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LISTE DES ABREVIATIONS
APC= Cellules présentatrices d’antigéne.
CD= Classe de différenciation.
DEAP= Département de d’Epidémiologie et des Affections Parasitaires.
MRTC= Malaria Research and training Center.
Foxp3= marqueur intracellulaire.
FMPOS= Faculté de Médecine, de Pharmacie et Odonto-stomatologie.
GIS = Geographic informing System.

GITR= Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor.
G6PD= Glucose-6-phosphate Deshydrogenase.

GPS= Geographic Positioning System.

HbA= L’hémoglobine A.

HbS= L’hémoglobine S.

HbC= L’hémoglobine C

IFNy= interferon gamma.

IP= indice plasmodique.

IS= indice splénique.

OMS= Organisation Mondiale de la santé.

MIM/TDR= Multilateral Initiative for Malaria/Tropical Diseases Resarch.

PBMC-= Peripheral-blood mononuclear cells.

PCR= Polymerase-chain reaction.

TCR= T cells receptors.

T regs= lymphocytes T régulateurs.
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v6 T= Lymphocytes gamma /delta T.
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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due
a la présence et au développement dans le foie puis dans le sang d'un
hématozoaire du genre Plasmodium. Il est transmis a 'homme par la
piqure infestante d’un moustique : 'anophéle femelle. Quatre espéces
sont inféodées a 'homme : Plasmodium falciparum, P. malariae, P. vivax
et P. ovale [23]. Les travaux récents ont mis en évidence la possibilité de
P .knowlesi d’infester ’'homme [15].
I1 demeure de nos jours la premiére parasitose la plus redoutable,
menacant ainsi la vie des enfants de moins de 5 ans et les femmes
enceintes dans le monde particulierement en Afrique subsaharienne.
Dans le monde entier, en 2004, 107pays et territoires comptaient des
zones ou il y avait un risque de transmission du paludisme, soit 3,2
milliards de personnes vivant dans les zones a risque [35]. On estime a
350-500 millions le nombre d’épisodes palustres cliniques qui se produit
chaque année. Le paludisme a P. falciparum est le plus redoutable car il
tue chaque année plus d’un million de personnes qui sont en majorité
des enfants de moins de 5 ans [35].
L’Afrique représente 60% des cas de paludisme qui surviennent dans le
monde. Approximativement 75% des cas sont dus a P. falciparum et plus
de 80% des déceés liés au paludisme se produisent en Afrique
subsaharienne et 18% de ces cas de décés surviennent chez les enfants
de moins de 5 ans [35].
Le paludisme a P. falciparum est aussi une cause fréequente de 'anémie
chez les femmes enceintes et les enfants. Il est responsable du faible
poids a la naissance, de la prématurité et de la mortalité infantile. Il est a
l'origine de 25-35%  des consultations ambulatoires, 20-45% des

hospitalisations et de 15-35% des déceés [35].
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Au Mali, le paludisme constitue 48% des motifs de consultations dans
les centres de santé [29]. Il demeure la premiére cause de morbidité
(83.3%) et de mortalité (65,8%) chez les enfants de O a 14 ans dans le
service de pédiatrie de ’hopital régional de Sikasso [14].

Il est responsable de 16,7% des hospitalisations pédiatriques [8].

I1 est a I’ origine de 49% de convulsions fébriles de l’enfant et du
nourrisson a Bamako [9].

La pathogénicité de linfection résulte des interactions entre le parasite et
le systéme de défense de I’hote [20], et il existe une trés grande variabilité
de réponses a l'infection entre les individus vivant dans les mémes zones
d’endémie. Le role des facteurs immunogénétiques régulant, d'une part la
sévérité de linfection palustre et, d’autre part, les niveaux
d’immunisation par certains antigénes parasitaires ont été démontrés.

De nombreuses études ont été effectuées dans des laboratoires
spécialisés et ont permis d’établir qu’il existe une relation entre les
facteurs génétiques de I'’hote et la susceptibilité ou la résistance au
paludisme [19].

Les études ont montré que les porteurs de certaines hémoglobinopathies
avaient une protection contre le paludisme [1, 2].

Des études récentes effectuées au Burkina Faso au sein de groupes
ethniques sympatriques (Mossi, Rimaibé, Peulh) ont montré une
difféerence de susceptibilité au paludisme. Les Peulh étaient moins
parasités, moins affectés par la maladie et présentaient de fortes

réponses immunitaires contre les antigénes palustres [21].

Au Mali, des études similaires de susceptibilités au paludisme ont été
effectuées chez les Dogon et les Peulh [11]. Ces deux ethnies vivaient
dans les conditions éco-climatiques identiques ou les taux d’inoculation
entomologique, ’alimentation de base, le recours aux soins modernes et

traditionnels, I'usage des moustiquaires étaient comparables.
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Les données actuelles semblent étre en faveur de l'existence de
facteurs immunogénétiques impliqués dans cette différence de
susceptibilité au paludisme.

Dans le méme contexte épidémiologique, la présence de groupe ethnique
caractérisé par une réponse immunologique plus accrue au paludisme,
montre la nécessité d’é¢tudier les mécanismes immunologiques qui
pourraient étre impliqués dans la différence de susceptibilité au
paludisme.

Les lymphocytes de phénotypes gamma delta et les cellules T régulatrices
pourraient étre impliqués dans cette susceptibilité au paludisme. En
effet les études in vitro ont montré l'inhibition de la croissance des

parasites en présence des cellules gamma delta.

Le but de notre étude est d’évaluer le role des cellules gamma delta
et T régulatrice dans la protection contre le paludisme chez des
populations ayant des susceptibilités clinique et parasitologique

différentes.

L’hypothése de ce présent travail est de tester l'existence dune
difféerence de production des cellules gamma delta T (y6 T) et T
régulatrices (T-reg) au cours de l'infection palustre au sein des groupes

ethniques Dogon et Peulh vivant en sympatrie au Mali.
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2. Objectifs
2.1 Objectif général

Evaluer le role des cellules y0 T et T-reg dans la protection contre le
paludisme chez les populations Peulh et Dogon ayant une susceptibilité

différente au paludisme.

2.2 Objectifs spécifiques

1. Comparer la proportion des cellules y6 T et T-reg entre les deux
groupes ethniques.

2. Estimer le nombre de cellules gamma delta produisant l'interféron
gamma dans les deux groupes ethniques.

3. Déterminer 1’éventuel role des types d’hémoglobines (HbS et HbC)
dans la différence de susceptibilité au paludisme entre les Peul et les
Dogon.

4. Déterminer 1’éventuel réle du déficit en Glucose 6 phosphate
déshydrogénase (G6PD) dans la différence de susceptibilité au

paludisme entre les Peulh et les Dogon.
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3. GENERALITES

3.1 Immunité antipalustre
Au cours d’une infection palustre 'organisme humain réagit selon deux
types de mécanismes :
% limmunité naturelle ou résistance innée.
% limmunité acquise qui est une réponse spécifique d’espéces,
de souches et de stade de développement du parasite,
impliquant la réponse humorale et cellulaire. Elle se

développe aprés plusieurs expositions en zone d’endémie.

3.1.1 L’immunité naturelle

La résistance innée au paludisme se traduit chez ’homme par un état
réfractaire au parasite dés le premier contact.

Cette résistance naturelle résulte soit de la présence chez ’homme dune
substance non propice au développement du parasite (hémoglobine
anormale, déficit en G6PD) ou de 'absence de récepteur impliqué dans la
pénétration du parasite dans les cellules hotes (antigéne Dulfty).

Les mécanismes qui déterminent cette résistance innée impliquent
essentiellement les facteurs liés a ’hote et au parasite.

La résistance innée peut affecter I’habilité du parasite a envahir les

érythrocytes ou a inhiber son développement intra —€rythrocytaire.

3.1.2 L’immunité acquise

L’acquisition de la réponse immunitaire antipaludique nécessite une
longue période d’exposition a des infections répétées et est fonction de
l'age, des états physiologiques et des co-infections. L’installation de
I'immunité acquise est d’autant plus précoce que la transmission est
intense et stable ; son maintien dépend de la durée d’exposition.

Cette immunité se manifeste par deux types de réponses :
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-La réponse humorale dont les effecteurs sont les lymphocytes B et les
plasmocytes qui produisent les différents isotypes: IgM, IgA, IgG, IgE, et
IgD.

Deux mécanismes d’action des anticorps anti - plasmodiaux sont connus
[13]:

1-GIA (Growth Inhibition Assay)

2- ADCI (Antibody Dependant Cell Inhibition)

-La réponse cellulaire impliquant la production des substances solubles
telles que les cytokines (Th1l et Th2).

A chaque stade du cycle de développement du parasite correspond une
réponse immunitaire spécifique a ce stade.

Les mécanismes de protection contre le paludisme sont complexes et non
encore clairement élucidés. Plusieurs études ont été menées afin
d’¢élucider la contribution fonctionnelle des cellules T au cours du
paludisme [32].

Dans les zones d’endémie palustre, la particularité de 'acquisition de la
réponse immunitaire contre linfection palustre suggére que des
lymphocytes spécifiques seraient dotés de meécanismes de régulation
pour induire une réponse immunitaire efficace [28]. Les lymphocytes T
jouent un important role dans la protection immunitaire contre le

paludisme notamment les cellules gamma delta et les T régulatrices.
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3.2 Les cellules gamma delta T

Les cellules T expriment des récepteurs antigéniques a la surface de
leur membrane. Ces récepteurs T (TCR) sont spécifiques des
déterminants antigéniques (épitopes) exprimés et présentés par les
molécules du Complexe Majeur d’Histocomptabilité présentes a la
surface des cellules présentatrices d’antigénes(APC). Il existe deux types
de récepteurs de cellules TCRs : la plus grande majorité de lymphocytes
du sang périphérique (>90%) exprime les récepteurs alpha béta -(afs TCR)
tandis qu’une minorité (6-8%) exprime les récepteurs gamma/delta des

cellules T (y6 TCR).

Comparaison entre les cellules gamma delta et les cellules alpha
beta.
Tableau: 1

Caractéristiques

Cellules v

Cellules afd

Type d’immunité
Ontogénie
Phylogénie

TCR

Phénotype

Restriction par CMH
Reconnaissance
d’antigéne

Distribution

Fréquence dans le

sang

Innée

Développement précoce
Ancienne cellule
CD3+yd

Trés souvent CD4-CD8-
Rarement CD8+

Non

Protéique et non
protéique

Epithélium, tissu

lymphoide, muqueuses

0-10%

Adaptative
Développement tardif
Jeune

CD3+ afs

CD4+ ou CD8+

Oui
Peptide + CMH

Sang, tissu lymphoide,
muqueuses

75 -90%

These de Pharmacie
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Les gamma delta apparaissent au cours de la vie foetale et leur taux
diminue aprés la naissance tandis que le taux des alpha beta augmente

jusqu’apres la naissance et ensuite diminue (Fig : 1).

CD3

100

vd thymocytes of thymocytes

50

| | | | //
]5 RV 19 naisédnce
Jours aprés conception

Figure 1 . Ontogenése des cellules af et &y

Source: Immunology, 5 éme Edition, Kuby.

Les gamma delta T sont la premiére lignée de lymphocyte T a apparaitre

et peuvent se développer en I'absence du thymus.
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Maturation des lymphocytes T

Thymus cortex

3. CD4-, CD8- (double negatif)
Proliferation, activation de Rag 1,2

4. Rearrangement TCR Vj
5. CD4+, CD8+ (double
@) positif, TCR Va rearran

gement
6. Séléction —apoptose

O

1.Pro -T-cell o
de BM Peripherie a.B
Thyl+ pYSCD3+ 7. CD3+, CD4+oy CD3+, CD8+

Figure : 2

Source: Immunology, 5 éme Edition, Kuby.

On les rencontre au niveau de la peau, l'utérins, le vagin et la langue
mais sont prédominant au niveau de I’épithélium.
Les cellules gamma delta peuvent reconnaitre les molécules non
classiques du complexe majeur d’histocompatibilité.
On assiste a la diminution de leur taux au cours de plusieurs infections.
Les cellules T gamma delta sont définies par l'utilisation des mémes
génes variables, Gamma 9 et Delta 2 (>90% dans le sang). Il a été
rapporté chez ’homme, une augmentation remarquable du nombre de
cellules gamma delta dans le sang périphérique au cours de l'infection
palustre et qui demeure élevé plus d’'un mois apres traitement [10].
Les cellules gamma delta inhibent in vitro la croissance des formes
asexuées de Plasmodium falciparum par une voie cytotoxique [32].

La régulation négative de la réponse immunitaire, observée pendant

la phase aigue de l'infection palustre, est caractérisée par une diminution
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de la fonction de présentation antigénique des cellules dendritiques et de
la production de cytokines pro-inflammatoires en anti-inflammatoires

[22, 28].

3.3 Cellules T régulatrices :

La connaissance des T-regs comme une entité cellulaire aurait engendré
des débats scientifiques en 1'absence de marqueurs fiables, 'ambiguiteé
dans la base moléculaire des phénoménes suppressifs, le manque
d’évidence suffisante pour leurs réles dans les maladies auto-immunes et
méme la nature évasive de quelques phénoménes suppressifs.

Les T-reg sont un groupe distinct de lymphocyte T avec des propriétés
immunosuppressives qui servent normalement a empécher des réactions
auto-immunes nocives. Cependant, les T-regs peuvent également
interférer sur le déroulement normal de certaines réponses immunitaires
telles que limmunité antitumorale antivirale chez I'homme et des
rongeurs.

Les T-regs sont identifiées par 1'expression a leur surface des marqueurs
CD25+CD4+.

Récemment, il a été suggéré que les cellules T régulatrices joueraient un
role de médiateurs dans le contréle de 1’équilibre immunologique entre
I’hote et le parasite [18]. Les T-regs qui maintiennent la tolérance
immunologique chez l'individu, sont caractérisés par l’expression des
facteurs intranucléaires de transcription, Fox-p3 et GITR, et ont un large
répertoire antigénique qui identifie divers antigénes du soi et du non soi
[25, 26].

Dans une étude longitudinale de l'infection naturelle par P falciparum, il
a été démontré que les cellules T-regs ont un effet immuno-régulateur

sur le stade érythrocytaire du parasite in vivo [33].

Il est probable que les cellules gamma/delta T pourraient jouer un role

obligatoire dans 1’élimination des parasites et/ou de la régulation de la
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réponse immune a l'infection par P. falciparum tandis que les cellules T

regs pourraient induire une réponse immune délétére.
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4. MATERIEL ET METHODES

4.1 Lieu d’étude : notre étude a été menée dans quatre villages :
Mantéourou (Dogon et Peulh), Naye (Dogon et Peulh), Binédama (village
Peulh), Anakédié (village Dogon).

Ces villages sont de la commune rurale de Madougou, préfecture de
Koro, région de Mopti. Ils se trouvent environ a 850 Km du Nord- Est de
Bamako. Les coordonnées de ces villages sont 143 latitude Nord et 3°3
de longitude Ouest. Ces villages sont distants les uns des autres par
quelques Kilomeétres. Ainsi Mantéourou Dogon est situé a 12 km de
Madougou et Mantéourou Peulh est a 1 km de Mantéourou Dogon.

Naye Peulh est a 6 km de Mantéourou Dogon et Naye Dogon est a
environ 300 m de Naye Peulh. Dinsogou reléve de Naye Dogon et est
situé a 1,5 km de ce dernier. Anakeédié est situé a 3 km de Dinsogou.

Binédama est situé a 1,5 km d’Anakédié.
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Figure 3 : Carte du cercle de Koro
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4.1.1 Historique

» Mantéourou Dogon
I1 a été fondé il y a environ 63 ans par les Doumbo. Les habitants de ce
village sont originaires de Youga Dogourou (sous-préfecture de Sangha).
[Is descendirent de la falaise pour la recherche de terres cultivables et
I’élevage (communication orale du chef de village).

» Mantéourou Peulh :
Ces habitants sont venus de Binédama a la recherche de terre pour
I’élevage (communication orale du chef de village).

> Naye Dogon

Trois fréres Dougnon (Amategué, Balougo, et Laya) venant de Lewekandé

fondérent Naye Dogon il y a environ deux siécles et demi. Les habitants
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de ce village sont originaires dIréli (communication orale du chef de
village).

» Dinsogou

Les Dara venant de Koundou (sous-préfecture de Sangha) demandérent
de T’hospitalité aux habitants de Naye Dogon qui acceptérent volontiers.
Ainsi Dinsogou fut fondé il y a environ 72 ans (communication orale du
chef de village).

> Naye Peulh

Les Peulh de Kindé (sous-préfecture de Diankabou) a la recherche des
terres propices pour l’élevage ont fondé Naye Peulh il y a environ deux
siécles. Les Peulh de Naye sont venus de la zone de Guimbala (préfecture
de Douentza).

» Anakédié
Fondé il y a environ 75 ans par Toniama Doumbo, Anakédié signifie
I’hospitalité réservée aux étrangers. Les habitants d’Anakédié sont des
Doumbo originaires de Youga Dougourou, venus a la recherche de terres

pour l'agriculture (communication orale du chef de village).

> Binédama
Les Peulh de Binédama ont la méme origine que ceux de Naye Peulh.
Il1 a été fondé il y a environ 3 siécles ; par conséquent ce village est le

plus ancien des villages de notre étude.
4.1.2 Climat et Végétation
» Le Climat : il est du type sahélien avec une saison seche longue

qui s’étend d’octobre a mai et une saison des pluies courtes de juin a
septembre. La précipitation annuelle moyenne de I’'année 2007 a été
de 381,5 mm. (Service Météorologie de Madougou). L’harmattan

souffle avec un air sec durant la saison séche.
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La transmission du paludisme est saisonniére et méso-endémique a
Mantéourou [16]. Plasmodium falciparum est la principale espéce
plasmodiale rencontrée dans cette région, avec 95% de la formule
parasitaire, contre 4% pour P. malariae et l’association Plasmodium

falciparum et Plasmodium malariae était de 1% [3].

» La Végétation : est pauvre, cependant elle est constituée par
quelques arbres et arbustes, parmi lesquels on peut citer : Acacia albida
(Balanza), Andosonia digita (baobab), Zizyphus micronata( jujubier),
Pheenix dactylifera, Guiera senegalensis (le guiera de Sénégal), Balanites
aegyptiaca ( dattier), Acacia nilotica (gommier rouge), Tamarindus indica (

tamarinier), Azadirachta indica ( nime ) .

4.1.3 Hydrographie

Ces villages d’é¢tude cités ci-dessus ne disposent d’aucun cours d’eau.
Cependant des mares sont alimentées par les ruissellements des eaux de
pluie. Par ailleurs on y trouve la riviere de Bamba en période de bonne

pluviomeétrie.

4.1.4 Population
Notre population d’étude était constituée essentiellement de Peulh et de
Dogon. L’ensemble de la population était estimée a 3.016 habitants

d’aprés le recensement national de 1998.

Coutumes

Dans ces différents villages Dogon de notre étude la religion
traditionnelle pratiquée est Dl'animisme. Cependant il existe des
musulmans et chrétiens dans ces villages. Les Peulh pratiquent

essentiellement la religion musulmane.
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Les habitudes alimentaires sont comparables chez les deux populations:
le t6, la bouillie de mil, le lait (frais ou caillé) sont les aliments les plus

consommeés. Les Peulh consomment plus de lait que les Dogon.

Habitat
Les Dogon habitent dans des maisons rectangulaires battues en banco et
lesquelles sont entourées de haies mortes (tiges de mil séchées) qui
constituent les murs. Quant aux Peulh, ils habitent généralement dans
des cases rondes construites en banco et d'un toit en chaume ou dans
des huttes. Leurs cases sont aussi entourées par des tiges de mil

séchées.

4.1.5 Activités économiques :

L’agriculture et l'élevage sont les principales activités économiques
pratiquées respectivement par les deux communautés.

A la fin de la saison des pluies la population Dogon effectue des activités

géneératrices de revenus.

4.1.6 Infrastructures socio —sanitaires
Seul Mantéourou dispose dune case de santé tenue par deux aides-

soignants et une matrone, d'une école fondamentale 1¢r cycle.
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4 .1.7 Raisons du choix du site

Ce site a été choisi pour les raisons suivantes :

» Une zone d’endémie palustre a transmission saisonniére courte ;

» Exclusion socio-culturelle de mariage interethnique entre les deux
groupes ethniques ;

» Disponibilité de données épidémiologiques depuis 1998 ;

» Bonne entente entre la population du site et Iéquipe du

MRTC/DEAP.

4.2 Période d’étude

L’étude a été réalisée en deux étapes :
- Le «screening » de septembre 2007 qui a durée 2 semaines pour
dépister les sujets a inclure
- L'investigation de limmunité cellulaire a eu lieu d’octobre a novembre
2007, période a laquelle les « boostings » immunologiques sont plus

élevés en fin de saison de transmission intense.

4.3 Types d’études
Nous avons effectué une étude transversale pour comparer le niveau des
cellules gamma/delta et des cellules T régulatrices entre les deux

groupes ethniques.
4.4 Critéres de recrutement et échantillonnage

» Critéres d’inclusion :
-Age supérieur ou égal 20 ans.
-Etre de I’éthnie Dogon ou Peulh.
-Résider dans 'un des villages : Mantéourou, Naye, Dinsogou,
Anakédié, et Binédama.

_Etre en bonne santé clinique apparente.
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_Donner son consentement éclairé.

> Critéres de non-inclusion :
-Refus de consentement

- Maladies.

4.5 Variables mesurées
»> Parameétres socio-démographiques

Age, sexe, ethnie

» Parameétres hématologiques
-Types d’hémoglobine
-Génotype de G6PD

» Parameétres cliniques
-La température
-La rate
-Le poids
» Parameétres parasitologiques
-L’indice plasmodique
-Espéce plasmodiale

-Stade

» Parameétres immunologiques
-INFy
-Treg
-Gamma/delta T
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4.6 Personnel et organisation du travail :

e Le personnel était constitué de :
Un parasitologue
Un médecin chercheur
Un pharmacien chercheur
Un interne en médecine
Un interne en pharmacie
Deux aides-soignants
Une matrone
Deux chauffeurs

Une cuisiniére

e Organisation du travail
v Screening :
Le personnel était reparti en :
-poste d’identification : tous les sujets ont été identifiés a ce niveau.
-poste clinique : le médecin chercheur et linterne en médecine ont
effectué 'examen clinique complet des patients.
-poste de biologie : les examens biologiques (la goutte épaisse, les
confettis) ont été effectués a ce niveau.
v Investigation immunologique :
la collecte des données a été effectuée par un médecin chercheur,
deux thésards : I'un en médecine et 'autre en pharmacie aidés par
deux aides-soignants et une matrone tous basés a Mantéourou. Le
personnel était réparti en différents postes :
- Poste d’identification : il était tenu par les aides-soignants, la matrone
et facilitaient la communication entre la population et notre équipe.
IIs identifiaient les sujets, établissaient des fiches de liaison sur
lesquelles étaient mentionnées le numéro d’é¢tude, nom et prénom du

sujet, prénom du chef de famille.
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- Poste clinique: linterne en médecine et le médecin chercheur
s’occupaient de l'examen clinique complet: l’accueil, l'interrogatoire,
prise de température, de poids. Ils effectuaient la palpation de la rate,
cherchaient les autres pathologies couramment rencontrées dans la
localité. Tous les sujets étaient traités a ce niveau par ces cliniciens.

- Poste de biologie : l'interne en pharmacie confectionnait la goutte
épaisse et les confettis sur papier buvard s’occupait aussi des

prélévements.
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4.7 Technique d’étude

4.7.1 Evaluation Clinique et traitement

» Matériel clinique :
- balance pése —personne
- appareil a tension (brassard + stéthoscope)
- thermomeétre électronique
- un stock de médicaments essentiels
- fiches cliniques
- le registre de recensement de la population

- un registre de consultation.

> Prise de la température : la température était mesurée a 'aide d’un
thermometre électronique en le placant sous laisselle, elle était
exprimée en degré Celsius. Toute température supérieure ou égale
37,5° Celsius était considérée comme cas de fiévre.
> Prise de poids : elle était faite par une balance pése-personne.
Le poids était exprimé en kilogramme.

» La palpation de la rate : elle a été faite chez un sujet debout et
permet de classer les splénomeégalies selon la classification de
HACKET en 5 stades :

Rate O : rate normale non palpable méme en inspiration profonde.

Rate I : rate palpable sur la ligne mammeélonnaire gauche, en inspiration
profonde.

Rate II : rate palpable sur la ligne mammeélonnaire gauche, mais ne
dépassant pas une horizontale passant a égale distance entre le rebord
costal et 'ombilic.

Rate III : rate dépassant cette ligne sans dépasser l'ombilic.

Rate IV : rate dépassant 'ombilic sans franchir I’horizontale passant a
égale distance entre 'ombilic et la symphyse pubienne.

Rate V : la rate dépassant cette ligne.
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4.7.2 Evaluation parasitologique

» Le matériel
Blouses et gants
Coton hydrophile
Alcool 70°
Pisette
Vaccinostyles stériles
Lames
Boite OMS
Marqueur indélébile
Solution de Giemsa
Eprouvette
Comprimé tampon (Buffer, PH=7,2)
Eau distillée
Bac de coloration
Pot de rincage des lames
Chronomeétre
Ratelier
Microscope optique binoculaire
Housse de protection de microscope
Huile d’immersion
Papier hygiénique
Groupe électrogene
Poubelle
Crayon
Stylos
Cahier de parasitologie
Savon

Compteur manuel, table, tabouret
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4.7.2.1 Technique de la goutte épaisse :

» Principe :
Consiste a un étalement épais de sang circonscrit dans un cercle
d’environ un centimétre de diameétre sur une lame porte objet. Elle a
permis la quantification des parasites aux différents stades de
développement dans le sang périphérique, de déterminer l'espéce
plasmodiale. Cette procédure décrit la technique de confection, de

coloration et de lecture de la goutte épaisse.

» Confection :
le doigt d'une main (de préférence troisiéme ou quatrieme doigt de la
main gauche) est désinfecté avec un tampon d’alcool. Avant de piquer le
doigt ainsi choisi, se rassurer qu’il n’existe aucune trace d’alcool. Le doigt
choisi ne doit pas étre infecté, ni cedémateux, ni cyanosé. A l'aide d’'un
vaccinostyle stérile piquer d'un seul coup a l'extrémité latérale du doigt.
La premiére goutte ainsi obtenue est essuyée par un tampon de coton
sec, la deuxiéme déposée au centre d'une lame porte objet propre et
portant le numeéro d’étude du sujet. A l'aide de 'angle d'une autre lame,
procéder a une défibrination mécanique par un mouvement circulaire de
facon a étaler le sang sur un cercle d’environ un centimeétre de diameétre.
Apres ce geste les lames étaient gardées dans les boites de collection de
type O.M.S pour séchage. Ainsi elles étaient mises a ’abri de la poussiére

et des mouches. Aprés le séchage nous avons procédé a leur coloration.

» Coloration des lames :
La technique de coloration au Giemsa a 3% a été choisie. La durée de
coloration des lames était de 45 minutes. Aprés 45 minutes les lames
étaient rincées a l'eau propre afin de chasser les écumes sur la lame.
Ensuite nous avons procédé au séchage sur un ratelier a ’abri de la

poussiére. Aprés la coloration, les lames du passage étaient classées
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dans les boites et celles du suivi longitudinal étaient lues par l'interne en
pharmacie sur le terrain et les résultats ont été portés sur les fiches de
suivi et dans le cahier de parasitologie.

NB : - les étalements trop minces ou trop épais ne se colorent pas bien

- ne jamais fixer une goutte épaisse.

4.7.2.2 Lecture de la goutte épaisse (quantification leucocytaire)

Elle consiste a identifier et quantifier par champ microscopique les
différents stades parasitaires sur 300 leucocytes.

La lecture de la goutte a été faite a l'aide d'un microscope optique
binoculaire a immersion a l'objectif 100, la parasitémie était quantifiée
suivant la méthode quantitative leucocytaire. Les parasites étaient
comptés en méme temps que les leucocytes sur la lame. Lorsque le
nombre de 300 leucocytes était atteint, le compte était arrété.

La parasitémie est obtenue par la formule suivante :

P= N x7.500/300 avec P=25x N parasites

P=la parasitémie

N est le nombre de parasites comptés au microscope, 300 est le nombre
de leucocytes comptés et 7.500 est la moyenne leucocytaire par mm? de

sang chez 'adulte au Mali.

NB : une lame est négative si aucun parasite n’a été identifié a la lecture

de toute la goutte épaisse.
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4.7.3 Etude hématologique

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

Principe
Le principe de l'extraction de ’ADN par le Kit QIAGEN est basé sur la

libération, la cristallisation, le lavage et enfin la récupération de 'ADN.

Matériels et composition du Kit QIAamp® (QIAGEN)
v Ciseaux

Gants stériles

Pipettes de 20 pl, 200 ul, 1000 pul

Embouts de 20 pl, 200 pul, 1000 ul

Agitateur

Chronometre

Congélateur

Box de conservation

Marqueur indélébile

Plaque chauffante

Racks pour les tubes

Centrifugeuse

Mouchoir

Thermomeéetre

Tube Ependorf de 1,5ml

Tube de 2ml

Colonne Qiagen munie de filtre

Ethanol absolu (96-100%)

Kit QIAGEN

Le Kit QIAGEN est composé de :

Buffer ATL

Buffer AL

AN N N N N Y N U U U N NN Y N U N N N NN
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v' Buffer AW1
v' Buffer AW2
v' Buffer AE
v

Protéinase K

Procédure

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

Ajouter 180 pl de Buffer ATL, incuber a 85°c pendant 10 minutes,
Centrifuger et ajouter 20 pl de préinase K, mélanger a l'aide d'un
Vortex,

Incuber les tubes et leur contenu a 56°c pendant une heure
Centrifuger briévement les tubes pour faire descendre le liquide
suspendu a leur paroi,

Ajouter 200 pl de Buffer AL dans chaque tube, et les agifet’aide
d’un vortex,

Incuber les tubes a 70°c pendant 10 minutes,

Centrifuger les tubes, et ajouter 200 pléttanol absolu (96 -100%)
dans chaque tube,

Agiter les tubes a l'aide d'un vortex puis centrifuger brievement les
tubes,

Transférer doucement tout le contenu des tubes dans des colonnes
Qiagen munie de filtre,

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

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

Mettre 500 pl de Buffer AW1 dilwe avec de ’éthanol (19 ml de Buffer
AW1 plus 25 ml de I’éthanol) dans la colonne,

Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute,
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- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un autre tube
de 2 ml

-  Mettre 500 pl de Buffer AW2 dile avec de 1’éthanol (13 ml de Buffer
AW2 plus 30 ml de I’éthanol) dans la colonne,

- Centrifuger a 14000 tours par minute pendant 3 minutes.

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

- Mettre 150 pl de Buffer AE dans la colonne eta ilwuber
température ambiante de la salle pendant une minute,

- Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute,

- Jeter la colonne et garder le filtrat contenu dans le tube eppendorf 1.5

ml a + 4°c (Ce filtrat contient ’ADN extrait et purifié)

4.7.3.2 Génotypage de la G6PD par la technique de polymeérase
Chain Réaction-Restriction enzyme Analysis (PCR-REA)

Principe

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au
niveau du geéne de la G6PD par une PCR nichée. Au cours de cette
technique, le produit issu d’'une premiére PCR est de nouveau amplifié a
l'aide d’'un second couple d’amorce, qui s’hybride a une partie interne
(nichée) de la séquence amplifiée

En mélangeant le couple d’amorce avec '’ADN de ’homme dans des
conditions d’hybridation, ils se positionnent en face de leurs séquences
complémentaires respectives. Puis en faisant agir une ADN polymeérase
(Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le sens 5’=>3’ d’'une

séquence exactement complémentaire du brin recopié.

Matériels

v Gants stériles

v' Tubes de 0. 2ml, 1. 5ml,
v Pipettes de 2pl, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl
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Embouts de 2 pl, 10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl
Marqueur indélébile
Chambre a PCR

Racks pour les tubes
Thermocycler
Réfrigérateur

Bain marie

Balance

Erlenmeyer

Moule

Micro onde

Eprouvette graduée 100ml
Peignes pour gel

Bac de migration

Appareil photo UV

Film polaroid

Parafilm

Générateur

AN NN U N N N N N N U N U N N Y N NN

Source de lumiére UV

Réactifs :
v' Les Amorces : Deux pairs d’amorces sont utilisés :
A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT et B2 : GGAGAAAGCTCTCTCTCC pour la
premieére amplification, NA4: CCTGTTCCCTCTGCCACA et NB4:
GGGGGTCTCAAGAAGTAC pour la deuxiéme amplification
v' Platinum supermix
Eau pour biologie moléculaire
Solution de buffer K 10X
Solution de BSA 10X
Enzyme Hsp92II
Agarose ultra pure GIBCO BRL

AN NN
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v Solution de Bromure d’Ethidium (Sodium)
v TBE 0.5X
v' Dye (buffer de chargement)

v' Marqueur de poids moléculaire

Procédure de la PCR :

% Déterminer le nombre N d’é¢chantillon a traiter

% Prendre un tube eppendorf 1.5 ml

% Mettre (N+1) x 22.5 pl de platinum supermix,

% Ajouter (N+1) x 0.1 pl de chacun des amorces A2 et B2 pour la
premiere amplification ou NA4 et NB4 pour la deuxiéeme
amplification

% Bien meélanger,

% Distribuer ce mélange dans les tubes PCR 0.2 ml déja identifiés en
raison de 22.7 pl de mélange par tube PCR

% Mettre dans chacun des tubes PCR 2.5 pl d’ADN de 1’échantillon
correspondant pour la premiére amplification (Iul du produit de
la premiére amplification de I’échantillon pour la deuxiéme
amplification)

+ Placer les tubes PCR dans la machine de PCR et mettre en marche
le programme A pour la premiére amplification (le programme B

pour la deuxiéme amplification.)

Programme de la premiére amplification :

+ Dénaturation initiale a 95°C pendant 2 minutes
Puis 45 cycles de :

+ Dénaturation a 95°C pendant 30 secondes

+ Hybridation a 60°C pendant 45 secondes

+ Extension a 72°C pendant 1 minute

+ Extension finale a 74°C pendant 5 minutes

+ Conservation a + 4°C pendant un temps indéterminé
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+ Sortir les tubes et les garder au réfrigérateur a 4°C.

Programme de la deuxiéme amplification :
+ Dénaturation initiale a 94°C pendant 2 minutes
Puis 35 cycles de :
+ Dénaturation a 95°C pendant 30 secondes
+ Hybridation a 60°C pendant 1 minute
+ Extension a 72°C pendant 45 secondes
+ Extension finale a 74°C pendant 5 minutes
+ Conservation a 4°C pendant une durée illimitée
Digestion enzymatique :
s Déterminer le nombre N d’échantillon a traiter,
% Prendre un tube eppendorf 1.5 ml,
% Mettre Nx13 pl d’eau pour Biologie moléculaire
% Ajouter Nx3 pl de la solution buffer K 10X
% Ajouter Nx3 pl de la solution de BSA 10X
% Ajouter Nx1 pl de 'enzyme Hsp92I1
+ Bien mélanger
s Ajouter 20 pl de ce€lange sur chacun des produits de la
deuxiéme amplification dans les tubes PCR.
¢ Incuber 'ensemble a 37°C pendant au moins 2 heures.
Préparation du gel de migration : Gel a 1.5%
s Peser 1.5 g de poudre d’agarose et le mettre dans une fiole
(erlenmeyer)
s Ajouter 100 ml de solution de TBE 0.5X
+ Bouillir dans le micro onde pendant 3 minutes
+ Laisser refroidir un peu, puis ajouter 3 ul de bromure d’Ethidium
s Couler le gel dans une moule mise en place a cet effet.

« Laisser le gel se refroidir et prendre en masse.
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La migration :
% Placer le gel préparé dans le bac a migration contenant la solution
de TBE 0.5X (la solution de TBE doit submerger le gel)
% Meélanger 10pl du produit de la digestion avec 3 pl du buffer de
chargement (dye)

X/
°e

Mettre ces mélanges dans les puits du gel

X/
°e

Faire la migration pendant 25 minutes a 500 mA sous un voltage
constant de 200 V

% Voir les bandes d’ADN a la lumiére UV

+ Faire la photo du gel a I’'aide d’'une camera polaroid.

«» Numéroter les bandes.

Interprétation de la photographie

Apres digestion et la migration, les alleles mutés sont coupés en deux
bandes de petite taille (environ 100 a 200 bp), alors que les alléles

normaux ont une taille plus grande d’environ 300 bp.

FIGURE 4: photographie d’'une bande d’ADN de la G6PD apreés digestion

hdarcqueur
de Fhd

~Hétéromygote

— Heémi ou Homozygote
— MNormal

4.7.3.3 Phénotypage de 1I’Hémoglobine :
I1 a été réalisé par la méthode de chromatographie en phase liquide

haute performance. (D-10 Bio-Rad). Cette méthode est trés efficace et
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rapide, Elle permet de déterminer les différents types d’hémoglobine et

leur proportion dans un échantillon.

4.7.3.3.1-Principe de la procédure du D-10 :

Le D-10 Dual Program repose sur le principe de la séparation des
analytes par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par
échange d’ions. Les échantillons sont automatiquement dilués dans le
systéeme D-10, puis injectés dans la cartouche analytique. Le systéme D-
10 envoie un gradient programmeé de tampon de force ionique croissante
dans la cartouche ; les molécules d’hémoglobines sont alors séparées en
fonction de leur interaction ionique avec le matériau contenu dans la
cartouche. Les molécules d’hémoglobine séparées traversent ensuite la
cellule a circulation du photomeétre filtre ou sont mesurés les
changements d’absorbance a 415 nm.

Le logiciel D-10 intégre les données brutes recueillies lors de chaque
analyse. Un étalonnage a deux niveaux est employé pour déterminer les
valeurs de HbA2/F/Alc. Un compte-rendu d’analyse et un
chromatogramme sont générés pour chaque échantillon. La surface de
I’HbA1c est calculée a l'aide d’un algorithme gaussien exponentiellement
modifie (EMG) qui permet d’exclure la surface des pics dus a I'HbAlc

labile et a ’hémoglobine carbamylée de la surface du pic Alc.

Prélévement et manipulation des échantillons

Type d’échantillon

Le sang total a été utilisé.

Précautions relatives au prélévement des échantillons

Traiter toute substance d’origine humaine comme potentiellement
infectieuse et manipuler en appliquant les procédures de biosécurité

d’usage.
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Additifs et agents de conservation des échantillons

Les échantillons de sang total doivent étre recueillis dans un tube sous
vide contenant de 'EDTA.

Conservation des échantillons

Les échantillons de sang total peuvent étre conservés jusqu’a 4 jours

entre 2 et 8 °C.

4.8. Etude immunologique
Nous avons réalisé la séparation des cellules mononuclées du sang
périphérique en utilisant la méthode de Ficoll a Bandiagara.
> Séparation des lymphocytes a partir du sang total : méthode du
Ficoll.

Réactifs et matériels

-Ficoll,

-RPMI, ou PBS,

-Sérum foetal de veau (FCS),

-Gentamicine,

-Glutamine,

-Hepes 10nm,

-Diméthyle sulfoxide (DMSO),

-Tube de 15 ou 50 ml,

-Centrifugeuse,

-Hood,

-Pipette de 10 ou 5 ml,

-Embout de 10, 100 ou 1000.

Mode opératoire
-Mettre du sang dans le tube de 15 ou 50ml.
-Diluer avec du RPMI a volume égal.

-Transférer le sang dilué dans un autre tube contenant le ficoll.
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-Mettre en centrifugation le sang sur du ficoll a 1700 g pendant
30mm.

-Récupérer la couche lymphocytaire dans un autre tube de 15 ou 50
ml.

-Laver 2 fois les cellules avec du RPMI a 1500 g.

-Verser le surnageant et resuspendre le culot dans du milieu complet
(RPMI, 50% FCS, Gentamicine, Hepes, Glutamine).

-Compter les cellules et congeler les avec 10% de DMSO dans un

Revco de -70 degré.

» Technique de marquage

Réactifs et matériels

-Anti-gamma delta FITC,

-Anti-CD3 PE,

-Buffer frais (PBS, 2% FCS, 0,2% NaN3),
-Facs tubes

-Centrifugeuse,

-Aspirateur.

-Anti CD25-, T-reg.

Mode opératoire

-Transférer la solution contenant les cellules dans les tubes Facs, puis
centrifuger a 800 g pendant 7 mn.

-Aspirer le surnageant délicatement.

-Resuspendre le culot dans 50 ul de solution PBS avec 1%FCS et du
Anti-gamma delta dilué au 1/50 et incuber au frais pendant 20 mn.
-Mettre en incubation et au frais dans l'obscurité pendant 20 mn.
-Ajouter 1 ml de la solution fraiche (PBS avec 2% FCS, 0,2% NaN3) et
centrifuger a 800 g pendant 5 mn.

-Aspirer le surnageant délicatement.
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-Ajouter 1 ml de la solution fraiche (PBS avec 2% FCS, 0,2% NaN3) et
centrifuger a 800 g pendant 5 mn.

-Verser le surnageant.

-Resuspendre les cellules dans 250 ul de PBS.

-Ajouter 250 ul PBS 2% de formaldéhyde et faire la lecture au FACS.

4.9 Considérations éthiques

Cette étude a été menée apreés l'approbation du comité d’éthique de la
F.M.P.O.S du Mali (N° 32 / FMPOS, 30 mai 2006).

Tous les cas d’affections (paludisme et autres) étaient systématiquement
pris en charge gratuitement par ’équipe du MRTC/DEAP.

Les cas chirurgicaux étaient référés sur le centre socio-sanitaire du
cercle de Koro.

Les prélevements étaient effectués avec le consentement éclairé des

sujets concerneés.

5. Gestion et Analyse des données

L’analyse des données a été réalisée en utilisant le logiciel SPSS (version
12) et Epi-info.

Les données ont été enregistrées sur un cahier ou des fiches
individuelles avant d’étre saisies, et a la fin de chaque journée un
controle de qualité était effectué pour déceler d’éventuelle erreur. Nous
avons procédé a une double saisie avec réconciliation des fichiers.

Les lames de GE ont été relues au laboratoire du MRTC/DEAP pour un
controle de qualité.

La saisie a été faite au logiciel ACCES. L’analyse a été effectuée en
utilisant le logiciel SPSS (version 12) et Epi-info pour le calcul de Khi
carré. La valeur p < 0,05 a été considérée comme statistiquement

significative.
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6. RESULTATS

6.1-Caractéristique de la population d’étude.
6.1.1-Caractéristiques sociodémographiques de la population
d’étude.

Tableau I : répartition des sujets étudiés en fonction de l’ethnie.

Ethnie Effectif Fréquence(%)
Dogon: 90 68,2
Peulh : 42 31,8
Total: 132 100

Les Dogon étaient plus représentés avec 68,2% contre 31,8% de Peulh.

Tableau II : répartition de la population d’étude selon le sexe.

Sexe Effectif Fréquence (%)
Masculin: 64 48,5
Féminin: 68 51,5
Total: 132 100

Le sexe ratio était de 1,06 en faveur du sexe féminin.
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6.2-Résultats parasito-cliniques

6.2.1 Résultats cliniques

Tableau III : distribution des cas fébriles en fonction de 1’ethnie.

Température
<374 2375 Total
Dogon n(%) 84 (93,3%) 6 (6,7%) 90
Ethnie
Peulh n(%) 40 (95,2%) 2 (4,8%) 42
Total 124 8 132

La fréquence de la fievre entre les deux ethnies était comparable

(p-value = 0,6).

Tableau IV : indice splénique(IS) selon l’ethnie.

Splénomeégalie
Effectif IS
Dogon 90 1(1,1%)
Ethnie
Peulh 42 3(7,1%)
Total 132 4

L’indice splénique était plus élevé dans la population Peulh (7,1%) versus

Dogon (1,1%) p-value = 0,048.
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6.2.2-Résultats parasitologiques

Tableau V : indice plasmodique(IP) de la population d’étude.

GE Effectif IP (%)
Positive: 10 7,6
Total: 132 100

L’indice plasmodique était de 7,6%.

Tableau VI : l'indice plasmodique(IP) selon 'ethnie.

GE
Effectif IP
Dogon 90 5 (5,6%)
Ethnie
Peulh 42 5 (11,9%)
Total: 132 10

L’IP était comparable entre les deux ethnies (p-value = 0,07).
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6.3-Résultats hématologiques:

Tableau VII : répartition des sujets étudiés en fonction du type

d’hémoglobine.
Type d’hémoglobine Effectif Fréquence(%)
AA 116 87,9
AC 13 9,8
AS 3 2,3
Total 132 100

L’hémoglobine de type AA était majoritaire dans notre population d’é¢tude
avec une fréquence de 87,9 %, suivi respectivement de AC 9,8 % et de AS
2,3 %.Nous n’avons pas observé les formes SS, CC et de SC dans notre

échantillon.

Tableau VIII : répartition des sujets étudiés en fonction du type

d’hémoglobine et du sexe.

Types d’hémoglobine

AA AC AS Total

Masculin n(%) 59 (92,2%) 4 (6,3%) 1(1,6%) 64
Sexe
Féminin n(%) 57 (83,8%) 9 (13,2%) 2 (2,9%) 68
Total 116 13 3 132

Nous n’avons pas observé de différence statistiquement significative entre

le type d’hémoglobine et le sexe (p-value= 0,33).
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Tableau IX : répartition des sujets étudiés en fonction du type
d’hémoglobine et de l’ethnie.
Type d’hémoglobine

AA AC AS Total
Dogon 75 (83,3) 12 (13,3) 3 (3,3) 90
Ethnie
Peulh 41 (97,6) 1(2,4) - 42
Total 116 13 3 132

La fréquence de 'HbAC était plus élevée chez les Dogons que chez les

Peuhl (p=0,025). Nous n’avons pas trouvé d’HbS chez les Peulh.

Tableau X : fréequence du G6PD.

G6PD

Normal  Hétérozygote Hemizygote Non applicable  Total

Fréquence 121 8 2 1 132
91,7% 6,1 % 15% 0,8%

La fréquence du déficit en G6PD était de 6,1% d’Hétérozygote et de 1,5%
d’Hémizygote.
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Tableau XI : fréequence du G6PD selon le sexe.

G6PD

Normal Hétérozygote Hemizygote Non Applicable Total

Masculin 62 (96,8%) - 1(1,6) 1(1,6) 64
Sexe
Féminin 59 (86,8%) 8 (11,8%) 1 (1,5%) - 68
Total 121 8 2 1 132

La fréquence d’Hétérozygote était de 11,8% (7/89) dans la population

féminine et d’Hemizygote de 1,6 (1/64) dans la population masculine.

Tableau XII : répartition du G6PD selon 'ethnie.

G6PD

Normal Hétérozygote Hemizygote Non Applicable Total

Dogon 80 7 2 1 90
88,9% 7,8% 2,2% 1,1 %
Ethnie
Peulh 41 1 - - 42
97,6 % 2,4 %
Total 121 8 2 1 132

La fréquence d’Hétérozygote était de 7,8% (7/88) chez les Dogon et de
2,4% (1/42) chez les Peulh (p = 0,095). La fréequence d’Hemizygote était
de 2,2 (2/90) chez les Dogon 0% chez les Peulh.
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6.4. Evaluation du role des cellules gamma delta T et des cellules T

régulatrices.

Tableau XIII : répartition de la moyenne des proportions des cellules

gamma/delta T en fonction de l’ethnie.

Ethnie Effectif Moyenne (%) Ecart-type
Dogon 22 1,57 1,01

Peulh 21 1,91 1

Total 43 1,74 1.01

La moyenne des proportions des cellules gamma /delta T était

comparable entre les ethnies (p-value >0,05).
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Tableau XIV: moyenne des proportions des cellules gamma/delta T en

fonction de ’ethnie et du sexe.

Ethnie Sexe Effectif Moyenne Ecart-type
(%)

Masculin 8 1,48 0,75
Dogon

Féminin 14 1,62 1,16

Total 22 1,57 1,01

Masculin 15 1,77 1,08
Peulh

Féminin 6 2,28 0,69

Total 21 1,91 1

La moyenne des proportions des cellules gamma /delta T était
statistiquement plus élevée chez le sexe féminin par rapport au sexe

masculin (p-value=0,03) dans les deux ethnies.
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Tableau XV : moyenne des proportions des cellules gamma delta

productrices de l'interféron gamma par ethnie.

Ethnie Effectif Moyenne (%) Ecart-type
Dogon 22 1,40 0,80
Peulh 21 1,66 0,90
Total 43 1,53 0,85

La moyenne des proportions des cellules productrices de l'interféron
gamma était statistiquement plus élevée chez les Peulh par rapport aux

Dogon (p-value=0,024).

Tableau XVI : moyenne des proportions des cellules gamma delta

productrices de l'interféron gamma en fonction de ’ethnie du sexe.

Ethnie Sexe Effectif Moyenne Ecart-type
(%)
Masculin 8 1,37 0,60
Dogon
Féminin 14 1,42 0,92
Total 22 1,40 0,80
Masculin 15 1,57 1,02
Peulh
Féminin 6 1,89 0,54
Total 21 1,66 0,90

La moyenne des proportions des cellules productrices de l'interféron
gamma était statistiquement plus élevée chez le sexe féminin par rapport

au sexe masculin dans les deux ethnies (p-value=0,024).
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Tableau XVII : moyenne des proportions des cellules T régulatrices par

ethnie.

Ethnie Effectif Moyenne (%) Ecart-type
Dogon 24 0,05 0,05

Peulh 23 0,08 0,08

Total 47 0,07 0,07

La moyenne des proportions des cellules T régulatrices était comparable

entre les deux ethnies. (p-value=0, 07).

Tableau XVIII : moyenne des proportions des cellules T régulatrices par

ethnie et par sexe.

Ethnie Sexe Effectif Moyenne Ecart-type
(%)

Masculin 10 0,07 0,05
Dogon

Féminin 14 0,03 0,03

Total 24 0,05 0,05

Masculin 17 0,09 0,08
Peulh

Féminin 6 0,07 0,1

Total 23 0,08 0,08
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Nous n’avons pas observé de difféerence statistiquement significative dans
la moyenne des proportions des cellules T régulatrices en fonction de

I'ethnie et du sexe. (p-value=0, 07).
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Tableau XIX : moyenne des lymphocytes CD4 en fonction de l’ethnie.

Ethnie Effectif Moyenne (%) Ecart-type
Dogon 24 18,64 4,89
Peulh 23 21,21 8,34
Total 47 19,90 6,85

La moyenne des lymphocytes CD4 était statistiquement plus élevée chez

les Peulh par rapport aux Dogon. (p-value=0, 03).

Tableau XX : moyenne des lymphocytes CD4 en fonction de l’ethnie et

du sexe.
Ethnie Sexe Effectif Moyenne Ecart-type
(%)
Masculin 10 17,32 3,74
Dogon
Féminin 14 19,58 5,50
Total 24 18,64 4,89
Masculin 17 21,36 8,27
Peulh
Féminin 6 20,79 9,34
Total 23 21,21 8,34

La moyenne des lymphocytes CD4 était statistiquement plus élevée chez
le sexe féminin par rapport au sexe masculin dans les deux ethnies. (p-

value=0,036).
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7. DISCUSSION

Le but de ce travail était d’évaluer la susceptibilité au paludisme
dans deux groupes ethniques (Dogon et Peulh) vivant en sympatrie au
Mali et de déterminer d’éventuels facteurs immunologiques impliqués
dans la résistance ou la susceptibilité au paludisme. Pour ce faire nous
avons choisi la localité de Mantéourou dans le cercle de Koro qui
réunissait les conditions pour mener a bien ce travail. En effet deux
populations ethniques : Dogon et Peulh y vivent en sympatrie.

Les facteurs socio-économiques, comportementaux étaient similaires
dans les deux groupes ethniques, les niveaux de transmission dans les

sites I’étaient également [16,11].

Deux passages, transversal en septembre 2007 qui a durée 2
semaines et d’'investigation immunologique d’octobre a novembre 2007.
Au cours de ces passages le dépistage moléculaire du déficit en G6PD
érythrocytaire a été effectué grace aux techniques de biologie
moléculaire(PCR) déterminant ainsi le polymorphisme génétique de la
G6PD. Les échantillons ont été recueillis a partir des confettis réalisés
sur le site. Les types d’hémoglobine ont été déterminés par la méthode de
chromatographie en phase liquide haute performance. C’est une méthode
trés fiable, trés performante mais de cout trés élevé. La détermination
des types d’hémoglobine et le dépistage du déficit en G6PD ont été
effectués au cours du screening pour les éliminer de [’étude
immunologique ultérieure sur 1’étude de 1’éventuel role protecteur des
cellules gamma delta et des cellules T régulatrices dans le paludisme ;
ceci pour eéviter des facteurs de confusion dans la protection contre le

paludisme.
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Aspects méthodologiques

Au cours de nos passages, l'examen clinique complet a été
réalisé chez les sujets fébriles et la combinaison Sulfadoxine-
pyrimethamine plus 'amodiaquine a été utilisée pour le traitement de
laccés palustre simple. La quinine était réservée au cas graves de
paludisme. Nous avons réalisé des gouttes épaisses pour le diagnostic
biologique du paludisme.

Le taux de participation est assez bon dans ’ensemble. Cependant
les Dogon étaient majoritaires avec 68,2% contre 31,8% de Peulh. Le
sexe ratio est de 1,06 en faveur du sexe féminin. Ce résultat est
comparable a celui obtenu chez les Mossi et les Peulh le sexe ratio était
de 1,36 en faveur des femmes [17]. Le calcul de la taille de ’échantillon
prévoyait d’inclure 60 adultes dans chaque groupe ethnique pour les
investigations d’immunologie cellulaire. Ainsi, au cours du screening,
nous inclus 90 Dogons et 42 Peulh. Les quelques difficultés rencontrées
sont inhérentes a toutes études populationnelles et n’ont pas eu d’impact
significatif sur la réalisation du travail.

Compte tenu du cout trés élevé nous n’avons pu faire des études
d’immunologie cellulaire que chez 20 adultes dans chaque groupe. Mis a
part les réactifs de séparation des lymphocytes (Ficoll, RPMI) et le
matériel consommable (pipettes, tubes divers), les anticorps et réactifs de
marquage ont couté 10 000 dollars US, soit le quart du budget de
I’étude. Nous avons eu une idée du role des cellules gamma delta et des
cellules T régulatrices dans la protection contre le paludisme avec cet

effectif réduit (20 dans chaque groupe ethnique).

Résultats cliniques et parasitologiques

Les sujets fébriles étaient comparables entre les deux ethnies
(p=0,6). Ce résultat est comparable a celui obtenu par COULIBALY en
2003 dans la méme localité avec p=0,89. L’indice splénique était

significativement (p=0,048) plus élevé chez les Peulh (7,1%) que chez les
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Dogon [1,1]. Bryceson et al en 1976 [5], Modiano et al 1995 [21] avaient
obtenu des résultats similaires respectivement chez des femmes Peulh au
Nigeria et chez des Peulh au Burkina Faso. Nous avons observé que
Iindice plasmodique était comparable entre les deux ethnies cela
pourrait étre du au fait que notre étude a eu lieu en fin de saison de
transmission a une période de trés faible transmission palustre ; et aussi

du fait que la population d’étude était adulte.

Anomalies de I’hémoglobine

L’hémoglobine de type AA était majoritaire dans notre population
d’étude avec une prévalence de 87,9 %, suivi respectivement de AC 9,8 %
et de AS 2,3 %. Nous n’avons pas observé les formes SS, CC et de SC
dans notre échantillon. Cela pourrait s’expliquer par le fait que notre
étude a été reéalisée sur une population adulte ou par la méthode
utilisée.

Nous n’avons pas observé de différence statistiquement
significative entre le type d’hémoglobine et le sexe. La fréquence de
I’HbAC était plus élevée 13,3% chez les Dogon que chez les Peulh (2,4%).
Ce résultat est similaire a celui obtenu par Baby [4] chez les Dogon de
Sangha. La faible prévalence du type d’hémoglobine anormal et de déficit
en GO6PD chez les Peulh par rapport aux Dogon ne nous permet pas
d’affirmer la faible susceptibilité des Peulh par rapport aux Dogon au
paludisme.

Le G6PD normal prédominait avec 91,7% ; ce résultat est
comparable a celui obtenu par Traore K [31] a Bandiagara (83,6%) en
2004. Le déficit en GO6PD a été observé dans une proportion de 16,5%
dans notre étude ; il a été observé chez 13,3 % des sujets de sexe féminin
contre 3,2% des sujets de sexe masculin. Traoré A en 2003 [30] avait
trouvé une prédominance du sexe masculin avec 15,7% dans les zones

malinkés, Duflo et al [12] en 1975 dans une étude hospitaliere menée a
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Bamako a 'HGT rapportaient la prédominance du sexe masculin avec
7,4% en 1975.

Cette proportion élevée du déficit chez les sujets de sexe féminin dans
notre étude pourrait s’expliquer par le fait que nous avons utilise la
technique PCR qui détermine le trait déficitaire porté par le géne qui
code pour la G6PD. Ce géne est porte par le chromosome X ; la femme
ayant deux chromosomes X, est plus exposée au géne déficient mais la
manifestation clinique de l’affection est beaucoup plus fréquente chez
’'homme qui a un seul chromosome X. Pour la femme qui a deux
chromosomes X, il faudrait que le géne déficient soit porté par les deux
chromosomes X pour que l’activité enzymatique soit fortement réduite.
Les auteurs précités avaient tous utilisés la méthode biochimique
mesurant ’'activité de 'enzyme dans le globule rouge.

L’activité de G6PD était comparable entre les deux ethnies (p=0,095).

Cellules gamma delta

Il a été rapporté chez 'homme, une augmentation remarquable
du nombre de cellules y0 T dans le sang périphérique au cours de
I'infection palustre et qui demeure élever plus dun mois aprés
traitement [10]. Troye-Blomberg et al [32] ont montré que les cellules
vd T inhibent in vitro la croissance des formes asexuées de Plasmodium

falciparum par une voie cytotoxique.
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Nous avons observé que la moyenne des proportions des cellules
gamma/delta T était statistiquement plus élevée chez les Peulh par
rapport aux Dogon (P-value=0,03). Cette différence pourrait étre un
facteur de la faible susceptibilité des Peulh par rapport aux Dogons
dans le paludisme.

La moyenne des proportions des cellules gamma /delta T était
statistiquement plus élevée chez le sexe féminin par rapport au sexe
masculin (P-value=0,03) dans les deux ethnies. Cela pourrait s’expliquer
par des facteurs hormonaux qui interviennent le plus chez la femme par

rapport a ’homme.

Dans notre étude la moyenne des proportions des cellules
productrices de l'interféron gamma était statistiquement plus élevée
chez les Peulh par rapport aux Dogon (P-value=0,024).

Nous avons également trouvé que la moyenne des proportions des
cellules productrices de l'interféron gamma était statistiquement plus
élevée chez le sexe féminin par rapport au sexe masculin dans les deux
ethnies (P-value=0,024). Cela nous permet d’affirmer que l'immunité
anti-palustre dépendant des cellules gamma/delta T est plus protectrice

chez les Peulh par rapport aux Dogon.

Cellules T régulatrices

Dans une étude longitudinale de l'infection naturelle par P
falciparum, i1 a été démontré que les cellules T-regs ont un effet
immuno-régulateur sur le stade érythrocytaire du parasite in vivo [34]. 11
semble que les cellules T regs pourraient induire une réponse immune
délétére dans l'élimination des parasites et/ou de la régulation de la

réponse immune a l'infection par P. falciparum

Nous avons observé dans notre étude que la moyenne des

proportions des cellules T régulatrices était comparable entre les deux
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ethnies. Cependant, une étude similaire menée au Burkina Faso a
montré une faible expression des génes des cellules T régulatrices (CTA4

et FOXP3) chez les Peulh vivant en sympatrie avec les Mossi [17].

La compréhension des mécanismes qui sous-tendent le rdle
potentiel de ces populations de cellules T (cellules ydT et les T reg) dans
la susceptibilité et/ou la résistance au paludisme pourrait aider dans la

lutte et le développement des outils de controle de cette endémie.
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8. CONCLUSION- RECOMMANDATIONS

Conclusion
Au terme de cette étude nous pouvons conclure que:
- L’indice splénique était plus élevé chez les Peulh;

- L’indice plasmodique était plus élevé chez les Dogon;

- Les anomalies de I’hémoglobine (HbS, HbC, G6PD) étaient plus

fréquentes chez les Dogons que les Peulh;

- Les cellules gamma delta seraient impliquées dans la protection contre

le paludisme chez les Peulh, le role des cellules régulatrices n’est pas

évident.

Recommandations

Au regard de ces résultats nous formulons les recommandations

suivantes :

1. Effectuer le méme protocole sur un échantillonnage significatif ;

2. Poursuivre la recherche sur les facteurs immuno-génétiques qui

pourraient étre impliques dans la différence de susceptibilité au
paludisme entre les Dogon et les Peulh ;

Effectuer une étude intra-ethnique chez les Peulh pour déterminer
d’éventuels facteurs génétiques impliques dans leur résistance au
paludisme.

Effectuer le méme protocole sur une cohorte d’enfants pendant la
saison de transmission pour évaluer le taux des cellules
gamma/delta et T régulatrices au cour des accés palustres ou

nomn.
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Résumé

Ce travail consistait a évaluer le role des cellules 6 T et T-reg dans la protection

contre le paludisme chez les populations Peulh et Dogon ayant une

susceptibilité difféerente au paludisme. Nous avons mené un premier passage
transversal parasito-clinique en septembre pour dépister les sujets a inclure. Le

dépistage a porté sur 90 Dogon et 42 Peulh chez lesquels nous avons procédé a

détermination moléculaire du déficit en GO6PD érythrocytaire et Ila

détermination du type d’hémoglobine ont été effectués. Les investigations
immunologiques ont eu lieu au passage transversal d’octobre a novembre

2007 ; La lympho-séparation a été effectuée chez 90 Dogon et 42 Peulh ; mais

l'étude des cellules gamma delta et des cellules T régulatrices a porté sur

vingtaine d’individus de chaque groupe ethnique.

Au terme de ce travail il ressort que :

* L’indice splénique était plus élevé chez les Peulh par rapport aux Dogon (P-
value=0,048) ; mais lindice plasmodique était comparable entre les deux
ethnies.

» L’activité de GO6PD était comparable entre les deux ethnies (p=0,095).

» La prévalence des hémoglobines anormales était faible chez les Peulh par
rapport aux Dogon.

» La moyenne des proportions des cellules gamma/delta T et des cellules
productrices de linterféron gamma était plus élevée chez les Peulh par
rapport aux Dogon (respectivement p=0,03 et p =0.02)

» La moyenne des proportions des cellules T régulatrices était comparable
entre les deux ethnies.

» La moyenne des lymphocytes CD4 était statistiquement plus élevée chez les
Peulh par rapport aux Dogon.

Nous retenons que les Peulh produisaient plus de cellules gamma/delta

et moins susceptibles au paludisme. Donc des études ultérieures sont

nécessaires pour mieux appréhender cette observation.

Mots clés: paludisme, cellules gamma delta T, cellules T régulatrices,
interféron gamma, Peulh, Dogon, Mali.
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Résumé

Le but de notre étude était d’évaluer la susceptibilité au paludisme dans deux
groupes ethniques (Dogon et Peulh) vivant en sympatrie au Mali et de
déterminer d’éventuels facteurs immunologiques impliqués dans la résistance
ou la susceptibilité au paludisme. Nous avons mené deux passages en
septembre 2007 qui a durée 2 semaines et d’investigation immunologique
d’octobre a novembre 2007. Au cours de ces passages le dépistage moléculaire
du déficit en GO6PD érythrocytaire et la détermination du type d’hémoglobine
ont éteé effectués.

Au terme de ce travail il ressort que :

e L’indice splénique était plus élevé chez les Peulh par rapport aux
Dogon (P-value=0,048).

e L’indice plasmodique était comparable entre les deux ethnies.

e L’activité de G6PD était comparable entre les deux ethnies (p=0,095).

e La prévalence du type d’hémoglobine anormale

e La moyenne des proportions des cellules gamma/delta T était plus
élevée chez les Peulh par rapport aux Dogon (P-value=0,03)

e La moyenne des proportions des cellules productrices de l'interféron
gamma était plus élevée chez les Peulh par rapport aux Dogon (P-
value=0,024).

e La moyenne des proportions des cellules T régulatrices était
comparable entre les deux ethnies.

e La moyenne des lymphocytes CD4 etait statistiquement plus élevée
chez les Peulh par rapport aux Dogon.

Nous retenons que les Peulh produisaient plus de cellules gamma/delta

et moins susceptibles au paludisme. Donc des études ultérieures sont

nécessaires pour mieux comprendre cet aspect.

Mots clés : paludisme, gamma /delta T, T régulatrice, Peulh, Dogon,
Mali.
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