=& EEEEEE R E)EEE =)=

) Akl jhagal) 4 500 ) Ay ) sgand)
alall diagl) g Mad) aglail 515 9

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de [enseignement supérieur et de la recherche scientifique
JA_JA e R d.uml\ e 4_3.4\\4
Universit¢ Mohammed Seddik Ben Yahia — Jijel-

Faculté des sciences de la Nature et la Vie

B—all jdaphllal cd s
A lall 4 all Lo dlsull il

Département de Biologie Moléculaire et cellulaire

Mémoire de fin d’études

En vue de 1’obtention du dipléme : Master Académique en Biologie
Option : Biochimie et Biologie Moléculaire

Thegme

Ctudg ¢pidgmiologique deseriptive du

deficit gn glucoseg-6-phosphate
dgshydroggnasg dans la wilaga dg Bila

Membre de jury : Présenté par :
Présidente : ABBES Arbia FETOUCI Hanan
Examinatrice : BENSAM Moufida KADI Hibat Arrahmane
Encadreur : BENSEGHIER Salima MENDER Hayat

Année universitaire ;: 2015-2016

Numéro d’ordre

e
FEEEEEE

o EEEEEEEEEEEEEEE e E )

ElEEEEEEEE S EEEEEEEE S S S S E] S S S S =

Bl &= ===

@
E
E
E
E
E
E
E
@
@
@
@
@

o



=& |EEEEEEEERE)EEE )=

REMERCIEMENTS #

Nous tenons tout d’abord a remercier Dieu le tout puissant et miséricordieux, qui nous a donné

la force et la patience d’accomplir ce Modeste travail.

Nous tenons a remercier toutes les personnes qui ont participé de prés ou de loin a la réalisation
de ce travail, en particulier notre encadreur BENSEGHIER Salima son précieux conseil et son

aide durant toute la période du travail.

Nos vifs remerciements vont également aux membres du jury pour l'intérét qu’ils ont porté a

notre recherche en acceptant d’examiner notre travail et de [’enrichir par leurs propositions.

Merci a nos parents pour avoir toujours cru en nous, merci de nous avoir soutenue dans cette
voie, merci de votre présence, de vos encouragements, de vos conseils et de votre attention,

merci pour tous, nous espérons vous rendre le bonheur que vous nous apportez.

Nous remercions vivement le Directeur du Centre Hospitalier de Mila et le Directeur du Centre

Hospitalier de de Fedrjioua pour leur accueil chaleureux,

Nous remercions également les chefs de service de pédiatrie du Centre Hospitalier de Mila et du
Centre Hospitalier de Fedrjioua_pour leurs aides et leurs disponibilités.

Nous remercions tous ceux et celles qui nous ont aidé de prés ou de loin a réaliser ce travail :
nos familles et nos amies.

% tous un grand cflercie... dtayat, ftiba, gffanan

2
5|55 (o]

5|55 5 51 1 5 5 5 L 5 5 [ [ [ [ [ [

ElEEEEEEEE S EEEEEEEE S S S S S S S S S =

E
E
E
E
E
E
E
E
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
=

o)



Figure .1:
Figure .2 :

Figure .3:

Figure .4 :
Figure .5:

Figure .6 :

Figure.7 :
Figure.8 :
Figure.9:
Figure.10:

Figure.l:
Figure.2 :
Figure.3:
Figure.4 :
Figure.5:
Figure.6 :

Liste des figures

Partie bibliographique

Répartition mondiale du déficiten G6PD................c.cocooiiiiiiiiiii,
Structure tridimensionnelle de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(GBPD). .t
G6PD régenere le NADPH qui protége le globule rouge contre les
peroxydes et les superoxdes apparus en présence de conditions
OXYUALIVES. ..ottt e e
La position de gene G6PD sur le bras court du chromosomes X..............
Voie des pentoses phosphates. Elimination des oxydants (H,O, en H,0)
dans 1eS ErythrOCYLES. . ...t
La production de NADPH par la transformation de G6P en 6-P-gluconate
par Penzyme de GOPD..........coiiiiiiii
test de tache fluorescente G6PD "Beutler”...............ccoooiiviiiiiiinnn.n
LS SPNEIOCYLES. ... ettt e
Corps de Heinz etECCENtIrOCYLE. ... ....ooviiriiii e
Séquencage automatique sur des séquenceurs 1 et 4 fluorophores............

Partie pratique

Lieu de ’EPH de Mila et Ferdjioua,..............ccooeviiiiiiiiiiiieen,
la répartition des malades selon la région d’étude...................coovvviienne
Répartition des malades selon ’age...........cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiina,
Répartition totale des malades selonle sexe..............coovviiiiiiiiin..
La distribution des malades selon le system ABO................ccoeevennnt.

Les arbres génealogiques des antécédents familiaux de chaque cas.........



Tableau 1 :

Tableau 2 :
Tableau 3 :

Tableau 1 :
Tableau 2 :
Tableau 3 :
Tableau 4 :
Tableau 5:
Tableau 6 :
Tableau 7 :
Tableau 8 :
Tableau 9 :

Liste des tableaux

Partie bibliographique

Localisation et fonction des 12 régions conservées dans la molécule de

Différents types des mutations...............ocoiiiiiiiiiiiiiieeee,
Classification OMS des variantes enzymatiques de la G6PD en 5 classes,

AONt 3 EFICIHIAINES. . oot e
Partie pratique

Le pourcentage des malades selon les régions.................oooviiiiiiiinnn.
Classificationdes malades selon I’4ge ..........c.coveiiiiiiiiiiiiiiiieeenea,
Répartition des malades selon le SeXe...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiie,
La répartition des malades selon ABO.............ccooiiiiiiiiiiiiii,
Répartition des cas du déficit en G6PD selon les antécédents familiaux.......

Signes cliniques lors de 1'admission.............ccov i,
Répartition des parametres de I’hémogramme...............cooevviiiiniiiiinnnn.
Résultats du dosage de la bilirubine.................coooiiiiiiii

Répartition des cas en fonction de la valeur de la G6PD...........................



Sommaire

FMEEOAUCTION. ..o e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e neeens 01

I. Généralités de déficit en G6PD

1 o 11 (o [0 [V [ PSPPI 03
1.2, REpartition MONAIAIE. .. ... ... e 03
1.3. Définition et role de [a GBPD..........oiitii e 04
1.4. Génétique du defiCit eN GBPD .........oiiitiii i 07
1.4.1. MOdE A8 tranSMISSION. . ... ettt ettt e e 07
1.4.2. LesmUutation deS GOPD..........iirii i e e 09
I.5. Physiopathologie du déficit enzymatique en GOPD...............coooiiiiiiiiiiiiiiieae, 11
1.6, SYMPLOMALOIOGIE ....eetie it e e e e e 13
1.6.1. Les principales manifestations de lamaladie .................cooiiiiiiiiiii i 13
1.6.2. Expression clinique du déficiten GBPD ..o, 13
1.7. Classification phénotypique de déficits en GOpd .............oiiiiiiiiiiiiii e, 13

1.8. Facteurs déclenchants. ... ..o e 14
1.9. Différents facteurs influencent le degré de séveérité de I’hémolyse......................ooeeel. 15

I1. Diagnostic et traitement

I1.1. Techniques de diagnOSTIC. ... ....ouine ittt een, 17
I1.1.1. Diagnostic DIOChIMIQUE ...... ... e 17
11.1.1.1. Technique spectrophotométrique de 1’activité enzymatique .............ccccocercevnierereiennen 17
11.1.1.2. Test de fluorescence de depistage rapide (spot test de Butler)..................ooviininnin 17
11.1.1.3. Le test de stabilité du glutathion réduit (GSH) ............ccoiiiiiiiiii e, 18
11.1.1.4. Test de réduction du NADP ... ... e e 18
11.1.2. Diagnostic hmatologiqQUE. ... .......inii it e 18
[1.1.2.1, L hEMOZIAMINIE ... .etttttit ettt et et et et et et e e e s 18
11.1.2.2. Le frottis SANQUIN ...t e e e e e 18
11.1.2.3. Recherche de corps de HEINZ ... ... 19
11.1.3. DiagnoStiC gENOLYPIGUE ... .vinene ittt et et et et et et et e e e 20
[1.1.3.1. LAPCR-RE ...t 20
11.1.3.2. Systéeme d'amplification de mutation réfractaire..................cccooeiiiiiiiiiiiinn., 20

11.1.3.3. SEQUENGAJE A’ ADN ....iiiiti e e 21



L 2, POV I ON . e e 22

RS N = T1 (= 11 1] | SR 22

MaALEIElS BT METNOTES. . . . .ot e, 23
RESUIALS €1 AISCUSSTON. . . . e oottt e e e e e e 26
(@0 13 11153 (o] o 1P 37
Références DibliographiqUES. .c.ceieeieiieiiiiiiieiieiieiieiteteeteteteesncesescnsnsssnsnsessncnss 39

Annexes



INTRODUCTION



Introduction général

Depuis une dizaine d’années, 1’attention internationale se porte sur les anomalies et
les mutations intéressant le glucose-6 phosphate déshydrogénase (G6PD) chez I’homme, a la
fois parce qu’elles sont a I’origine de divers troubles hémolytique.

La déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase également appelé favisme, est
lieé & une anomalie de ’enzyme G6PD qui entraine des problémes lors de I’ingestion de
certaines substances (féves en particulier) et certains médicaments. C’est une forme
particuliére d’hémolyse aigue (destruction des globules rouges) chez des sujets souffrant d’un
déficit héreditaire en G6PD dans le globule rouge (Yves, 2002).

Le favisme est plutot le terrain communal particuliérement chez les enfants. Le
comportement clinique et épidémiologique du favisme présente plusieurs contradictions
apparentes avec ce qui est connu de sa pathogénie.

La G6PD est I’anomalie génétique la plus fréquente au monde et concernerait 420
millions de personnes (Bancarel et al., 2010). Sa découverte entraine la nécessité de ne plus
consommer d’aliments pouvant contenir des feéves et limite 1’utilisation de médicaments et
autres agentes notamment d’importants composés antipaludique. Sur le plan moléculaire, il
est la conséquence d’une mutation ponctuelle au niveau du gene codant pour la G6PD situé

sur le chromosome X.

Le deficit en G6PD est transmis par un géne lié au sexe. Ce geéne s’exprime
intégralement chez le male, et en n’observe pas de transmission de pére a fils. Dans chaque
cellule de la femme, un seul des deux génes est actif. Les tissus et les érythrocytes des
femmes hétérozygotes représentent ainsi une mosaique de cellules normales et de cellule
mutantes, en proportion tres variable. Du fut de sa fréquence relativement élevée dans
certaines populations, le géne a été d’une grande aide pour la topographie des chromosomes x
ainsi que pour de nombreux autres travaux génétiques (Megarbane, 2008).

La G6PD est la premiére enzyme de la voie des pentoses phosphates, ce qui catalyse
la premiere étape dans la voie de monophosphate d’hexose du métabolisme de glucose
(Kumar et al., 2016). Dont le réle principal est de fournir le coenzyme NADPH le coenzyme
qui protege les globules rouges contre I'effort oxydant, le NADPH reduit le GSSG en GSH
qui elle-méme permet 1’élimination des peroxydes générés dans le globule rouge par
I’oxygeéne lié a I’hémoglobine. Si I’enzyme fait défaut, les agents peuvent dénaturer
I’hémoglobine et les lipides membranaires, favorisant la lyse des hématies. La gravité des
déficit est due au risque d’hémolyse aigué intra vasculaire a la naissance (Monchy et al.,
2014).



Introduction général

Le but de notre travail consiste a faire connaitre les parameétres de cette maladies
(signes clinique, I’age, région, sexe, facteurs déclenchant ...) pour mieux dépister le G6PD

durant les trois dernieére années, notant que I’année 2016 n’était pas encore achevée.
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EN G6PD



Généralités sur le déficit en G6PD

1.1. Historique

C’est en 1926 que Cordes a décrit pour la premiere fois une anémie hémolytique induite par la
primaquine, le seul médicament antipaludique disponible a 1’époque, Il aura fallu 20 ans de plus
pour que, au cours de la seconde guerre mondiale, de la guerre de Corée et de la guerre d’Indochine,
des cas d’hémolyse sous primaquine soient régulierement rapportés alors que la primaquine était

massivement utilisée chez les militaires (Kaddari et al., 2004).

Dés I’Antiquité, 1’ingestion de féves a ¢été reconnue comme responsable d’anémie et la
relation entre une anémie aigué et la prise de certains médicaments est établie en 1926 par Cordes
(Cordes, 1926).

La primaquine utilisée en traitement prophylactique du paludisme lors des opérations dans le
sud-est asiatique de la seconde guerre mondiale par les militaires américains, a été mise en cause
dans la survenue d’anémies aigués chez les soldats noirs par Hockwald en 1952, et Carson et ses
collégues découvert que I’anémie hémolytique a été provoquée par G6PD en 1956 (Hofmann et al.,
2016).

En 1958 : La détermination du caractére héréditaire et sa transmission par le chromosome X.
Depuis, les recherches effectuées ont permis de mieux comprendre les aspects génétiques,
moléculaires et physiopathologiques en cause (Hofmann et al., 2016).

En 1959 : Beutler décrit le mécanisme biochimique de 1’anémie hémolytique apres la prise

de médicaments oxydants (Xavier ; 2008).

En 1962 : identification d’une analogie biochimique stricte des érythrocytes dans le favisme

et dans la sensibilité de primaquin (Sartori, 1972).

En 1986 : Le clonage de G6PD par Persico et al. Tettakizawan et al. et le séquencage du
gene de la G6PD (Cappellini et Fioreli, 2008 ; Hing et al., 2005).

1.2. La répartition mondiale

Le déficit en G6PD est le déficit enzymatique héréditaire le plus fréquent dans le monde,
atteignant environ 400 millions d’individus dans le monde ; L’affection est plus fréquente chez les
Noirs en Afrique et en Amérique. On la rencontre également dans les pays du pourtour
méditerranéen et en Asie, surtout ¢levée dans les régions tropicales, pouvant toucher jusqu’a 25 %
de la population .En Afrique de I’Ouest et en Afrique centrale, 10-15% de la population en sont
atteints; une prévalence similaire est retrouvée chez les Afro-Américains. Les sujets caucasiens
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présentent principalement le variant G6PD méditerranéen, avec une fréquence accrue dans les
régions cotiéres de Sardaigne et de Grece (20-35%), ainsi qu’au Moyen-Orient (juifs kurdes 60—
70%). En Asie du Sud-Est également, la fréquence est variable (Fig.1) (Hofmann et al., 2016).

0 05-29%
0O 3-69%
08 7-99%
B 10-119%
Hl 15-26%

Fig.1: La prévalence mondiale du déficit en G6PD (Hofmann et al., 2016).

1.3. Définition et réle de la G6PD
La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est une enzyme qui intervient dans le
métabolisme du glucose. La de G6PD est vraisemblablement l'un des la plupart lieux polymorphes

parmi des humains avec presque 300 variantes allélomorphes rapportées (Kaddari et al., 2004).

Il était rapporté que la forme enzymatiquement active de G6PD est I'une ou l'autre d’un dimére ou

d’un tétramere de s'accorder simple de sous-unité de polypeptide (Biscaglia et al., 2015)

Le monomere d'enzymes de G6PD se compose de 515 résidus avec une masse moléculaire
de plus de 59 kDa (Kaddari et al., 2004 ; Biscaglia et al., 2015), I'un de son substrat, NADP+, est
nécessaire pour l'activation de I'enzyme. L'activation a lieu par la formation d’un dimere ou un

tétramére qui contient NADP+ étroitement liés (Fig.2) (Peter et al., 2013).
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Fig. 2: Structure tridimensionnelle de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Mégarbane, 2008)

La G6PD est un tétramére formé de la réunion de deux homodimeres dont la représentation
ci-dessous montre la localisation du site actif et du sited’interaction avec la molécule de
nicotinamide adenine dinucléotide phosphate réduite (NADPH). Le monomere de G6PDest une
protéine de 514 acides aminés codée sur le locus Xq28 (Mégarbane, 2008). Son réle dans le
globule rouge est de régénérer les systemes de protection contre les agents oxydants (glutathion
réduit et methémoglobine réductase) ainsi que les systéemes producteurs d’énergie. L’hématie, ne
possédant pas de noyau, utilise pour son métabolisme le stock des enzymes qui ont été synthétisées
au stade érythroblaste (André, 1999).

Enzyme G6PD catalyse I'étape dans la voie de phosphate de pentose qui permettant la
réduction du NAP en NADPH par récupération d’atome H du G6PD cette oxydoréduction cyclique
est entretenue grace au retour a 1’état NADP du NADPH par 1’abondons de son H au profit GSSG
en glutathion réduit donc NADPH réduit le GSSG en glutathion réduit (Fig 3) (Wang et Paul,
2009). La G6PD fournit NADPH, essentiel, entre autres rdles, en cellules protectrices contre effort
oxydant (Boonyuen et al., 2016). Le NADPH sert principalement a réduire des équivalents pour de
nombreuses réactions biochimiques telles que la biosynthese, la réduction de glutathion, la
désintoxication, et la production de superoxyde oxydase par NADPH (Kumar et al., 2016).

La G6PD est la premiere enzyme de la voie des pentoses qui génere le NADPH coenzyme
de la glutathion-réductase qui elle-méme permet 1’élimination des peroxydes générés dans le

globule rouge par I’oxygéne lié a I’hémoglobine .Si I’enzyme fait défaut, les agents oxydants
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peuvent dénaturer 1’hémoglobine et les lipides membranaires, favorisant la lyse des hématies.
L’intérét de cette enzymopathie est liée a sa fréquence et a sa gravité potentielle (Monchy et al.,
2004).

Le glucose-6-phosphatedéshydrogénase est une enzyme constitutive des cellules,
indispensable a la vie de chacune d’elles, 1’absence totale de I’enzyme est inconnue dans 1’espace
humaine (OMS, 1990). La G6PD sous sa forme active se présente sous forme de tétramere ou de
dimere, composé de sous unités identiques entre elles. La proportion de ces deux formes est pH
dépendent (Vigifavism, 2009).

La G6PD occupe une place particulierement importante dans le métabolisme rudimentaire
du globule rouge .C’est une enzyme clef qui intervient au début de la voie de pentose phosphate,
elle catalyse la premiere étape de la voie des hexoses monophosphates qui transformer le glucose 6
phosphate en 6 phosphogluconolactone et réduit le coenzyme, la NADP (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate) en NADPH (Nicotinamide Adénine dinucléotide Phosphate réduit) (Fig. 3)
(Elyassi et Rowshan, 2009).

Dans I’hématie, la G6PD est la seule source de production du NADPH*, H*. Le NADPH réduit
permet la régenération du glutathion, dont le réle est la neutralisation des peroxydes, trés toxiques
pour le globule rouge. Le maintien du pool de glutathion réduit a un niveau normal est nécessaire a

la lutte contre le stress oxydatif (Yves, 2002).

2
H,O
Médicaments 2
. superoxyde
et oxydants divers dizz'lulase
H,0,1 Pe Diyde

2NADP 2GSH
glutathion
2NADPH GSSG
v

H,0
WHO 89999 2

Fig. 3 : G6PD régénere le NADPH qui protege le globule rouge contre les peroxydes et les super
oxydes apparus en présence de conditions oxydatives (OMS, 1990).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elyassi%20CA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowshan%20MH%5Bauth%5D
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En comparant les séquences d’une cinquantaine d’espéce, Notaro, Afolayan et Luzzatto ont
identifié 12 régions conservées dans la molécule de G6PD qui ont sans doute un role dans la

fonction et la structure de la molécule. (Tableau 1) (Minucci et al., 2009).

Tableau 1 : Localisation et fonction des 12 régions conservées dans la molécule de G6PD (Anna et
Cornelis, 2009).

Régions Résidus Exons Role
Région | 34-53 Exons 2et3 |site de liaison du coenzyme
Région Il 137-148 |Exon5 core hydrophobe de la protéine
Région 111 166-180 |Exon 6 zone conservée faisant face au centre actif
Region IV 193-218 |Exon 6 site catalytique
Région V 240-274 |Exon 7-8 zone conservée faisant face au centre actif
Région VI 284-292 |Exon 9 hélices alpha amphipatiques
Région VI 333-339 |Exon9 core hydrophobe de la protéine
Région VIII 347-362 |Exon 9-10 core hydrophobe de la protéine
Region 1X 365-376 | Exon 10 core hydrophobe de la protéine
Région X 388-404 |Exonl0 contact entre sous-unités
Region XI 433-443 |Exon 11 core hydrophobe de la protéine
Région XIlI 451-464 | Exon 12 hélices alpha amphipatiques

1.4. Génétique du déficit en G6PD
1.4.1. Mode de transmission

Le déficit en G6PD est le deuxiéme déficit enzymatique héréditaire par ordre de
fréquence (Verrelli et al., 2002 et Pierre Aubry et al., 2016). Le géne humain de G6PD, qui
contient 13 exons et de 12 introns est porté par le bras long du chromosome X, en position Xg28,
localisé sur la région télomérique pres du gene codant pour le facteur VIII (Fig. 4) (Minucci et al.,
2009).


http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-3.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-1.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-2.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-1.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-1.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-1.html
http://www.gs-im3.fr/G6PD/3D-G6pd-1.html
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Fig. 4: La position de gene G6PD surbras court du chromosomes X (Minucci et al., 2009).

Le déficit en G6PD est le deuxieme déficit enzymatique héréditaire par ordre de fréquence.
Les hommes hémizygotes sont toujours symptomatiques et les femmes, qui transmettent
I’anomalie,sont en général cliniquement indemnes ,Toutefois, le déficit peut étre symptomatique
chez les femmes, soit homozygotes dans les populations ou la fréquence génique est élevée, soit

hétérozygotes en fonction de I’inactivation de 1’un ou I’autre des deux chromosomes X :
-les hommes sont atteints (X*Y) (hémizygotes)

- les femmes transmetteuses (X*X) mais non atteintes (hétérozygotes)

- sauf les rares femmes (X*X*) (homozygotes)

Chez les femmes hétérozygotes, les études sur le gene codant pour la G6PD ont permis de vérifier
la théorie de l'inactivation de I'X ; il a en effet été démontré que chez la femme, seul lI'un des
chromosomes X est actif dans chaque cellule . Cette théorie permet d'expliquer le fait que chez les
individus normaux, l'activité de la G6PD montre une valeur identique chez I'nomme et la femme,
alors qu'elle devait étre double chez cette derniére, puisque les cellules de la femme possedent deux
chromosomes X (Cordes, 1926 ) .Cette méme théorie permet de comprendre la variation des taux
d'activité de la G6PD chez une femme hétérozygote qui peuvent étre modérément diminués de
50a75 % du taux normal,parfois plus bas ou plus élevés voire normaux. En effet, le processus
del'inactivation se faisant au hasard, il peut ya voir plus de cellules déficientes ou plus de cellules
normales qui échappent a l'inactivation entrainant cette grande dispersion des taux. Toutefois, le
diagnostic peut étre symptomatique chez les femmes, soit homozygotes, soit hétérozygotes en
fonction de l'inactivation de l'un ou l'autre des deux chromosomes. Les filles hétérozygotes
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présentent une forme variable, en général trés modeste, du déficit du fait de 1’inactivation par
Iyonisation du X déficitaire. Le Mécanisme décrit par Lyon en 1961 , ils’agit d’un processus de
compensation génique propre au chromosome X qui aboutit a l'inactivation aléatoire de I'un des
deux chromosomes dans chacune des cellules. Pour la majorité des genes portés par [I'X,
I'expression d’un seul alléle suffit. Le fonctionnement de cette régulation génique n'est que

partiellement compris.

La maladie touche donc essentiellement le sexe masculin et sa transmission se fait par le sexe

féminin en général "porteur sain"(Hofmann et al., 2016).
1.4.2. Les mutation du géne G6PD

L’atteinte génétique provient habituellement d’une transmission familiale du géne (mutation
transmise), mais parfois d’une altération nouvelle du gene de la G6PD, chez une personne dont les
parents n’étaient pas porteurs du déficit (mutation de novou). Différentes mutations sont trouvées

dans différents groupes ethnigues (Notaro et al., 2000).

L’¢tude des mutations génétiques par analyse de I’ADN est un test coliteux, réservé a certains
laboratoires spécialisés et agréés. La biologie moléculaire permet de caractériser le défaut
responsable du déficit et de prédire ledegré de sévérité clinique encouru par le patient, si la mutation

est déja connue et étudiée (Mura et al., 2009)

L’analyse moléculaire par enzyme de restriction nécessite de connaitre précisément la
mutation recherchée. Si la mutation causant le déficit n’est pas connue, il est alors nécessaire
d’effectuer un séquencage des treize exons du géne . La majorité de mutations causant lI'insuffisance
de G6PD sont mutations de nulle faux-sens et évidente des (mutations non-sens t6t, destruction de
mutations armature de lecture, mutations dans l'attache de substrat ou les régions obligatoires de

coenzyme) (Monteiro et al., 2014).

A I’aide de la biologie moléculaire 400 a 500 variantes de la G6PD ont été identifiés par la
mise en évidence de mutations au niveau du géne (Monteiro et al,, 2014). Avec une répartition
géographique caractéristique, Les trois principaux sont: le variant"A -"retrouve chez les sujets
noirs, le variant "méditerranéen" associé a des manifestations cliniques genéralement séveres et le

variant "canton" des asiatiques (Cordes, 1926 ).

La majorité des mutations entraine un déficit en G6PD du globule rouge en réduisant la
stabilit¢ de I’enzyme. Ces mutations touchent principalement la zone d’interface nécessaire pour

former le dimére ou la zone d’interaction de I’enzyme avec NADPH (Cordes, 1926).
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Plusieurs variantes de la G6PD ont été caractérisées selon leur activité et leurs propriétés
physicochimiques comme la mobilité électrophorétique, la stabilité thermique, le pH optimal
d’activité ou la concentration nécessaire en substrat .La G6PD d’activité normale la plus répandue
est celle de type B avec une activité légérement plus basse et une mobilité électrophorétique plus
rapide, conséquences de la substitution d’un acide aminé ,les défauts moléculaires résultent
généralement d’une mutation ponctuelle exonique, a I’origine d’une substitution d’un acide
aminé. Parmi ces variantes, on distingue les non déficitaires ayant une activité normale et les

déficitaires ayant une activité réduite (Pierre et al., 2016).

Les variants non déficitaires sont representés par le variant B + correspondant a 1’enzyme
normale observé chez la majorité des individus de toutes races et le variant A + observe chez 30 %
des Africains (Pierre et al., 2016). Ce variant différe du B + par une mutation ponctuelle (mutation
A-G en 376) entrainant une mobilité électrophorétique différente. D’autres variantes non
déficitaires existent mais ils sont plus rares. Parmi les variants déficitaires sont particulierement
répandus sont le variant B- et le variant A- obtenus par des mutations supplémentaires sur les génes
des enzymes normales B+et A+. Le variant B- est surtout fréquent dans les populations
méditerranéennes ; I’enzyme synthétisée a une activité réduite dans les hématies (de I’ordre de 1 %)
(tableau 2) (Monchy et al., 2004). La G6PD méditerranéen est la variante la plus commune trouvée
dans les populations du sud Europeen, le Moyen-Orient et le sous-continent indien (Ministere de la
Santé de France, 2008).

La G6PD méditerranéennes est le variant principalement responsables de I'occurrence des
événements hémolytiques (Mura et al., 2009). C’est un variant de la classe 2 caractérisée par une
activité enzymatique tres basse (plus moins de 10% de normale), due a une mutation transition de T
en C ou A, au nucléotide 563, entrainant le remplacement de 1’acide aminé 188 Ser par Phe d'acide

aminé (Cherepnalkovski et al., 2015).

D’autres types sont aussi souvent rencontrés. Les variants Canton (forme sévere) et Mahidol
(forme modérée) sont répandus dans le Sud-Est asiatique. Le variant Oklahoma montre une affinité
réduite pour la G6PD et la NADP. Les types Manchester ou Tripler sont anormalement sensibles a
I’effet inhibiteur de la NADPH. Le variant dit Hektoen a été décrit avec une activité plus élevée que

la normale et une mobilité électrophorétique plus grande (Pierre et al., 2016).

Les mutations impliquées portent tres souvent sur les parties codantes plutdt que sur les
parties non codantes des génes. La forme A+ dérivé de B+ est due au remplacement d’une

asparagine par un acide aspartique en position sur I’exon une série de mutants est resumee dans le
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tableau 2 dans ce tableau , qui pourrait connaitre une extension rapide se dégagent quelques
éléments essentiels : les deux grands groupes, A et B, dérivent bien I'u de l'autre par une seule
mutation, Asn parAsp, qui augmente la charge négative de la protéine-enzyme et rend compte de la
migration électrophorétique plus anodique de la forme A, Chaque mutant présente une mutation
unique dans la séquence des acides aminés de B+, a I'exception de A-: celui-ci posséde en effet a la
fois la mutation caractéristique de A+ et une mutation supplémentaire Val -Met. Elle s'est donc, a
l'origine, greffée sur une population A+; certains mutants, comme Seattle, ont été trouvés en

plusieurs endroits (Etats-Unis, Gréce, Sardaigne) (Hofmann et al., 2016)

Toutes les variantes ont l'activité enzymatique et la nulle résiduelles les mutations sont mortelles
(Verrelli et al., 2012). Des mutations de la G6PD qui ont comme conséquence l'activité
enzymatique réduite ont été impliquées dans la résistance malarique et constituent un des meilleurs

exemples du choix dans le génome humain (Mégarbane, 2008).

Tableau 2 : différents types des mutations observées dans différents variantes en indiquant la

position et la nature des changements des acides aminés (Anna et Cornelis, 2009).

Variant Position | Changement
A+ 126 Asn—>Asp
A- 68 Val->Met
Metaponto 58 Asp>Asn
Ilesha 156 Glu~>Lys
Chatham 335 Ala->Thr
Santiago de Cuba 447 Gly->Arg
Seattle 288 Asp—>His
Méditerranéen 188 Ser->Phe
Sassari 188 Ser->Phe
Cagliari 188 Ser->Phe

1.5. Physiopathologie du déficit enzymatique en G6PD

La déficience en G6PD altéré le fonctionnement de la voie des pentoses, une des quatre
voies principales du métabolisme énergétique (Bancarel et al., 2016). Le déficit en G6PD bloque la
premiere réaction d’oxydation de la voie des pentoses phosphates ce qui réduit les capacités

cellulaires a lutter contre le stress oxydant (Cappellini et Fiorelli, 2008). Les érythrocytes
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possédent une quantité finie de G6PD. Selon la profondeur de ’anomalie génétique, la G6PD
érythrocytaire peut avoir une durée de vie limitée, parfois tres inferieure a la durée de vie normale
de I’hématie qui est de 120 jours (Bancarel et al., 2010). Tout au long de sa vie, le globule rouge
est soumis a des agents oxydants menagant I’intégrit¢ de sa membrane et de 1’hémoglobine. Des
agents oxydants tels queO, ou H,O, sont produits suite au contact avec certains xenobiotiques ou
organismes infectieux, voire méme a 1’occasion de I’interaction répétée entre O, et hémoglobine
(Mégarbane, 2008). En I’absence de NADPH, toute agression oxydative entraine une altération des
principaux constituants des globules rouges. L’hémoglobine dénaturée précipite a 1’intérieur de la
cellule pour former des corpuscules appelés corps de Heinz, eux-mémes générateurs de radicaux
oxygénés libres toxiques. Cette dénaturation de 1’hémoglobine et 1’oxydation des constituants

membranaires conduisent a une hémolyse (Affsaps, 2008).

Suite a I’hémolyse, les globules rouges sont dégradés dans le foie qui transforme
I’hémoglobine en bilirubine. La bilirubine peut alors former des calculs biliaires qui obstruent la
vésicule biliaire et peuvent étre a I’origine d’un ictére. Dans certains cas, I’hémoglobine peut aussi
étre éliminée dans les urines et provoquer une hémoglobinurie. Lorsque cette hémolyse est
importante, elle entraine une anémie, se traduisant par un état défaillant de 1’organisme (Affsaps,
2008).

Enfin, la glutathion peroxydase convertit H,O, en H,O dans une réaction de GSH-
dépendante .Les hématies des sujets présentant un déficit de 1’activité G6PD produisent moins de
NADPH, H+ nécessaire a la détoxification des radicaux libres produits par le métabolisme (Mura
et al., 2009). Un réle majeur de NADPH dans les globules rouges est la régénération de la réduction
du glutathion qui empéche la dénaturation de I'némoglobine; il préserve l'intégrité des globules
rouges du sang sulfhydryle de la membrane et détoxifie I'nydrogene peroxyde et d'oxygéne radicaux
dans et sur les globules rouges. Une diminution de G6PD résultats d’une carence en glutathion dans
les globules rouges qui provoque I’hémolyse des érythrocytes dans la rate, 1'activité G6PD diminue

avec le vieillissement (Ciftc, 2004 ; Mason et al., 2007 et Gentilin, 2012).
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Oxidans

Glucose-6-Phosphat m
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Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Reduktase
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Fig. 5: Voie des pentoses phosphates. (Hofmann et al ., 2016).
NADP = nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADPH = nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate réduit, GSH = glutathion réduit, GSSG = glutathion oxyde.

1.6. Symptomatologie
1.6.1. Les principales manifestations de la maladie

A la naissance, de rares cas, une jaunisse (ictere) peut déja s’observer quelques jours apreés la
naissance et se manifestant par une coloration jaune de la peau et des yeux, et une paleur. Chez
I’enfant et 1’adulte, le plus souvent, il n’y a pas de manifestation de la maladie dans la vie
quotidienne, le risque principal est la survenue d’accidents graves dus a 1’apparition d’une anémie
hémolytique aigué, favorisés par la prise de certains médicaments ou de produits et des aliments
contre-indiques en cas de déficit en G6PD (Ministére de la Santé et des Solidarités de la France.
2008). Les principales manifestations sont :
« fievre, paleur, céphalées.
* douleurs abdominales et lombaires
* ¢missions d’urines foncées.
« fatigue ou anorexie inexpliquée.
* ictere.
1.6.2. Expression clinique du déficit en G6PD

L’intensité des manifestations cliniques dépend de la variante enzymatique et des facteurs
déclenchant, La plus grande manifestation clinique associée au déficit en G6PD est 1’anémie
hémolytique (Dembol, 2008 ; Dlawara, 2015).
1.7. Classification phénotypique de déficits en G6PD

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a établi une classification phénotypique de ces
déficits en fonction de I’activité enzymatique résiduelle qui conditionne le risque d’hémolyse et

donc la sévérité de la maladie :
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La classe | : ’'OMS comprend les déficits responsables d’une anémie non spherocytair hémolytique
chroniqgue (AHNSC) (OMS, 1990 ; Mura et al., 2009). Ces déficits sont rarement retrouvés et
n’ont pas de spécificité de population. Les défauts cette classe sont probablement causées par des
mutations dans la région de I'enzyme ou NADP ou G6P lie. Le fond génétique des autres classes est
inconnu. Les déficiences sont rares et peuvent étre assez grave pour causer la dépendance
transfusionnelle (Anna et Cornelis, 2009).

La classe Il : OMS rassemble les déficits séveres dans lesquels 1’activité enzymatique est inférieure
a 10 % de I’activité enzymatique normale.

La classe Il : OMS regroupe les variantes dont 1’activité enzymatique est comprise entre 10 et 60
% de la normale.

Les classes IV et V regroupent des variantes non pathogéniques. Dans la Classe IV, le déficit en
G6PD est asymptomatique (activité 60%-150 %) ni déficience enzymatique, ni hémolyse et la
Classe V, l'activité enzymatique dans ces variantes est élevée (tableau3d) (Noéla, 2004 ; Mazza,
2012 et Seidlein et al., 2013).

Tableau 3: Classification OMS des variantes enzymatiques de la G6PD en 5 classes, dont 3

déficitaires (Bancarel et al., 2010).

Type Intensité du | Activité enzymatique Expression Variantes G6PD
déficit clinique fréquents
Classe | sévere < 10 % de lactivité | Hémolyse Rare
normale chronique
Classe Il | sévere < 10 % de lactivité | Hémolyse G6PD B- ou
normale intermittente méditerranéen ;
Mahidol ; Canton
Classe Il | modérée 10 a 60 % de l'activité | Hémolyse suite a | G6PD Classe-
normale un stress oxydatif
Classe | V | pas de déficit | 60 a 150 % de Il'activité / G6PD B ; G6PD A
normale
Classe V | activité > 150 % de l'activité / Rare
accrue normale

I.4. Facteurs déclenchants

Le facteur déclenchant d’une hémolyse peut étre 1’ingestion de féves ou l'inhalation de
pollen de féves légume qui a donné a la maladie le nom de favisme. Dans ce cas, I'hémolyse et
I'anémie peuvent survenir quelques heures apres l'ingestion. Elles peuvent étre tres sévéres, avec
une insuffisance rénale aigué associée, et demandent un traitement d'urgence par transfusion ou par

exsanguino-transfusion. Elles surviennent a tous les ages de la vie (Affsaps, 2008).
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Trois substances alimentaires sont contre indiquées :

- Les feves : plusieurs especes végétales du genre Vicia sont concernées. Les plus petites (Viciafaba
var. minor, Vicia faba var. equina) sont genéralement consommées sous forme de graines seches ou
de farines. Les plus grosses (Vicia faba var. major), communément appelées «féves » sont
consommeées fraiches (crues ou cuites) ou sous forme de légume sec. Toutes ces especes
contiennent une forte proportion de vicine et de convicine, substances nocives pour le déficitaire en
G6PD (Xavier Bertho, 2008).

-La quinine : cette substance est également présente dans des boissons et a été décrite comme étant
a I’origine d’accidents hémolytiques chez des déficitaires en G6PD (Xavier Bertho, 2008).

- La vitamine C : a été décrit chez des patients déficitaires en G6PD des cas d’hémolyse modérée
aprés ingestion de doses quotidiennes de 1,5g de vitamine C. Ainsi, I’AFSSA et I’AFSSAPS ont
retenu le seuil de sécurité de 1g de vitamine C par jour a ne pas dépasser par les patients atteints de
déficit en G6PD. A titre de comparaison, chez I’adulte, les Apports Nutritionnels Conseillés sont de
110 mg/j de vitamine C (Xavier Bertho, 2008).

Certains médicaments peuvent aussi étre responsables d’une hémolyse chez les sujets déficitaires en
GO6PD. L'influence de ces produits est variable selon 1I’individu et le type de déficit (Mura et al.,
2009).

- Les infections : L’infection est probablement une cause sous-estimée d’hémolyse chez le sujet
déficient en G6PDI8],Les agents infectieux les plus fréqguemment associés aux crises hémolytiques
sont Escherichiacoli, le streptocoque béta hémolytique, les rickettsies et les hépatites virales (Mura
et al., 2009).

1.9. Différents facteurs influencent le degré de sévérité de I’hnémolyse

1.9.1. Age des érythrocytes:

L’enzyme GO6PD fonctionnant normalement a une demi-vie de 62 jours. Les jeunes
érythrocytes présentent une activité encore quasi normale de la G6PD. Les patients porteurs d’un
variant G6PD A ont normalement une hémolyse Iégere (classe III de ’OMS) qui se limite aux
érythrocytes plus ages car, chez ces patients, la demi-vie de la G6PD est réduite a 13 jours. Le
variant G6PD méditerranéen est plus instable, avec une demi-vie de la G 6PD s’élevant a quelques
heures et ainsi une hémolyse plus prononcée (classe Il de I’OMS).

1.9.2. Dose médicamenteuse: Lorsqu’un médicament est le declencheur du stress oxydatif, la dose
de ce médicament est coresponsable de la sévérité de 1’hémolyse. Par exemple, la prise de 45 mg de
primaquine peut étre a 1’ origine d’une hémolyse sévere, alors qu’une dose de 15 mg peut donner

lieu & une hémolyse qui n’est guére pertinente sur le plan clinique (Hofmann, 2016).
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1.9.3. Les mutations : Il existe 187 mutations connues du géne de la G6PD et au moins 35 des
alleles mutes sont poly morphes. Le mode de transmission héréditaire récessif lie au chromosome X
entraine lui aussi une variabilité du degré de sévérité, selon qu’un déficit enzymatique homozygote
ou hétérozygote est représenté chez la femme ou chez I’homme (Hofmann, 2016).

1.9.4. Le sexe: I'némolyse est plus sévere chez I'hnomme. En effet, la maladie étant récessive liée au
chromosome X, les femmes conductrices conservent 50% de l'activité enzymatique (Hofmann,
2016).
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I1.1. Techniques de diagnostic
11.1.1. Diagnostic biochimique

11.1.1.1. Technique spectrophotométrique quantitative de I’activité enzymatique

La positivité du test de diagnostic doit toujours étre confirmée par la mesure de 1’activité
enzymatique, technique de référence. L’hémolysat est mis en incubation avec du glucose-6-
phosphate et un mélange réactionnel contenant du NADP. En présence de NADP, le G6P est oxydé
en 6 Phosphogluconolactone par la G6PD (Fig.6). Il y a production concomitante de NADPH, H+
qui absorbe a 340 nm, contrairement au NADP. La variation d’absorbance en fonction du temps est
proportionnelle a I’activit¢ G6PD. Dans les globules rouges normaux, 1’activit¢ G6PD mesurée a

37°C estde 7 a 10 Ul/g d’hémoglobine (OMS, 1967 et Mura et al., 2009).

G6PD
G6P @ » 6 phosphate gluconate
NADP+ NADPH

Fig.6 : La production de NADPH par la transformation de G6P en 6-P-gluconate par ’enzyme de
G6PD (Waal, 2013).

11.1.1.2. Test de fluorescence de diagnostic rapide (spot test de Butler)

La pratique d’un test de diagnostic qualitatif faisant appel au "fluorescent spot test"nécessite
peu de moyens. Il est facile aréaliser, nécessite une goutte de sang sur un papier absorbant, une
lampe a ultra-violet et quelques gouttes de réactifs (Bancarel et al., 2010).

Le Test de fluorescence, consiste a faire incuber un hémolysat en présence de glucose-6-
phosphate (G6P) et de NADP, puis a en déposer une goutte sur un papier filtre et a I’examiner a la
lumiere ultra-violette (UV). La production de NADPH est testée par I’apparition d’une tache
fluorescente. Il s’agit donc d’un test visuel permettant une distinction fiable entre les sujets
fortement déficitaires ne présentant pas de fluorescence en lumiere UV, et les sujets normaux
présentant une fluorescence (Fig.7) (Mason, 2007 ; Mura et al., 2009 et Kawthalka, 2012).
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Fig. 7 : Test de tache fluorescente de G6PD "Beutler”(Seidlein et al., 1962 ; Waal, 2013).

Les échantillons ayant une activité enzymatique sont fluorescents alors que les échantillons ayant une

activité enzymatique réduite ne produisent aucune fluorescence

11.1.1.3. Le test de stabilité du glutathion réduit (GSH)

Il se pratique en faisant incuber le sang avec de ’acetyl-phenylhydrazine. Dans le sang du
sujet normal, le taux du glutathion réduit s’abaisse peu, alors que I’on observe une chute importante
dans le sang des sujets présentant le déficit enzymatique. Ce test mesure le taux de formation de
glutathion réduit dans les globules rouges (Dembol, 2008).

11.1.1.4. Test de réduction du NADP

Repose sur la mesure du temps de décoloration de bleu de crésyl brillant. Aboutissant a la
décoloration qui est retardée chez les sujets déficients en G6PD. C’est une méthode colorimétrique
(Dembol, 2008 ; Imbert et Minodier, 2012). L’hémolysat est incubé avec un mélange tamponné
d'un colorant G6PD et NADP. Si G6PD existe dans I'hémolysat, il convertit NADP en NADPH.
NADPH réduit le colorant a un composé incolore. En présence d'un déficit en G6PD, le temps pris
pour la teinture décoloration est plus longue (Kawthalka, 2012).

11.1.2. Diagnostic hématologique

11.1.2.1. L’hémogramme
L’hémogrammepeut montrer une leucocytose avec myélémie discréete. Les globules rouges

diminue et les plaquettes sont normales parfois élevées (Arocket et al., 2008 ; Waal, 2013)

11.1.2.2. Le frottis sanguin
Un deficit en G6PD peut d’une part étre confirmé par un frottis sanguin révélant une

cristallisation typique (corps de Heinz, hématies mortes ’bite cells’’) (Hofmann et al., 2016).
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La morphologie des GR est souvent normale. Des sphérocytes et des GR fantdmes peuvent
se voir dans les cas séveres (Arock et al., 2008 et Waal, 2013).

Les sphérocytes sont des érythrocytes de petit diametre qui apparaissent plus foncés et sans
paleur centrale, comparés a ceux de la couche mince. Les érythrocytes en téte de frottis sanguin sont
naturellement plus denses et sans paleur centrale, et peuvent étre confondus avec des sphérocytes
(Fig.8) (Pouletty, 2010).
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Fig.8 : Spherocytes (Pouletty, 2010).

11.1.2.3. Recherche de corps de Heinz

Un diagnostic biologique du déficit en G6PD peut étre obtenu par la recherche de corps de
Heinz sur les frottis sanguins apres coloration supra vitale (Monchy et al., 2004).

L'examen des hématies au microscope ne révele habituellement aucune anomalie
morphologique. L'apparition de corps de Heinz peut étre provoquée par incubation des globules
rouges en présence d’un oxydant (André, 1999).

En dehors de la crise hémolytique, le frottis est strictement normal. Pendant I'épisode
hémolytique, la dénaturation oxydative de I'némoglobine (Hb) apparait sous forme de petites
masses collées a la membrane, visibles aprés coloration spéciale (bleu de crésyl ou cristal violet) ce
sont les corps de Heinz intra- érythrocytaires (hémoglobine non réduite ayant précipité). Ainsi que
des hématies dont le contenu en Hb est confiné dans une partie de la cellule, appelées eccentrocytes.
Ils ne sont généralement plus retrouvés le lendemain de la crise, car les hématies sont rapidement
détruites par la rate (Fig.9) (Cotton, 2013 et Benoist, 2014).
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&go - O - - P

Fig.9 : a. Corps de Heinz - b. Eccentrocyte (André, 1999).

11.1.3. Diagnostic génotypique
11.1.3.1. La PCR-Digestion ou PCR-RE (Polymerase Chain Reaction-Restriction Enzyme)

L amplification en chaine par polymérase est utilisée pour amplifier une séquence d’ADN
en utilisant une paire d’amorces d’oligonucleotides, chacune complémentaire a une extrémité de la
séquence d’ADN cible. Celles-ci subissent une ¢élongation 1’'une vers ’autre par une ADN
polymérase thermostable, dans un cycle de réaction a trios étapes : dénaturation, appariement de
I’amorce (hybridation) et polymérisation (Bates et al., 2000).

La détection de mutations G6PD PCR-RE est basée sur 1’amplification de la région
appropriée du géne par PCR suivie d’une digestion (clivage) par des endonucléases de restriction
appropriées (enzymes de restriction ER) qui reconnaissent des séquences particulieres au niveau de
I’ADN qui correspondent a des variantes de mutation (Gentilin, 2012 ; Sulaiman, 2013 et
Cherepnalkovski et al., 2015,).

11.1.3.2. Systeme d'amplification de mutation réfractaire (ARMS)

Le systeme de mutation amplification réfractaire (ARMS ou Amplification refractory
mutation system) est une méthode simple pour détecter toute mutation impliquant des changements
de base simples ou de petites délétions au niveau de géne G6PD. ARMS est basée sur I'utilisation
d'amorces de PCR spécifiques des séquences qui permettent I'amplification d'ADN d'essai
seulement lorsque l'alléle cible codante du géne G6PD est contenu dans I'échantillon (Little, 2001
et Waal, 2013).

A la suite d'une réaction ARMS la présence ou I'absence d'un produit PCR est un diagnostic
pour détecter la présence ou l'absence de l'alléle cible, c'est-a-dire elle est basée sur le principe que
la mutation d’une base a I’extrémité 3’ d’une amorce ne permet aucune amplification par PCR.

Selon les fragments amplifiés lors de la PCR, on pourra identifier quelles amorces qui s’hybrident
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mal a ’ADN au niveau de sa dernicre base et donc la présence a ce niveau d’une éventuelle

mutation sur I’ADN testé (Little, 2001 et Waal, 2013).

11.3.3. Séquencage d’ADN

Le sequencage direct du gene de la G6PD est la méthode de référence pour la caractérisation
moléculaire précise de la mutation en cause. Si le dosage enzymatique de la G6PD montre une
valeur effondrée et que la recherche de les deux variants "A" et "B" (Méditerranéenne) s’aveére
négative, cela signifie qu’on se trouve a priori en présence d’un variant ‘rare’ de la G6PD. Il sera
donc nécessaire de séquencer tous les exons du gene, les uns aprés les autres, jusqu’a mise en
évidence de la mutation en cause (Joly et al., 2009).

Cette méthode basée sur le systeme avidine-biotine a été utilisé pour obtenir de I'ADN
simple brin. La réaction de la séquence a été réalisée selon la méthode enzymatique (aux di-
déoxynucléotides) de Sanger avec un kit de séquencage "Auto Read" par utilisation d'un laser (Di
Montemuros et al., 1997).

Deux méthodologies cohabitent actuellement, reposant sur I’utilisation d’un fluorophore
unique ou bien sur celle de quatre traceurs fluorescents possédant des spectres d’émission distincts.
Dans le premier cas, les quatre mélanges correspondant a chacun des quatre ddNTP sont déposes
sur des puits distincts du gel. L’analyse se fait sur la migration comparée des fragments dans les
quatre pistes résultantes. Dans 1’autre systéme, on utilise un fluorophore différent dans chacune des
quatre réactions de séquencage. Une solution consiste a utiliser des ddNTP modifies chacun par un
traceur spécifique. Apres avoir effectué les quatre réactions de polymeérisation, on les mélange et on
dépose dans le méme puit sur le gel (Dardel et al., 2006).

La reconnaissance des nucléotides se fait alors sur la base des propriétés d’émission du
traceur qui passe devant le faisceau laser, au moyen de filtres colores sélectifs. L’analyse est alors

effectuée sur une seule piste du gel (Fig.10) (Dardel et al., 2006).
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Fig. 10 : Séquencage automatique sur des sequenceurs 1 et 4 fluorophores (Dardel et al., 2006).
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11.2. Prévention

La prise en charge repose essentiellement sur la prévention en excluant quelques aliments et
en évitant, dans la mesure du possible, la prise de certains médicaments dangereux et porte de leur
liste par le patient (les facteurs déclenchant) et une condition préalable importante de la prévention
de I’hémolyse est de connaitre la fréquence du déficit en G6PD au cours le générations (I'histoire
familiale) par dépisté dans la famille les déficits méconnus (Siebert et Sérandour, 2006 ; Lefrére,
2008 ; ANSM, 2014 et OMS, 1975).

Chez la femme allaitante mére d’un enfant porteur ou suspecté de déficit en G6PD, la prise
de tout traitement ou aliment susceptible d’exposer a un risque d’hémolyse doit étre évitée.
Chez la femme enceinte hétérozygote ou ayant eu un enfant diagnostiqué déficitaire en G6PD, les
interdits et précautions de ce référentiel s’appliquent par mesure de précaution puisque le feetus peut

étre déficitaire en G6PD (Siebert et Sérandour, 2006).

11.3. Traitement

Le déficitaire en GO6PD n'a pas besoin de traitement, en dehors d’un épisodehémolytique
aigu qui nécessitera des transfusions. Il s’agit au contraire d’un probléme de prévention
(Arock, 2012), L’accident hémolytique li¢ au déficit en G6PD guérit habituellement spontanément
et la transfusion n’est nécessaire que dans les cas graves. Cependant, dans les formes les plus
séveres, il peut étre nécessaire d’avoir recours a 1’exsanguino-transfusion en complément des soins
intensifs. En cas d’hémolyse chronique, aucun traitement n’est utile, y compris la splénectomie
(ablation chirurgicale de la rate) (Sérandour et Siebert, 2006. Gentilin, 2012 et Kawthalka, 2012)
L’ictére néonatal modéré est traité par photothérapie (traitement par exposition a des rayons
lumineux) ; une exsanguino-transfusion peut étre parfois nécessaire dans certaines formes séveéres.

Il est & noter que le don du sang de la part d'un sujet déficitaire est interdit (Kawthalka, 2012).
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Matériels et méthodes

1. Matériel utilisé

C’est une étude des dossiers des malades archivé depuis Mars 2014 jusqu’au Mai 2016 dans le

service de pédiatrie.
Notre recherche a été élaborée pendant une période de 15 jours du 15 Mai au 1 juin 2016.
2. Cadre d’étude

Notre étude a été réalisé dans le service de pédiatre du 1’établissement publique hospitalier
des Fréres Maghlaoui de Mila et 1’établissement publique hospitalier Mohamed Medah de

Ferdjioua.

Fig.1: Lieu de I’EPH de Mila et Ferdjioua,
a: freres Maghlaoui, b: Mohamed MEDAHI

3. La population étudiée

Notre étude a porté sur des enfants malades agés entre 11 mois et 12 ans hospitalisés pour
une anémie hémolytique au sein du service de pédiatrie. Cette étude portant sur 48 cas (16 a
Ferdjioua et 32 a Mila) pendant une période de trois ans, allant du 2014 au 2016, sachant que la

consultation continue durant cette année.
4. Type d’étude

Il s’agit d’une étude descriptive et rétrospective du déficit en G6PD dans la Wilaya de Mila.
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5. Collecte des étudiés
Pour chaque patient ont a pris en considération :

e [’année de recrutement.
e Les données épidémiologiques :
-Région
- Age
- Sexe
- System ABO.
- Facteurs déclenchant la crise d'hémolyse.
e Les données cliniques :
- Antécédents personnels.
- Antécédents familiaux.
- Signes cliniques en faveur d'une anémie hémolytique: paleur, ictere, douleurs abdominales
e Les données biologiques mentionne dans les dossiers sont :
a- L'némogramme précisant
- Le taux d’hémoglobine (Hb)
- La valeur de I'nématocrite (Hte)
- le taux de globules rouges (GR) et blanc (GB)
b- Taux de bilirubine totale et directe
c- Electrophorese de I'hnémoglobine
d-Test de Coombs direct et indirect

e- Dosage enzymatique de la G6PD
6. Méthodes d'analyse

6.1. La numération de la formule sanguine (FNS)

C'est un examen du sang qui permet de compter les cellules du sang et de mesurer leur
proportion dans le liquide qui les baigne (le plasma). Ces cellules sont les globules rouges,
les globules blancs et les plaguettes. Pour préléve le sang, lui fait subir éventuellement un traitement
adapte a l'automate qui fera la lecture, puis le fait passer dans cet appareil qui mesure de fagon

électronique les différents composants du sang.
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6.2. Dosage de I'activité de G6PD

Le dosage L'activité enzymatique est déterminée par la mesure de la variation de
I’absorbance a 340 nm due & la réduction du NADP en NADPH par l'utilisation de la
spectrophotométrie, Chez les individus atteints de la déficience, cette réaction se fera de laps de

temps étant donné que moins de NADPH * est formé en cause du manque de 1’enzyme G6PD.

6.3. Electrophorese de I'Hb
a) Milieu alcalin

L'électrophorese de I'Hb est une technique tres simple qui permet de détecter les anomalies
de I’hémoglobine :

- qualitatives (Hb anormales : S-C-D-E)

- quantitatives (augmentation des HbF ou A2).
La séparation des Hb est fondée sur les propriétés de la charge électrique de la globine
(hétéroprotéine associée au groupement prosthétique appelé "héme" et contenant le fer.

La globine présente une charge globale positive ou négative résultant de la somme des
charges des acides aminés constituant la protéine.

Des mutations ponctuelles sur la chaine de globine introduisant des modifications de

charges, donc des différences de migration permettent de détecter les anomalies.
b) Milieu acide

L'électrophorese de I'Hb a pH acide est complémentaire de I'électrophorése a pH basique.
Elle permet la séparation de fractions non ou mal différenciées en électrophorese a pH basique
(Andre, 1999).

7. Etude statistique

Les analyses statistiques ont été obtenues a ’aide de logiciel informatique le logiciel SPSS

version 17.
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Résultats et Discussion

1. La Distribution des malades selon les parametres épidémiologiques
1.1. La répartition des patients selon la région d’étude

Les malades distribuent en deux régions Mila et Ferdjioua, en remarque que les malades se
retrouvent beaucoup plus dans ’EPH de Mila (66,7%) par rapport al’EPH de Ferdjioua (33,3%),

(tableau 1 et 2). Les résultats de la répartition pour chaque année sont représentés dans la figure 2.

Tableau 1 : Le pourcentage des malades selon les régions

Région Effectifs Pourcentage %
Mila 32 66,7
Ferdjioua 16 33,3
Total 48 100,0

B Mila ™ Fardjioua

Fig. 2: Répartition des malades selon les régions d’études.

L’EPH des freres Maghlaoui est le seul hépital qui contient le service de pédiatrie dans cette
région. Tous les malades de la Daira d’Elguerarame qui est une grande ville et de la Daira de Mila
sont envoyeés a ce service, pour cette raison le nombre des malades est plus important par rapport a
I’EPH de Fardjiouaou le nombre est moins important. Ainsi laconsommation des feves a un réle
majeur dans cette distribution parce que le feve contient les produit oxydant (vicine et convicine),
si ’enzyme fait défaut ou bien déficit chez les malades les agents oxydants peuvent dénaturer
I’hémoglobine et les lipides membranaire favorisant la lyse des hématies est due donc risque
hémolyse aigiie en absence de glutathion qui former par le coenzyme NADPH génere a partir de
I’enzyme G6PD.
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1.2. Répartition des malades en fonction de I’a4ge

Dans notre étude, nous avons trouvé un seule cas a un &ge inférieur a 12 mois en 2015. Les
autres malades ont un &ge entre 1 et 12 ans. Nous avons 34 malades ont un ’age varie entre 1 et 3

ans, 11 malades entre 3 et 7 ans et 2 malades entre 7-12 ans (tableau 1).

Tableau 2 : Classification des malades selon tranche d’age.

Année Effectifs
Age
<12mois 1
1-3 ans 34
3-7 ans 11
7-12 ans 2
Total 48

Le tranche &ge < 12 une seul cas parce que sont des nourrissons a une relation étroit avec la
nutrition les nourrissons ne s’alimentent que de lait par I’ingestion de féve qui favorisants
I’apparition de la maladie, dans les cas des malades agés de 1-3 ans et 3-7 plusieurs cas des malades
par rapport la tranche age < 12 ans qui pendant leur croissance leur alimentation se basent sur la
consommation des féves qui favorisent I’apparition de la maladie, donc il y a une variation de
nourriture eu les feves font parties. De méme, il faut savoir que la consommation des féves par la
maman peut induire une hémolyse chez le nouveau-né et le nourrisson allaité au sein. La tranche
d’enfants de 7-12 ans ne représente que deux cas un des deux &gé de 12 ans a eu déja le d’hémolyse
a 1’age de 2 ans mais malgré qu’il conscient de son probléme sans régime il a consommé des feves
ce qui a provoqué I’apparition encore des symptémes a cet age, donc non représente que 2 cas vu

que les malades est suivis le traitement approprié.
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4% 2%

B 10-12mois

m1-3ans
3-7 ans

B 7-12 ans

Fig. 3 : La répartition des malades selon 1’age en trois ans.

1.3. Répartition des malades selon le sexe

Nous avons trouvé que la majorité de la population sont de sexes masculins avec une
fréquence de 89,6 % des fils et 10,4 % de sexe féminin (tableau 3, figure 4. Une autre étude
élaborée correspond a notre analyse montre que 85,3% des garcons et 14,7 des filles (Dembol,
2008). Aussi d’autre étude de bancarel découvert que la maladie touche essentiellement le sexe

masculin (90%) et sa transmission se fait par le sexe féminin (Bancarel.,2010).

Taleau3 : Répartition des malades selon le sexe.

Effectifs Pourcentage %
Sexe
Fille 05 10,4
Gargon 43 89,6
Total 48 100

Le déficit en G6PD étant une affection récessif liée a I’X donc alors la probabilité de trouver
des malades masculins par rapport les femmes est plus élevé (tableau 3). Le déficit en G6PD est
héréditaire, il est lié a une anomalie du gene de la G6PD situé sur le chromosome X et se transmet
selon les lois de la génétique. Une mere (XX) transmet un X a chacun de ses enfants et un pére
(XY) transmet un X a chacune de ses filles, et un Y a chacun de ses garcons. Lorsque la mere est

atteint tous les garcons seront malade parce qu’ils héritent le X muté de sa mére.
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B feminin M masculin

Fig. 4 : Répartition total des malades selon le sexe.

1.4. Distribution des malades selon le System ABO

Dans notre étude sur le déficit est plus fréquent dans le groupe O+ suivi de groupe A+ puis
de groupe B et le groupe AB+.
Le test de comptabilité est nécessaire pour faire la transfusion sanguine, Il n’y a pas de lien entre le
déficit en G6PD et le polymorphisme sanguin dans le systtme ABO le déficit touchait plus les
donneurs du groupe O que les autres groupes.
La différence dans la répartition du groupe sanguin dans le systeme ABO quant a la présence du déficit

n’est pas statistiquement significative. En effet le groupe O prédomine que les autres groupes a Mila.

Tableau 4 : La répartition des malades selon le systeme ABO.

Groupage Effectifs Pourcentage
A+ 14 29,2
AB+ 3 6,3
B+ 8 16,7
O- 1 2,1
O+ 20 41,7
Total 46 95,8

29



Résultats et Discussion

Fig.5 : La distribution des malades selon le system ABO.

1.5. Facteurs déclenchants

Dans notre étude, nous avons constaté que le principal facteur déclenchant de 1’hémolyse
chez tous les malades est I'ingestion de féves, ce dernier est tres consommé en vertu d'une région
agricole par excellence. D’autres études ont montré qu’il ya d’autres facteurs déclenchant tels que
les médicaments et les infections (Benyachou, 2008).
2. Etude clinique
2.1. Antécédents personnels et antécédents familiaux

Pour les antécédents personnels, nous avons le cas 9(voisannex quia déja subi une hémolyse
a I’age de deux ans. Pour les antécédents familiaux nous avons trois cas qui ont une histoire
familiale.
Dans I’annexe 01 tableau 6, le cas20, le grand-pére maternel est atteint du déficit en G6PD, le grand
pére du cas N°20 agé de 70 ans a eu un probléme d’ictére suite a une ingestion importante des feves
au période coloniale a 1’dge de 7 ans, I’enfant malade en question a hérité le X muté de sa mere,
cette derniére a regu ce X de son pere(Fig.6).
D’autre part, le cas 24, sa mére agee de 37 ans est malade aussi.Toutefois, le déficit peut étre
symptomatique chez les femmes, soit homozygotes, soit hétérozygotes en fonction de I’inactivation
(le phénomeéne de lyonisation)de 1’un ou I’autre des deux chromosomes X. En effet, le processus de
I’inactivation se faisant au hasard au stade embryonnaire précoce (stade morula), il peut y avoirplus
de cellules déficientes donc les cellules normales peu abondantes cela explique 1’apparition de la
maladie de sa mere. Elle a un seul des deux chromosomes X qui est actif, ’autre étant inactif sous
la forme d’une masse chromatinienne et formant le corpuscule de Barr. L’apparition de la maladie

traduite par les signes cliniques suivant une crise hémolytique avec des urines rouge et une fiévre et
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une faiblesse donc I’enfant est obligatoirement malade. Le dernier cas c’est le cas 44 les deux fréeres

atteint de favisme parce que recu le X muté de la mére malade transmit a cet enfant (Fig.6).

Tableau 5 : Répartition des cas du déficit en G6PD selon les antécédents familiaux.

Ne°d’observation Antécédent d’ictere Antécédent d’hémolyse
20 grand-pere maternel /
24 / la mére
44 / 2 fréres

D e

1 1

Cas N°20 ° Cas N°24

|:| gargon sain

C::I Femme =aine

gasgon malade
@ femme conductrice
@ Femme malads

Fig. 6: Les arbres généalogiques des cas N°20 et 24.

2.2. Répartition des malades selon les Signes cliniques

En cas de déficit en G6PD, les globules rouges s’éclatent lors d'une oxydation. Si les
personnes atteintes de ce déficit ingérent des produits qui provoquent une oxydation, il se produit
une destruction rapide des globules rouges ; ce phénomeéne est appelé anémie hémolytique, il se
manifeste par divers symptdmes : paleur, fievre, fatigue, douleurs dans les articulations douleurs
dans l'abdomen, urines foncées, ictere, essoufflement (dyspnée), tachycardie (accélération
du rythme cardiaque), passage d’hémoglobine dans les urines (hémoglobinurie) et passage de la
bilirubine dans les tissus (ictére) (Ministere de la Santé et des Solidarités de la France, 2008).
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Selon les données des dossiers la plupart des enfants ont présenté durant les deux années
2014,2015 précédents jusqu’au Mai 2016 : la péleur cutané-muqueuse chez 12 cas, les urines
foncées 6 cas, I’ictére cutané muqueux chez 10 cas, mais deux cas fiévre et dyspnées, seulement un
cas douleur abdominale et la splénomégalie n'a été retrouvée chez aucun cas, un cas douleur

abdominale et 2 cas la fievre et dyspnées (Tableau 6).

Nos résultats correspondent a ce qui ont été decrit dans la littérature par Beutler, 1991 et
1994(Beutler, 1991 et Beutler, 1994).

Tableau 6: Signes cliniques lors de I'admission.

Signes cliniques Fréquences
Urines foncées 7
Péleur cutanéo-muqueuse 13
Ictere conjonctival 3
Ictere cutanéo-muqueux 9
Douleur abdominale 1
Fievre 2
dyspnées 2
Céphalées 1

0

Hépato-splénomégalie

Les hémolyses, dans le cas de déficit en G6PD, sont le plus souvent aigués, parfois sévéres,
et méme mortelles, suite a une ingestion de féves, ces derniére contiennent deux glycosides, la
vicine et la convicine, dont I’hydrolyse conduit a la divicine et a 1’isouramil, composés dont les
propriétés oxydantes sont voisines de celles de la quinine, ces composant oxydant des féves

favorisant la destruction des globules rouges est donc la gravité dans hémolyse.

L’ictere est d a la destruction de 1’hémoglobine tout & coup de fagon massive et rapide, qui
donne une couleur jaune sous forme d’un composé appelé bilirubine. L‘épuration du foie est
surchargée, avec augmentation de la bilirubine non conjuguée pouvant aller jusqu'a I'apparition

d'une jaunisse ou ictére.
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3. Etudes biologique:

3.1. HéEmogramme

La valeur de I'hnémoglobine varie de 2,9 a 11.1 g/dl avec une moyenne de 7 g /dI.
Le taux de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine oscillait (CCMH) entre 21,1
et38,2 avec une moyenne de 29,65. Sur les hémogrammes effectués, les moyennes de GB sont des
valeurs élevées ainsi le taux des GR est en moyenne de 222950m? inférieur au taux normal. Notre

résultat est semblable a d’autres études (Monchy et al., 2004 ; Hofemann, 2016).

Tableau 7: Répartition des paramétres de I’hémogramme.

Elément de Valeurs Valeur Moyenne Fréquences
I'hémogramme normaux mesurable
HB(g/dI) 11-14 2,9-11.1 7 38
CCMH (g/dl) 32-36 21,1-38,2 29,65 33
GB (m°) 5,5-17 8,9-37 22,9 35
GR (10%/1) 3,9-5,3 1,53-4,1 2,82 32

En cas de déficit en G6PD, les globules rouges du sang s’éclatent lors d’une oxydation, mais
en compensation 1’organisme fabrique plus vite de nouveaux globules rouges; c’est ce qui explique
que certains garcons ayant ce déficit ont parfois des accidents aigus qui se réparent
spontanément.En effet, 1’oxydation est tres dangereuse pour la cellule, détruisant de nombreux
composants sur la membrane, dans le cytoplasme, atteignant I’hémoglobine elle-méme. S’il n’existe
pas de G6PD, la cascade de réaction protecteur par le glutathion réduit n’existe pas; 1’oxydation
peut faire des ravages dans la cellule sans contréle et le globule rouge éclate provoguera une anémie
hémolytique. Tous ces GR sont alors phagocytés par les macrophages ce qui signifie le taux élevé
des GB.

3.2. Taux de bilirubine

Le taux de bilirubine totale varie de 0.1 a 101 mg/l avec une moyenne de 50 mg/I et le taux
de bilirubine directe variant entre 0,25et 41 mg/l avec une moyenne de 20,62 mg/Il. Sur 19 enfants
ayant bénéficié du dosage de la bilirubine total, 17 avaient une hyperbilirubinémie soit 89,47%, les

deux autres cas 2 et 32 (10,53%) avaient une valeur normale de la bilirubine (Tableau8).
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Tableau 8: Résultats du dosage de la bilirubine.

Bilirubine Total mg/I Bilirubine Direct mg/l
Nombresdes observations (\Valeur normale 1-10) (Valeur normale <3)
(cas)

2 0,1 0,25

3 47,7 24,8

5 56,5 15,4

9 42 21

10 10,5 4,7

12 101 41

13 10,7 5

16 21 5,78

19 94 24

22 70,6 32.3

23 13,4 -

26 82 0,5

30 40,01 -

31 30,26 5,14

32 7,88 -

39 11,2 Quantité insuffisante

40 61 7

45 53 -

48 10,02 0,73

En cas de carence en G6PD, les globules rouges sont détruits et 1’hémoglobine s’évacue en
grande partie sous forme de bilirubine, par I’intermédiaire du foie. Typiquement, il s'agit d'une
anémie aigiie, avec un taux d’hémoglobine diminue et une augmentation de la bilirubine. Dans la
littérature, I’anémie hémolytique par déficit en G6PD s’accompagne d’une augmentation de la
bilirubinémie pouvant atteindre dans certains cas 700umol/l. ces résultats sont compatibles avec

ceux décrits par Raupp et al., 2001.
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3.3. L’électrophorése de I’hémoglobine

Elle ne constitue pas un élément de diagnostic du déficit en G6PD, mais elle nous permet
d’¢liminer une hémoglobinopathie qui représente une autre cause d’hémolyse.

Les résultats de I'électrophorese de I'hémoglobine effectuée chez 5 patients seulement ont
révélé un profil électrophorétique normal. 1l s'agit de lI'observation des cas N°1,11, 22,24,42 et un
seul patient montre un profil anormal cas N°17 avec un HbF=1.8%,HbA = 92.1% et HbA2 = 6.1%
parapport le profil normal (HbF= < 0.5 %,HbA= 96.8 - 97.8%, HbA2= 2.2-3.2 %)

Le diagnostic est assuré par I'électrophorese de I'hémoglobine et le dosage de I'HbAZ2, et
accessoirement par dosage de I'HbF. L'électrophorése de I'hnémoglobine montre un pourcentage
d'HbF constamment augmenté et majoritaire tandis que le pourcentage de I'HbA2 est normal ou
élevé.

Dans la littérature, des cas d’association de déficit en G6PD et d’hémoglobinopathies
notamment de thalassémie sont décrits. Dans notre étude, 1’électrophorése de I’hémoglobine
réalisée chez 6 malades, il y a 5 malades ont un profil normale cela confirme que le déficit en G6PD
est la cause de I’hémolyse, et un seul cas (N°17)anormal qui peut étre expliqué par la coexistence

du déficit en G6PD et la thalassémie.

3.4. Test de Coombs direct
Ce test a été réalisé chez 4 malades admis, il était négatif pour tous ces enfants.

Le test de Coombs direct, ou test direct a I'antiglobuline (T.D.A.), dénomination actuelle,
grace a l'action de I'antiglobuline, révéle, par une agglutination, la présence d'anticorps incomplets
liés aux érythrocytes. Il est direct car les érythrocytes sont directement mis en contact avec
I'antiglobuline. Ce test est utilisé pour le diagnostic d'une anémie hémolytique immunologique (auto

ou allo-immune, normocytaire régénérative).

3.5. Dosage de la G6PD

Les résultats du dosage de l'activité enzymatique en G6PD ont révélé des valeurs diminuées
(tableau 9). La valeur varie de 0,1 et 10 Ul/g Hb avec un moyenne de 4.22 Ul/g Hb (la valeur
normale 6-20 Ul/ g Hb).
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Tableau 9 : Répartition des cas en fonction de la valeur de la G6PD.

Dosage de G6PD Nombre de cas
<1Ul/gHb 3
[1-4]Ul/gHb 1
[6 —10] Ul/gHb 4

La confirmation du déficit a été basée sur le dosage de 1’activité enzymatique de la G6PD

réalisé deux mois aprés la période d’hémolyse. Ce dosage est devenu obligatoire dans certains pays
tels que la France. L'activité en G6PD est évaluée chez les patients pour lesquels les autres causes
d'anémie ou d'ictere ont été éliminées. Dans notre étude huit malade seulement ont bénéficies du
dosage de I’activité enzymatique, les autre ont peut-étre dosé I’activité de 1I’enzyme mais le résultat
n’est pas mentionné dans leur dossiers. Soit ils n’ont pas fait le dosage a cause du cout de ce
parametre et I’enfant support bien apres la transfusion.
Nous avons réveélé une activité tres faible chez 3 cas (14-20-24) étudiés ou la valeur varie entre 0,1
et 0,2Ul/g Hb, cela est interprete par la localisation de mutation par rapport au site actif de I’enzyme
qui marque une faible activité. Un malade montre une activité faible de 1 & 4 et 4 cas ont une valeur
normale entre 6 & 10 Ul/g d’Hb et I’activité dépondant le type des variantes. Plusieurs mutations du
géne G6PD ont été décrites. S’il y a diminution de la concentration G6PD, il est vraisemblable que
le patient va présenter des symptomes.

Toutefois, ces résultats ne peuvent pas étre utilisés pour prédire la réaction du patient dans
de telles circonstances. La sévérité des symptomes peut varier d'un patient a l'autre et d'un épisode a
l'autre. Si un individu masculin a une concentration normale en G6PD, généralement il n'a pas le
déficit soit le dosage a été fait juste apres la transfusion. Toutefois, si le test a été effectué durant un
épisode d'anémie hémolytique, il doit étre répété quelques semaines plus tard, quand la répartition
des globules rouges se sera rééquilibrée en forme mature.

L’interprétation des résultats est en générale difficile, car il peut exister une grande hétérogénéité
des activités dans le globule rouge, entre autres I'nétérogénéité d'age des cellules. En effet, le

globule rouge en survie voit ses activités diminuer au cours de son vieillissement.
4. Traitement
Dans la plupart des cas, le déficit en G6PD ne pose pas de probléme pour un individu, a

moins qu'il soit expose aux agents oxydants qui peuvent endommager ses globules rouges.
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La plupart des personnes atteintes n'ont pas besoin de traitement régulier, I'anomalie génétique ne
peut pas étre traitée. Si une crise hémolytique se produit, les transfusions sanguines sont toujours

nécessaires ainsi l'arrét des facteurs potentiellement hémolysants.
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Conclusion

Le déficit en glucose-6-phosphate (G6DP) est une enzymopathie héréditaire encore appelée
« favisme » en raison du risque de survenue d’accident hémolytique apres ingestion de féves par les
personnes deéficitaires. Cette pathologie touche plus de 400 millions de personnes dans le monde, ce
qui en fait le déficit enzymatique le plus répandu,Ces anémies sont dues a un trouble intrinséque de
I’hématie mais ne sont le plus souvent révélées que par I’intervention d’un facteur exogene, féve,
médicaments, infections, autres Plusieurs listes d’agents pharmacologiques susceptibles de
déclencher une crise d’hémolyse chez les déficients en GO6PD ont été publiées.

Le diagnostic de ce déficit était fortement suspecté devant le déclenchement d’une crise
d’hémolyse aigue dans les 24 a 48 h aprés ingestion de feves, et confirmé biologiquement par le
dosage de I’activité enzymatique de la G6PD.

Au cours de notre étude effectuée au service de pédiatrie du I’EPH de fréres Mahglaoui et de
Mohamed Maddahde Ferdjioua sur une période portant sur trois ans (2014-2016), nous avons relevé
48 cas de déficit en G6PD, 43 cas de sexe masculin et 5 filles, au terme de ce travail.

Le diagnostic de cette affection se base sur le type de nutriment ingéré la veille de
I’hémolyse, la présence des antécédents personnels ou familiales ainsi des analyses biologiques tel
que : FNS, le dosage enzymatique de G6PD, 1’électrophorése de 1’hémoglobine, et le dosage de la
bilirubine, Pour déterminer la mutation en cause du déficit enzymatique il faut faire appel a la
technique moléculaire

Le meilleur traitement du favisme qu’est une maladie génétique, la prévention qui reste le
meilleur traitement et ¢a consiste a écarter tous les produits dangereux dont la liste est remise aux

parents de 1’enfant a sa sortie de I’hdpital.
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Annexes 01 : Les données biologiques des malades.

N° sexe ABO Age(ans) Hb(HGB)g/dl RBc 109/ Billirubin T  Billirubin D mg/l  dosage G6PD Ul Hg/g electrophorese de Hb

1 M O+ 2 5,7 1,84 HbA=976 HbA2=24
2 M O+ 2 7,4 2,34 0,1 0,25

3 F A+ 2 11,1 3,87 47,7 24,8

4 M O+ 5 4,3

5 M A+ 5 5,8 56,5 15,4

6 M B+ p 4,9 1,53

7 M A+ 5 5,21

8 M O+ 3 6,9 2,38

9 M B+ 12 8,2 2,75 42 21 7,6

10 F O+ 27 Moins 6,2 2,82 10,5 4,7

11 M A+ 2.1/2 3,71 Hba=97,1 HbA2=29
12 M B+ 2 6,2 2,01 101 41

13 M A+ 15 moins 5,7 _ 10,7 5

14 M 2 5,8 1,91 <01

15 M AB+ 4

16 M O+ 2 4 1,53 21 ml/I 5,78 mg/|

17 M A+ 3 6,1 2,87 HbA=92,1 HbA2= 6,1
18 M A+ 25 moins 1 3,32 1,44

19 M O+ 2 6,9 1,44 94 24 3,4

20 M O+ 2.1/2 4,7 2,6 0,2

21 M O+ 18 moins 7,6 2,49

22 M AB+ 11 moins 5,2 70,6 32.3 HbA=96,7 HbA2=3,3
23 M O+ 3 6,4 2 13,4 6,1




24 M A+ 3 8,2 2,98 0,2 HbA= 96,7 HbA2=2,9
25 M A+ 17 moins 4,6 1,99

26 M B+ 17 moins 6,8 2,26 82 0,5

27 M O+ 2 4,1 2,66

28 F AB+ 18 moins 4.8 1,79

29 M O+ 2 45

30 M O+ 3.1/2 5 2,08 40,01

31 M O+ 3 43 1,71 30,26 5,14

32 M O- 4 6,3 2,08 7,88

33 M O+ 33 mois 9,02
34 M B+ 4

35 M O+ 4

36 M 6

37 M O+ 16 moins

38 M A+ 2.1/2 1,77 10
39 F A+ 3 8,1 3,56 11,2 Quantité insuffisante

40 M O+ 2 10,7 3,5 61 7

41 M O+ 23 mois

42 F O+ 2 3,9 1,51 HbA=96,7 HbA2=2,9
43 M A+ 8

4 M B+ 2 2,9 53

45 M B+ 2 43

46 M B+ 6,1 2,27

47 M A+ 6 8 2,48

48 M A+ 18 mois 4,7 41 10,02 0,73
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Etude épidémiologique descriptive du déficit en G6PD dans la Wilaya de Mila

Résumé

Le déficit en G6PD est I’enzymopathie érythrocytaire la plus répandue dans le monde. C’est
une maladie héréditaire lie au sexe, portée par le chromosome X. L’objectif de ce travail est
d’étudier les parametres épidémiologiques de favisme. Le résultat final de I’étude épidémiologique
du déficit en G6PD, dans le service de pédiatrie des hépitaux Fréres Maghlaoui de Mila et
Mohamed Meddah de Ferdjioua, Wilaya de Mila depuis Mars 2014 jusqu'a Mai 2016, est porté 48
dossier d’enfant malades (10 mois au 12 ans), sachant que la consultation continue durant cette
année 2016. Nous avons remarqué dans ce constat que les malades atteins de sexe masculin est de
nombre 43 et seulement 5 cas de sexe féminin cela démontre la théorie de la maladie récessive lie a
sexe. La transfusion isotypique a été réalisée chez tous les enfants. Au terme de ce travail, nous
insistons sur le traitement préventif qui reste un volet thérapeutique important et consiste a proscrire
tous les produits dangereux figurant sur une liste remise aux parents des enfants a leur sortie de
I’hopital.

Les mots clés : G6PD, Favisme, Chromosome X, Etude épidémiologique.

Abstract

The glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficit is the most widespread erythrocytic
enzymopathy in the world. It is an inherited diseaserelated to sex, carried by X chromosome. The
objective of this work is study the epidemiologic parameters of favism. The end result of the
epidemiologic survey of deficit in G6PD in the service pediatry of the hospitals Brothers Maghlaoui
of Mila and Mohamed Meddah of Ferdjioua, Wilaya of Mila since March 2014 up to Mai 2016, is
48 file of child patients (10 months to 12 years), knowing that the consultation continues during this
year 2016, one notices in this report that the patients reach male sex is of number 43 and only 5
cases of female sex that show the theory of the recessive disease binds has sex. Isotype transfusion
was performed in all children. After this work, we emphasize preventive treatment remains an
important therapeutic component and is to outlaw all dangerous products on a list given to parents
of children in their hospital discharge.

Key words: G6PD, Favisme, Chromosome X, Study epidemiological.
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