Si on considére la trés forte morbidité et
mortalité liée au paludisme, alors la tolérance de ce candidat vaccin

ermet d’envisager de continuer a 1’évaluer,
p g

% Les événements indésirables de laboratoire :
Il y a eu quelques événements indésirables biologiques. Ces événements
é¢taient des cas d’hyperleucocytoses et d’élévation des ALAT. Ces deux
événements bioclogiques étaient liés a des infections.
Les événements indésirables non liés & la vaccination représentaient
100% et étaient majoritairement dominés par les événements
indésirables systémiques dont les plus fréquents étaient les infections
respiratoires, les infections digestives et le paludisme.
Ce qui traduit le profil de morbidité habituel observé dans la population
pédiatrique de la zone d’étude.

s L’évolution du titre des anticorps anti AMA-1
Aprés la vaccination les niveaux des anticorps ont augmenté chez les
sujets qui ont regu AMA1 et cela du jour O au jour 90.
La moyenne des niveaux d’anticorps anti AMA1 du groupe FMP2.1 était
de 661 au jourQ et 116344 au jour90. Pendant ce moment dans le
groupe RabAvert® le niveau d’anticorps n’a pas augmenté. Un effet de
stimulation importante de la production des IgG totaux est observé. Cette
bonne réponse immune induite par le vaccin pourrait-elle faire envisager
une protection clinique contre le paludisme ? Une telle conclusion est
prématurée.
Bien que notre étude n’ait pas été congue pour mesurer lefficacité du
vaccin contre le paludisme, nous avons comparé lincidence du

paludisme clinique entre les deux groupes. Nous n’avons pas ohservé
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une différence statistiquement significative entre les deux groupes. Méme
si la moyenne géométrique de la densité parasitaire était plus faible dans
le groupe du vaccin antipaludique, cette différence n’a pas atteint le seuil

de la signification statistique.

VII- RECOMMANDATIONS :

1- Poursuivre le développement clinique du candidat vaccin

FMP2.1/AS02A dans la population pédiatrique.

2- Renforcer les capacités du laboratoire d’immunologié du MRTC/DEAP
pour permettre d’analyser la fonctionnalité des IgG totaux induit par

la vaccination.

3- Développer le transfert de technologie entre les équipes de recherche
du Nord et celles du Sud.

4- Encourager la population a participer aux essais vaccinaux.
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VIII- CONCLUSION :

Un vaccin antipaludique efficace serait un atout majeur pour la lutte
contre le paludisme. Les progrés en immunologie et en génie génétique
offrent des opportunités pour la recherche vaccinale.
Au terme de cette étude nous pouvons conclure que :

- L’é¢tude des symptémes cliniques n’a pas montré des signes
d’intolérance majeure sur le plan clinique chez les enfants.

- Les différents paramétres hématologiques n’ont pas subi une
variation pathologique en relation directe avec le candidat vaccin
antipaludique FMP2.1/AS02A. Nous n’avons pas noté d’effet toxique
hématologique lié au candidat vaccin.

- Nous n’avons pas rencontré de variation des valeurs sériques de
la créatinine cliniquement significative dans les deux groupes.

- Les valeurs de I'ALAT sérique ont évolué dans lintervalle de
référence établi & Bandiagara durant les 12 mois de suivi dans le groupe
qui a recu le vaccin antipaludique. Nous n’avons pas remarqué de signes
évoquant une atteinte hépatique aigue liée au vaccin antipaludique.

- Ce candidat vaccin a induit une forte réponse immune anti AMA1

chez les enfants.

Le candidat vaccin FMP2.1/AS02A a été relativement bien toléré et

présente une excellente immunogénicité dans cette population.
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RESUME

Ce travail avait pour but d’évaluer la tolérance clinique, biologique et
limmunogénicité du vaccin antipaludique FMP2.1 associé a I’adjuvant
ASO02A en essai clinique de phase 1. Nous avons recherché l'impact du
candidat vaccin sur ’évolution du taux d’hémoglobine. Notre étude s’est

déroulée dans la période allant de Novembre 2006 4 Novembre 2007.

Pour atteindre ce but nous avons effectué un essai clinique randomisé
avec groupe témoin et un suivi longitudinal de 12 mois chez 100 sujets
agés de 1 a 6 ans tous sexes confondus en 3 cohortes. La cohorte 1
composée de 20 sujets, la cohorte 2 et 3 composées chacune de 40 sujets
randomisés 3 :1 pour recevoir FMP2.1/AS02A ou RabAvert®.

Comme vaccin comparateur nous avons utilisé le vaccin antirabique
RabAvert®.

Le schéma de vaccination a été de trois doses administrées dans le

muscle deltoide avec un intervalle de 30 jours entre deux doses.
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Il n'y avait pas de différence statistiquement significative entre les deux
groupes pour l'incidence des symptdmes cliniques sollicités, sauf pour
les douleurs et les gonflements au site d'injection qui étaient plus

fréquents dans le groupe FMP2.1 aprés la premiére dose,

Il n'y avait pas de différence statistiquement significative entre les deux
groupes pour les valeurs moyennes des parameétres hématologiques et
biochimiques. Nous n’avons pas rencontré de variations cliniquement

significatives pour les valeurs de ces paramétres durant toute I’étude.

Au jour 90 c’est a dire 30 jours aprés la derniére dose, la moyenne
géométrique des anticorps anti-FMP2.1 dans le groupe du vaccin
antipalustre était 5,5 fois supérieure que celle du groupe témoin et 6,4
fois plus que celle du jour O dans le groupe FMP2.1/AS02A. Aprés le jour
90 la courbe a réguliérement régressé dans le groupe FMP2.1 jusqu’au

jour 364, mais toujours au-dessus du groupe témoin.

Il ressort dans cette étude que le candidat vaccin antipaludique FMP2.1
associé a l'adjuvant ASQ02A a un bon profile de tolérance clinique et

biologique. Il a une bonne immunogénicité et représente un réel espoir
pour le monde scientifique dans la hatte contre le fléau que constitue le

paludisme.

Mots clés : Tolérance, Impact, Enfants, candidat vaccin FMP2.1
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Summary

This work aimed to evaluate the clinical tolerance, biological and
immunogenicity of the malaria vaccine FMP2.1 associated with adjuvant
ASO02A in clinical trial phase I. We researched the impact of the
candidate vaccine on the evolution of hemoglobin. QOur study was

conducted in the period from November 2006 to November 2007.

To achieve this goal we conducted a randomized clinical trial with control
group and longitudinal follow-up of 12 months in 100 subjects aged 1 to
6 years sexes in all 3 cohorts. Cohort 1 consisted of 20 subjects, the
cohort 2 and 3; each consisting of 40 subjects randomized 3: 1 to receive
FMP2.1/AS02A or RabAvert ®.

As vaccine comparator we used the anti-rabies vaccination RabAvert ®.

The vaccination scheme was three doses administered in the deltoid

muscle with an interval of 30 days between doses.

There was no statistically significant difference between the two groups
for the incidence of clinical symptoms solicited, except for pain and
swelling at the injection site that were more frequent in group FMP2.1
after the first dose.

There was no statistically significant difference between the two groups
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for average values of hematological and biochemical parameters. We have
not encountered any clinically significant changes for the values of these
parameters throughout the study.

At Day 90, 30 days after the last dose, the geometric mean antibody
FMP2.1 in the group was 5.5 times higher than the control group and 6.4
times more than that in the Day 0 FMP2.1 /ASO02A group. Day 90 after
the curve has steadily declined in the group FMP1 until 364 days, but

still above the control group.

It appears in this study that the candidate malaria vaccine FMP2.1
associated with adjuvant ASOZ2A has a good profile of clinical and
biological tolerance. It has good immunogenicity and represents a real

hope for the scientific world in the fight against the scourge of malaria.

Keywords: Tolerance, Impact, children, Vaccine candidateFMP2.1

ANNEXE
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Appendice A- Examen de Compréhension du Consentement pour la
participation a une étude vaccinale antipaludique a Bandiagara

Titre de 1’étude : ESSAI CLINIQUE CONTROLE ET RANDOMISE DE
PHASE 1 POUR EVALUER LA TOLERANCE, LIMMUNOGENICITE DU
VACCIN ANTIPALUDIQUE AMA1l, FMP2.1/AS02A, EN COMPARAISON
AVEC LE VACCIN ANTIRABIQUE CHEZ LES ENFANTS AGES DE 1-6
ANS A BANDIAGARA AU MALI

Prénoms et Nom du participant Prénoms et Nom
du parent/tuteur
Numéro d’étude du participant ;: __ __ __
1. Dans cette étude on injectera a votre enfant des parasites vivants du
paludisme VF
2. Ce vaccin pourrait rendre votre enfant malade V F
3. Si aprées inclusion vous changez d’avis, vous pouvez retirer votre
enfant de 'étude sans problémes V F
4. Ce vaccin a déja été administré a des centaines de personnes; nous
savons donc qu’il est totalement siir de le donner a votre enfant
V F
5. On prendra le sang de votre enfant au cours de cette étude VF
6. Votre enfant ne pourra pas étre inclus dans cette étude si vous
refusez que son sang soit.gardé pour faire plus tard des analyses liees
au paludisme V F
7. Votre enfant sera vacciné trois fois au cours de cette étude VF
8. Si votre enfant tombe malade au cours de I’étude vous ne devez le dire
a personne V F
9. Sivous acceptez de participer a ’étude vous devez amener votre
enfant au centre clinique BMP pendant 26 mois vV F

10. Tous les participants a I’étude recevront le méme vaccin VF

» Nombre total de bonnes réponses avant vérification
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> Nombre total de bonnes réponses aprés vérification

Vérifié par : Date __ /_ [/
Date [/ __ [/

Signature/Empreinte digitale
du parent/tuteur du participant :

Signature du témoin : Date __/ _J

Appendices B- Evaluation de 'intensité des EIs sollicités

Tableau 1: Evaluation de l'intensité des Els sollicités
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Evénement Degré de|Définition de ’intensité
indésirable I’intensité
Douleur au site|0 Aucune
d’injection
1 Réaction mineure au toucher du membre
2 Pleurs/Protestation au toucher
3 Pleurs a la mobilisation du
membre /douleur spontanée
(Edéme au site(O 0 mm
d’injection 1 < Smm
Mesurer le diamétre (2 5-20mm
3 >20 mm
Rougeur au site|O 0 mm
d’injection 1 < Smm
Mesurer le diamétre (2 9-20mm
3 >20 mm
Fiévre 0 <37,5°C
Prendre lafl 37,5-38,0°C
température orale 2 38,1-39,0°C
3 >39,0°C
Irritabilité /Agitation |0 Comportement normal
1 Pleure plus que d’habitude/pas d'effet sur
Pactivité quotidienne
2 Pleure plus que d’habitude/interfére avec
l’activité quotidienne g
3 Inconsolable/pleurs empéchent lactivité
quotidienne
Somnolence 0 Comportement habituel
1 Sommnolence aisément toléré
2 Somnolence interférant. avec les activités
quotidiennes
3 Somnolence empéchant les  activités
quotidiennes
Perte de l'appétit 0 Appétit normal
1 Mange moins que d’habitude/pas d’effet
sur Pactivité quotidienne
2 Mange moins que d’habitude /interfére avec
Pactivité quotidienne
_ 3 Ne mange pas du tout
Douleur/Sensibilité {0 Aucune
Abdominale 1 Réaction mineure a la palpation de
I’abdomen
2 Pleurs/Proteste a la palpation de 'abdomen
3 Défense abdominale/douleur spontanée
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Vomissements 0 Aucune
1 Occasionnels avec capacité de
s’alimenter/de boire
2 Répétés avec limitation de ’alimentation
3 Continus, incapable de s’alimenter/de hoire

Appendis C : Ces tableaux de grade de Toxicité pour les Evénements
Indésirables de Laboratoire sont a utiliser pour cette étude de FMP2.1
par rapport:-aux valeurs mesurées.

ESTIMATION de la SEVERITE du GRADE

GRADE 1 Léger: pas d’effet sur les activités de la vie quotidienne; ne
nécessite aucun traitement médical

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

GRADE 3 Sévére: limitation des activités de la vie quotidienne < 50%;
nécessite un traitement médical

GRADE 4 Menace la vie du sujet : Extréme limitation des activités,
assistance significative est nécessaire, intervention médicale
ou thérapeutique significative est nécessaire. Tous les cas
d’El grade 4 seront considérés comme des Evénements
Indésirables Sérieux.
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Tableau 2: Graduation du degré de toxicité pour les paramétres du

laboratoire clinique

HEMATOLOGIE
Intervalle de Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade
référence (E1G)
Taux de
I’'hémoglobine
(Masculin et 7’4;(:13’4 7,5 -84 g/dL 6,1/_dz’4 5’0/_(:1?1’0 <508/
féminin, age & g g
1-Sans)
133000 -
Taux des 75000 - 50000 - 20000 -
plaguettes  >2°000/mMm® 135590 ) mms  74999/mm?  49999/mm3 20000/
15299 — S 18001-
Globules 5300 - 16500/ mms3 3 30000/mm?*  >30000
blancs 15300/mm3s  ou 3501- /mm?ou 4 600- <1000 /n
5209mm3 2001-  5600/mms
3500mim3
Nombre
2300 - 1000 - 750- S500-
f‘bsom de 9500/mm3b  2300/mm®  999/mm?®  749/mm?  ~o00/™
ymphocytes
CHIMIE DU SANG
Valeur Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade
normale (EIG)
0,2-0,5 44,2 - 91,5 91,6 - 183 183,1-366 > 366
Créatinine mg/ c.:l;lal, ’(21 5,2- mcmol/L mcmol/L mcmol /L mg;_;)ll}{sl_l.
mcmol/L)a ¢ require
ALAT 3,9-49,6 49,6-124 U/L  124,1-248 248,1-496 >496U
U/l U/L U/L
CHIMIE DE I'URINE
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 (EIG
2+ ou Syndrome
Protéinurie S500mg- 1_3+ /C"E)lur 5. 34; c;l.lour néphrotique
lg/jour &/ 8/ ou > 3,5g/jou
2+ ou 3+ ou Macroscopique N
Hématurie 5. >10GR/champ avec ou sans Hospita 1sat19
10GR/champ caillots recommandéc

Ou émission de GR

NB : & Déterminé chez les enfants en bonne santé de Donéguébougou,
village rural malien et site d’essais vaccinaux contre le paludisme
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b Repris de Lugada E.S. et al. Population-Based Hermatologic and
Immunologic Reference Values for a Healthy Ugandan Population. Clin
Diag Lab Immunol, 11, 29-34,

¢ Repris dans Current Pediatric Diagnosis & Treatment, 17%me é&dition,
2005.
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Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de
nation, de race, de parti ou de classe sociale viennent. s'interposer

i entre mon devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine dés la

i 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 peres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a
mMeSs Promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres
si J'y mangue.

Je le jure
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