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l. Introduction
Le paludisme reste une préoccupation majeure dans le monde et dans les pays au sud du Sahara en
particulier. D’apres le dernier rapport, le nombre de cas de paludisme a été estimé a 241 millions
en 2020 contre 227 millions en 2019, soit une hausse de pres de 14 millions de cas. Prés de 95 %
des cas de paludisme ont été enregistrés dans la région Afrique de I’OMS. (1). En plus des stratégies
thérapeutiques et de prévention actuellement mis en ceuvre, le développement de vaccins
antipaludiques efficace et bien tolérés reste une voie privilégiée pour I’¢limination du paludisme.
Les études de Phase I ont pour but d’évaluer la tolérance et la réponse immune induite par le
candidat vaccin. Tous les essais cliniques doivent répondre aux standards reglementaires des
bonnes pratiques cliniques telles que définis par la conférence internationale de I’harmonisation
(ICH/GCP). Selon les principes de ICH/GCP, I’objectif d’un essai de phase I est de montrer la
tolérance d’un produit expérimental chez I’étre humain. Cela passe par diverses évaluations
cliniques et de laboratoires chez les sujets soumis au produit expérimental. Cette évaluation est
toujours faite selon des valeurs de références prédéfinies. Pour une mesure précise de la toxicité
potentielle d’un candidat vaccin sur le tissu hématopoiétique et d’autres organes, il est nécessaire
d’avoir comme base de mesure, la distribution normale dans la population locale de parametres tel
le taux d’hémoglobine, le nombre de leucocytes, les plaquettes sanguines, le taux de la créatinine
sérique, le niveau sérique des enzymes hépatiques. L’expérience des études pré cliniques et des
essais précedents de vaccins antipaludiques a montré que les modifications de ces paramétres
biologiques refletent le niveau de toxicité des candidats vaccins. Au Mali et dans la majorité des
pays d’Afrique de I’Ouest, les références des paramétres biologiques que les laboratoires utilisent
proviennent de données récoltées en Europe ou en Ameérique (1).
L’application des normes biologiques universelles a toutes les populations a toujours été
problématique. En effet, la diversité de 1’espéce humaine se caractérise aussi par une variabilité
biologique plus ou moins importantes selon la population étudiée. Les conditions
environnementales et socioculturelles pourraient constituer des déterminants importants de cette
variabilité.
Les essais de phase | portent sur les volontaires sains. Il est indispensable de disposer des valeurs
normales locales des parametres biologiques non seulement pour évaluer la tolérance du candidat
vaccin, mais aussi pour un choix approprié¢ des critéres d’inclusion et d’exclusion qui permettent

de dépister les sujets les plus aptes a étre inclus dans 1’étude.
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Dans le cadre de la conduite d’essais cliniques précédents de phase I, le MRTC a réalisé des études
de détermination des normes biologiques chez les enfants et les adultes & Donéguébougou et a
Bandiagara (2). Ces normes, ainsi que d’autres décrites par d’autres équipes au Mali, dans d’autres
pays ont permis de confirmer une variabilité inter et intra-populationnelle des normes biologiques
(3-6) . Ces normes ont servi de références pour les parameétres biologiques dans la conduite de
plusieurs essais cliniques dans ces localités, mais également dans les soins thérapeutiques dans
certaines communautés (7). Pour une meilleure évaluation de la tolérance biologique des produits
dans les essais cliniques de phase I et d’assurer une meilleure protection des volontaires, il est
nécessaire de déterminer la distribution des normes biologiques dans chaque population cible de la
zone d’étude avant d’implémenter les essais.

Cette étude rentre dans ce cadre en en vue d’un essai de vaccin antipaludique.
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OBJECTIFS
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Il.  Objectifs de I’étude

1. Objectif général
L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les paramétres biologiques chez les adultes

maliens vivant a Bamako,

2. Objectifs spécifiques

e Déterminer la distribution des parametres hématologiques dans la population des adultes
vivant a Bamako ;

e Déterminer la distribution des parametres biochimiques dans la population des adultes
vivant & Bamako.

e Déterminer les références hématologiques et biochimiques pour la population d’adultes
sains a Bamako

e Etablir le seuil/grade de toxicité des parameétres biologiques.
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GENERALITES
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Il.  Généralités :
1. Chapitre sur les normes

L’aide a I’interprétation des examens de biologie médicale est I’une des préoccupations majeures
des biologistes médicaux, notamment dans le cadre de la phase post-analytique.

La présentation des comptes rendus de laboratoire revét donc une importance toute particuliere :
la mention d’intervalles de références diment validés en regard de chaque résultat quantitatif peut
aider les cliniciens (et les biologistes) a interpréter ces comptes rendus. Le concept de valeurs de
référence a été congu dans les années 1970 par un groupe scandinave puis développé et complété
par de nombreux travaux de sociétés nationales (frangaise et espagnole), ainsi qu’a 1’échelon
international, notamment au sein de 'TFCC-LM et du NCCLS aux Etats-Unis au cours des
années 1980. Des documents issus d’organismes publics ou de normalisation ont institutionnalisé
ces recommandations issues des sociétés savantes. Ainsi le GBEA et la norme 1SO 15189 pour
les laboratoires de biologie médicale et la directive 98/79/CE pour les industriels du diagnostic in
vitro, prescrivent a des titres divers 1’utilisation ou la mention de limites de références sur les
comptes rendus d’analyse et sur les notices des réactifs de laboratoire. Les publications élaborées
au cours de ces dernieres décennies avaient en partie vieilli et ne correspondaient pas toujours
aux besoins exprimés par les professionnels. Un groupe de travail commun au Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) et a I’International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC-LM) a donc révisé les documents publiés précédemment. Un
document commun a été publié sous le titre « Defining, Establishing and Verifying Reference
Intervals in the Clinical laboratory: Approved Guideline-Third Edition — C28-A3 11 ».

Les définitions qui suivent ont été approuvées par la Fédération internationale de chimie clinique
et de médecine de laboratoire (IFCC-LM), I’International Council for Standardization in
Haematology (ICSH) ainsi que par 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), puis par le CLSI.
Elles ont été reprises intégralement dans le dernier document publié¢ conjointement par I’'IFCC et
le CLSI

— Valeur observée : valeur d’un analyte, obtenue par une observation ou une mesure d’un sujet a
tester, qui doit étre comparée a des valeurs de référence, une distribution de référence, des limites

de référence ou un intervalle de référence ;
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— Distribution de référence : la distribution des valeurs de référence ;

— Individu de référence : une personne sélectionnée sur la base de critéres bien définis ;

— Population de référence : un groupe constitué de tous les individus de référence ;

— Intervalle de référence : I’intervalle entre deux limites de référence (celles-ci incluses) par
exemple I’intervalle a 95 % d’hommes apparemment en bonne santé de 18 a 65 ans ;

-Limites de référence : une valeur dérivée de la distribution de référence et utilisée dans un but
descriptif ;

— valeurs de référence : la valeur obtenue par 1’observation ou la mesure d’une quantité définie
sur un individu de référence

L’intervalle de référence correspond a I’intervalle spécifié de la distribution des valeurs obtenues
a partir de populations de sujets sains. Il est généralement défini pour un intervalle correspondant
a 95 % de la population, centré sur la médiane. Il peut varier en fonction du type d’échantillon
primaire retenu et de la méthode utilisée. Dans certains cas, une seule limite de référence peut
étre retenue, habituellement une limite supérieure. La détermination de I’intervalle de référence
repose sur des calculs statistiques. Il est purement descriptif d’une population

Les limites de référence (définissant un intervalle de réference) sont associées a une population
de référence bien définie, généralement constituée de personnes en bonne santé. Elles permettent
de comparer une valeur observée (un résultat de patient) aux données de référence obtenues a
partir de ce groupe de sujets bien définis. Elles constituent un des éléments contributifs a la prise
de décision medicale en tenant compte des spécificités propres a la personne examinée. Les
limites de référence sont descriptives d’un état de santé donné et peuvent, parfois, dans des
conditions bien définies servir de limites de décision. Les limites de décision médicales sont
utilisées par le clinicien comme un seuil en-dessous ou au-dessus duquel une action médicale est
recommandée. Alors que les limites de référence sont généralement au nombre de deux (limites
supérieure et inférieure), le nombre de limites de décision est variable suivant I’examen de
laboratoire concerné et le contexte clinique. Elles reposent sur une évaluation clinique et sont
établies soit par des méthodes statistiques (par ex. : méthode bayésienne), soit a partir d’études
épidémiologiques ou enfin, trés fréqguemment, par consensus. Dans certains cas, pour quelques

analytes, les limites de référence sont remplacées par des limites de décision établies par un
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consensus national ou international (ex. : cholestérol total, hémoglobine glyquée...). Pour ces
analytes, il est inutile de déterminer des limites de reférence ou de valider celles de la littérature.
Enfin, on gardera a I’esprit que la comparaison d’un résultat de laboratoire a une limite de
référence ou de décision n’est pas la seule voie d’interprétation d’un examen de biologie
médicale : comme 1’a rappelé a nouveau Dalton a propos de la mesure de la créatinine sérique
(mais cette réflexion vaut également pour de multiples autres analytes), une variation méme
faible d’une valeur observée (méme a I’intérieur de I’intervalle de référence) peut avoir une
signification physiopathologique (soit pour le diagnostic, soit pour le monitorage d’un traitement

ou encore la prévention) (8).

2. Types de vaccins antipaludiques
Il existe différents types de vaccins antipaludiques
2-1- Les Vaccins pré-érythrocytaires ou hépatiques
Pendant le stade hépatique, le parasite mdrit dans les hépatocytes. Une immunité a mediation
cellulaire (la réponse Thl) est donc pensee comme critique. Cela implique des lymphocytes qui
peuvent alors cibler et détruire les cellules du foie infectées, détruisant ainsi les parasites se
développant. L'immunité spécifique envers les stades hépatiques ne peut étre réalisée que par une
action coordonnée des cellules T CD8 et des anticorps spécifiques, qui collaborent avec les cellules
Natural killer (NK) et les macrophages (MA). L'interféron-gamma (IFN-y) y joue un réle important
9).
Puisque les antigenes du stade hépatique peuvent étre exposeés relativement longtemps, augmentant
avec I'exposition a l'infection naturelle, ils peuvent renforcer la réponse immune du vaccin (10).
Les vaccins dirigés contre le stade pré-érythrocytaire ont pour objectif de prévenir I’infection des
hépatocytes et/ou de détruire les hépatocytes infectés. Les mécanismes immunitaires effecteurs
comprennent des anticorps contre la surface du sporozoites et I’IFN-y produit par des cellules
CD8+ et T CD4+. Les bénéficiaires principaux sont les enfants dans les zones endémiques, les
voyageurs et les résidents non immuns de zones a faible transmission. Des candidats vaccins de ce
type tels que Mosquirix,GSK vaccines et PfSPZ sont en cours de développement.
Le Mosquirix,GSK vaccines est constitu¢ de particules chimériques contenant 1’antigéne HBs
(antigéne S de I’hépatite B) et une portion de la protéine circumsporozoitaire (CSP) fusionnée a cet

antigene.
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D’autres antigénes comme la LSA1, LSA3, PfEXP1, STARP, SALSA et TRAP/SSP2 sont aussi

inclus dans des vaccins contre les stades pré-érythrocytaires en cours de développement (10).

2-2- Les Vaccins érythrocytaires

Pendant le stade érythrocytaire, le parasite est caché dans les globules rouges. Puisque les globules
rouges n'expriment pas les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité I ou II, la réaction
immunitaire est a la charge des anticorps et les processus associés.

Par exemple, la médiation cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps et le complément
Iytique pourraient jouer un role dans I'élimination des globules rouges infectés (10).

Les vaccins dirigés contre le stade sanguin asexué ont pour objectif de réduire le niveau de la
parasitémie et la maladie. Ils agissent en permettant le blocage de 1’infection des hématies avec des
anticorps et/ou la destruction des hématies infectées. Leurs bénéficiaires seraient les enfants des
zones endémiques. Un exemple de ce type de vaccin est celui basé sur la protéine de surface MSP-
1 développé a I’Institut Pasteur de Paris. Il s’agit d"une protéine MSP-119 produite par baculovirus.
D’autres vaccins contre les stades asexués érythrocytaires comprennent les antigénes AMAI,
GLURP, HRP- 1, MSP1, MSP2, MSP3, RAP- 2, RESA, SERA ou PfEMP1 (10).

Des mécanismes multiples qui pourraient induire une immunité protectrice ont été identifiés,
comme les anticorps qui agissent réciproquement avec les récepteurs superficiels des érythrocytes
et interdisent leur invasion par les mérozoites, les anticorps qui aident a détruire les parasites intra-
érythrocytaires par les monocytes, anticorps directement dirigés contre les antigenes de surface des
mérozoites qui obtiennent une agglutination des mérozoites libres et facilitent leur phagocytose, ou
les anticorps qui empéchent l'attache d'érythrocytes infectés a 1’endothélium vasculaire, pour ne
pas mentionner des cytokines comme I'IFN-o, Le TNF-a ou IL-12, qui peuvent obtenir par
médiation la mise a mort du parasite. Le défi majeur rencontré par les vaccins qui ont pour but de
répondre a ce type de questions est le haut polymorphisme et la variabilité des antigénes du
mérozoite (11).

Des chercheurs s’intéressent de plus pres au stade érythrocytaire asexué du parasite de la malaria,
qui cause la maladie clinique. L'immunité des stades érythrocytaires est pensée pour étre obtenue

par médiation par des anticorps qui bloquent I'invasion, opsonisent les érythrocytes infectés ou les
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réponses a médiation cellulaire qui éliminent les parasites via une sur-régulation de médiateurs
inflammatoires. 1ls sont particulierement intéressés par le role que les lymphocytes T CD4 naturels
ou induits par le vaccin jouent dans I'immunité a médiation cellulaire.

IIs ont utilisé des modeles de rongeurs pour comprendre les réactions immunitaires a l'infection et
la pathologie induite par le stade érythrocytaire du parasite.

Leurs premiéres études de souris immunisées avec deux des vaccins candidats principaux, MSP1-
19 et AMA-1, ont démontré que les cellules T CD4 + sont certainement critiques pour l'induction
d'une immunité agissant comme un effecteur (anticorps indépendant) et/ou comme des cellules

helper (anticorps dépendant).

2-3- Les Vaccins ciblant le stade sexué du parasite

La réaction immunitaire aux stades sexués dépend du transfert de I'anticorps de I'héte chez le
moustique pendant le repas sanguin. L'anticorps humain neutralise alors les stades sexuels avant
qu'il n’ait I’opportunité de mdrir et de se développer en sporozoite (10).

Des vaccins contre le stade sexué visent a prévenir la transmission par des anticorps pouvant
bloquer le développement du parasite chez le vecteur. Les récipiendaires de ces vaccins seraient
des populations vivant dans des zones de faible transmission. Ce type de vaccin serait utile en
combinaison avec des vaccins ciblant d’autres stades de développement du parasite. Les antigénes
susceptibles de susciter la production d’anticorps bloquant la transmission comprennent Pfs230,
Pfs48/ 45, Pfs27/ 25, Pfs28, Pfs25 et Pfs16 (10).

3 Développement clinique d'un vaccin antipaludique

Le développement clinique d’un vaccin suit une série logique d’évaluations liées les unes aux
autres dans un processus itératif qui vise a définir les caractéristiques du produit en termes de
tolérance, de réponse immunitaire induite, de schéma de vaccination et d’efficacité. Au terme du
développement clinique, le candidat vaccin antipaludique devient un vaccin aux indications
précises. Le développement clinique intervient suite aux études sur le modeéle animal et représente
un parcours de combattant jalonné d’essais cliniques chez I’homme.

Les modéles animaux ne peuvent reproduire de fagon satisfaisante 1’infection a P. falciparum, ni

la réponse immune qu’induirait un vaccin chez I'nomme (12).
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Les conclusions de ces essais ne peuvent étre extrapolées a I’homme de facon fiable. Il est impératif
que le candidat vaccin antipaludique soit testé sur les sujets a risque de paludisme vivant en zone
d’endémie, et qui aussi bénéficieraient le plus du vaccin.

Dans le cas des vaccins des stades sanguins asexués, les essais d’efficacité a petite échelle, conduits
en zone de forte incidence du paludisme apparaissent comme le chemin le plus court dans le
développement clinique pour arriver a un produit fini et commercialisable (13,14).

Ces essais en zone d’endémie exigent qu’ils y existent des sites capables de les conduire. Les
candidats vaccins antipaludiques doivent étre rigoureusement évalués. Les études sur l'efficacité et
les effets secondaires interviennent avant et apres la mise sur le marché du vaccin pour usage. Les
évaluations avant la mise sur le marché (“prelicensing vaccine trials") comportent classiqguement 3

phases :

3-1- Les Essais de Phase |

Ils correspondent a la premiere administration du candidat vaccin chez I’homme. Ces essais
¢valuent la tolérance et I’immunogénicité du candidat vaccin. Le nombre de volontaires est réduit
> environ (n=10-120) personnes, d’abord chez les adultes puis chez les enfants. En phase I on peut
aussi tester différentes doses et différents schémas de vaccination. Les essais en phase | portant sur
des participants non exposés au paludisme ont été denommeés essais de phase la et ceux chez les
participants vivant en zone d'endémie et naturellement exposés au paludisme ont été dénommés

essai de phase Ib.

3-2- Les Essais de Phase 11

Le but de ces essais est d’établir la preuve de la protection conférée par le candidat vaccin. Un
effectif plus important est inclus (n=200-600) ; cette phase évalue I’efficacité, I’ immunogénicité et
continue d’évaluer la tolérance du vaccin. On distingue les essais de phase 2a, ou la protection est
évaluée suite a « un challenge artificiel » ; ¢c’est-a-dire a une épreuve d’infection expérimentale des
participants. Les essais de phase 2b portent sur les populations réellement a risque et exposées a
I’inoculum parasitaire naturel.

Dans le processus du développement clinique, la décision critique de poursuivre le développement

du vaccin, est pris suite aux résultats obtenus en phase II.
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3-3- Les Essais de Phase 111

IIs confirment I’efficacité du candidat vaccin qui a donné ses preuves en phase II. Ces essais portent
sur un grand échantillon (n=1200-15000) Les critéres de jugement peuvent comprendre la mortalité
liée au paludisme ou I’incidence des formes graves et compliquées. La phase III permet aussi
d'évaluer le niveau et la durée de protection, I'importance des effets secondaires dans une plus large
population. Les résultats de phase III sont critiques pour I’obtention de 1’autorisation de mise sur
le marche.

3-4- Les Essais de phase IV

Ces essais comportent les évaluations apres la mise sur le marché (“post-licensing monitoring™) du
vaccin. II s’agit non seulement de I'évaluation continue de l'efficacité du vaccin, mais aussi de
I'amélioration des pratiques vaccinales et de la détection des effets secondaires rares.

IIs visent a améliorer le mode d'administration, a réduire au maximum les doses, a mettre au point
un systeme de chaine de froid pratique surtout pour les pays chauds, a rechercher d’autres
indications sur le terrain, a mettre au point les grandes lignes opérationnelles pour la conduite des
programmes de vaccinations sur le terrain (formation des agents ou des équipes mobiles,
instruments utilisés, surveillance et évaluation des programmes de vaccination; améliorer et

rationaliser la gestion, extension des zones d'intervention) (15).

3-5- Les Adjuvants vaccinaux

Les adjuvants sont utilisés pour améliorer I'immunogénicité et I'efficacité du vaccin en améliorant
la présentation de lI'antigene aux cellules immunitaires spécifiques de I'antigéne dans le but de
conférer une protection a long terme contre les agents pathogeénes ciblés.

Les vaccins sont constitués de molécules antigéniques diluées dans un liquide, mais ces antigenes
en solution n’induisent pas souvent de réponse immunitaire satisfaisante, surtout quand il s’agit de
vaccins atténués qui ne peuvent pas parfaitement imiter une infection naturelle et des vaccins sous-
unitaires qui se réduisent parfois a des simples peptides. Les adjuvants sont utilisés comme
constituant des vaccins et la plupart des temps ils sont indispensables pour 1’installation d’une
réponse immune protectrice. L utilisation des adjuvants dans la formulation des vaccins permet

d’obtenir des taux plus élevés d’anticorps avec moins d’antigéne.
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S’ils sont efficaces, les adjuvants ne sont pas dépourvus d’effets secondaires car ils peuvent étre
responsables de fiévres, d’une allergie, voire méme du déclenchement de maladies auto-immunes.
Les chercheurs s’emploient actuellement a utiliser des adjuvants efficaces avec moins d’effets

secondaires.

3-6- Quelques adjuvants utilisés

Le QS-21 : Quillaja saponaria 21 (StimulonTM QS-21 Adjuvant), est un produit naturel dérivé de
I’écorce de Quillaja saponaria, une espece originaire du Chili et de 1’ Argentine.

L’ASO01 : est un systeme adjuvant vaccinal a base de liposomes contenant deux immunostimulants:
le 3- O -désacyl-4’-monophosphoryl lipide A (MPL) et la saponine QS-21.

Le MPL : Monophosphoryl lipide A, est un dérivé du Lipopolysaccharide (LPS) de Salmonella
minnesota R595

L’hydroxyde d’aluminium AIOOH (Alhydrogel®)

Le CPG 7909, constitué d’oligodésoxynucléotides riches en séquences (Cytosine

phosphorothioate et Guanine).

4. Explorations de laboratoire couramment utilisées dans I’essai cliniques
pour I’évaluation de I’innocuité et la tolérance des produits d’investigation

4-1 L’Hémogramme (16)

Appelé aussi Numération Formule Sanguine (NFS), I’hémogramme permet de comptabiliser les
éléments du sang, a savoir les globules rouges (hématies), les globules blancs (leucocytes) et les

plaquettes :

e les globules rouges contiennent I’hémoglobine, la protéine de transport de I’oxygene ;
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e les globules blancs ont comme fonction principale de protéger I’organisme contre les
infections causees par des bactéries, des champignons ou des virus ;
e les plaquettes interviennent quant a elles dans le processus de coagulation en comblant les

bréches dans les vaisseaux sanguins abimes.

L’hémogramme permet une analyse quantitative et qualitative des ¢éléments
figurés du sang.

Les techniques de numération des cellules sanguines se fondent sur le comptage direct, au
microscope, des globules obtenus dans un volume determiné de liquide, dilué suivant une
proportion connue.

L’hémogramme est de plus en plus réalisé par des automates.

4-1-1 Les Paramétres de I’hémogramme (16-18).

% L’analyse quantitative
Mesure quantitative sur les globules rouges et leur contenu :
La quantité de globules rouges présente dans un échantillon de sang peut étre appréciée par
trois mesures : celle du nombre de globules rouges, celle de ’hématocrite et celle du taux
d’hémoglobine.
Les globules rouges ou hématies sont des cellules anucléées, sans organites, contenant de
I’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.
Les globules rouges assurent le transport de 1’oxygeéne dans I’organisme.
A T’état normal, tous les globules rouges ont sensiblement la méme taille, la méme forme, la
méme coloration et ne contiennent pas d’inclusions intra cytoplasmiques. Toute modification

de ces critéres traduit un phénomene pathologique.

*L>Hématocrite :
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Il représente le volume occupé par les globules rouges dans un volume sanguin donné, prélevée
sur  anticoagulant. Il est obtenu manuellement par centrifugation  rapide.
Sa valeur est calculée de plus en plus par les automates a partir du volume globulaire moyen.
L’hématocrite varie en fonction de 1’dge et du sexe et les valeurs usuelles se situent :
40% a 54% chez I’homme,

35% a 47% chez la femme,

36% a 44% chez I’enfant a partir de 1 an,

44% a 62% chez le nouveau-né.

*Le taux d’hémoglobine :

On dose I’hémoglobine dans un échantillon de sang par diverses méthodes, notamment celle
du cyan méthémoglobine dans laquelle I’hémoglobine et tous ses dérivés sont transformés par
un réactif a base d’acide cyanhydrique en cyan méthémoglobine qui est dosée sur un
spectrophotomeétre a 540nm. Les résultats sont exprimeés en 100ml de sang.

13 a 18g/100ml chez ’homme,

12 a 169/100ml chez la femme,

2 4 16g/100ml chez I’enfant (>2ans),

14 a 20g/100ml chez le nouveau-né.

*Volume et contenu des globules rouges :

Le contenu des globules rouges dépend de la quantité d’hémoglobine synthétisée au cours de
I’érythropoicse et du volume de I’hématie.

On les apprécie essentiellement par le calcul des constantes de Wintrobe :

- Volume globulaire moyen (VGM)

- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCHM)

- Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH).

*Calcul du volume globulaire moyen (VGM) :

Il se fait en divisant le volume globulaire compris dans I1mm3 de sang (fourni par I’hématocrite)
par le nombre de globules rouges contenus dans le méme volume (fourni par la

numération).

VGM = Hte (I/I)/Nombre de GR/I
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La normale se situe entre 85 et 95fl. En dessous de 85fl, on parlera de microcytose, au-dessus de
95fl de macrocytose, dans la limite normale de normocytose.

Il existe chez le petit enfant une microcytose (75-80fl) qui semble physiologique.

*La Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH):

Le calcul consiste a diviser le résultat du dosage d’hémoglobine par celui de ’hématocrite. On
rapporte ainsi la quantité d’hémoglobine a I’unité de volume de globules rouges :

CCMH = Hb (g/dl)/Hte (I/1)

Le résultat normal est compris entre 0,32 et 0,36 généralement exprimé en pourcentage (%).

La CCMH peut étre abaissée en dessous de 32 quand le contenu en hémoglobine des globules
rouges par unité de volume est insuffisant : il y a hypochromie. Lorsque la CCMH est comprise

entre 32 et 36 il y a normochromie. En revanche, il n’existe pas d’hyperchromie.

*La Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (TCMH) :
Elle s’obtient en divisant le résultat du dosage de I’hémoglobine par le nombre de globules rouges
et indique le poids moyen d’hémoglobine par globule, la normale se situe entre 27 et 32pg/cellule.

Elle dépend a la fois du contenu en hémoglobine par unité de volume et du volume globulaire.

*La numération des réticulocytes :

Les réticulocytes sont des précurseurs directs des globules rouges qui acquiérent leur maturité
24 heures apreés leur passage dans le sang périphérique. Ils sont caractérisés par une substance
reticulo-filamenteuse qui est mise en évidence aprés coloration par le bleu de méthyléne.
La numération se fait sur frottis mince aprés coloration au bleu de crésyl brillant. Le nombre
de réticulocyte est déterminé apres un décompte de 1000 GR. La numeération des réticulocytes
dans le sang permet d’apprécier la production médullaire visant & maintenir un taux normal de
GR dans le sang circulant. Elle varie souvent avec 1’age. Ainsi les valeurs normales pour un
taux d’hémoglobine normal sont :

Nouveau-né :150.000/mm3 (150.109/1)

Enfant : 10.000 a 100.000/mm3 (10 a 100.109/1)

Adulte : 25.000 a 100.000/mm3 (25 a 100.109/1)
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Etude quantitative des globules blancs :

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 1’organisme. Le
comptage des globules blancs est fait sur le méme préléevement que les globules rouges et par

le méme appareil. Les valeurs normales sont de 4 a 10000/mm3 chez ’adulte.

Etude quantitative des plaquettes

Ce sont des petites cellules de 2 a 4um de diamétre, anucléés dans lesquelles on distingue
seulement quelques granulations colorées. Les plaquettes sont les principaux acteurs de
I’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 normale est tres large de 150000 a 450000 par mm3.

% Analyse qualitative
Elle est réalisée en étalant une fine goutte de sang environ 10ul sur une lame de verre et en
I’examinant au microscope aprés coloration. Le colorant le plus utilisé est le May-Grunwald-
Giemsa. 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 monocytes, les polynucléaires

neutrophiles, basophiles, et éosinophiles et cellules immatures éventuelles.

4-2 Les Analyses Biochimiques (19).

Il s’agit d’un ensemble de procédures chimiques permettant d’estimer les quantités des constituants
des liquides biologiques (sang, urines, épanchements, sécrétions, etc..). La plupart des maladies
ont en effet des répercussions sur leur composition et leur étude peut aider au diagnostic et au suivi

de nombreuses maladies.
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4-2-1 Les Transaminases Hépatiques

La fonctionnalité du foie peut étre mesurée par les enzymes appelés transaminases (ASAT-ALAT)
qui sont des enzymes importants de I’organisme dont le role est de transférer un groupe amine lors
de nombreux processus chimiques se déroulant au niveau hépatique (19).

IIs catalysent en présence d’une coenzyme, le pyridoxal-5-phosphate, le transfert des groupes
d’alpha — aminés de ’acide - aspartique ou de I’alanine sur le groupe alpha-cétonique de 1’acide -

cetoglutarique pour produire I’acide oxaloacétique et 1’acide pyruvique.

Nous avons donc :

L’Alanine Amino-Transférase (ALAT) ou Glutamate PyruvateTtransaminase

Bien qu’abondant dans le foie, on le trouve dans le rein, le ceeur, les muscles squelettiques, la rate,
les poumons.

Toute altération de ces organes libere des transaminases dont les valeurs normales se situent pour
les ASAT entre 20 et 40 Ul/I et pour les ALAT entre 20 et 40 Ul/I (20).

Une altération de la fonction hépatique résulte d’une augmentation de ces enzymes dans le sang.
Les causes de 1’¢lévation de ces enzymes peuvent étre de plusieurs ordres puisque leurs origines

sont nombreuses.

Les causes hépatiques (avec élévation des ALAT) :

Les hépatites virales ou microbiennes, 1’hépatite toxique ou medicamenteuse, alcoolique,
I’insuffisance cardiaque et I’état de choc, les infiltrations hépatiques (tuberculose, sarcoidose,
lymphomes), I’obstruction veineuse (syndrome de Budd Chari), les stéatoses hépatiques aigues.
Les causes musculaires et cardiaques (avec élévation des ASAT) : Il s’agit de 'infarctus du
myocarde, les myocardites, I’arrét cardiaque (en particulier si massage cardiaque), la chirurgie
cardiaque, les injections intra musculaires repétées, les polymyosites, les dermatomyosites,

I’hypothyroidie, I’hyperthermie maligne.
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Méthodes de dosages de ’ALAT :

L’alanine amino transférase (ALAT) est mesurée a I’aide de trois méthodes.

Deux de ces méthodes, la technique de dinitrophénylhydralazine colorimétrique (21,22) et le
dosage enzymatique fluorescent sont rarement utilisées (23).Une 3ememéthode enzymatique basée
sur I’ceuvre de Wrobleswski et La Due (24) est la technique la plus fréquemment utilisée pour
déterminer les concentrations de I’ALAT dans le sérum. Une procédure modifiée de Wrobleswski
et La Due ont été proposées comme procédure recommandée par la Fédération international de
chimie clinique (FICC) (25).

La méthode développée afin d’étre utilisée avec I’analyseur Piccolo Abaxis est une modification
de la procédure recommandée par la Fédération international de chimie clinique (FICC).

Dans cette réaction, ’ALAT catalyse le transfert d’un groupe amine de L-alanine en a-
cétoglutarate afin de former du L-glutamate et du pyruvate. Le lactate déshydrogénase (LDH)
catalyse la conversion du pyruvate en lactate. En méme temps, la NADH est oxydée en NAD+.
Le taux de variation de la différence d’absorbance entre 340 nm et 405 nm est causé par la
conversion de NADH en NAD+ et est directement proportionnel a la quantité d’ALAT présente

dans 1’échantillon.

L’Asparagine Amino-Transférase (ASAT) ou Glutamate Oxaloacétique Transaminase.
Il se retrouve dans le cceur, le foie, les muscles squelettiques, le rein, le pancréas, la rate, les

poumons, les globules rouges.

Méthodes de dosage de I’ASAT :

Le test de I’aspartate aminotransférase (ASAT) se base sur la méthode de dosage de Karmen (26),
telle que modifiée par Bergmeyer (27). La méthode de Référence de la Fédération internationale
de chimie clinique (FICC) utilise la technique Karmen /Bergmeyer de couplage de malate
déshydrogénase (MDH) et nicotinamide dinucléotide réduite (NADH) dans la détection de I’ ASAT
dans le serum (27,28). Le lactate déshydrogénase (LDH) est ajouté a la réaction dans le but de
réduire I’interférence causée par le pyruvate endogene.

L’ASAT catalyse la réaction de L-aspartate et a -cétoglutarate en oxalate et Lglutamate.

L’oxaloacétate est converti en malate et en NADH est oxydée en NAD+ par le catalyste MDH.
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Le taux de variation d’absorbance a 340nm/405nm causé par la conversion de NADH en NAD+

est directement proportionnel a la quantité de I’ASAT présente dans 1’échantillon.

4-2-2 1’ Albumine :

L’albumine représente en fait plusieurs molécules qui ont des propriétés identiques. Elle représente
plus de la moitié des protéines de I’organisme. C’est elle qui permet par son pouvoir oncotique de
retenir 1’eau dans le secteur intra vasculaire (dans le sang). Les valeurs normales de I’albumine
sont comprises entre 35 et 50 g/l. Le taux d’albumine est augmenté dans tous les états de
déshydratation par perte d’eau de I’organisme : diabéte insipide, pertes rénales, pertes digestives,
pertes cutanées (hypersudation). Il est diminué dans tous les exceés d’eau de I’organisme
(hyperhydration), toutes les hémodilutions.

Les diminutions de synthese de 1’albumine, se voient dans les maladies du foie (cirrhoses, hépatites
aigués), les syndromes inflammatoires importants, les dénutritions importantes. Aussi les pertes
d’albumine se voient dans diverses causes de pathologies comme les glomérulonéphrites, et le
syndrome néphrotique observés lors des altérations de la fonction rénale, les entéropathies
exsudatives, et le syndrome de malabsorption au cours des pertes digestives, et les causes cutanées

de brillures et dermatites exfoliantes.

Méthodes de dosages de I’Albumine

Les premicres méthodes utilisées pour mesurer ’albumine comprennent les techniques de
fractionnement et la teneur en tryptophane des globulines. Ces méthodes sont trés compliquées a
effectuer et n’ont pas une haute spécificité.

Deux techniques immunochimiques sont considérées comme des méthodes de référence mais elles
sont colteuses et longues. Les procédures Piccolo Abaxis basées sur les techniques de fixation de
colorant sont les plus utilisées pour mesurer I’albumine. Le vert de bromocrésol (BCG) est la
méthode de fixation de colorant la plus utilisée mais elle risque de surestimer la concentration
d’albumine, surtout a I’extrémité inférieure de la gamme normale (29). Le pourpre de bromocréol
(BCP) est le plus spécifique des colorants (30). Le pourpre de bromocréol, lorsque 1ié a 1’albumine,
vire du jaune au bleu.

L’absorbance maximale varie en fonction du changement de couleur.
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4-2-3 Les Phosphatases Alcalines (PAI) :

Les phosphatases alcalines sont des enzymes présentes pratiquement dans tout 1’organisme surtout
dans le foie et les os. En cas de suspicion d’atteinte de ces organes, le dosage des phosphatases
alcalines oriente le diagnostic et permet de surveiller I’efficacité du traitement.

Les valeurs exactes dépendent du type de dosage réalisé. Les valeurs suivantes sont données pour
indication :

Adulte (< 60 ans) de 40 a 100 Ul/I

Adulte (> 60 ans) de 50 a 130 Ul/I

- Une diminution du taux des phosphatases alcalines est rencontrée dans, 1’hypothyroidie, les
anémies séveres, I’insuffisance hépatique sévere, I’hypophosphatasemie congénitale.

- Une élévation du taux des phosphatases alcalines se rencontre dans, les maladies osseuses, les
métastases osseuses, la maladie de Paget, 1’ostéomalacie, 1’ostéodystrophie rénale, et
I’hyperparathyroidie.

Les maladies hépatobiliaires telles que les obstructions biliaires (calculs, tumeurs, kystes,
hémobilie), les hépatites, les infiltrations hépatiques, les abces hépatiques, la sarcoidose, et les

septicémies.

Méthodes de dosages de la PAI

Les premieres techniques utilisées pour mesurer la phosphatase alcaline ont été développées il y a
60 ans. L’utilisation de phosphate p-nitrophényl(p-NPP) & augmenter la vitesse de la réaction.

La fiabilité de cette technique a été améliorée de facon considérable par I'utilisation d’un tampon
a ions métalliques afin de maintenir la concentration des ions de magnésium et de zinc dans la
réaction

(32).

La méthode de référence utilisée par I’ American Association for Clinical Chemistry (AACC) (32)
utilise la p-NPP en tant que substrat et tampon a ions métalliques.

La procedure Piccolo est une modification des méthodes AACC et IFCC (33).

La phosphatase alcaline hydrolyse la p-NPP dans un tampon a ions métalliques et forme le p-
nitophénol et phosphate.
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3-2-4 L’Amylase :

L’amylase est une enzyme digestive sécrétée par le pancréas et les glandes salivaires (parotides)
qui permet la digestion des sucres lents. Les valeurs de I’amylase dépendent de la technique de
dosage et du mode d’expression des résultats. Chez 1’adulte les résultats sont compris entre 10 et
90 UI/I.

Le taux de I’amylase est élevé dans toutes les affections pancréatiques (Les pancréatites aigues, les
pancréatites chroniques, les kystes ou les cancers pancréatiques mais de fagon inconstante, les
cholécystites, I’infarctus du mésentere, les péritonites). Dans les affections des glandes salivaires :

les parotidites (en particulier lors des oreillons), les tumeurs ou les lithiases des glandes salivaires.

Méthodes de dosages de I’amylase :

Pour sa détermination, des méthodes chromolytiques qui utilisent la pnitrophénylglycoside comme
substrat ont récemment été développées (34). Ces dosages ont une meilleure spécificité pour
I’amylase pancréatique que pour 1’amylase salivaire et sont faciles a controler.

Dans la méthode Piccolo, le substrat, 2-chloro-p-nitophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3), réagit
avec ’a-amylase dans I’échantillon du patient, libérant du 2- chloro-p-nitrophénol (CNP). La
liberation de CNP crée une variation de couleur.

La réaction est mesurée bichromatiquement a 405 nm et 500 nm. La différence d’absorbance
résultant de la formation de CNP est directement proportionnelle a 1’activité de 1’a- amylase dans

I’échantillon.

4-2-5 La Gamma Glutamyl Transférase (GGT) :

Les gammas glutamyl transférase sont des enzymes qui participent au métabolisme des acides
aminés. lls sont présents dans le foie, le rein, et le pancréas. Les valeurs normales sont inférieures
a 35 Ul/l.

Les causes hépatiques de 1’¢élévation du taux de ces enzymes sont : les hépatites virales ou
microbiennes, [’hépatite toxique ou médicamenteuse, la Cirrhose hépatique d’origine alcoolique,
médicamenteuse, les maladies des voies biliaires (souvent associées a une augmentation des

phosphatases alcalines).
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Les causes non hépatiques de 1’¢lévation du taux de ces enzymes sont : I’alcoolisme chronique
(spécificité a 80%), I’infarctus du myocarde, I’insuffisance cardiaque, 1’insuffisance rénale aigué,

le syndrome néphrotique, maladie neurologique.

Méthode de dosages de la GGT

La méthode de dosage de la GGT, recommandée par la Fédération internationale de chimie clinique
(FICC), se base sur le substrat L-y-gutamyl-3- carboxy-4-nitrianilide, I’autre étant la glycylglycine
(20). Abaxis a modifié¢ la méthode de la FICC pour qu’elle réagisse a 37°C. L’ajout d’une solution
comprenant la gamma glutamyl transférase aux substrats L-y- gutamyl-3-carboxy-4-nitrianilide et
glycylglycine (gly-gly) entraine la formation de L-y-gutamyl-glycylglycine (glu-gly-gly) et de 3-
carboxy-4-nitrianiline.

L’absorbance de ce taux de réaction est mesurée a 405nm. La production 3-carboxy 4-nitrianiline

est directement proportionnelle a 1’activité de la GGT dans 1’échantillon.

4-2-6 La Bilirubine Totale :

La bilirubine est une substance normalement présente dans 1’organisme. Elle provient de la
dégradation de 1’hémoglobine (bilirubine libre). Puis elle est captée par le foie (bilirubine
conjuguée) et dégradée. C’est la bilirubine qui est responsable de la jaunisse. Les valeurs normales
chez I’adulte : Bilirubine totale 3 a 10 mg/l ou 5 a 17 umol/l, Bilirubine libre (indirecte : 2 4 7 mg/I
ou 3 a 12 umol/l, Bilirubine conjuguée (directe) : 1 a 3 mg/l ou 2 a 5 umol/l.

Le taux de la bilirubine non conjuguée ou libre est augmenté dans les cas d’hémolyses importantes
surtout les anémies hémolytiques congénitales ou acquises, les hémolyses médicamenteuses,
toxiques ou infectieuses, les accidents transfusionnels. Les captations ou conjugaisons hépatiques
insuffisantes sont observées dans la Maladie de Gilbert, celle de Griggler Najajr, et dans la prise

de Rifampicine (antibiotiques antituberculeux).

Le taux de la bilirubine conjuguée est augmenté dans les affections hépatiques et biliaires
notamment les différents types d’hépatite (virale, toxique, médicamenteuse), les anomalies
métaboliques rares (maladie de Rotor, de Dubin Johnson), les affections biliaires, la lithiase

biliaire, les pancréatites, le cancer du pancréas ou des voies biliaires.
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Meéthodes de dosages de la bilirubine totale

Typiquement, les niveaux de bilirubine totale ont ét¢ mesurés par des tests utilisant I’acide
sulfanilique diazoté (35). Une nouvelle méthode plus spécifique qui utilise I’enzyme bilirubine
oxydase a été développée (36,37).

En plus de I'utilisation du test plus dans I’analyseur Piccolo, 1’échantillon pouvant étre testé
immédiatement apres avoir été prélevé spécifiquement de la bilirubine totale, la photodégradation
du mélange a analyser est minimisee.

Dans la procédure enzymatique, la bilirubine est oxydée par 1’oxydase de bilirubine en biliverdine.

La bilirubine est quantifiée comme étant la différence d’absorbance entre 467nm et 550nm. La
quantité de bilirubine dans I’échantillon est proportionnelle a la différence entre les mesures de

I’absorbance initiale et finale.

4-2-7 Protéine Totale

Une protéine, ou aussi appelé protide, est une macromolécule composée par une chaine (ou
séquence) d’acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. En général, on parle de
protéine lorsque la chaine contient 100 acides aminés. Dans le cas contraire, on parle de peptides
et polypeptides. Les protéines remplissent des fonctions trées diverses :

de catalyse, transport, communication, signalisation, reconnaissance (38).

La détermination de sa valeur peut orienter les médecins a diagnostiquer les troubles suivants :

Maladies du foie, des reins et de la moelle osseuse ; troubles métaboliques et nutritionnels.

Meéthodes de dosages de la PT

La méthode de protéine totale est une modification de la réaction de Biuret connue pour sa
précision, son exactitude et sa spécificité (23).

Développer au départ par Riegler (39) et modifiée par Weichselbaum (40), Doumas, et al (41); ont
proposé une réaction du biuret comme choix de méthode de référence de protéine totale. Dans la
réaction de biuret, la solution protéique est traitée a 1’aide d’ions de cuivre {Cu (II) dans un milieu
trés alcalin. Du tartrate de sodium et de potassium et de I’iodure de potassium sont ajoutés afin

d’empécher respectivement la précipitation de I’hydroxyde de cuivre et I’auto - réduction du cuivre.
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Les ions Cu (II) réagissent créant des liens peptides entre les atomes d’oxygene carbonyle et
d’azote amidé afin de former un complexe coloré.

La quantité de protéine totale présente dans 1’échantillon est directement proportionnelle a
I’absorbance du complexe Cu-protéine. Le test de protéine totale est une réaction en point final et

I’absorbance est mesurée comme étant la différence d’absorbance entre 550nm et 850nm.

4-2-8 Le Chlore :

Les variations du chlore sont habituellement paralléles a celles du sodium. La chlorémie normale
est comprise entre 95 etl115 mmol/l. On parle d’hypochlorémie pour des valeurs inférieures a 95
mmol/l.

Elle peut étre la conséquence d’une diminution de la quantité de sel due a des pertes digestives
(vomissement, diarrhées), rénales (prise de diurétiques, insuffisance rénale avec perte de sel,
insuffisance surrénalienne), cutanées (brGlures étendues, transpiration). Elle peut étre la
conséquence d’une augmentation de la quantité d’eau (sécrétion inappropriée d’hormone anti-
diurétique (SIADH), apport excessif d’eau, I’insuffisance cardiaque, I’insuffisance rénale,
I’insuffisance hépatique). On parle d’hyperchlorémie pour des valeurs > a 115mmol/l. Elle peut
étre la conséquence d’une diminution de la quantité d’eau (diarrhées, vomissement, sudation

importante, perte d’eau importante (diabéte insipide, diabéte sucré), exercice intense.

Méthode de dosages du Chlore

La méthode est basée sur la détermination d’une activation chloro-dépendante de ’activité de
I’alpha -amylase. Une alpha-amylase désactivée est réactivée en ajoutant 1’ion chlorure, ce qui
permet au calcium de se réassocier a I’enzyme. La réactivation de 1’activité de 1’alpha-amylase est
proportionnelle a la concentration des ions chlorure dans 1’échantillon. L’alpha-amylase réactivée
convertit le substrat, 2-chloro-p-nitrophényl-alpha-D-maltotrioside (CNPG3) en 2-chloro-
pnitrophénol (CNP) produisant une coloration et de 1’alpha-maltotriose (G3).

La reaction est mesurée bi chromatiquement, et I’accroissement d’absorbance est directement
proportionnel a I’activit¢ de 1’alpha amylase réactivée et a la concentration de chlore dans

I’échantillon.
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4-2-9 Le Sodium (Natréemie) : L’ion sodium (Na+) est trés important dans le maintien de
I’hydratation d’un organisme. Il représente I’essentiel des cations (ions positifs) du milieu extra-
cellulaire.
Son réle est important dans 1’hypertension artérielle, et dans le maintien de 1’hydratation chez le
patient insuffisant cardiaque. La natrémie représente schématiquement le rapport entre la quantité
de sel et la quantité d’eau présente dans 1’organisme.
Les variations de sa concentration traduisent une modification de la quantité de sodium ou d’eau
dans 1’organisme (mouvement hydrique). Les mesures de la natrémie sont importantes pour
objectiver les troubles. Sa répétition se justifie pour vérifier la correction de 1’anomalie. La
natrémie normale est comprise entre 135 et 145mmol/l.

Les résultats sont identiques a tous les ages de la vie.

On parle d’hyponatrémie quand le taux de la natrémie est inférieur a 135mmol/l. Elle peut étre la
conséquence d’une diminution de la quantité de sel au cours des pertes digestives (vomissement,
diarrhées), des pertes rénales (prise de diurétiques, I’insuffisance rénale avec perte de sel,
I’insuffisance surrénalienne), des pertes cutanées (brilures étendues, transpiration). Elle peut étre
la conséquence d’une augmentation de la quantité d’eau au cours des sécrétions inappropriées
d’hormones anti-diurétiques (SIADH), des apports excessifs d’eau, de I’insuffisance rénale,
I’insuffisance cardiaque, insuffisance hépatique.

On parle d’hypernatrémie quand le taux de la natrémie est supérieur a 145 mmol/l. Elle peut étre
la conséquence d’une diminution de la quantité d’eau, diarrhées, vomissements, sudation
important, perte d’eau importante (diabete insipide, diabéte sucré), exercices intenses. Elle peut
étre la conséquence d’une augmentation de prise de sel ou un traitement par les hormones minéralo

corticoides.

Meéthode de dosages du sodium

Il existe des méthodes colorimétriques et enzymatiques qui permettent de mesurer la concentration
de sodium a I’aide d’instruments de chimie clinique standard (42—44).

Dans la réaction enzymatique d’Abaxis, la b-galactosidase est activée par le sodium de
I’échantillon. L’enzyme activée catalyse la réaction o-nitrophényl-b-D-galactopyranoside (NPG)

en nitrophénol et galactose.
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4-2-10 Le Potassium :

L’ion potassium (K+) est trés important dans 1’organisme. Il représente le principal cation (ion
positif) du milieu intra-cellulaire.

Ses anomalies sont fréquemment a 1’origine de troubles cardio-vasculaires. La kaliémie normale
est comprise entre 3,5 et 5,5 mmol/l ou entre 3,5 et 5,5 mEg/l, mais les seuils dépendraient en partie
des laboratoires.

Une hypokaliémie peut se rencontrer au cours des pertes digestives (diarrhées, vomissement), dans
I’hyperaldosteronisme (traitement corticoide), [’acidose tubulaire rénale, [I’hyperglycémie,
’alcalose métabolique.

Une Hyperkaliémie se rencontre dans les apports de potassium exogene, |’insuffisance
surrénalienne (ou traitement antialdosterone), 1’’hémolyse, le crush syndrome, la chimiothérapie,

les exercices intenses, 1’insuffisance rénale chronique.

Méthodes de dosage du potassium

Des méthodes spectrophotométriques permettant de mesurer la concentration de potassium sur les
instruments d’étalonnage biologique standard ont été développées.

La méthode enzymatique utilisée par Abaxis est fondée sur I’activation du pyruvate kinase avec le
potassium et donne une excellente linéarité ainsi qu’une sensibilité negligeable aux substances
endogénes (44-46). L’interférence provenant du sodium et de 1’ion I’ammonium est minimisé par
I’ajout de Kryptofix et de glutamate déshydrogénase respectivement.

Dans la réaction enzymatique couplée, le pyruvate kinase (PK) déphosphore le phosphénolpyruvate
(PEP) afin de former le pyruvate.

Le lactate déshydrogénase catalyse la conversion du pyruvate en lactate. Le taux de variation de
I’absorbance causé par la conversion de la NADH en NAD+ est directement proportionnel a la

quantité de potassium dans 1’échantillon.

4-2-11 La Créatinine (créatininémie) :

La créatinine dans I’organisme provient de la dégradation de la créatine qui est d’une part contenue
dans I’alimentation d’autre part produite par 1’organisme (principalement localisée dans les
muscles). La créatinine est exclusivement éliminée par les reins, ce qui en fait un trés bon marqueur

de la fonction rénale.
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Les valeurs normales sont de 7 a 13 mg/l (62 a 115 mmol/l) chez I’homme et de 5 a 10 mg/l (44 -
88 mmol/l) chez la femme. Les normes dépendent aussi du poids du patient. Le véritable marqueur
de la fonction rénale est la clairance de la créatinine qui se calcule a partir de la créatininémie, du
poids, et du sexe. La formule de Cockroft : Fx (140 — age) x poids (kg) /créatinine plasmatique est
utilisé, F= 1,04 pour la femme et 1,23 pour I’homme.

Le taux de la créatinine peut étre diminué¢ (en cas d’hémodilution, de dénutrition sévére, dans
certains cas de myopathie). Le taux de la créatinine s’éléve par accumulation dans toutes les
infiltrations rénales, par augmentation de production dans les cas de rhabdomyolyse ou de crush
syndrome.

Méthodes de dosages de la créatinine

La méthode de Jaffé, introduite en 1886, est toujours utilisée de fagon courante pour déterminer les
niveaux de créatinine dans le sang. La méthode de référence actuelle combine 1’utilisation de la
terre a foulon (floridine) et la technique de Jaffé afin d’accroitre la spécificité de la réaction (47,48).
Il existe des méthodes enzymatiques qui sont plus spécifiques pour la créatine que les diverses
modifications de la technique de Jaffe (49-51).

Les méthodes qui utilisent 1I’enzyme créatine amidohydrolase éliminent le probleme de
I’interférence de I’ion ammonium présent dans les techniques qui utilisent la créatine
iminohydrolase (20).

Deux cuvettes sont utilisées pour déterminer la concentration de créatinine dans 1’échantillon. La
créatine endogene est mesurée dans la réaction de blanc, qui est soustraite de la combinaison de la
créatine endogéne et de la créatine formée a partir des réactions enzymatiques dans la cuvette
d’essai. Lorsque la créatine endogéne est ¢liminée des calculs, la concentration de créatinine est
proportionnelle a I’intensité de la couleur rouge produite. La réaction au point final est mesurée

comme étant la différence d’absorbance entre 550nm et 630nm.

3-2-12 La Créatine Kinase (CK) ou Creéatine Phosphokinase :

C’est une enzyme qui apporte de 1’énergie dans les différents tissus. Les tissus les plus riches en C
K sont les muscles striés, le coeur et le cerveau. Chacun de ces tissus a un type particulier de CK
que I’on peut séparer. Les valeurs normales des CK sont comprises entre 10 et 200 UI/l. Une
¢lévation du taux des CK s’observe dans des affections cardiaques (I’infarctus myocarde,

myocardites, arrét cardiaque, chirurgie cardiaque), musculaires (les rhabdomyolyses, les
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polymyosites, les dermatomyosites, les dystrophies musculaires, I’hyperthermie maligne, et

I’hypothyroidie).

Methodes de dosages de la C K :

La procédure de mesure de la CK utilisée par Piccolo (Abaxis) est une version modifiee de la
méthode employée par la Fédération internationale de la chimie clinique (FICC). Les modifications
clés sont la fraction de volume des échantillons, le tampon et la température. La N-acétyl cystéine
(NAC) est ajoutée afin de réactiver la CK (52). Le magnésium est utilisé en tant que cofacteur pour
la CK et I’hexokinase.

L’EDTA est ajouté en tant que stabilisant pour la NAC et afin de retenir les divers cations, tel le
calcium et le fer, qui inhibent la CK. P1, P5-di (adénosine-5) penta phosphate et adénosine
monophosphate (AMP) ont également été ajoutés afin d’inhiber I’adénylate kinase, une autre
enzyme d’érythrocyte et du muscle squelettique qui réagit aux substrats utilisés pour mesurer la
CK. La créatine kinase catalyse la formation de créatine et d’ATP a partir de créatine phosphate et
d’ADP a un pH de 6,7.

Avec I’hexodinase comme catalyste, I’ ATP réagit avec le D-glucose afin de former de I’ADP et du
Dglucose-6-phosphate (G-6-P), qui réagit a la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADP) en présence de glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6- PDH) afin de produire du G-
6-P et de la NADPH.

La formation de NADPH est mesurée en fonction de la différence en absorbance a 340nm par
rapport a 405nm. Cette différence d’absorbance est directement proportionnelle a I’activité de la

créatine kinase dans 1’échantillon.

4-2-13 Le Glucose :
Le glucose est le principal sucre de 1’organisme. C’est lui qui apporte 1’énergie a la plupart des
cellules.

Il obéit a une régulation tres précise qui fait que sa concentration reste constante alors méme que
les apports alimentaires sont discontinus et sa consommation variable dépendant pour une bonne
part des efforts du patient. Cette régulation trés précise peut étre altérée au cours de certaines
maladies. La glycémie a jeun permet le dépistage du diabéte. Chez I’adulte les valeurs normales

sont entre 0,6 et 1,10 g/l soit 3,3 & 6,16 mmol/I.
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On parle de diabéte quand deux glycémies en jeun sont retrouvées supérieures a 1,26g/1. Le déficit
de fonction de I’insuline conduit généralement au diabéte. Les hyperglycémies > 1,26 g/l sont dues,
au diabete insulinodépendant ou non insulinodépendant, les maladies pancréatiques (pancréatite
aigué ou chronique), les maladies endocriniennes (le phéochromocytome, 1’hypercorticisme, la
corticothérapie, et I’hypothyroidie). Les hypoglycémies de 1,10g/1 sont dues a un surdosage de
médicaments hypoglycémiants chez le diabétique, la malnutrition ou un jelne prolongé, une
sécrétion par 1’organisme d’un exceés d’insuline (insulinome, polyadénomatose), I’insuffisance
endocrinienne (surrénale, hypophysaire), et a un trouble hépatique (hépatite aigué, intoxication
alcoolique aigué).

Méthodes de dosages du glucose :

Les premiéres mesures de concentration de glucose ont été effectuées a 1’aide de méthode de
réduction du cuivre (53,54).

Le manque de spécificité des techniques de réduction du cuivre a conduit au développement de
procédures quantitatives qui utilisent les enzymes hexokinase et glucose oxydase. Le test au
glucose incorporé au disque de réactif au Méthyle 8 est une version modifiée de la méthode
hexokinase qui a été proposée comme base pour la méthode de référence en (23,54).

La réaction de glucose avec 1’adénosine triphosphate (ATP), catalysée par 1’hexokinase (HK),
produit du glucose-6-phosphate (G-6-P) et de 1’adénosine diphosphate (ADP). Le glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) catalyse la réaction de G-6-P en 6-phosphogluconate et la

réduction de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) en NADH.

4-2-14 1L’ Hormone HCG (Hormone Gonadotrophique Chorionique)
Aussi appelée improprement béta-HCG, est secrétée uniquement chez la femme enceinte des le

début du développement de I’embryon aux environs du neuvieme jour de la grossesse.

Elle est sécrétée au moment de la nidation, c’est a dire au moment ou I’embryon se fixe dans la
paroi utérine, par ce qui deviendra le placenta. Son réle est de maintenir le corps jaune, qui est une
petite formation a I’intérieur de 1’ovule, dont le role est de sécréter la progestérone elle-méme

nécessaire a la nidation.
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En clair, pour que I’ovule se fixe et que I’embryon se développe, 1’organisme a besoin de la
progestérone, laquelle nécessite le corps jaune, lui-méme tributaire de 1’hormone HCG. Son role
dans la grossesse est donc fondamental et c’est cette hormone qui est recherchée lors d’un test de

grossesse. Les tests de grossesse peuvent se pratiquer dans 1’urine ou dans le sang.

Un test positif indique un certain niveau d’hormone HCG dans les urines et évoque une tres forte
probabilité de grossesse. La plupart du temps, ces tests se positivent 2 semaines aprés le début de
la grossesse, c¢’est-a-dire au moment ou devraient commencer les régles suivantes.

IIs sont utilisables dés le jour présumé des régles, mais il est préférable d’attendre au moins deux
a trois jours apres cette date avant de réaliser le test.

Les tests ne sont pas équivalents en termes de sensibilité. Les plus rencontrés sont ceux qui peuvent
détecter 40 a 50 UI (unité internationale) d’hormones par litre (UI/L) mais on trouve encore des
tests qui ne détectent que 100 UI/L. Les tests précoces (2 a 3 jours avant la date présumée des
regles) détectent un seuil de 25 UI/L.

Le test utilisé au laboratoire a une sensibilité de 25 UI/L.

Limite des tests urinaires
Il existe certaines situations ou un test urinaire de grossesse est positif alors qu’il n’y a pas de
grossesse en cours ou bien le contraire (test négatif alors qu’une grossesse est en cours). On parle

alors de faux positifs et de faux négatifs.

Notre étude avait pour but d’établir des normes de références pour les parameétres hématologiques
et biochimiques chez les adultes vivant a Bamako et/ou environnants afin de servir de références

pour la conduite des essais cliniques de vaccins antipaludiques
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IV. Meéthodologie
1. Cadre d’étude :

L’étude a lieu dans I’enceinte de la FMOS au Point G dans la commune II du district de Bamako.
Le District de Bamako a ¢té créé par 1’Ordonnance N° 77-44/CMNL (Comite Militaire de
Libération Nationale) portant réorganisation territoriale et administrative de la République du Mali.
Cette ordonnance a réparti le District en 6 communes dont chacune regroupe plusieurs quartiers.
Le district de Bamako est une collectivité¢ dotée d’une personnalité morale et d’'une autonomie
financiére. La population du District de Bamako est de 1. 120 002 habitants (Direction Nationale
des Statistiques et de I’Informatique, 1999), et couvre une superficie de 267 km2. Le District de
Bamako est situé en latitude a 12°4 Nord et en longitude a 7°59 Est. Il appartient a la zone
soudanienne. Les limites des communes sont comme suit : la Commune 1 et 2 a I’Est de la ville, la
Commune 3 au Centre, la commune IV a I’Ouest et les Communes V et VI sur la rive droite du
fleuve Niger.

La commune |1
Elle est limitée par la Commune I a I’Est, la Commune III a I’Ouest, le Fleuve Niger au Sud et par

la préfecture de Kati au Nord. Elle est composée des quartiers de Missira I, Missira Il, Hippodrome,

Zone industrielle, Niarela, Bozola, Médine, Bagadadji, N’golonina, le Sans-fils et le Point G.

2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude transversale avec un passage unique réalisé du 14 Octobre au 24 Octobre
2021.

3. Population d’étude

Il s’agissait des adultes dgés de 18 a 55 ans résidant en commune Il du district de Bamako.

4. Taille de I’échantillon
La taille de I’échantillon déterminée conformément aux directives publi¢es de la CLSI (Clinical &
Laboratory Standard Institute), directive C28A3. La CLSI recommande d’inclure au moins 120
sujets par sous-groupe d’observation. Notre échantillon était constitué de 246 participants : 123 de

sexe féminin et 123 de sexe masculin (6).
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5. Critéres d’inclusion et d’exclusion
5-1 Criteres d’inclusion
- Sujets agés de 18 a 55 ans, de sexe masculin ou féminin
- Sujets en bonne santé apparente confirmée par le bref historique et I’examen physique

- Volonté de participer a I’étude documentée par un consentement éclairé signe.

5-2 Critéres de non-inclusion
- Signes cliniques de maladie aigué ou chronique respiratoire, cardiovasculaire, gastro-
intestinale, hépatique ou génito-urinaire ; ou toute autre condition clinique qui pourraient
influencer 1’évaluation des parametres biologiques
- Alcoolisme chronique connu
- Prise actuelle ou dans les 14 jours précédant de médicaments antipaludiques

- Grossesse clinique ou par un examen positif de I’urine pour la présence de B-HCG.

6. Technique de laboratoire
6-1 Collecte des échantillons :
Les volontaires ont fait 1’objet d’un entretien pour un bref rappel historique, un examen physique,
et une prise de sang veineux de 5 ml de sang total respectivement sur tube EDTA pour

I’hémogramme et sur tube hépariné lithum pour la biochimie apres ponction veineuse.

6-2 Phase pré analytique :
Les tubes EDTA ont été utilisés et leur traitement ont pour 3 h,
Les tubes hépariné lithuim ont été utilisés et leur traitement a pris 2h,

Certains résultats n’ont pas été rendus dans les cas ou la prénalytique n’était respecté

6-3 Traitement des échantillons de sang

Biochimie : Les échantillons ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 10 mn pour récupérer le sérum
a I’aide d’une centrifugeuse (Eppendorf). Les dosages biochimiques qui ont été faits sur I’analyseur
ABX Pentra C200 et Kenza 450

Hémogramme : L’automate DxH500 Beckaman Coulter micros a été utilisé pour I’analyse .
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6-3 Matériels utilisés :

Tubes de prélévement avec K2 EDTA 5.4mg (Vacutainer®) comme anticoagulant
Tubes de prélévements lithium héparine (BD- acutainer®)
Aiguilles de prélévements de marque acutainer®
Adaptateurs pour prélévements (acutainer® Brant)

Garrot

Tampon d’alcool

Embouts de 200 yl et 1000 yl

Portoirs

Une centrifugeuse

Tests contrble positifs et négatifs (Normal)

Test urinaire de grossesse

Le test de grossesse sur ’urine a été effectué avec des cassettes réactives en suivant les
procédures indiquées par le fabricant. En cas de résultats douteux, un test sanguin sera utilisé.
Tous les tests inclus dans cette étude ont été réalisés dans le laboratoire de biologie clinique du
MRTC a Bamako et au laboratoire du Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM).

7. Collecte et gestion des données
Les données démographiques et cliniques ont été collectées directement dans des tablettes en
utilisant le logiciel RedCap. Les résultats sur les imprimées des automates ont été saisies dans la
base de données. Les données ont ensuite été exportées vers Microsoft Excel. Les analyses ont été

réalisées avec le logiciel SPSS version 23.0.

Nous avons testé la normalité de la distribution des différents parameétres en utilisant le test de
Kolmogorov-Smirnov et le test de Shapiro-Wilk. L’existence d’un p<0,05 était en faveur d’une
distribution non normale. Le test Mann-Whitney a été utilisé pour la comparaison des valeurs
obtenues chez les hommes et femmes. Les valeurs moyennes avec 1’écart-type et ’intervalle de

confiance autour de la moyenne ont été déterminées pour chagque parameétre.
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Les valeurs limites de référence ont été determinées la méthode non-paramétrique en considérant
le 2,5éme et le 97,5éme centile des valeurs observées.

Les intervalles de confiance a 90% autour des valeurs limites ont été déterminés. Les références
ont été calculées séparément selon le genre dans les cas ou les valeurs observées dans les deux

sexes n’étaient pas comparables (p du test de Mann-Whitney inférieur a 0,05).

8. Considérations éthiques
L’étude a été conduite en conformité avec les Bonnes Pratiques Cliniques selon la Conférence
Internationale d’Harmonisation (CIH/BPC), la Déclaration d’Helsinki et la réglementation
applicable au Mali. Le protocole d'étude a été approuvé par le comité d'éthique institutionnel de
I’USTTB, lettre d'approbation N° 2021/225/USTTB du 16 septembre 2021. Nous avons obtenu la
permission communautaire des autorités locales du Point G. Nous avons obtenu le consentement
éclairé de tous les volontaires. Nous avons veillé au respect de la confidentialité des participants
en attribuant a chacun un numéro d’identification unique. Les documents de 1’¢tude étaient gardés
dans des cantines fermées a clé et étaient accessibles seulement a des personnes autorisées. Les
participants ont bénéficié d’une compensation de 2000 FCFA pour le temps perdu du fait de la

participation a I’étude.
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V. Résultats

1. Caracteéristiques sociodémographiques des participants
Un total de 246 volontaires a été dépisté. Parmi eux, 246 (123 hommes et 123 femmes) ont été

inclus.

Tableau | : Répartition selon les caractéristiques sociodémographiques
des participants

Parametre N Moyenne | Ecart-type 95% IC P
Age
Masculin 123 23,9268 | 7,33079 22,6183-25,2353 0,001
Féminin 123 27,4309 | 8,80674 25,8589-29,0028
Poids
Masculin 123 66,2276 | 10,06521 64,4311-68,0242 0,783
Féminin 123 | 66,6667 | 14,54257 64,0709-69,2624

L’age moyen chez les hommes était de 23,9 ans + 7,3 écart-type (95% IC [22,6-25,2]) contre 27,4
ans * 8,8 écart-type (95% IC [25,8-29,0] chez les femmes.

53
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2. Caractéristiques biologiques des participants
Tableau 11 : Distribution des valeurs hématologiques par sexe

Parametres N Moyenne 9%5% IC p
Globule rouge 105/uL
Masculin 123 5,0664 4,9789-5,1540 0.000
Féminin 123 4,4631 4,3829-4,5433
Taux d’hémoglobine g/di
Masculin 123 14,7348 14,5403-14,9293 0,000
Féminin 123 12,9167 12,7266-13,1069
HCT %
Masculin 123 44,3642 43,7926-44,9359 0,000
Féminin 123 39,2228 38,6745-39,7710
VGM fL
Tous 246 88,1589 87,3165 — 89,0013 0,747
TCMH pg
Sexes Combinés 246 29,1695 28,8637 — 29,4753 0,614
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Tableau Il : Distribution des valeurs hématologiques par sexe (Suite)

Parametres N Moyenne 95% IC p
CCMH g/dl
Masculin 123 33,2187 33,0918-33,3456 0,000
Féminin 123 32,9268 32,8092-33,0445
Plaquettes 103/pL
Masculin 123 270,17 258,44-281,90 0,000
Féminin 123 329,76 315,05 — 344,46
Globules blancs 103/uL
Masculin 123 5,3493 5,1131-5,5856 0,005
Féminin 123 5,9490 5,6056-6,2924
Lymphocytes 103/uL
Masculin 123 2,2847 2,1834-2,3860 0,007
Féminin 123 2,5067 2,3800-2,6333
Neutrophiles 103/pL
Masculin 123 2,1780 2,0218-2,3343 0,000
Féminin 123 2,8528 2,6159-3,0898
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Tableau Il : Distribution des valeurs hématologiques par sexe (Suite)

Parametres N Moyenne 95% IC p
Basophiles 103/pL
Tous 246 0,0282 0,0237 - 0,0327 0,858
Eosinophiles 103/pL
Masculin 123 0,3689 0,2803-0,4574 0,000
Féminin 123 0,1215 0,1012-0,1419
Monocytes 10%/uL
Tous 246 0,4877 0,4693 — 0,5062 0,421

Dans I’ensemble, le nombre moyen de globules blancs était 5600 par mm3, IC a 95% [5,43-5,85].

Le nombre moyen de globules rouges était de 4760 par mm3 avec un IC a 95% [4,69-4,83]. Le
taux moyen d’hémoglobine était de 13,82 g/dl IC a 95% [13,64-14]. Le nombre moyen de
plaquettes étaient de 299960 par mm3, I1C & 95% [289,9-310,03]. Les neutrophiles avaient une
moyenne a 2,51 pour un intervalle de référence (2,36-2,66). Pour les lymphocytes, le nombre
moyen était de 2390 par mm3 avec IC a 95% [2,31-2,47].
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Tableau 111 : Distribution des valeurs biochimiques par sexe
Parametres N Moyenne 95% IC p
Créatinemie pmol/L
Masculin 113 78,6991 76,1644-81,2338
0,000
Féminin 116 57,8966 56,0779-59,7152
ALAT U/L
Masculin 115 18,9652 16,4446-21,4859
0,245
Féminin 117 16,6581 13,6643-19,6519
ASAT U/L
Tous 232 17,8017 15,8508 —19,7526 0,001
LDH U/L
Tous 232 218,09 210,51 — 225,68 0,753
Bilirubine pumol/L
Masculin 112 8,8304 8,0384-9,6223
0,003
Féminin 114 7,2456 6,5511-7,9401
)
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Tableau 111 : Distribution des valeurs biochimiques par sexe (Suite)
Paramétres N Moyenne 95% IC p
Albumine g/L

Tous 232 45,6983 45,3434 — 46,0532
Protéines totales g/L
Tous 230 81,0957 80,5116 — 81,6797 | 0,522
Créatine
phosphokinase (CPK) UL
Masculin 62 277,49 227,28-327,70 0.000
Féminin 56 149,21 130,36-168,07 ’
Phosph_atases UI/L
alcalines
Masculin 115 111,19 100,39-122,00 0.000
Féminin 117 81,0940 73,7626-88,425 ’
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Tableau IV : Distribution des valeurs de I’ionogramme par sexe

Parametres N Moyenne 95% IC p
Bicarbonate mmol/L
Tous 26 26,4769 24,9907 —27,9631 0,739
Phosphore mmol/L
Masculin 115 1,0618 1,0150-1,1086
Féminin 117 1,1209 1,0881-1,1538 004
Potassium mmol/L
Masculin 39 4,4421 4,3002-4,5839
Féminin 45 4,1296 3,9932-4,2659 0,002
Calcium mmol/L
Masculin 115 2,3622 2,3293-2,3951
Féminin 117 2,2954 2,2639-2,3269 0,004
Sodium mmol/L
Tous 232 136,93 136,56 — 137,31 0,998

La créatinémie moyenne était de 68,16 umol/L, IC a 95% [66,10-70,21]. Le taux moyen de
I’ALAT était de 17,8 U/L ; IC a 95% [15,85-19,75]. Le taux moyen de I’ASAT était de 21,67 U/L
IC & 95% [20,48-22,85].

Le taux moyen de la biluribine était 8,0310 umol/L ; IC a 95% [7,4986 — 8,5633].

Pour le bicarbonate seulement 26 participants ont été évalué, le taux moyen de bicarbonate était de
26,47 mmol/L avec un IC & 95% [24,99-2,96]. Les taux moyens de potassium et de sodium étaient
respectivement : 4,27 mmol/l, 1IC a 95% [4,17-4,37] ; 136,93 mmol/l ; IC a 95% [136,56-137,45].
Pour la Creatine phosphokinase (CPK), le taux moyen était de 216,61 U/L avec un IC 95% [186,74-
246,49].
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Le taux moyen de protéine totale était de 81,09 g/l avec un IC a 95% [80,51 — 81,68]. Pour le
calcium, le taux moyen était de 2,33 mmol/L avec un IC a 95% [2,305 — 2,35].

Pour la LDH, le taux moyen était de 218,09 U/L avec un IC a 95% [210,51 — 225,68]. Le taux
moyen d’albumine était de 45,6983 g/L avec un IC a 95% [45,34 — 46,05].

Pour I’ensemble de ces parametre la distribution n’était pas normale (p<0,05).
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3. Intervalles de référence des parametres biologiques
Tableau V : Intervalles de référence des paramétres hématologiques

Intervalle de valeur de
Paramétres Référence
Globule blanc (10%/uL)
Masculin 3,32 -8,09
Féminin 3,28 - 10,74
Globule rouge (10%/uL)
Masculin 4,18 — 6,06
Féminin 3,57-5,32
Taux d’Hémoglobine (g/dl)
Masculin 12,94 - 16,57
Féminin 10,52 — 15,09
HCT (%)
Masculin 38,50 — 50,50
Féminin 31,90 — 45,90
VGM  (fl)
Tous 73,00 - 97,80
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Tableau V : Intervalles de référence des paramétres hématologiques (Suite)

Intervalle de valeur de
Paramétres Reférence
TCMH  (pg)
Tous 23,70 — 32,20
CCMH (g/dl)
Masculin 31,80-34,60
Féminin 31,50-34,00
Plaquettes (10%/pL)
Masculin 159,20-389,50
Féminin 181,50-472,90
Lymphocytes (10%uL)
Masculin 1,35-3,60
Féminin 1,43-4,29
Neutrophiles  (10%/uL)
Masculin 0,94-4,47
Féminin 1,38-5,48
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Tableau V : Intervalles de référence des paramétres hématologiques (Suite)

Intervalle de valeur de
Parametres Référence

Basophiles (10%/uL)

Tous 0,01 -0,06
Eosinophiles (10%/uL)
Masculin 0,02-2,25
Féminin 0,01-0,48
Monocytes (10%/uL)
Tous 0,31-0,77

L’intervalle de référence pour les globules blancs était de 3320— 8090/ mm3 de sang pour les
hommes contre 3280-10740 / mm3 de sang pour les femmes.

Pour les globules rouges, I’intervalle de référence était de 4180— 6060 /mm3 de sang pour les
hommes et 3570-5320/mm3 de sang pour les femmes. L’intervalle de référence pour les
plaquettes était de 159200- 389500 / mm3 de sang pour les hommes et 181500-472900/mm3 de
sang pour les femmes.

Quant au taux d’hémoglobine, L’intervalle de référence pour les hommes était 12,94-16,57 g/dI
pour les hommes contre 10,52-15,09 g/dl pour les femmes.

Pour le VGM, I’intervalle de référence pour les deux sexes était de 73,00-97,80 fl.

L’intervalle de référence pour les lymphocytes était de 1350— 3600/mma3 de sang pour les hommes
et 1430-4290/mm3 pour les femmes.
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En ce qui concerne les neutrophiles, les valeurs de référence se situaient entre 940 et 4470 /mm3
de sang pour les hommes et 1380-5480/mm3 de sang pour les femmes.

Tableau VI : Intervalles de référence des parameétres biochimiques

Intervalle de valeur de

Paramétres Réference
Créatinémie (umol/L)
Masculin 49,00-102,00
Féminin 38,00-77,00
ALAT (U/L)
Tous 8,00 - 36,00
ASAT (U/L)
Masculin 14,00-42,00
Féminin 12,00-32,00
LDH (U/L)
Tous

132,00 — 290,00

Bilirubine (umol/L)

Masculin 3,00-19,00
Féminin 3,00-15,00
Albumine (g/L)
Tous 42,00 — 50,00
Phosphatases alcalines (UI/L)
Masculin 49,00-276,00
Féminin 42,00-154,00
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Tableau VI : Intervalles de référence des paramétres biochimiques
(Suite)

Intervalle de valeur de
Parametres Référence

Bicarbonate (mmol/L)
Tous 24,00 - 31,10

Phosphore (mmol/L)
Masculin 0,62-1,68

Féminin 0,72-1,46

Potassium (mmol/L)

Masculin 3,50-5,22

Féminin 3,27-5,03

Calcium  (mmol/L)

Masculin 2,13-2,77

Féminin 2,04-2,67

Sodium  (mmol/L)

Tous 131,00 — 142,00

Protéines totales (g/L)
Tous 73,00 — 88,00

Créatine phosphokinase
(CPK) (U/L)

Masculin 6,1-829

Féminin 63-310
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L’intervalle de référence de la créatinémie était de 49,00— 102 et 38,00— 77,00 pmol/l
respectivement pour les hommes et pour les femmes. Pour I’ALAT, la valeur de référence était
de 7,00— 46 U/L pour les : hommes et 7,00— 46 U/L pour les femmes. L’intervalle de référence
pour I’ASAT était de 14,00— 42 U/L pour les hommes et 12,00— 32 U/L pour les femmes. Quant a
la LDH, I’intervalle de référence était de 132,00 — 290,00 U/L aussi bien pour les hommes que les
femmes. L’intervalle de référence était de 3,00— 19 pour les hommes pmol/l et 3,00— 15,00 pmol/I
pour les femmes pour la bilirubine. Pour I’albumine, I’intervalle de référence était de 41,00—
519/l pour les hommes et 40,00— 51,00 g/l pour les femmes. L’intervalle de référence pour la
Phosphatase alcaline, était de 49,00— 276 UI/L pour les hommes et 3,00— 15,00 UI/L pour les
femmes. Quant au bicarbonate, I’intervalle d de référence était de 24,00—-31,10 mmol/L aussi bien
pour les hommes que pour les femmes. L’intervalle de référence était pour le phosphore était de :
0,62— 1,68 mmol/L pour les hommes et 0,72-1,46 mmol/l pour les femmes. Quant au
potassium I’intervalle de référence était de : 3,50— 5,22 mmol/L pour les hommes et 3,72—
5,03mmol/l pour les femmes. En ce qui concerne le calcium, I’intervalle de référencé pour les
hommes était de 2,13— 2,77 mmol/L et 2,04-2,67mmol/l pour les femmes. Pour le sodium,

I’intervalle de référence était de 131,00— 142,00 mmol/L pour les deux sexes.

Quant a la protéine totale, I’intervalle de référence était de 73,00 —88,00 g/L aussi bien pour les

hommes que pour les femmes. Pour la créatine Phosphatase Kinase, I’intervalle de référence pour

les hommes était de 6,14— 829 U/L et de 63,00-310,00 U/L pour les femmes.

66
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VI. Commentaires et Discussion

Les différentes variables mesurées en biologie varient en fonction des individus, dans des limites
données chez les individus en bonne santé (intervalles de référence) et I'interprétation des résultats
des examens biologiques chez un patient dépendent notamment des intervalles de référence
déterminés pour chaque constituant.

Dans la perspective d’un essai clinique de phase 1a, dont I’objectif essentiel est 1I’évaluation de
I’innocuité et la tolérance ; nous avons réalisé une étude de détermination des valeurs de référence
biologique (hématologique et biochimiques) pour servir dans I’interprétation des résultats de
laboratoire. Les directives de la Clinical & Laboratory Standard Institute (CLSI), recommande
d’inclure au moins 120 sujets par sous-groupe d’observation. Dans notre cas, hous avons recruté
123 femmes et 123 hommes agés de 18 a 55 ans en bonne santé apparente.

Excepté I’ionogramme qui a été réalisé¢ au Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM), les
autres tests ont été réalisés par le laboratoire clinique du MRTC. Les laboratoires du MRTC et du

CICM sont tous accrédités.

Dix-huit parametres hématologiques et quatorze parametres biochimiques ont été mesureés.

La distribution des valeurs du VGM, de la TCMH, des basophiles et des monocytes dans les deux
sexes éetaient comparables (p>0,05). Pour les autres paramétres hématologiques, il y avait une
différence significative entre les deux sexes (p<0,05).

De facon génerale les valeurs de références des constituants hématologiques étudiés dans
I’échantillon globale, sont assez proches des valeurs rapportées par Koné B et al au Mali qui avait
trouve une différence significative entre les sexes aux niveaux des GR, GB, HB au CHU du Point
G a Bamako (3).

Nos valeurs sont aussi proches de celles rapportées par David K. Dosoo et al & Kintampo au Ghana
(55) et proches aussi des résultats apporté par Kieh MW et al au Libéria (7).
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Le nombre de GR, le taux d’hémoglobine étaient élevés pour les hommes que pour les femmes
alors que le nombre de GB était plus élevé chez les femmes. Cette différence peut étre due

menstrues et des infections auxquelles les femmes sont plus exposées.(56)

Dans une étude des normes realisées par David K. Dosoo et al a Kintampo au Ghana (55) chez les
adultes agés de 18 a 59 ans, I’intervalle de référence pour I’ALAT était de 8-54 U/L hommes et 6-
51 U/L pour les femmes. Ces intervalles sont tres proches des notres. Pour la créatinémie, nos
intervalles de référence sont peu différents de ceux de la population de Kintampo au Ghana pour
laquelle I’intervalle de référence était de 56-199 pmol/L pour les hommes et 47-110 umol/L pour

les femmes.

Nos valeurs en ALAT et ASAT ¢étaient assez proche de I’étude de Beavogui AH et al en Guinée
avec la créatinine élevés pour les hommes (25,5 -115,3 umol/L) que pour les femmes (26,4-91,06
pmol/L) bien que leur tranches d’ages était inférieur a la notre (16-45ans). L’élévation de la
créatinine chez les hommes que les femmes peuvent étre en raison de I'influence hormonale comme

les androgenes (6).
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Comparaison des valeurs hématologiques et biochimiques avec celles d’autres études

Tableau VII : Comparaison des valeurs hématologiques avec celles d’autres études

Pays Mali Liberia Ghana Cap LAB-Mali
References Etude Kieh et Al Dosoo DK et Al Cap Lab
Age 18-55 ans > 18 ans 18 - 56 ans 15- 82 ans
Période d’étude 2021 2015 - 2017 2012 2008 - 2010
Localités Urbain Urbain/Rural Rural Urbain
Genres Masculin ~ Féminin  Masculin ~ Féminin  Masculin Féminin Masculin Féminin
n 123 123 1407 1122 351 340 238 246
3.32- 3.28 -
3 - - _ _ - -
GB (103/ul) 8.06 10.74 33-85 36-97 33112 3.3-10.6 409-11.0 4.02-11.42
GR 4.18- 3.57- 4.3- 3,8- 3.1-
(10/ul) 6.06 5.32 65 58 670 5.9 NA NA
12.94 — 10.52 - 115- 10.7- 8.2-
HGB (mg/dL) 16.57 15.05 16.9 99-15 18.8 16.2 13.4-16.7 11.5-14.9
159.20- 18150~  119.4- 136.1 -
3 . . - -
PLT (103/ul) 389 50 472,90 325 6 376.6 86-348 111-416 172 - 398 185 - 445
70
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% Tableau VIII : Comparaison des valeurs biochimiques avec celles d’autres études

Pays

Mali Burkina Faso France Guinée
Références Bohler et Al Xavier et Al Beavogui et Al
Etude
Age 18-55 ans 18-78 ans 16 - 49 ans 16 - 45 ans

Période 2021 2004 - 2005 2008 - 2010 2011 -2013
d’étude

Localités Urban Urban/Rural Rural Rural
Genres Masculin Féminin . Féminin  Masculin ~ Féminin Masculin Féminin

Masculin
n 123 123 97 89 19393 13526 208 206
CRT 25.5 -

(umol/L) 49,00-102,00 38,00-77,00 NA NA NA NA 115 3 26.4 -90.6
(AUI_/ﬁ')I' 7,00 -46,00 7,00 46,00 NA NA NA NA 9.1-46.1 9.1-471
ASAT 13.56-

14,00-42,00 12,00-32,00 NA NA NA NA 10.37-44.69
(U/L) 49.15
71
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VII. Conclusion
Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis d’établir les intervalles de référence pour
les parametres hématologiques et biochimiques qui seront d'un bénéfice immense pour les essais

cliniques et pour prise en charge des patients du site d’étude en particulier.
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VI1Il. Recommandations

Au terme de notre étude, vu les résultats obtenus nous formulons les recommandations suivantes

Aux Chercheurs

* FEtendre ces études a d’autres populations maliennes
« Utiliser ces résultats pour servir de valeur de référence non seulement pour les essais
cliniques mais aussi pour la prise en charge de ces populations

» Faire une large diffusion de ces résultats aux autorités sanitaires nationales,

Aux Autorités

» Intégrer ces résultats dans les politiques nationales de prise en charge des patients afin de

mieux d’orienter les praticiens dans le diagnostic et d’éviter les prescriptions a tort.

» Encourager la détermination des normes locales dans autres populations du Mali
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ANNEXE |

Modes opératoires :

Biochimie : pour sa réalisation, nous avons utilisé un automate ABX Pentra C200

Allumer la machine en position “power On”

Apres les tests contrle (Normal)

Appuyer sur open le tiroir de I’analyseur s’ouvre,

Prélever 120ml de sérum a 1’aide de micropipette calibré a 200ul

Puis I’introduire dans le disque de réactif de la machine et déposé dans le tiroir

de I’analyseur ABX Pentra C200 en suite appuyer de nouveau sur close et le tiroir se

referme dés lors 1’analyse commence.

L’analyseur calcule et imprime automatiquement les concentrations du mélange

a analyser.

Au terme de ’analyse quand apparait <<Print>> sur I’écran de la machine introduire la carte et

appuyer sur Print.
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ANNEXE 11

Modes opératoires

Hémogramme : Elle a été réalisée a I’aide d’un automate d’hématologie
de type ABX Micros 60.

Allumer la machine en position “power On” ;

Tester la machine avec les tests contr6le (Normal) ;

Agiter doucement le tube pour bien homogénéiser le sang (mouvement
répété de retournement) avant de I’introduire dans I’appareil ;
Introduire le tube dans la machine ;

Lancer I’analyse en appuyant sur OK ;

Attendre 1’affichage de “print” sur I’écran de lecture;

Cliquer sur print pour imprimer le résultat a la fin de I’analyse.

Expression des résultats : Ont été imprimes sur papiers les résultats fournis par I'automate.
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Résume :

Les valeurs de référence sont tres importantes dans les essais cliniques pour I’évaluation de la
tolérance des produits d’investigation et aussi dans la prise en charge des patients. L'objectif était
d'établir les valeurs de référence hématologiques et biochimiques des adultes en bonne santé
apparente vivants a Bamako.

Un total de 266 volontaires compose de 123 hommes et de 123 femmes agés de 18 a 55 ans résidant
dans la Commune 111 du district de Bamako a participé a 1’étude. Les valeurs moyennes des
paramétres hématologiques et biochimiques avec un intervalle de confiance a 95% ont été
déterminées.

Les valeurs limites de référence de 13 paramétres hématologiques et de 14 parameétres
biochimiques ont été déterminees par sexe par la méthode non-paramétrique en considérant le
2,5éme et le 97,5éme centile des valeurs observées. Les intervalles de confiance a 90% autour des
valeurs limites ont été determinés.

L’intervalle de référence pour les globules blancs était de 3320— 8090/ mm3 de sang pour les
hommes et de 328010740 / mm3 de sang pour les femmes.

L’intervalle de référence pour les globules rouges était de 4180— 6060 /mm3 de sang pour les
hommes et 3570-5320/mm3 de sang pour les femmes. L’intervalle de référence pour les
plaquettes était de 159200- 389500 / mm3 de sang pour les hommes et 181500-472900/mm3 de
sang pour les femmes.

Quant au taux d’hémoglobine, L’intervalle de référence pour les hommes était 12,94-16,57 g/di
pour les hommes contre 10,52—-15,09 g/dl pour les femmes. L’intervalle de référence de la
créatinémie était de 49,00— 102,00 et 38,00— 77,00 umol/I respectivement pour les hommes et pour
les femmes. Pour I’ALAT, la valeur de référence était de 7,00— 46 U/L pour les : hommes et 7,00—
46 U/L pour les femmes.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis d’établir les intervalles référence pour les
parameétres hématologiques et biochimiques qui seront d'un bénéfice immense pour les essais
cliniques et aussi la prise en charge des patients du site d’étude en particulier.

These de Médecine MRTC-Parasitologie Issiaka SACKO

E



EVALUATION DES NORMES BIOLOGIQUES DES ADULTES A BAMAKO DANS LES PERSPECTIVES D’UN
ESSAI CLINIQUE DE CANDIDAT VACCIN CONTRE LE PALUDISME.

Mots clés : Paramétres hématologiques et biologiques, Intervalle de référence.

Fiche signalétique anglais

Abstract en anglais

Name: Sacko

First name: Issiaka

Nationality: Malian

Defense date: xx xx 2022

Defense city: Bamako

Title: EVALUATION DES NORMES BIOLOGIQUES DES ADULTES A BAMAKO DANS LES PERSPECTIVES D’UN ESSAI
CLINIQUE DE CANDIDAT VACCIN CONTRE LE PALUDISME.

Place of deposit: Library of the Faculty of Medicine and Odontostomatology (FMOS).
Sector of interest: Public health, Biology and clinical trials

Reference values are very important in clinical trials for the assessment of the tolerance of
investigational products and also in the management of patients. The objective was to establish the
hematological and biochemical reference values of apparently healthy adults living in Bamako.

A total of 266 volunteers composed of 123 men and 123 women aged between 18 and 55 residing
in Commune |11 of the district of Bamako participated in the study. Mean values of hematological
and biochemical parameters with a 95% confidence interval were determined.

The reference limit values of 13 haematological parameters and 14 biochemical parameters were
determined by sex using the non-parametric method, considering the 2.5th and 97.5th percentiles
of the values observed. The 90% confidence intervals around the limit values were determined.
The reference range for white blood cells was 3320-8090/mm3 of blood for men and 3280
10740/mm3 of blood for women. The reference range for red blood cells was 4180-6060 /mm3 of
blood for men and 3570-5320/mm3 of blood for women. The reference range for platelets was
159200-389500/mm3 of blood for men and 181500-472900/mm3 of blood for women.

As for the hemoglobin level, the reference range for men was 12.94-16.57 g/dl for men versus
10.52-15.09 g/dl for women. The serum creatinine baseline range was 49.00-102.00 and 38.00—
77.00 umol/L for males and females, respectively. For ALT, the reference value was 7.00-46 U/L
for men and 7.00—46 U/L for women.

The results obtained during this study made it possible to establish the reference intervals for the
hematological and biochemical parameters which will be of immense benefit for the clinical trials

and also the management of the patients of the study site in particular.
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