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Résumé
Introduction : Dans le but d’améliorer le taux de rendement
des cultures de Mycobacterium tuberculosis entravé par
de fort taux de contamination, nous avons comparé la
méthode modifiée de Petroff et celle de l’acide oxalique
pour la décontamination des expectorations de patients
tuberculeux.
Matériel et Méthodes : De novembre 2012 à février 2013,
76 expectorations (fraîches et anciennes) obtenues de 76
patients tuberculeux bactériologiquement confirmés ont
été décontaminées à l’hydroxyde de sodium à 4% et à
l’acide oxalique à 5% avant d’être inoculées sur des
milieux de culture de Lowenstein Jensen.
Résultats : Au total 31 (41%) cultures étaient positives
après la décontamination par l’acide oxalique et 12 (16%)
après la méthode modifiée de Petroff. Quant aux
contaminations, 10 (13%) cultures contre 62 (82%) ont
été contaminées respectivement après la décontamina-
tion par l’acide oxalique et la méthode modifiée de Petroff.
Conclusion : L’acide oxalique n’est pas la méthode de
décontamination idéale, mais elle pourrait être une
solution alternative surtout pour les expectorations
fraichement collectées.
Mots clés : Tuberculose ; Diagnostic ; Culture des
mycobactéries, Méthode modifiée de Petroff , Acide
oxalique.

Summary
Introduction : In order to improve the recovery rate of
Mycobacterium tuberculosis from sputum of
tuberculosis patients which is hampered by high
contamination rate in Burkina Faso, we compared the
modified Petroff’s (4% sodium hydroxide) and 5% oxalic
acid decontamination methods for sputum culture.
Materiel and methods : From November 2012 to February
2013 a total of 76 fresh (33) and old (43) sputum obtained
from 76 bacteriologically confirmed TB patients were
decontaminated  with 4% sodium hydroxide  and 5%
oxalic acid 5% before inoculation onto Lowenstein
Jensen Media.
Results : Among the 76 fresh and old sputum, 31 (41%)
cultures showed the growth of mycobacteria after
decontamination by oxalic acid and 12 (16%) after
decontamination by NaOH . Ten (13%) cultures remained
contaminated after oxalic acid treatment, whereas 62
(82%) were contaminated after NaOH decontamination.
Conclusion:  The oxalic acid is not the ideal method of
decontamination, but it could be an alternative one
especially for the freshly collected sputum.
Key words : Mycobacterial culture sputum decontami-
nation, modified Petroff’s: 5% Oxalic acid.

Correspondance : Dr Zingué Dézémon, BP 390, Center
Muraz, Bobo-Dioulasso, Burkina-Faso,
Email: zinguedezemon@yahoo.fr- Tél : 00226 709 679 49
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Kaboré A et coll. Comparaison  de deux  méthodes de
décontamination pour la culture des mycobactéries à partir
d’expectorations au Burkina-Faso : Acide oxalique 5% vs
NaOH 4%

Kaboré A et  al.  Comparison of two decontamination methods
for the cultivation of mycobacteria from sputum sample in Burkina
Faso: 5% oxalic acid vs 4% NaOH

INTRODUCTION

The global plan to end tuberculosis (TB), a 5-year

strategy aims to successfully treat 90% of people

infected with TB by 2020 [1]. To reach this goal,

diagnosis of cases tuberculosis cases is an important

aspect for National Tuberculosis Programs. The

timely detection ensures efficacy treatment of patient

and therefore prevents further spread of the disease

that is essential for efficient TB control [2]. In

resource limited settings, TB diagnosis is usually

done by Ziehl Nielsen technique and culture with

Lowenstein Jensen (L-J) media that is

recommended by WHO [3,2]. However the

diagnosis by the culture in resources limited settings

is hampered by high rate of contaminations [4] and

especially in Burkina-Faso where the National

Tuberculosis Program, in its 2015 report, showed

contamination rate of 25 %. Because the sputums

used for culture contain mycobacteria and other

fast growing microflora [5], diagnosis by culture

require a step of decontamination. The challenge

of this process is to eliminate fast growing microflora

while preserving the mycobacteria.

Decontamination methods take advantage of the

resistance of mycobacteria to acids and bases or

other antibacterial agents [6]. Numerous procedures

for digestion and decontamination have been used

throughout the world. Each method has its

advantages and drawbacks and there is no

universally recognized methods of decontamination

[5, 7]. So it is essential for each laboratory to choose

and adapt by assessments the appropriate one

which have acceptable contamination rate (2-5 %

for freshly collected sputum and 5-10 % for those

stoked before culturing) [5]. In Burkina-Faso

laboratories as in most resource limited settings,

the Sodium hydroxide 4% called “modified Petroff

method” is widely used because it is simple,

accessible and suitable for many laboratories [2].

But in the recently regional TB survey we are

confronted with high rate of contamination. Because

the 4% sodium hydroxide represents the upper limit

of its concentration [2], we have to identify a harsher

decontamination method. An alternative one such

as oxalic acid 5% which was recommended for

use in recovery of acid fast bacilli (AFB) from

heavily contaminated specimens like those

consistently overgrown with Pseudomonas species

[5, 8],  is promising. The aim of this study was to

compare modified. Petroff’s (4% NaOH) versus

5% oxalic acid decontamination method for

improvement of the recovery of Mycobacterium

tuberculosis in Burkina Faso.

MATERIALS AND METHODS

* Design and Samples

Two type of sputum belonged to 76 patients with

bacteriologically confirmed TB were used. Fresh

sputum samples were collected at the district levels

between November 2012 and February 2013 and

sent to Centre MURAZ in Bobodioulasso where

they were stored at 4°C before being processed

within three days. Old sputa were obtain during

regional TB survey study, between March 2011

and November 2012. They were prior stoked at

20°C until processed.

The samples were thawed, vortexed, and divided

into two tubes prior to analysis. AFB were

confirmed with ZN-smears and samples were

decontaminated with either 5% oxalic acid and 4%

NaOH, respectively.
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Study protocol and consent forms were reviewed

and approved by both the Institutional Review

board of Centre MURAZ and Health research ethical

committee of the Health Ministry of  Burkina Faso.

* Sputum sample decontamination methods

Two milliliters of 4% NaOH or 5% oxalic acid

was added to a 50 ml conical tube containing 2 ml

of sputum. The same volume of NaOH could be

added for better digestion. The contents were

mixed by vortexing for 15 seconds, and then the

tube was mixed with agitator front and back type

“Kahn” at room temperature for 20 minutes for

homogenization and decontamination. The volume

was brought to 50 ml with distilled sterile water,

mixed by vortexing, and then centrifuged at 3,000

x g for 20 minutes then the supernatant was

discarded. This process was repeated two time in

order to obtain a neutralized pellet. Finally, this

pellet was re-suspended in 1 ml of distilled sterile

water and was inoculated onto media.

* Growth media, incubation and identification

of growth mycobacterium

Two Lowenstein-Jensen Medium Base

supplemented with 0.75% of glycerol and two L-

J supplemented with 0.2% of sodium-pyruvate

were used for inoculation of decontamination pellet.

(Lowenstein-Jensen Medium Base, Bio Maxima

S.A., Velterow 5, Lublin, POLAND). The cultures

were incubated for 90 days at 37°C. The slants

were examined regularly in conformity with the lab

procedures: first after 72 hours to note and

eliminate the contaminated slants. They were then

examined once per week until growth of colonies

was observed. Colonies were stained for acid

fastness using the hot Ziehl-Neelsen staining

method to confirm the presence of AFB. Then,

the isolates strains were identified by Niacin test,

Nitrate Reduction test, thermostable catalase test

at 68°C and 22°C. If there was no growth at day

90 the culture was considered negative. Cultures

were scored as contaminated if contaminant

bacterial overgrowth of the four L-J media. To

minimize culture contamination due to the analytical

conditions in our laboratory, culture was routinely

done under a class II biosafety cabinet (BSC).

Sterility of the culture medium was checked

macroscopically after incubating every new batch

at 37°C, during 72 hours. Sterile decontaminating

solution was used. Sterile distilled water used in

culture was inoculated in parallel on sterile L-J

media, in order to check its sterility.

* Data analysis

Data were analyzed using Epi-Info 7 software. We

used a two-sample test of proportions to determine

the difference in proportions. A p-value of less than

0.05 was used to indicate statistical significance.

RESULTS

A total of 76 (33 fresh + 43 old) sputum samples

collected from 76 bacteriologically confirmed TB

patients were studied. Of these, 31 (41%) and 12

(16%) samples were found to be mycobacterium

positive after oxalic acid and modified Petroff’s

decontamination, respectively. We found that 10

(13%) samples were contaminated after

decontamination by the oxalic acid method, whereas

62 (82%) were contaminated after treatment with

modified Petroff‘s method (table I). Positives culture

obtained by the both methods of decontaminations

belonged to Mycobacterium tuberculosis complex

with Niacin test positive, Nitrate reduction test

positive and thermostable catalase test negative.
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Table I: frequency of culture contamination following two methods of decontamination

    Type of      Modified  Petroff     5% Oxalic Acid       Ch2     p
decontaminant

   Type of Fresh      Old      Total          Fresh      Old      Total
expectoration Nb          Nb       Nb (%)     Nb          Nb       Nb (%)

      
Not contaminated

Pos 12 0       12 (16%)  21        10         31(41%)  
 Neg 2 0 2 (3%)   6          29        35 (46%)

 72    0,001
 Total 14 0 14 (18%)  27 39 66 (87%)  

Contaminated  19 43 62 (82%)    6   4 10 (13%)  

 Total 33 43 76 (100%) 33 43 76 (100%)  

Legend :  Nb = Number Pos = positive Neg = negative

DISCUSSION AND CONCLUSION

Sputum culture is important for TB control

programs, because it allow isolation of

mycobacteria strains necessary for the complex

MTB identification and drug susceptibility testing.

But culture is hampered by high contamination due

to microorganism’s carriage by sputum during

collection.  The aims of this study was to compare

modified Petroff and 5% oxalic acid methods for

sputum decontamination. Globally, the

contamination rate of oxalic acid method is lower

compared to modified Petroff’s method but is still

higher than the target range. This indicated that the

decontamination was not strong enough and

probably requires an increase of the concentration

of the decontaminant or the time of contact [2].

Paradoxically, the negatives culture with oxalic acid

were higher than the target range (Fresh: 18%, old:

67%; target range: 1-3%), indicating that this

method is too strong, cannot be more and therefore

inappropriate for our laboratory.  In view of this

paradox, other factors that can influence the culture

contaminations such as the pre-analytical factors

must be explored.

Nevertheless, the oxalic acid results showed a

better recovery of M. tuberculosis from new (+18

points) and olds (+10 points) sputa compared with

modified Petroff method. For this reason, it could

be an alternative method until we can find a better

one. Best results were obtained with fresh sputum

than old one, confirming the WHO recommen-

dations according to which it was most important
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for TB diagnosis to process fresh specimen than

the old one [2]. However, during the recently

regional TB survey, in which the olds sputum were

collected, these recommendations were not always

practicable, and delays between specimen

collection and processing do occur, especially for

the sputa collected at remote areas. Therefore, it

would be interesting in our settings to evaluate the

impact of these delays and others major pre-analytic

factors on culture contaminations.

The results suggest that treatment with oxalic acid

method could be an alternative decontamination

method as compared to modified Petroff method

since it allow to improve the recovery rate of

mycobacteria from fresh and old sputa. But

additional upstream factors of the culture that can

influence contaminations should be evaluated.

Acknowledgements
The authors are grateful to ANRS12204 study for
supporting this study.

Conflict of interest : The authors have no conflict of
interest.

REFERENCES

1. Stop TB Partnership. Global Plan to End TB

2016-2020. Available at: http://www.stoptb.org/

global/plan/plan2/. Accessed 02/09/2017.

2. Hans L. Rieder, Armand Van Deun, Kai

Man Kam. In. Priorities for Tuberculosis

Bacteriology Services in Low-Income Countries.

International Union Against Tuberculosis and Lung

Disease. Paris.2007;2nd ed:1-150.

3. Jacobus HW, Jaime R. Conventional

diagnostic methods. In Palomino CJ, Leão S

Ritacco V. Tuberculosis 2007 from basic science

to patient care. Palomino – Leão – Ritacco Eds.

2007;1st ed: 401-424. http://tuberculosistext
book.com.

4. Demers AM, Verver S, Boulle A, Warren R,

Van Helden P, Behr MA, et al. High yield of

culture-based diagnosis in a TB-endemic setting.

BioMed Central Infectious Diseases. 2012; 12:218.

5. Narvaiz de Kantor I, Kim J S, Frieden TR,

Laszlo A, Fabio L, Pierre-Yves N, et al.

Laboratory services in tuberculosis control: Culture

part III. WHO, Geneva, Switzerland.1998; WHO/

TB/ 98.258:1-97.

6.  Sonnenberg P, Murray J, Glynn JR, Shearer S,

Kambashi B, Godfrey-Faussett P. HIV-1 and

recurrence, relapse, and reinfection of tuberculosis

after cure: a cohort study in South African

mineworkers. Lancet. 2001;358(9294):1687-93.

7. Zingue D, Hien H, Meda N, Zida S, Kabore A,

Sanou A, et al. Advantages and drawbacks of

expectoration decontamination methods for

tuberculosis and anti-tuberculosis drug resistance

diagnosis. Annales de Biologie Clinique.2013;

71(3):283-291.

8. Cadmus S, Falodun O, Fagade O. Methods

of sputum decontamination with emphasis on local

tuberculosis laboratories. African Journal of

Medicine and Medical Sciences.2011;40(1):5-14.



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020782

Rev Afr Biol Méd

Afr J Med Biol

LA REDACTION DE LA
Revue africaine de Biologie Médicale

vous souhaite

UNE  EXCELLENTE

ANNEE 2020



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020 783

African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2020;5(10):783-792..

Section A : Bactériologie - Virologie / Bacteriology and Virology

Caractérisation phénotypique des souches bactériennes isolées au service de
chirurgie orthopédique et traumatologique du CHU de Bouaké.

Phenotypic characterization of bacterial stains isolated in the orthopedic
surgery and traumatology service of Bouake’s teaching hospital.

Diarrassouba A1,2, Traoré A1, Monemo P1,2, N’guessan AM1, Tadet JON1,

Cissé A1, Akoua-Koffi C1,2.

1- Laboratoire de Bactériologie, Centre H ospitalier et Universitaire de Bouaké
2- Université Alassane Ouattara de Bouaké

Section A: Bactériologie et Virologie Rubrique : Article original

R é su mé
Introduction : L’environnement hospitalier renferme de
multiples bactéries qui influencent l’évolution clinique des
patients hospitalisés. Les infections postopératoires occupent la
troisième place des infections nosocomiales. Les complications
infectieuses postopératoires sont la 1ère cause de morbidité et de
mortalité en chirurgie avec pour corollaire une augmentation du
coût et de la durée du séjour hospitalier. Les espèces bactériennes
connues auparavant comme saprophytes, ont acquis de nouveaux
mécanismes de virulence et de résistance. L’objectif de ce travail
était de déterminer la prévalence et le profil de résistance des bactéries
circulantes dans le service de Traumatologie du CHU de Bouaké.
Matériel et méthodes : Il s’agit d’une étude prospective réalisée
de janvier à juin 2016, qui a permis de collecter 145 échantillons
de produits biologiques : 44 prélèvements en portage nasal et
palmaire chez le personnel soignant, 50 des plaies de patients
hospitalisés et 51 sites environnementaux. Les prélèvements
ont été effectués à l’aide d’écouvillons stériles humidifiés au
sérum physiologique. Les échantillons ont été analysés selon les
techniques de Bactériologie conventionnelle.
Résultats: Les 51 sites environnementaux prélevés ont permis
d’identifier 19 (44,2%) souches bactériennes. Chez le personnel
soignant, l’analyse bactériologique du portage nasal et palmaire a
permis d’identifier respectivement 18 (46,6%) et 19 (51,4%)
souches bactériennes. A partir des échantillons de pus, 41 (82%)
souches bactériennes ont été isolées. Une souche de E. cloacae
multirésistante a été isolée des sites environnementaux inertes.
Staphylococcus aureus méticillino résistant (SAMR)
étaitprédominant en portage nasal chez le personnel soignant
(75%). Une infection du site opératoire (ISO) était observée
chez 18 patients parmi les 50 patients opérés, soit un taux de
suppuration de 48,65%. Des souches de Staphylococcus à
coagulase négative : 7 (17,1%), K. pneumoniae : 5(12,2%), E.
faecalis : 4(9,7%) et P. aeruginosa : 3(7,3%) ont été
principalement isolées des pus.Toutes les souches de K.
pneumoniae isolées des pus étaient productrices de bêtalactamases
à spectre élargi.
Conclusion : Cette étude a permis d’isoler des bactéries
multirésistantes impliquées dans les infections du site opératoire,
en portage et dans l’environnement. La maitrise de l’écosystème
bactérien pourrait contribuer à réduire la fréquence des
suppurations au service de Chirurgie Orthopédique et
Traumatologique du CHU de Bouaké.
Mots clés : écosystème, Chirurgie, portage, bactéries multi-
résistantes, Bouaké-Côte d’Ivoire.

Summary
Introduction: Hospital environment contains multiple bacteria
that influence the clinical course of hospitalized patients. Post-
operative infections are the third most common type of
nosocomial infection. Post-operative infectious complications
are the leading cause of morbidity and mortality in surgery,
resulting in an increase in the cost and duration of hospital stay.
Bacterial species previously known as saprophytes have acquired
new mechanisms of virulence and resistance. This survey was
conducted to assess the prevalence and resistance profile of
bacteria circulating in the Traumatology Department of the
Bouaké’s Teaching Hospital.
Materials and methods: Between january to june 2016, we
collected 145 biological samples from 44 caregivers, 50
hospitalized patients wounds and 51 environmental sites.. Clinical
samples were collected using sterile swabs moistened with saline
solution. The samples were analyzed by conventional bacteriology
techniques.
Results: 19 (44.2%) bacterial strains were identified in the 51
sampling environmental sites. Among healthcare workers,
bacteriological analysis of nasal and palmar carriage identified
respectively 18 (46.6%) and 19 (51.4%) bacterial strains. From
the pus samples, 41 (82%) bacterial strains were isolated. A
multidrug-resistant strain of E. cloacae was isolated from inert
environmental sites. Staphylococcus aureus and methicillin-
resistant (SAMR) was predominant in nasal carrying among
caregivers (75%). Surgical Site Infection (SSI) was observed in 18
patients among the 50 operated, ie suppuration rate of 48.65%.
Strains of Coagulase-Negative Staphylococcus 7 (17.1%), K.
pneumoniae 5 (12.2%), E. faecalis 4 (9.7%) and P. aeruginosa
3 (7.3%) were mainly isolated from pus. All strains of K.
pneumoniae isolated from pus produced broad spectrum beta-
lactamases.
Conclusion: This study isolated multi-resistant bacteria involved
in surgical site, porting and environmental infections. Controlling
the bacterial ecosystem could help reduce the frequency of
suppurations in the Orthopaedic and Traumatological Surgery
department at the Bouaké University Hospital.
Keywords: Ecosystem, Surgery, portage, multi-resistant
bacteria, Bouaké, Côte d’Ivoire.
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INTRODUCTION

Les progrès réalisés au cours des dernières

décennies en matière de prévention des infections

hospitalières, n’ont pas permis de réduire l’infection

du site opératoire (ISO). Cet événement

indésirable, jadis presque habituel, reste

relativement fréquent et a encore un impact certain

sur les patients et la santé publique [1,2].

Une revue systématique et une méta-analyse

effectuées à partir des bases de données de

l’Organisation Mondiale de la Santé pour la Région

Afrique a révélé que l’incidence des ISO variaient

de 6,8% à 26% avec une prédominance en

chirurgie générale [3]. Les complications post-

opératoires (CPO) en Afrique sont dominées par

les infections post opératoires. En Afrique

subsaharienne, l’incidence de l’ISO et les facteurs

socio-économiques constituent une grande barrière

à la prévention de ces infections [4,5].  Dans leur

étude, Dem A. [6] au Sénégal et Mehinto [7] au

Bénin ont enregistré en 2001 des taux de

complications respectifs de 11,6% et 20,9% après

interventions chirurgicales, avec un taux d’ISO de

76% et de 34,9 %. La survenue de ces infections

limite le bénéfice potentiel des interventions

chirurgicales, multiplie par trois le coût

d’hospitalisation et le séjour hospitalier [3].

Elles représentent un frein important au

développement médical du fait de leur fréquence

sans cesse croissante, de leur gravité et de la

multirésistance des bactéries en cause. Des espèces

qui étaient connues auparavant comme

saprophytes, ont acquis de nouveaux mécanismes

de virulence et de résistance [8].

Ces bactéries multirésistantes proviennent soit

d’une source endogène constituée par la flore

commensale des patients et/ou d’une source

exogène représentée par le personnel soignant et

l’environnement hospitalier [9].

La prévention de ces infections repose sur la

surveillance microbiologique de l’environnement

hospitalier et le respect strict des mesures d’hygiène

par l’équipe chirurgicale, lors des soins aux patients [2].

Bien que des travaux aient été menés sur

l’écosystème bactérien des blocs opératoires, il

existe très peu de données sur les espèces

bactériennes circulantes dans les services

chirurgicaux en Côte d’Ivoire. Il nous a donc paru

nécessaire dans ce travail d’estimer les prévalences

des espèces bactériennes circulant dans le service

de Chirurgie Orthopédique et Traumatologique du

Centre Hospitalier et Universitaire (CHU) de

Bouaké et d’en décrire les caractéristiques

phénotypiques.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

L’étude a été réalisée du 1er janvier à 30 juin 2016

dans le Laboratoire de Bactériologie-virologie du

Centre Hospitalier et Universitaire de Bouake

(CHU-BKE), en collaboration avec le service de

Chirurgie Orthopédique et Traumatologique

(COT).

1. Les prélèvements

IL s’est agi de prélèvements provenant de patients

hospitalisés en chirurgie orthopédique et

traumatologique, le personnel médical et

paramédical dudit service et de l’environnement

d’hospitalisation. Ainsi étaient inclus dans l’étude,

les patients de tout âge et de tout sexe hospitalisés

dans le service de Chirurgie Orthopédique et

Traumatologique présentant une plaie post-

opératoire ayant suppurée ou pas.
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* Au niveau des sites inertes du COT :

Il s’agissait de 51 sites inertes dont 21 expositions

à l’air, 24 poignets de porte, 4 lavabos et 2 surfaces

du matériel de soins qui ont été écouvillonnés à

l’aide d’écouvillons stériles et secs humidifiés de

sérum physiologique.

* Chez le personnel soignant :

Un total de 44 prélèvements, soit 22 écouvillonnages

nasaux et 22 palmaires ont été réalisés.

Les prélèvements nasaux et palmaires ont été

effectués chez le personnel médical et paramédical

présent durant la période de l’étude après avoir

recueilli leur consentement éclairé.

* Chez les patients : 50 plaies chirurgicales de

malades ont été prélevées. A l’aide d’écouvillons

stériles et secs les prélèvements de plaies ont été

réalisés chez les patients hospitalisés en Chirurgie

Orthopédique et Traumatologique, opérés ou non

et avec ou sans suppuration.

Les échantillons collectés ont été acheminés au

laboratoire central du CHU de Bouaké pour être analysé.

2. L’analyse cyto-bactériologique des échantillons

a été effectuée selon les méthodes conventionnelles.

Un examen microscopique des frottis colorés par

la méthode de Gram a été réalisé. Après le Gram

direct, les prélèvements ont été ensemencés sur

différents milieux de culture, à savoir une gélose

Bromo crésole pourpre (BCP) pour isoler les

bactéries non exigeantes comme les Staphylocoque,

une gélose CHAPMAN pour isoler Staphylococcus

aureus, une gélose à l’éosine et au Bleu de

Méthylène (EMB) pour isoler les entérobactéries

telle que Escherichia coli, et une gélose

CETRIMIDE pour isoler Pseudomonas.

L’identification des bactéries isolées a été réalisée

à l’aide du Portoir réduit de Le Minor.

Une culture bactérienne était considérée positive si

elle renfermait au plus deux types de colonies et un

seuil de positivité à 105 UFC/ml et négative s’il y

avait absence de colonies ou présence de colonies

avec un seuil de positivité inférieur à 105 UFC/ml.

La détermination de la sensibilité des souches

identifiées aux antibiotiques usuels a été réalisée à

l’aide d’antibiogramme par diffusion en milieu

gélosé Mueller-Hinton. L’interprétation des

diamètres d’inhibition a été effectuée selon les

critères du Comité Français pour l’Antibiogramme

(CA-SFM 2015). Les phénotypes de résistances

des souches d’entérobactéries BLSE ont été mis

en évidence par le test de synergie associant

l’amoxicilline+acide clavulanique et des

céphalosporines de 3iéme génération. L’apparition

d’une image de synergie entre ces antibiotiques

traduit une production de BLSE. La résistance des

Staphylocoques aux isoxazolyl-penicillines

(oxacilline, cloxacilline) a été recherchée à l’aide

d’un disque de céfoxitine 30µg. Les souches

présentant un diamètre d’inhibition à la cefoxitine

Â 22 mm sont dites Staphylococcus aureus

Méthicillino-Résistant (SAMR). La résistance des

Staphylocoques à la vancomycine a été recherchée

à l’aide de disque de vancomycine 30 µg. Les

souches de S. aureus qui avaient un diamètre

d’inhibition à la vancomycine inférieur à 15 mm

étaient considérées résistantes à la vancomycine

(VAN-R).

 Le taux de résistance des bactéries isolées a été

évalué à partir de 33 disques d’antibiotiques: les

bêta-lactamines (Penicilline G, Amoxicilline,

Cefotaxime, Ceftriaxone, Cefuroxime, Cefoxitine,

Ceftazidime, Aztreonam, Imipenème, Ticarcilline,

Piperacilline-Tazobactam, Ticarcilline + acide

clavulanique); les Aminosides (Amikacin,



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020786

Diarrassouba A et coll. Caractérisation phénotypique des
souches bactériennes isolées au service de chirurgie
orthopédique et traumatologique du CHU de Bouaké.

Diarrassouba A et  al. Phenotypic characterization of bacterial
stains isolated in the orthopedic surgery and traumatology
service of Bouake’s teaching hospital.

Kanamycine, Gentamicine, Tobramycine); les

Macrolides (Erythromycine, Lincomycine,

Spiramycine, Pristinamycine ); les Sulfamides

(Triméthoprime-sulfaméthoxazole) ; les Quinolones

(Ciprofloxacine, Levofloxacine, Norfloxacine,

Pefloxacine); les Glycopeptides (Vancomycine ;

Teicoplanine); les Cyclines (Tétracycline) ; les

Polymyxines (Colistine) ; la Rifampicine ; l’Acide

fusidique ; la Fosfomycine.

3. Analyse statistique

Le logiciel Epi Info 7 a été utilisé pour les statistiques

descriptives. Les résultats ont été exprimés en

moyenne assorties de leurs indices de dispersion

pour les variables quantitatives et exprimés en

pourcentage pour les variables qualitatives.

Considérations éthiques

L’étude a été réalisée avec l’approbation de la

Direction Médicale et Scientifique (DMS) faisant

office de comité d’éthique institutionnel. La

confidentialité a été préservée par l’attribution d’un

numéro anonyme à chaque fiche d’enquête.  Les

sujets inclus dans l’étude ou leurs tuteurs et parents

ont été renseigné pour obtenir leur consentement

éclairé. Il n’y avait pas de conflits d’intérêt entre

les auteurs de cet article.

RESULTATS

Sur les 51 sites inertes échantillonnés, 36 se sont

révélés positifs soit un taux de positivité de 70,6%.

Chez le personnel soignant, sur 44 prélèvements

(22 manuels et 22 nasaux), 16 (72,7%) manuels et

17 (77,3%) nasaux étaient positifs. Sur les 50

échantillons prélevés chez les patients, 28 (56%)

cultures se sont révélées positives.  (Figure 1).

* Evaluation de la présence bactérienne dans

l’environnement des patients

A partir des surfaces inertes, l’analyse

bactériologique des cultures positives a permis

d’identifier 19 souches bactériennes reparties sur

la Figure 2.

SI : Sites inertes      PM : Portage manuel du personnel soignant

PN : Portage nasal du personnel soignant     P : plaies des patients

Figure 1 : résultats en pourcentage des cultures en fonctions des types de prélèvements effectués



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020 787

African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2019;4(8):783-792..

Figure 2 : répartition des souches bactériennes identifiées en fonction du site de prélèvement

* Les taux du portage nasal et manuportage

du personnel soignant
L’analyse bactériologique des échantillons prélevés
chez le personnel soignant a permis d’identifier 37
souches bactériennes. Les cocci à Gram positif
représentaient 73,5% de bactéries isolées en
portage chez le personnel soignant. Le taux de
portage de S. aureus était respectivement de
13,6% en portage nasal et 4,5% en manuportage
comme illustré sur la figure 3.

* Examen cyto-bactériologique des plaies
écouvillonnées des patients
L’analyse bactériologique des cultures positives a
permis d’identifier 41 souches bactériennes. Les
entérobactéries représentaient 27%, suivies de 22%
de Staphylococcus et 12 % de Pseudomonas

(tableau I).

* Niveau de sensibilité des souches bactériennes

L’étude du profil de résistance des bactéries isolées

dans l’environnement a révélé que la souche de

Figure 3 : répartition des espèces bactériennes identifiées en fonction du type de portage
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Staphylococcus aureus isolée était résistante à la

méticilline (SARM) et à plusieurs familles

d’antibiotiques (glycopeptides, macrolides,

aminosides). La souche de Klebsiella pneumoniae

était sensible à tous les antibiotiques testés (souche

sauvage) et la souche de Enterobacter cloacae

isolée présentait un phénotype de bactérie

multirésistante (BMR). Les phénotypes BMR

(Klebsiella pneumoniae) et sauvage (Enterobacter

cloacae) ont été identifiés dans le lavabo de la salle

de soins. La souche de S. aureus multirésistante de

phénotype SARM-KTG-VAN-R a été identifiée sur

Tableau I : répartition des espèces bactériennes isolées
des plaies de patients

 Espèces Bactériennes Effectifs Pourcentages
 (N = 41)

Cocci à Gram positif (n =14)

Staphylococcus

à coagulase négative 7 17,1

S.aureus 2   4,9

E. faecalis 4   9,8

E. faecium 1   2,4

Bacilles à Gram positif (n = 4)

Bacillus sp 4   9,8

Bacilles à Gram négatif types entérobactéries (n=11)

K. pneumoniae 5 12,2

K. ozonae 1   2,4

A. dispar 2   4,9

E. coli 1   2,4

E. cloacae 1   2,4

E. aerogenes 1   2,4

Bacilles à Gram négatif types non fermentaires (n=12)

Alcaligenes sp 2   4,9

A. faecalis 1   2,4

A. lwoffii 1   2,4

Acinetobacter sp 2   4,9

A. baumanii 1   2,4

P. aeruginosa 3   7,3

P.  fluorescens 2   4,9

le poignet de porte d’une salle d’hospitalisation.

Au niveau du manuportage et du portage nasal du

personnel soignant, les 4 souches de S. aureus

présentaient des taux de résistance variable vis à

vis des antibiotiques testés : 75% de SARM; 100%

à la vancomycine (VAN-R) et 100% vis-à-vis des

macrolides et des phénicolés.

Les souches d’Alcaligenes faecalis isolées étaient

sensibles aux aminosides et aux polypeptides testés,

mais présentaient des taux de résistances vis-à-vis

des bêta-lactamines testés de 50 à 100%. La

souche d’Enterobacter aerogenes isolée du

portage nasal du personnel était sensible aux

cyclines, quinolones, phénicolés, sulfamides,

aminosides et à la plupart des bêta-lactamines.

Chez les patients, le niveau de résistance des

souches de Klebsiella pneumoniae était de 60 à

100% vis-à-vis des bêta-lactamines avec

production de BLSE. Les souches d’Alcalescens

dispar et la souche d’Enterobacter cloacae

présentaient des taux de 100% de résistance vis-

à-vis des bêta-lactamines avec production de

BLSE, tout comme les souches de E. aerogenes,

E. coli et K. ozonae.

Concernant les souches de P. aeruginosa, leur taux

de résistance aux bêta-lactamines variait de 33 à

100% dont une souche résistante à la Ceftazidime

(PARC). Ces souches étaient sensibles à 100% à

l’imipenème mais résistantes à l’amikacine,

levofloxacine, pefloxacine respectivement à

33%,100%, 33%.

Les souches de Staphylococcus aureus (n=2)

isolées des plaies des patients étaient résistantes à

la Methicilline (SARM), à la Vancomicine (VAN-R)

et à la Fosfomycine.

Les souches d’Enterococcus (n=5) étaient sensibles
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à la plupart des antibiotiques testés. Les souches

de Alcaligenes faecalis(n=2) présentaient des

taux de résistances variant de 66,7% aux

quinolones, à 100% aux bêta-lactamines et à la

gentamicine. Les souches de Enterococcus (n=5)

étaient sensibles de 25 à 100% à la plupart des

antibiotiques testés. Les souches de Acinetobacter

(n=3) avaient un taux de résistance aux bêta

lactamines de 100% avec production de BLSE et

un taux de résistance de 66,7% aux quinolones,

cyclines et sulfamides.

Les phénotypes de résistances BLSE ont été

observés à 50% aussi bien chez les patients opérés

que chez les patients non opérés. Les phénotypes

BMR et PARC ont été retrouvés à 100%

respectivement chez les patients opérés et chez les

patients non opérés.

Sur les 21 phénotypes de résistance observés,

100% des souches présentant des phénotypes

BLSE ont été isolées chez les patients (tableau II).

African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2019;4(8):783-792..

Phénotypes observés (N=21) Environnement Portage Patients

SAUVAGE (N=1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

SARM- KTG (N= 2) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%)

SARM-VAN R (N=3) 0 (0%) 1 (33,3%) 2 (66,7%)

SARM-K-VAN-R (N=1) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

KTG-VAN-R (N=1) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

BMR (N=2) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)

BLSE (N= 10) 0 (0%) 0 (0%) 10 (100%)

PARC (N=1) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)

DISCUSSION

L’analyse bactériologique des échantillons prélevés

sur les 51 sites environnementaux, a permis

d’obtenir 36 cultures positives (70,6%) avec une

prédominance d’isolement de Bacillus, une flore

sporulée colonisatrice des poignets de porte et

chariot de soins. Ces résultats concordent avec

ceux de Saouide el ayne Nabila et al en 2014 au

Maroc qui ont également relevé 27% de Bacillus

sur les équipements de blocs opératoires et 18%

dans l’environnement hospitalier (Service de

Traumatologie) [10]. En effet, c’est une flore

normale de l’environnement qu’on pourrait

retrouver sur les équipements médicaux par un

processus de sédimentation. Le taux de

manuportage des cocci était de 42,1% chez le

personnel soignant. Ces bactéries identifiées ont été

retrouvées aussi bien dans l’environnemnt que dans

les paumes de mains du personnel. Les bactéries

du genre Staphylococcus, commensales de la flore

cutanée, ont été isolées principalement au niveau

Tableau II : répartition des phénotypes de résistance selon la source de prélèvement
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des poignets de porte (73,7%). Leur présence

serait le résultat d’une contamination d’origine

humaine de l’environnement hospitalier. D’autres

études environnementales de Njall C et al. ont

rapporté des fréquences similaires 15,4% de cocci

à Gram positif (S. aureus) responsables d’une

aérobiocontamination [11].

Il a été mis en évidence la présence de souches

d’origines humaines (K. pneumoniae et E.

cloacae) sur certaines surfaces écouvillonnées

notamment les lavabos du service de Chirurgie.

Cela pourrait s’expliquer par l’insuffisance de

l’application des mesures d’hygiène sur ces sites.

Le niveau de résistance des bactéries isolées dans

l’environnement semble être élevé. La circulation

de souches de SAMR isolées sur les poignets de

porte et d’E. cloacae multirésistantes dans le

lavabo de la salle de soins constitue un risque

potentiel de contamination de l’équipement et des

malades. Cette méthicillino résistance peut

s’expliquer principalement par l’écologie

microbienne du service de COT [12].

L’émergence des SARM responsables d’infection

du site opératoire est due à une modification de la

cible PLP2a aux bêta-lactamines. En effet,

Staphylococcus aureus est l’une des plus

fréquentes bactéries incriminées dans ces infections.

Sa pathogénicité, son caractère omniprésent

qualifient cette bactérie à titre d’exemple

d’adaptation et de dissémination, surtout lorsque

la barrière cutanée est rompue. Cette adaptation

affecte également son aptitude à résister à plusieurs

antibiotiques, tels que la méthicilline, qui s’étend à

la résistance contre la plupart des lactames et atteint

actuellement la vancomycine [13]. Ces bactéries

peuvent être ceux des malades qui colonisent de

nouveaux sites à la faveur d’un acte invasif ou une

fragilité particulière. La provenance peut être

exogène (environnement, personnel) à la faveur des

transmissions croisées entre le malade, le personnel,

et l’environnement [11].

Concernant le taux de portage des bactéries de

l’équipe soignante, il a été noté une prédominance

des cocci à Gram positif (73,5%), les bacilles à

Gram négatif ne représentaient que 5,90%. Cette

colonisation importante des mains et des fosses

nasales constitue une preuve de l’implication du

personnel dans la transmission des infections en

milieu hospitalier. S. aureus représentait 13,6% en

portage manuel et 4,5% en portage nasal. Ces

souches comprenaient des souches de SARM et

de S. aureus multirésistante. Egalement des auteurs

ont trouvé un taux plus élevé de 10,1% de portage

nasal a été retrouvé chez des parents d’enfants

hospitalisés lors d’une étude de portage nasal de

SARM réalisée en Angola [14].

Le portage nasal du personnel pourrait être

responsable de l’acquisition de S. aureus meti-R

par le patient arrivé non colonisé. Ce portage et la

circulation des staphylocoques sont un facteur

contributif à l’infection endémique dans certaines

unités de soins spécialisés.

Au niveau des plaies de patients, la culture des

prélèvements était positive dans 56% des cas. Un

total de 14 espèces a été identifié soit 26,83%. P.

aeruginosa représentait 7,32%, S. aureus, 4,88%,

K. pneumoniae, 12,19% et E. faecalis, 9,75%.

Cette répartition des espèces différentes est

identique aux résultats rapportés par Ousmane A.

et al Selon ces auteurs, 9,5% de P. aeruginosa,

31% de souches de Staphylococcus, et 7,5% de

K. pneumoniae ont été isolées des pus issus de
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plaies de patients opérés et hospitalisés dans les

services de chirurgie de l’Hôpital National de

Niamey. Dans notre série, 100% des souches de

P. aeruginosa étaient résistantes à la ceftazidime

et 10 souches d’entérobactéries étaient productrices

de BLSE. Ces résultats sont proches de ceux de

Ousmane A. et al, dans leur étude menée à l’Hôpital

National de Niamey, qui ont rapport que les souches

d’entérobactéries identifiées présentaient dans leur

majorité des taux de résistance très élevés aux

bêtalactamines [15]. Ces bêtalactamases

hydrolysent les céphalosporines de troisième

génération, molécules d’usage courant dans nos

structures hospitalières. Ceci pourrait s’expliquer

par l’usage abusif des antibiotiques, la pression de

sélection et l’hyperproduction des enzymes

inhibitrices qui facilitent la diffusion de cette

résistance d’origine plasmidique entre différentes

espèces bactériennes.

Les souches d’Alcalescens dispar et la souche de

Enterobacter cloacae présentaient des taux de

100% de résistance vis-à-vis des bêta-lactamines

avec production de BLSE, tout comme les souches

de E. aerogenes, E. coli et K. ozonae. Ce taux

résistance s’expliquerait par le phénomène de

transfert de gènes de résistance entre ces espèces

bactériennes.

Dans notre étude les souches de S. aureus (N=7)

isolées des sites inertes, chez le personnel soignant

et les patients étaient multirésistantes. Cette

résistance pourrait s’expliquer par le fait des

résistances croisées. Le personnel soignant pouvant

acquérir ces souches résistantes dans la

communauté et lors des soins des patients opérés.

Nos observations diffèrent de celles de Krisztina

et al, qui trouvaient deux souches de S. aureus

multirésistantes dans une étude sur la diminution de

la susceptibilité à la vancomycine chez

Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline

dans un hôpital roumain [16]. Par contre, Avinash

Singh et al retrouvaient également une fréquence

élevée de souches de S. aureus multirésistantes

dans une étude de surveillance microbiologique en

Inde. Une surveillance étroite des tendances de la

sensibilité à la vancomycine est nécessaire, en

particulier dans les pays où l’utilisation inappropriée

d’antibiotiques est courante [17].

Le fait d’isoler des bactéries du genre

Staphylococcus, Enterobacter à la fois chez le

personnel, les patients et dans l’environnement est

préoccupant vu le profil de résistance de ces

bactéries vis à vis des antibiotiques usuels. Une

comparaison des souches par séquençage ou

électrophorèse en champ pulsé permettrait de

déterminer leur profil génotypique et les sources

de contamination. La cohabitation de souches

multirésistantes avec des souches sauvages dans

l’écosystème du service de Chirurgie est une alerte

majeure de veille microbiologique. Cette

cohabitation pose un problème de prise en charge

des patients déjà fragilisés par la pathologie et nécessite

la mise en place de mesures d’hygiène efficaces pour

la lutte contre les infections associées aux soins.

CONCLUSION

La caractérisation phénotypique des bactéries

circulantes dans les services chirurgicaux est

déterminante dans le succès des interventions

chirurgicales. Des souches bactériennes

multirésistantes retrouvées dans l’environnement et

en portage ont également été isolées chez des

patients. Des analyses moléculaires complémen-taires

de ces souches bactériennes afin de mettre en place
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des actions croisées de lutte, aideraient à prévenir et

contrôler les infections au CHU de Bouaké.
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Résumé
Introduction : Les donneurs de sang familiaux ou de  remplacement
(DFR) seraient plus à risque infectieux. Cependant, la plupart des
études ont basé cette conclusion sur une comparaison du risque
infectieux entre donneurs familiaux et donneurs volontaires non
rémunérés sans distinction  entre nouveaux donneurs et donneurs
volontaires fidèles et réguliers qui sont à moindre risque.  L’objectif
de cette étude était de  comparer le risque infectieux des donneurs
familiaux à celui des nouveaux donneurs volontaires.
Méthodologie : Nous avons déterminé la séroprévalence du VIH,
de l’AgHBs, du VHC et de la syphilis chez les nouveaux donneurs de
sang volontaires et chez les parents des malades qui ont accepté
donner du sang sans coercition après une sensibilisation sur
l’importance du don de sang et les  conditions à remplir.  Les deux
groupes de donneurs étaient soumis aux mêmes critères de sélection
pré-don. Après le don, les donneurs valides sur le plan sérologique
ont été suivis sur une période de 12 mois pour apprécier la proportion
de conversion en donneurs réguliers dans les deux groupes.
Résultats
Les prévalences parmi les donneurs familiaux et les nouveaux
donneurs volontaires  étaient respectivement de 4,07%  et  4,16 %
pour le VIH (p = 0,93) ;  8,71 % et 9,96 % pour l’Ag HBs (p =
0,45) ; 4,24 % et 6,33% pour l’anti-HCV  (p = 0,09) ;  0,42% et
0,18% pour la syphilis (p = 0,44). En espace de 12 mois, 16,67 %
des donneurs familiaux  séronégatifs au premier don ont refait
volontairement au moins un second don contre 52,83 % des nouveaux
donneurs volontaires (p < 10-7).
Conclusion :
Notre étude a montré que les donneurs  familiaux  ne sont pas plus
à risque infectieux comparativement aux nouveaux donneurs
volontaires, surtout lorsque le don de remplacement est fait avec
moins de pression. Par contre le taux de conversion en donneurs
réguliers est meilleur chez les nouveaux donneurs volontaires.
Mots clés : Donneurs de sang, familiaux,  volontaires, risque
infectieux

Summary
Introduction : Family replacement donors (FRD) would be
higher risk of infection. However, most studies have based
this conclusion on a comparaison of infection risk between
family donors and voluntary non-remunerated donors (VNRD)
whithout made difference between first-time VNRD and repeat
volunteer  donors who are at lower risk. The objectif of this
study  was to compare the infectious risk of family donors to
first-time VNRD.
Methodology
We determined the prevalence of HIV, HBs Ag, HCV antibodies
and syphilis in first-time volunteer blood donors and in the
relatives of patients who agreed to donate blood without
coercion after raising awareness about the importance of blood
donation and the conditions to be fulfilled. Both groups of
donors were subject to the same pre-donation selection criteria.
After donation, serologically valid donors were followed over
a 12 months period to assess the proportion of regular donors
in both groups.
Results
The prevalence among family donors and first-time volunteer
donors was respectively 4.07% and 4.16% for HIV (p = 0.93);
8.71% and 9.96% for HBs Ag (p = 0.45); 4.24% and 6.33% for
anti-HCV (p = 0.09); 0.42% and 0.18% for syphilis (p =
0.44).  In 12 months, 16.67% of family donors who are
serologically negative voluntarily resumed at least one second donation
against 52.83% of first-time voluntary donors (p < 10-7).
Conclusion:
Our study showed that family donors are no more at risk of
infection compared to first-time volunteer donors, especially
when the replacement donation is made with less pressure. On
the other hand, the conversion rate into regular donors is better
in first-time volunteer donors.
Key words: Blood donors, family, volunteer, infectious risk
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       INTRODUCTION

Le principe fondamental  de la transfusion sanguine

exige que les donneurs de sang soient volontaires

et non rémunérés [1]. L’organisation mondiale de

la santé (OMS) et les organisations  internationales

en charge de la transfusion sanguine encouragent

tous les pays à collecter le sang auprès des donneurs

volontaires et bénévoles.

Le centre national de transfusion sanguine (CNTS)

de Lomé pour répondre à ce principe  a opté pour

une collecte de sang exclusivement auprès  des

donneurs volontaires et bénévoles.  Malgré

l’augmentation du nombre d’unités de sang

collectées, on note toujours une pénurie en produits

sanguins labiles (PSL). Cette pénurie  s’accentue

surtout pendant les vacances scolaires qui

coïncident avec la saison pluvieuse où on note une

recrudescence des cas de paludisme avec son

corolaire d’anémie.  Cette  situation entraîne de

nombreux décès et l’emprunt de circuit

d’approvisionnement en produits sanguins  non

officiels et non sécurisés par les patients. Nous

avons voulu, devant une telle situation,  évaluer le

recours aux dons de sang familiaux ou de

remplacement en comparant le risque infectieux des

donneurs familiaux à celui des nouveaux donneurs

volontaires et bénévoles prélevés au poste fixe du

CNTS de Lomé, avec pour particularité la même

rigueur de sélection médicale que celle appliquée

aux donneurs bénévoles, et  déterminer la

proportion de conversion en donneur régulier  dans

les deux groupes.

 Théoriquement, le don de sang familial serait plus

à risque de transmettre des infections aux receveurs

de PSL [2,3]. Cependant, la plupart des études

ont basé cette conclusion sur une comparaison du

risque infectieux entre  les donneurs familiaux de

remplacement  (DFR) et les donneurs volontaires

non rémunérés (DVNR) qui regroupent les

nouveaux donneurs volontaires et les donneurs

fidèles et réguliers qui sont à moindre risque [4,5].

Or, seuls les nouveaux donneurs volontaires peuvent

être comparés logiquement aux donneurs familiaux

car les  donneurs fidèles et réguliers ont déjà subis

une sélection sérologique antérieure.

MATERIELS ET METHODES

Il s’est agi d’une étude de cohorte  qui a duré 14

mois, allant du 3 juillet 2015 au 3 septembre 2016.

Les donneurs ont été recrutés au CNTS de Lomé

durant 2 mois, soit du 3 juillet au 3 septembre 2015.

Le reste du temps a servi au suivi sur une période

de 12 mois pour chaque donneur.

La population d’étude était constituée de

nouveaux donneurs volontaires et des donneurs

familiaux. Les nouveaux donneurs volontaires

étaient ceux qui sont venus volontairement donner

le sang pour la première fois au CNTS de Lomé.

Les donneurs familiaux étaient des parents ou

accompagnants des malades qui ont besoin de la

transfusion sanguine et qui s’étaient présentés au

CNTS pour avoir le sang. Après sensibilisation  sur

la situation de pénurie et la nécessité de donner du

sang, ceux qui ont  donné leur consentement, étaient

soumis aux mêmes critères de sélection que  les

donneurs volontaires et bénévoles.

Etaient déclarés aptes à donner leur sang et inclus

dans l’étude les  femmes non enceintes ou non

allaitantes et les hommes, âgés de 18 à 60 ans,

pesant au moins 50 Kg,  en bonne santé apparente,

n’ayant pas eu des comportements à risque de

contracter les infections transmissibles par la
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transfusion sanguine (ITTS), et qui ne  présentaient

pas de contre-indications médicales ou chirurgicales

au don de sang. Même en cas de refus ou

d’impossibilité du parent à donner le sang, le produit

sanguin était servi en fonction de sa disponibilité.

Ceci permettait de diminuer la pression sur les

donneurs familiaux.

Pour toute personne incluse dans l’étude, il a été

prélevé au cours du don de sang 5 ml de sang dans

un tube sec. Les échantillons étaient conservés  à

+4°C ± 2.

Les analyses de la qualification biologique ont

été réalisées dans un délai maximal de  48 heures.

Les recherches des marqueurs d’infection au virus

de l’immunodéficience humaine (VIH), aux virus

des hépatites B (VHB) et C (VHC) ont été réalisées

en utilisant la technique ELISA. Pour le VIH nous

avons utilisé  le réactif BIO-RAD Genscreen® plus

HIV Ag-Ab. La recherche de l’AgHBs a été faite

à l’aide du réactif BIO-RAD MONOLISA® HBs

Ag ULTRA. L’anticorps anti-HCV a été recherché

à  l’aide   du  réactif Murex anti-HCV version 4.0.

Le dépistage de l’infection à la syphilis a été réalisé

par la méthode RPR (Rapid Plasma Reagin). Les

échantillons réactifs n’ont pas subi de tests de

confirmation conformément à la procédure en

vigueur au CNTS de Lomé.

La séroprévalence du VIH, du VHC, de  l’AgHBs

et de la syphilis était exprimée en pourcentage  par

catégorie de donneur (donneurs familiaux ou

nouveaux donneurs volontaires), par  tranche âge.

Les donneurs familiaux et volontaires séronégatifs

pour les quatre marqueurs ont été suivis sur une

période de douze mois pour apprécier la proportion

de ceux qui se sont convertis en donneurs réguliers.

Analyses statistiques

Les données ont été  analysées en utilisant les logiciels

Excel et Epi Info 7.2.1.0. Les comparaisons entre

les groupes ont été faites en utilisant le test Chi 2.

Une différence est considérée comme statistiquement

significative si p < 0,05.  Le taux de conversion en

donneur régulier qui correspond à la proportion de

donneurs qui sont revenus faire au moins un second

don de sang dans la période de suivi de 12 mois

après le don d’inclusion dans l’étude a été calculé

et comparé dans les deux groupes de donneurs.

RESULTATS

Population d’étude

Nous avons inclus 712 donneurs familiaux et 553

nouveaux donneurs volontaires soit un total de 1265

donneurs. L’âge moyen était respectivement de

34,61 ± 9,04 ans et 30,10 ± 8,37 ans  pour les

donneurs familiaux et les nouveaux donneurs

volontaires (p = 0,99). Pour l’ensemble des

donneurs, la moyenne d’âge était de 32,64 ± 9,03

ans. La proportion de femmes est identique dans

les deux groupes de donneurs (p = 0,509). Il y a

plus d’élèves et d’étudiants (35,26%) parmi les

nouveaux donneurs volontaires (p < 10-7).

Le Tableau I montre les données socio-

professionnelles des donneurs de l’étude.

Prévalence des marqueurs sérologiques

Les séroprévalences parmi les DFR et les nouveaux

donneurs volontaires  étaient respectivement de

4,07%  et  4,16 % pour le VIH (p = 0,93) ;  8,71

% et 9,96 % pour l’AgHBs (p = 0,45) ; 4,24 % et

6,33% pour l’anti-HCV  (p = 0,09);  0,42% et

0,18% pour la syphilis (p = 0,45) comme l’indique

le tableau II.
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Dans  la tranche d’âge 18 à 30 ans, la prévalence

du VHC  était de 4,34 % chez les donneurs

familiaux contre 6,29 % chez les nouveaux donneurs

volontaires (p = 0,30). (Tableau II)

Dans la tranche d’âge 31 à 60 ans les prévalences

du VIH, du VHB et du VHC étaient

respectivement de 4,34 %, 7,76% et 3,88% chez

les donneurs familiaux contre 5,02 % , 9,59 % et

6,39 % chez les nouveaux donneurs volontaires (p>

0,05). (Tableau II)

Sur les 712 poches de sang provenant des donneurs

familiaux, 118 (16,75 %) ont été détruites pour sérologie

positive contre 111 sur 553 poches (20,11 %) pour les

nouveaux donneurs bénévoles (p = 0,108).

Tableau I : répartition des donneurs en fonction des données socio-professionnelles

           Genre         Activités professionnelles
Hommes Femmes Secteur Secteur Elèves / Sans
n (%) n (%) formel informel Etudiants emploi

 n (%) n (%) n (%) n (%)

Donneurs familiaux
(n = 712) 552 (77,53) 160 (22,47) 195(27,39) 396 (55,62) 98 (13,76) 23 (3,23)

Nouveaux donneurs
volontaires 420 (75,95) 133 (24,05)* 129 (23,33) 219 (39,60) 195 (35,26)**   10 (1,81)
(n = 553)

Total (n= 1 265) 972 (76,84) 193 (23,16) 324(25,61) 615 (48,62) 293(23,16) 33 (2,61)

*p = 0,509    **p < 10-7

Tableau II : Prévalence des marqueurs sérologiques

Nombre de VIH VHB VHC Syphilis
donxneurs  n (%) n (%) n (%)   n (%)

Donneurs familiaux
Age 18 – 30 10 (3,65) 28 (10,22) 12 (4,38) 2 (0,73)

(n = 274)

31 – 60 19 (4,34) 34 (7,76) 18 (3,88) 1 (0,23)
(n = 438)

Total      712 29 (4,07) 62 (8,71) 30 (4,21) 03 (0,42)

Nouveaux donneurs volontaires
Age 18 - 30 12 (3,59) 34 (10,18) 21 (6,29) 0

(n = 334)

31 – 60 11 (5,02) 21 (9,59) 14 (6,39) 1 (0,46)
 (n = 219)

Total            553 23 (4,16) 55 (9,96) 35 (6,33) 01 (0,18)

Valeur de p 0,93       0.45       0.09      0.45
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Il y avait 6 cas de co-infections chez les donneurs

familiaux, 3 pour les nouveaux donneurs volontaires

comme le présente le tableau III.

Conversion des donneurs en donneurs réguliers

Parmi les donneurs familiaux, 594 étaient

séronégatifs contre 441 pour les NDV. La

proportion de donneurs séronégatifs devenus

réguliers était statistiquement plus élevée parmi les

NDV (p < 10-7). (Tableau IV).

DISCUSSION

Le but de cette étude était d’évaluer la prévalence

du VIH, de l’hépatite B, de l’hépatite C et de la

syphilis au CNTS de Lomé par type de donneurs

(familiaux versus nouveaux donneurs volontaires),

par âge et de déterminer le degré de conversion en

donneur régulier  dans chaque groupe.

VHB + VHC VHB + VIH VIH + VHC VIH + SYPHILIS    Total

Donneurs 3 1 1 1 6
familiaux
(n = 712)

Nouveaux 2 1 0 0 3
 donneurs
volontaires
(n = 552)

Total (n =1 265) 5 2 1  1 9

2 dons n (%) 3 dons n (%) 4 dons n (%) 5 dons n (%)      Total

Donneurs 32 (32,33) 23 (23,23)    26 (26,26) 18 (18,18) 99 (16,67)*
familiaux

Nouveaux 58 (24,89) 42 (18,03)     55 (23,60) 78 (33,48) 233 (52,83)*
donneurs
volontaires

*p = 0,00000001

Contrairement à plusieurs pays africains, où les dons

de sang familiaux ou de remplacement prédominent

atteignant parfois plus de 70 % des donneurs de

sang, au Togo 95,3 % des dons de sang étaient

collectés auprès des donneurs volontaires [6]. Avec

cette politique, le taux du don de sang au Togo

était de 6,1 U/1000 habitants [6]. Ce taux est

inférieur  aux 10 dons pour 1000 habitants, le

minimum nécessaire selon l’OMS pour satisfaire

les besoins élémentaires en sang [6].  Le don de

sang familial avait donc été introduit de façon

temporaire pendant la période des vacances

scolaires et universitaires pour faire face à

l’aggravation de la pénurie de sang.

Dans cette étude, la majorité des nouveaux

donneurs étaient des donneurs familiaux. Ce résultat

montre la nécessité de recourir ponctuellement à

Tableau III : répartition des co-infections

Tableaux IV : fidélisation sur 12 mois des donneurs valides sur le plan sérologique



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020798

Mawussi K et  coll. Donneurs de sang familiaux : évaluation du
risque infectieux par rapport aux nouveaux donneurs
volontaires.

Mawussi K et  al. Family replacement blood donors: infectious
risk assessment compared to first-time volunteer donors.

ce type de donneur pour répondre aux besoins en

période de vacances. En effet, le récent rapport de

l’OMS montre que la plus part des pays africains

qui ont suivi uniquement la politique du don de sang

volontaire et non rémunéré n’ont pas atteint

l’objectif commun de 10 dons pour 1000 habitants,

même lorsqu’ils sont massivement soutenus par un

financement externe [7].

La majorité des donneurs sont des hommes, aussi

bien chez les donneurs familiaux que chez les

nouveaux donneurs volontaires. Ce résultat

corrobore ceux de plusieurs études menées en

Afrique subsaharienne. En effet, à Lomé,  Agbovi

et al ont trouvé  61% d’hommes [8],  Nébié et al

ont rapporté 71,2% au Burkina Faso [9], tandis

qu’Allain et al ont trouvé  90%  d’hommes dans

une étude au Ghana [10]. En Afrique, il existe une

croyance selon laquelle les hommes sont en

meilleure santé que les femmes [9], ce qui pourrait

expliquer la prédominance masculine.  Par ailleurs,

certaines périodes de la vie féminine (menstruations,

grossesses, allaitement maternel) sont des contre-

indications au don de sang, constituant ainsi un

facteur limitant le nombre de don pour les femmes.

Comparativement aux donneurs familiaux, il y avait

plus d’élèves et d’étudiants parmi les nouveaux

donneurs volontaires probablement à cause  des

campagnes de sensibilisation  organisées

fréquemment dans les établissements scolaires et

universitaires. Au Togo comme dans plusieurs pays

en Afrique sub-saharienne, la majorité des donneurs

volontaires sont recrutés dans les établissements

scolaires [11]. Cette situation explique en partie

l’aggravation de la pénurie de sang pendant les

vacances scolaires et universitaires.

 En ce qui concerne les  marqueurs infectieux, les

prévalences du VIH, de l’AgHBs et du VHC étaient

plus élevées parmi les nouveaux donneurs

volontaires ; mais les différences n’étaient pas

statistiquement significatives. Cela pourrait

s’expliquer par le fait que les deux types de

donneurs sont  issus de la population générale et

étaient seulement appelés à donner le sang dans

des circonstances différentes.  Nos résultats sont

en  accord avec ceux d’Allain et al au Ghana, qui

avaient conclu également à une différence non

significative entre la prévalence du VIH et de

l’AgHBs chez les nouveaux donneurs volontaires

et les donneurs familiaux [12], ainsi que ceux

d’autres auteurs pour différentes infections

transmissibles par transfusion [5,13,14,15].

Cependant, plusieurs études ont noté un risque

infectieux plus élevés chez les donneurs familiaux

par rapport aux donneurs volontaires [2,3,16,17].

La différence avec nos résultats pourrait s’expliquer

par le fait que ces études avaient  fait la comparaison

entre les donneurs familiaux et les donneurs

volontaires sans distinction entre  nouveaux

donneurs volontaires et  donneurs volontaires fidèles

et réguliers.  Or, les donneurs volontaires fidèles et

réguliers sont les moins à risque infectieux et

constituent la base même de la sécurité

transfusionnelle [3,5].

Dans notre étude, la prévalence des marqueurs

viraux n’était pas statiquement différente entre les

tranches d’âge 18 à 30 ans et 31 à 60 ans quel que

soit le type de donneurs ou de comparaison

considéré.  Cela pourrait s’expliquer par le fait que

tous les donneurs étaient soumis aux mêmes critères

de sélection pré-don.  Alain et al avaient trouvé

des prévalences de l’AgHBs et du VIH confirmés
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positifs statistiquement plus élevées chez les nouveaux

donneurs volontaires de plus de 20 ans [12].

La co-infection la plus fréquente dans cette étude

était l’association hépatite B et hépatite C. Ce

résultat  est comparable à celui de Noubiap et al

au Cameroun [18].

Nos résultats montrent que les nouveaux volontaires

aptes au don étaient statistiquement plus à même

de devenir des donneurs réguliers comparativement

aux donneurs familiaux (p < 10-7). Cependant

16,67% des donneurs familiaux séronégatifs étaient

revenus pour faire au moins un second don

volontairement, en espace de 12 mois.  Des études

ont montré  que la majorité des donneurs familiaux

était disposée à répéter  volontairement le don s’ils

sont sollicités [19,20]. En plus de la politique du

don de sang volontaire, les dons familiaux faits dans

un contexte de volontariat peuvent donc être

considérés comme une stratégie de recrutement de

potentiels donneurs de sang fidèles et réguliers et

aider à réduire considérablement la pénurie de sang.

CONCLUSION

Notre étude a montré que les donneurs  familiaux 

ne sont pas plus à risque infectieux, comparés aux

nouveaux donneurs volontaires, surtout lorsque le

don est fait avec moins de pression. Par contre, la

proportion de retour au don est meilleure chez les

donneurs volontaires.
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Résumé
Introduction : La qualité de la phase pré-analytique est
primordiale en hémostase. Elle conditionne celle de la phase
analytique et post-analytique. Sa maîtrise est un volet majeur
de la fiabilité et de la validité des résultats. L’objectif de notre
étude était d’évaluer la qualité de la phase pré-analytique en
Hémostase au Centre National Hospitalier Universitaire-
Hubert Koutoukou Maga de Cotonou (Bénin)
Méthodologie : Etude descriptive menée de janvier à février
2017. Nous avons observé toutes les étapes de prélèvements
au Service des prélèvements et celui polyvalent d’Anesthésie-
Réanimation et leur manipulation au Laboratoire d’Hématologie
du même centre. Les non-conformités ont été recueillies à l’aide
de deux questionnaires spécifiques, un pour les services de
prélèvement et un autre pour le laboratoire.
Résultats : Durant la période d’étude, 50 prélèvements ont
été observés dont 43 (86%) au Service des prélèvements et 7
(14%) au Service Polyvalent d’Anesthésie-Réanimation. Il
n’existe pas de manuel des prélèvements. Quarante
prélèvements (80%) étaient destinés à la réalisation du taux de
prothrombine et du temps de céphaline plus activateur (TP-
TCA). Huit patients (16%) n’étaient pas à jeun. En ce qui
concerne la réalisation des prélèvements, 7 (14%) ont été
réalisés avec une seringue. L’ordre de prélèvements des tubes
n’avait pas été respecté pour 17 prélèvements (34%) et le
rapport anticoagulant/volume sanguin n’a pas été respecté dans
5% des cas. Le délai moyen entre le prélèvement et la
manipulation était de 1 heure 30 minutes. La vitesse de
centrifugation était bonne à 2000 g pendant 10 minutes.
Conclusion : Des insuffisances et des non-conformités existent
et impactent la maîtrise de la phase pré-analytique. La rédaction
d’un manuel des prélèvements, des actions de formation et la
mise en place d’un système d’assurance qualité sont
recommandés.

Mots clés : Pré-analytique, non-conformité, Hémostase, Bénin.

Summary
Introduction: The quality of pre-analytical phase is essential
in Haemostasis and have impact on overall analytical and post-
analytic process. The management of the quality in the pre-
analytical phase is a major component of the reliability and
validity of the results. The aim of our study was to evaluate
the pre-analytical quality in Haemostasis at the National
University Hospital Center-Hubert Koutoukou Maga of
Cotonou (Benin)
Methodology: A descriptive study was conducted from
January to February 2017. We observed how blood samples
were collected in the Department of Phlebotomy and the
Department of Anesthesiology and Intensive Care and their
manipulation in the Hematology Laboratory of same center.
Nonconformities were collected using two specific
questionnaires, one for sampling department and one for the
laboratory.
Results: During the study period, 50 samples were observed
of which 43 (86%) in Department of Phlebotomy and 7 (14%)
in the Department of Anesthesiology and Intensive Care. There
is no sampling manual. Forty samples (80%) were intended
for Prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin
time (aPTT). Eight patients (16%) were not fasting. Seven
(14%) samples were collected with a syringe. The specific
sequence of tube collections was not respected for 17 samples
(34%) and the ratio of blood to anticoagulant volume was not
respected in 5% of the cases. The average time between
collection and manipulation was 1 hour 30 minutes. The
centrifugation rate was optimal at 2000 g for 10 minutes.
Conclusion: Deficiencies in Haemostasis and nonconformities
exist and impact the control of the pre-analytical phase. The
drafting of a sampling manual, training activities and
implementation of quality management system are
recommended.

Key words: Pre-analytical, nonconformity, Haemostasis,
Benin.
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INTRODUCTION

La norme ISO 15189 définit la phase pré-

analytique comme une série d’étapes commençant

chronologiquement par la prescription des analyses

par le clinicien, comprenant la demande d’analyse,

la préparation du patient à travers le service

d’accueil, le prélèvement de l’échantillon,

l’acheminement jusqu’au laboratoire et au sein du

laboratoire et finissant au début du processus

analytique [1]. La phase pré-analytique est

responsable de 50 à 75% des erreurs survenant au

laboratoire et sa qualité conditionne celle des

phases analytique et post-analytique [2,3]. En

Hémostase tout particulièrement, la maîtrise des

conditions pré-analytiques constitue un volet majeur

de la qualité des résultats. Le biologiste doit veiller

au respect des conditions et des procédures pré-

analytiques afin de minimiser les non-conformités

et d’assurer la fiabilité des résultats du laboratoire.

L’objectif de cette étude était d’évaluer la qualité

de la phase pré-analytique en Hémostase au Centre

National Hospitalier Universitaire-Hubert

Koutoukou Maga de Cotonou (Bénin).

METHODOLOGIE

Type et durée d’étude : étude descriptive de

janvier à février 2017.

Cadre d’étude : Notre étude s’est déroulée dans

le Service des prélèvements (SP), le Service

Polyvalent d’Anesthésie-Réanimation (SPAR) et le

Laboratoire d’Hématologie du Centre National

Hospitalier Universitaire-Hubert Koutoukou Maga

(CNHU-HKM) de Cotonou.

Déroulement proprement dit : nous avons

observé toutes les étapes de prélèvement dans les

deux services cliniques jusqu’à leur acheminement

au laboratoire et la manipulation des échantillons

jusqu’au début de l’étape analytique. Les données

ont été recueillies à l’aide de deux questionnaires

spécifiques : un pour les services de prélèvement

et un pour le laboratoire. Les items étudiés étaient

les suivants : la qualité du préleveur, la nature du

bilan demandé, la préparation du patient, les

renseignements cliniques, les méthodes de

prélèvement, le choix des tubes, l’ordre de

prélèvement, le volume prélevé, les conditions de

transport et de conservation, les délais et conditions

de manipulation.

Analyse statistique : Les données obtenues ont

été saisies et analysées sur le logiciel Excel.

Considérations éthiques : Nous avons obtenu

l’accord des autorités sanitaires et administratives

concernées. Les questionnaires ont été anonymisés

et nous avons respecté la confidentialité par rapport

aux données des patients.

RESULTATS

Durant la période d’étude, 50 prélèvements avaient

été observés dont 43 (86%) au Service de

prélèvement et 7 (14%) au Service Polyvalent

d’Anesthésie-Réanimation. Tous les prélèvements

au SP avaient été réalisés par des techniciens de

laboratoire et ceux du SPAR par des infirmiers

diplômés d’état.

Quarante prélèvements (80%) étaient destinés à la

réalisation du taux de prothrombine et du temps de

céphaline plus activateur (TP-TCA), huit (16%)

pour le TP-INR et deux (4%) pour le TP isolé.

Tous les sujets avaient été prélevés le matin, au

repos depuis au moins 5 minutes. Huit patients

prélevés (16%) n’étaient pas à jeun. Huit patients

étaient sous antivitamines K, quatre sous aspirine
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et quatre sous héparine. Aucun patient n’était

tabagique, ni sous corticostéroïdes, oestropro-

gestatifs, stéroïdes anabolisants ou hormones

thyroïdiennes.

En ce qui concerne la réalisation des prélèvements,

il n’existait pas de manuel des prélèvements. Sept

(14%) avaient été réalisés avec une seringue. Les

tubes en plastique avaient été utilisés dans 68% des

cas. Le temps moyen de pose du garrot était de 1

minute 5 secondes avec des extrêmes de 15

secondes et 4 minutes. L’ordre de prélèvements

des tubes n’avait pas été respecté pour 17

prélèvements (34%) et le rapport anticoagulant/volume

sanguin n’avait pas été respecté dans 5% des cas.

Tous les échantillons avaient été transportés au

laboratoire en position verticale et à température

ambiante (28°C) au moyen de portoirs en liège.

Le délai moyen entre le prélèvement et la

manipulation était de 1 heure 30 minutes avec des

extrêmes de 20 minutes et 2 heures 30 minutes. La

vitesse de centrifugation était bonne à 2000 g

pendant 10 minutes.

DISCUSSION

La maîtrise de la phase pré-analytique est essentielle

pour assurer la qualité des examens biologiques.

Elle est sous la responsabilité du biologiste selon

les exigences de la norme ISO 15189 et du Guide

de bonne exécution des analyses. Idéalement, un

manuel de prélèvement ou tout autre document

(procédure, instruction technique) doit être élaboré

et décrire les modalités de prélèvement et

d’acheminement de l’échantillon jusqu’au

laboratoire [4].

La fiabilité des tests de l’hémostase est fortement

dépendante du respect des conditions pré-

analytiques pour refléter l’exactitude des valeurs in

vivo. Les différents temps de cette phase pré-

analytique comprennent la prescription de l’analyse,

le prélèvement, le transport et la conservation et la

préparation avant son analyse technique [3].

L’analyse de ces différents temps dans le cadre de

cette enquête nous permet de relever des anomalies

et de rappeler les bonnes pratiques de laboratoire

simples mais essentielles en Hémostase.

A propos de la prescription des bilans

d’hémostase :

La phase de prescription des analyses révèle que

80% des analyses portent sur le couple TP-TCA.

L’Hémostase demeure encore sous exploitée en

Afrique subsaharienne et les bilans spécialisés ne

s’y réalisent souvent pas. Même lorsqu’ils sont mis

en place, ils demeurent peu demandés par les

cliniciens soulignant une certaine faiblesse en matière

d’exploration des pathologies d’hémostase. En

pratique médicale courante, 90% des bilans

d’hémostase sont demandés dans les situations

cliniques suivantes : le bilan préopératoire,

l’exploration d’un syndrome hémorragique,

l’exploration de l’hémostase dans l’évaluation de

la fonction hépatique, la recherche d’anomalies

favorisant la thrombose, la positivité des D-dimères,

la surveillance d’un traitement anticoagulant et la

documentation d’une thrombopénie [5]. De même,

la préparation du patient n’était pas effectuée de

manière satisfaisante. Huit patients (16%) des

patients n’étaient pas à jeun dans notre étude. Le

prélèvement doit se faire préférentiellement le matin,

à jeun ou après un petit déjeuner léger sans matière

grasse. L’alcool, le tabac, le café et l’activité

physique sont déconseillés car modifiant les

paramètres de l’hémostase [3]. Les prélèvements

des patients sous un traitement anticoagulant sont

plus sensibles aux constantes préanalytiques [6].
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A propos du prélèvement :

De nombreuses anomalies conduisant à des non-

conformités ont été retrouvées. 14% des

prélèvements ont été réalisés à la seringue, l’ordre

de prélèvement des tubes et le rapport

anticoagulant/volume sanguin n’ont pas été

respectés dans respectivement 34% et 5% des cas.

En France, dans un laboratoire accrédité depuis

2000 pour la totalité de son activité dont

l’hémostase, 172 prélèvements non-conformes ont

été recensés au cours de l’année 2005 en

Hémostase [7]. Ces cas de non-conformité se

répartissaient principalement en tubes mal remplis

(47,7%), tubes coagulés (41,3%) et mauvaises

conditions de prélèvement (6,9%). Les autres

causes de non-conformités des prélèvements

étaient représentées par des erreurs d’identification,

des tubes non identifiés et des tubes périmés [7].

Nke Ateba et al. rapportent des données similaires

au Cameroun avec de nombreuses inadéquations

relatives aux prélèvements [8]. Ceci montre la

nécessité des formations et recyclages continus du

personnel préleveur sur l’ordre de prélèvement des

tubes, l’identification des tubes, le respect des

volumes de remplissage des tubes, les règles

concernant les heures de prélèvement pour la

surveillance des traitements anticoagulants, etc. Les

prélèvements à la seringue ou sur cathéter sont à

proscrire et si nécessaire, après rejet de 5 à 10 mL

de sang du fait des risques de souillure par

l’héparine et d’activation de la coagulation [3]. Il

est important que les tubes prélevés soient

correctement remplis et immédiatement agités par

quelques retournements lents. En pédiatrie,

l’utilisation de microtubes (1 à 1,3 mL) est

recommandée [9,10].

Les conditions de transport, de conservation

et le traitement pré-phase analytique :

Dans notre étude, les conditions relatives aux

conditions de transport, de conservation et de

traitement pré-phase analytique étaient

satisfaisantes. Lorsque le prélèvement n’est pas

effectué au laboratoire, les tubes doivent être

maintenus en position verticale pour éviter tout

contact avec le bouchon. Ils doivent être

rapidement acheminés au laboratoire et analysés.

Il est recommandé un délai de 1 à 2 heures sans

dépasser 4 heures. Un maximum de 6 heures est

accepté pour le temps de Quick (Taux de

prothrombine). A défaut, le prélèvement doit être

centrifugé et le plasma congelé jusqu’au moment

de l’analyse. Pour les tests de routine, une vitesse

de centrifugation comprise entre 2000-2500 g pour

une durée de 10 à 15 minutes à température

ambiante est recommandée [3].

Notre étude révèle des insuffisances dans la maîtrise

de la phase préanalytique. Les biologistes doivent

sans cesse rappeler ces variables préanalytiques

dans la perspective de les voir rigoureusement

respectées [11]. Cette activité de formation doit

comporter la sensibilisation des différents

intervenants de l’importance de la phase

préanalytique, la formation continue des préleveurs,

l’élaboration et la diffusion de manuel de

prélèvements. Le non-respect ou la négligence des

conditions préanalytiques entrainent, d’une part, de

coûts supplémentaires en termes de personnel, de

matériel, de temps en cas d’échantillon non

conforme obligeant à reprendre le prélèvement, et,

d’autre part, de résultats erronés pouvant amener

à des explorations et des conduites thérapeutiques

inutiles, erronées voire dangereuses pour les
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patients. Pour que les résultats des tests

d’hémostase offrent un pouvoir informatif fiable, il

est important que le laboratoire veille à ce que toutes

les étapes préanalytiques soient respectées.

CONCLUSION

La phase pré-analytique en Hémostase n’est pas

réalisée de manière adéquate au CNHU-HKM de

Cotonou. Les non-conformités ont une influence

majeure sur les résultats et peuvent être une source

importante d’erreur. Les biologistes doivent

conduire une action de formation continue en

direction des techniciens, des services cliniques et

du personnel préleveur. La mise en place de

politique d’assurance qualité est nécessaire pour

l’amélioration du diagnostic en Hémostase.
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Résumé
Introduction
La drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente au monde,
notamment en Afrique Noire. Au Sénégal, la prévalence est estimée à
environ 10 % de porteurs du gène dans la population générale et 5 nouveaux
nés pour 1000 naissent avec un syndrome drépanocytaire majeur (SDM).
Un projet de recherche opérationnel sur le  dépistage néonatal systématique
et de prise en charge précoce de la drépanocytose a été mis en place à Saint-
Louis par le Centre de Recherche et de Prise en charge Ambulatoire de la
Drépanocytose (CERPAD) de l’Université Gaston Berger de Saint-Louis.
Il a démarré depuis Avril 2017.
Le présent travail a pour objectifs d’évaluer l’incidence de la drépanocytose
à Saint-Louis et d’identifier les autres anomalies de l’hémoglobine.
Méthodologie
Il s’agit d’une étude prospective descriptive menée au CERPAD durant la
période du 26 avril 2017 au 30 avril 2018.
Elle a été effectuée chez les nouveau-nés dans les 15 jours après la naissance
à la maternité du Centre Hospitalier Régional (CHR) de Saint Louis.
Après consentement éclairé des parents, une goutte de sang a été prélevée
au talon du bébé, déposée sur papier buvard, puis acheminée au laboratoire
le même jour. Une étude de l’hémoglobine par isoélectrofocalisaton a été
réalisée chez tous les nouveau-nés dépistés et une confirmation des cas de
SDM effectuée par HPLC et par électrophorèse capillaire. Les données
épidémiologiques, cliniques et biologiques recueillies sur une fiche d’enquête
ont été saisies et analysées par le logiciel Excel 2013.
Résultats
Deux mille neuf cent quarante (2940) nouveau-nés ont été dépistés pour
4990 naissances vivantes, soit un taux de couverture de 58,91%. Le sex-
ratio était de 0,99. Trois cent quarante (340) d’entre eux (11,6%) étaient
porteurs d’une hémoglobinopathie, avec les profils suivants : 273 AS
(9,29%), 56 AC (1,90%), 1 AD (0,03%), 4 SS (0,14%), 1 CC (0,03%), 1
SC (0,03%), 1 Sβ+ (0,03%) et 3 cas (0,10%) d’hémoglobinopathie (présence
d’HbS et absence d’HbA) de profil non confirmé.
Conclusion
Ces résultats confirment la prévalence élevée de l’hémoglobine S au Sénégal,
en particulier à Saint-Louis et met en évidence une fréquence significative
d’hémoglobine C dans la région Nord du Sénégal.
Mots clés : dépistage néonatal, hémoglobinopathie, drépanocytose

Summary
Introduction
Sickle cell disease is the most common genetic disease in the world,
especially in sub-saharan Africa. In Senegal, the prevalence is estimated at
around 10% of carriers of the gene in the general population and 5 newborns
per 1000 are born with a major sickle cell syndrome (MDS).
An operational research project on systematic neonatal screening and early
management of sickle cell disease has been set up in Saint-Louis by the
Centre for Research and Ambulatory Care of Sickle Cell Disease (CERPAD)
of Gaston Berger University of Saint-Louis. It started in April 2017.
The present work aims to Identify the main abnormalities of hemoglobin
and to evaluate the incidence of hemoglobinopathies in Saint Louis
Methodology
This is a prospective and descriptive study leaded at CERPAD from April
26 2017 to April 30 2018.
It was made in new borns in the first 15 days after birth at the maternity of
the Regional Hospital Center (CHR) of Saint Louis. With the contentment
of parents, a drop of blood was taken from the baby’s heel, deposit on
blotting paper, then transferred to the laboratory the same day. A study of
the hemoglobin by isoelectric focusing has been done in all the screened
newborns and a confirmation of SDM cases made by HPLC and capillary
electrophoresis.
Epidemiological, clinic, and biological data collected on an inquiry form
has been entered and analyzed by the Software Excel 2013.
Results
Two thousand nine hundred and forty (2940) have been tracked for 4990
living births, a coverage rate of 58, 91%. The sex ratio was 0, 99. Three
hundred and forty (340) among them  (11,6%) was living with an
hemoglobinopathie, within the following profiles : 273 AS (9,29%), 56
AC (1,90%), 1 AD (0,03%), 4 SS (0,14%), 1 CC (0,03%), 1 SC (0,03%),
1 Sβ+ (0,03%) and 3 cases (0,10%) of hemoglobinopathie (presence of
HbS and absence of HbA) in not confirmed profile .
Conclusion
These results confirm the high prevalence of hemoglobin S in Senegal,
especially in Saint Louis, they also highlight a significant frequency of
hemoglobin C in the northern Senegal region. In the long term, we will
have sufficient epidemiological, sociological and clinical data to make
recommendations for the implementation of neonatal screening for sickle
cell disease in Senegal.
Keywords: neonatal screening, hemoglobinopathie, sickle cell disease.
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INTRODUCTION

La drépanocytose est la maladie génétique la plus

répandue au monde touchant principalement les

populations noires [1].

Elle touche plus de 50 millions de personnes dont

38 millions en Afrique subsaharienne [2]. En

Afrique, 500.000 enfants naissent avec la

drépanocytose dont 60% à 80% meurent avant

l’âge de 5 ans à défaut de dépistage précoce et

d’une prise en charge adéquate [2,3].

Au Sénégal, la prévalence de la drépanocytose est

estimée à 10 à 11% dans la population générale

[3,4]. On note que 0,5 % des naissances (1700

par an) sont porteurs du syndrome drépanocytaire

majeur (Thèse Méd. Dakar, 2006 ; n°12 non

publiée)

Cette maladie associe deux grandes catégories de

manifestations qui peuvent s’intriquer, avec une

grande variabilité d’expression clinique selon les

individus : des manifestions vaso-occlusives et

hémolytiques [5].

Ces différents tableaux peuvent évoluer vers des

complications sévères pouvant aboutir au décès du patient

surtout quand la prise en charge est tardive [2].

Après une étude de faisabilité, un projet de

recherche opérationnel sur le dépistage néonatal

systématique et de prise en charge précoce de la

drépanocytose a été mis en place à Saint Louis

par le Centre de Recherche et de Prise en charge

Ambulatoire de la Drépanocytose (CERPAD) de

l’université Gaston Berger de Saint Louis.

Il a démarré ses activités depuis 25 avril 2017.

L’objectif de cette étude est d’évaluer  l’incidence

de la drépanocytose  à Saint Louis et d’identifier

les principales anomalies de l’hémoglobine.

METHODOLOGIE

Une étude prospective descriptive a été réalisée

au CERPAD et au CHR de Saint LOUIS durant la

période du 25 avril 2017 au 30 avril 2018.

Les prélèvements se faisaient  à la maternité et à l’unité de

néonatalogie chez tous les nouveaux nés ayant vu le jour

au Centre Hospitalier Régional de Saint Louis.

Il consistait à recueillir après avoir signé la fiche de

consentement par l’un des parents, quelques gouttes

de sang au talon du bébé à l’aide d’un vaccinostyle,

après respect stricte des mesures d’asepsie.

Ces gouttes de sang étaient apposées sur un papier

buvard sous forme de spot (trois au maximum) puis

acheminés au laboratoire du CERPAD à l’aide d’un

véhicule destiné pour cette cause, après être

séchées à température ambiante (température de

la salle de prélèvement).

Une étude de l’hémoglobine par Isoélectrofoca-

lisaton (IEF) a été réalisée dont le principe consistait

à créer un gradient de pH dans lequel pourront se

déplacer les différentes variétés d’hémoglobines

soumises à un champ électrique. Ces fractions

migreront dans ce champ électrique. Arrivées au

pH correspondant à leur point isoélectrique (Pi),

elles s’immobiliseront puisque leur charge nette sera nulle.

De cette façon, il est possible de séparer les hémoglobines

d’une préparation d’hémolysât selon leur Pi.

C’était une étude de première intention qui

concernait tous les nouveaux nés, les résultats

douteux ou suspects (présence d’une fraction

d’hémoglobine anormale et absence d’hémoglobine

A) faisaient l’objet d’une confirmation par

Chromatographie liquide de haute performance

(CLHP) couplée à l’électrophorèse capillaire.

Les données ont été codées, saisies et analysées

avec le logiciel EXCEL 2013.
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RESULTATS

Deux mille neuf cent quarante (2940) nouveau-nés

ont été dépistés sur un total de quatre mille neuf

cent quatre-vingt-dix (4990) naissances vivantes

soit un taux de couverture de 58,91%

Age gestationnel

L’accouchement était à terme dans 89% des cas,

6,22% d’accouchement prématurés et 1, 25% de

dépassement de terme.

L’âge gestationnel n’a pas été précisé dans 3,6%

des cas. (Voir tableau I).

Tableau I : répartition de la population selon l’âge
gestationnel

Délais d’accouchement Nombre (%)

Accouchement  à terme 2613 (89%)

Accouchement Prématuré 183 (6,2%)

Dépassement de terme 37 (1,2%)

Age gestationnel non précisé 107 (3,6%)

Total 2940

Sexe

Les nouveau-nés de sexe féminin étaient légèrement

dominant dans notre cohorte avec 1479 sujets

contre 1461 dépistés de sexe masculin soit un sex-

ratio de 0,99.

Ethnie de la mère

La répartition est présentée dans le tableau II.

Tableau II : répartition selon l’ethnie de la mère

Ethnie Nombre (%)

Wolof 1867 (63,5%)

Halpoulard 544 (18,5%)

Maure 133 (4,5%)

Mandingue 103 (3,5%)

Sérère 74 (2,5%)

Autres 39 (1,3%)

Ethnie non précisée 183 (6,2%)

Total 2940 (100%)

Type d’hémoglobine

Il est reporté dans La figure 1.

Trois cent quarante (340) d’entre eux (11,6%)

étaient porteurs d’une hémoglobinopathie, avec les

profils suivants : 273 AS (9,29%), 56 AC (1,90%),

1 AD (0,03%), 4 SS (0,14%), 1 CC (0,03%), 1

SC (0,03% ), 1 Sβ+ (0,03%) et 03 cas  (0,10%)

d’hémoglobinopathies (présence d’HbS et absence

d’HbA) de profil non confirmé.

Le tableau III présente la répartition des autres
types d’hémoglobines.

Figure 1 : répartition des différents phénotypes hémoglobiniques
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Tableau III :  répartition des autres types

d’hémoglobines dans la population d’étude.

Type d’Hb Nombre (%)

SC 1 (0,03%)

Sβ+ 1 (0,03%)

AD 1 (0,03%)

CC 1 (0,03%)

Non confirmés 3 (0,10%)

Total 7 (0,36%)

Caractéristiques des nouveau-nés drépanocytaires

Les pourcentages sont calculés sur la base de

l’effectif de chaque sous population.

Age gestationnel

Quatre-vingt-neuf pour cent (89%) des porteurs

de trait drépanocytaires(AS) sont nés à terme soit

243 nouveaux nés, huit pour cent (08%) étaient

des prématurés et environ deux pour cent de

dépassement de terme (2,16%).

Les porteurs de syndrome drépanocytaire majeur,

au nombre de six (04 SS, 01 SC et 01 Sβ+) étaient

tous nés à terme.

Chez les nouveau-nés de phénotype hémoglobinique

AC, on note : que 86% sont sont nés à terme, 11%

de prématurés et 1,8% de dépassement de terme.

Sexe

La répartition du genre était plus ou moins

homogène dans les deux groupes avec un sex-ratio

de 1,01 chez les AS et 1 chez les porteurs de

syndrome drépanocytaire majeur.

Par contre le profil AC était plus fréquent chez les

garçons  avec un sex-ratio de 1,95.

Ethnie de la mère

Soixante-deux pour cent des mères d’enfants AS

étaient des Wolofs (62,3%), un peu plus de dix-

huit pour cent de Halepoulard (18,3%), cinq pour

cent de Mandingues (5,6%), quatre pour cent de Maures

(4,4%) et trois pour cent de Sérères (3,6%).

Vingt et un pour cent de mères d’enfants AC étaient

des Peulh (21,4%) contre soixante-dix pour cent

de Wolofs (70%). Pour ce qui concerne les

nouveaux nés porteurs du syndrome drépanocytaire

majeur, soixante-sept pour cent (67%) de leurs

mères étaient des halepoulard contre trente-trois

pour cent (33%) de Wolofs soit deux mamans

d’enfants SS, une de SC et une de Sβ+.

DISCUSSION

La drépanocytose est la maladie génétique la plus

fréquente, elle se transmet de manière autosomique

récessive.

Le dépistage néonatal constitue l’une des méthodes

de lutte la plus efficace contre la drépanocytose.

Il a été initié au Sénégal en Avril 2017 grâce à un

projet de recherche.

Ce travail nous a permis dans un premier temps de

partager notre expérience sur le dépistage néonatal

mais aussi donner des estimations sur les

hémoglobinopathies à Saint Louis.

Nous avons relevé un certain nombre de biais :

- L’absence de recrutement de tous les nouveau-

nés durant la période d’étude.

- L’absence d’informations relatives au poids et à

la taille du nouveau-né.

- Absence de contrôle pour la détection de

l’hémoglobine Bart’s.
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En effet, sur 4990 naissances vivantes à la maternité

de l’hôpital régional de Saint LOUIS, seuls 58,91%

sont dépistés.

Toutefois, ces résultats étant préliminaires nous nous

engageons à apporter les corrections nécessaires

pour pallier à ces différents biais qui sont d’ordre

méthodologiques.

Type d’hémoglobine

La proportion de nouveau-nés drépanocytaires

hétérozygotes (9,29%) ou porteurs de syndromes

drépanocytaires majeurs (0,20%) dépistée dans ce

travail était comparable à celle rapportée par

Diagne I. et al [non publié] de l’hôpital d’enfants

Albert ROYER de Dakar en 2005, bien qu’ils ont

eu à travailler sur un échantillon relativement réduit

(963 nouveau-nés)  mais largement significatif où

9,5% étaient porteurs de trait drépanocytaire et

0,5% des enfants souffraient du syndrome

drépanocytaire majeur.

Par contre le portage de l’hémoglobine C est

particulièrement élevé dans la région nord comparé

à celui de Dakar avec respectivement 1,96% et

0,7%.

En 1997, Mbodji M, Ndoye O et al. [6] ont

également rapporté des résultats comparables lors

d’une étude portant  sur des nouveau-nés à

Dakar avec 11,1% d’hémoglobinopathies, 7,9% de

porteurs du trait drépanocytaire (AS), 1,9%

d’homozygotes (SS) et 0,2% de profil

hémoglobinique SC.

Dans une série malienne, DIALLO DA et al. [7]

ont eu des résultats similaires en 2014 chez 2485

nouveau-nés dont 14,28% de porteurs d’hémoglo-

binopathies avec 0,28% de SS, 0,40% de SC,

0,04% de CC, 7,97% de AS et 5,59% de AC.

Au Nigéria Odunvbun et al. [8] avaient rapporté

chez 644 nouveau-nés 20,6% de porteurs du trait

drépanocytaire AS, 1,1% de AC, et 3% de

syndromes drépanocytaires majeurs.

Kafando E et al. [9] Avaient rapporté à

Ouagadougou au Burkina Faso, une prévalence de

25,55% d’hémoglobinopathies avec 1,75% de

nouveau-nés porteurs du syndrome drépanocytaire

majeur et 18,2% de porteurs d’hémoglobines C à

l’état homozygote et hétérozygote.

Par contre Tshilolo et al. [10] ont rapporté dans

une étude réalisée chez 31 204 nouveau-nés en

RDC une prévalence de 1,4% de drépanocytaires

homozygotes SS et 16,9% de porteurs du trait

drépanocytaire AS.

Au Gabon, Vierin Nzame Y et al. [11] ont réalisé

une étude auprès de 974 nouveau-nés chez qui

1,8% étaient drépanocytaires homozygotes SS,

15,1% porteurs du trait drépanocytaire AS et

1,05% d’hémoglobine C à l’état homozygote et

hétérozygote.

Ailleurs les prévalences étaient plus réduites,

notamment en France en 2005 Bardakdjian-

Michau J et al. [12] ont rapporté dans une étude

auprès de 236998 nouveau-nés, une prévalence

de 14,07% de porteurs d’hémoglobinopathies

avec 0,15% de nouveau-nés porteurs du syndrome

drépanocytaire majeur, 3,13% porteurs du trait

drépanocytaire AS, 0,79% de AC et 10% des

nouveau-nés porteurs d’hémoglobine Bart’s.

A Bruxelles, Gulbis B et al. [13] ont trouvé 0,04%

de syndrome drépanocytaire majeur avec 1,5% de

porteurs d’hémoglobinopathie.

En grande Bretagne, la prévalence des

hémoglobinopathies à la naissance est de 6,9%.[14]

Aux Etats Unis, Grover et al. [15] sur 106 565

nouveau-nés ont trouvé 141 nouveau-nés porteurs

du syndrome drépanocytaire majeur soit une

prévalence de 0,13%.
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Il est connu que le gène de la drépanocytose est

plus fréquent dans les pays de l’Afrique centrale

que ceux de l’Afrique de l’Ouest.

Par contre le gène de l’hémoglobine C est

remarquablement plus retrouvé en Afrique de

l’Ouest notamment au Burkina Faso et au Mali avec

respectivement 18,2% et 5,63%.

Les résultats obtenus au terme d’une nouvelle

approche qui consistait à étudier l’hémoglobine des

nouveau-nés par méthode d’isoélectrofocalisaton

complétée à la CLHP et électrophorèse capillaire

au besoin, confirment les données observées chez

les nouveau-nés à Dakar en 2005.

Ce qui place toujours la drépanocytose comme un

problème majeur de santé au Sénégal même si ces

dernières années l’espérance de vie du

drépanocytaire s’est beaucoup améliorée dans les

pays qui ont su mettre en place une politique de

dépistage néonatal de la maladie appuyée par une

prise en charge médicale précoce des

drépanocytaire dépistés dès la naissance.

Modalités de dépistage

Le fait que seuls 58,91% de nouveau-nés aient été

prélevés pourrait témoigner d’une difficulté dans

l’organisation du dépistage.

Les prélèvements se faisaient au talon du bébé donc

aucune source de contamination avec le sang de la

mère n’a été noté ce qui nous a valu le dépistage

de tous les nouveau-nés prélevés.

Le problème rencontré relevait du défaut de

disponibilité du personnel impliqué.

En effet dans les pays développés tel que la France,

ce sont les sages-femmes des maternités qui

effectuent le prélèvement dans les trois premiers

jours de vie au niveau du talon du nouveau-né [16].

Au Sénégal et plus particulièrement à Saint-Louis,

la charge énorme de travail de la sage-femme en

salle d’accouchement pourrait être un handicap

pour effectuer la totalité des prélèvements des

nouveau-nés.

Comme mesure corrective, le CERPAD avait mis

à la disposition de la maternité deux de ses

infirmières pour s’occuper uniquement des

prélèvements et ceci aux heures de travail

conformément établit par l’administration.

Malgré cela le problème reste entier, augmenter le

délai de surveillance des mamans après

accouchement pourrait laisser du temps aux sages-

femmes de s’acquitter convenablement de cette

tâche qui constitue une étape importante du

dépistage car offrant la chance à presque 40% de

nouveau-nés de bénéficier de ce dépistage.

A cela s’ajoute la sensibilisation et l’implication des

autres catégories de personnel médical.

Le moyen le plus fiable pour caractériser ces

phénotypes à la naissance est actuellement

l’isoélectrofocalisaton, parfois couplée à la CLHP

qui nécessite un appareillage et un panel de contrôle

bien complet et très couteux.

Ce qui nous a valu un fonctionnement avec un panel

de contrôle des fractions d’hémoglobine les plus

fréquentes au risque de sous-estimer les moins

fréquentes telle que les hémoglobines Bart’s.

Six pour cent des nouveau-nés étaient des

prématurés ce qui pourrait expliquer la difficulté de

détection de ces types d’hémoglobines.

CONCLUSION

Ces résultats préliminaires montrent l’intérêt

épidémiologique et clinique du dépistage néonatal
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systématique de la drépanocytose. Ils confirment

la prévalence élevée de l’hémoglobine S au

Sénégal, en particulier à Saint-Louis et met en

évidence une fréquence significative d’hémoglobine

C dans la région Nord du Sénégal.

Par ailleurs, la possibilité de naissances

drépanocytaires chez des femmes enceintes non

porteuses du gène S, mériterait une attention

particulière.

A terme, nous disposerons de données

épidémiologiques, sociologiques et cliniques

suffisantes pour  faire des recommandations en vue

de l’implémentation du dépistage néonatal de la

drépanocytose au Sénégal.
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Résumé
Introduction : La riziculture irriguée contribue à
l’autosuffisance alimentaire mais elle peut aussi créer les
conditions favorables au développement des moustiques
vecteurs de pathologies. L’objectif de l’étude est de déterminer
la diversité des moustiques et la dynamique d’An. gambiae
s.s., dans une riziculture irriguée et trois villages situés à distance
variable de cette culture.
Matériel et méthodes : Les villages sont localisés à 200 m,
1,5 km et 2,7 km de la riziculture. Les activités des parcelles de
riz sont décrites au cours du temps. Les larves et adultes de
moustique sont collectés respectivement par la méthode du
dipping et des pièges lumineux.
Résultats : Au total 12 espèces de moustiques sont récoltées.
Culex decens (47,50 %) et An. gambiae s.s. (45,41 %) ont
présenté les effectifs les plus élevés. Les indices de diversité
écologique sont faibles dans le périmètre de la riziculture irriguée
(H’=0,44 ; E=0,33) et élevés à Raffierkro (H’=2,71 ; E=0,75),
Kpokahankro (H’=2,45 ; E=0,64) et N’Douakro (H’=2,66;
E=0,71). Le pic larvaire d’Anopheles (33,44 larves/louche) est
observé au repiquage et la plus faible valeur (0,80 larves/louche)
est observée aux pépinières. Au niveau adulte, les densités
maximales sont enregistrées en octobre à Raffierkro (4,35 An.
gambiae s.s. /piège/nuit) et N’Douakro (8,87 An. gambiae s.s.
/piège/nuit) et en novembre à Kpokahankro (10,5 An. gambiae
s.s. /piège/nuit). Les densités minimales sont récoltées en
septembre.
Conclusion : La riziculture irriguée assure une forte production
d’An. gambiae s.s. Le vecteur du paludisme influence la faune
adulte, depuis le périmètre irrigué jusqu’à un rayon de 1,5 km.
La lutte contre An. gambiae s.s. nécessite la synchronisation
des activités des parcelles rizicoles et la prise en compte des
gîtes larvaires naturels et artificiels.
Mots clés diversité, moustique, dynamique, An. gambiae s.s.,
riziculture irriguée

Summary
Introduction: The irrigated rice fields contribute to food self-
sufficiency but can create  the condition favorable for the
development of mosquitoes, vector of diseases. The objective
of the study is to determine the diversity of mosquitoes and
the dynamic of An. gambiae s.s., in irrigated rice field and three
localities at variable distance of that culture.
Materiel and methods: The study sites are at 200 m, 1.5 km
and 2.7 km far from the irrigated rice field. The activities of rice
plots were described in the time. Mosquito larvae and adults
were collected using, respectively, dipping technique and
modified light trap.
Results: A total of 12 species of Culicidae were sampled.
Culex decens (47.50%) and An. gambiae s.s. (45.41%) the
main vector of malaria was identified as the most abundant
species. The ecological diversity index in irrigated rice field
was low (H’=0.44; E=0.33) and higher in Raffierkro (H’=2.71;
E=0.75), Kpokahankro (H’=2.45 ; E=0.64) and N’Douakro
(H’=2.66 ; E=0.71). Larval peak of Anopheles (33.44 larvae/
dip) was observed in period of transplantation of rice and the
low value was reached during rice nurseries. In adult fauna, the
maximum of density was recorded in October, in Raffierkro
(4.35 An. gambiae s.s. /trap/night) and N’Douakro (8.87 An.
gambiae s.s. /trap/night) and in November in Kpokahankro, An.
gambiae s.s. realized the peak (10.5 An. gambiae s.s. /trap/night).
The minimum of densities was collected in September.
Conclusion: Irrigated rice field produces high density of An.
gambiae s.s. The vector influence adult fauna from irrigated
plots to a radius of 1.5 km. The vector control strategy requires
synchronization of rice plot activities and integration of natural
and artificial breeding sites of mosquito larvae.
Keywords diversity, mosquito, dynamic, An. gambiae s.s.,
irrigated rice field
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INTRODUCTION

En Afrique sub-saharienne, de nombreux barrages

hydroagricoles sont créés pour assurer la sécurité

alimentaire des populations [FAO, 2011, non

publié]. Diverses cultures sont développées et

intensifiées, parmi lesquelles la riziculture irriguée

[FAO, 2004, non publié]. Cependant, même si ce

type de culture permet une augmentation importante

de la production rizicole, elle modifie l’écosystème

préexistant et crée des conditions propices à la

production et au développement de larves de

moustiques, et spécialement des vecteurs de

pathologies [1]. En Afrique, les études révèlent que

la riziculture irriguée assure le développement de

diverses espèces d’anophèles dont An. gambiae

s.l. vecteur majeur du paludisme [2,3]. En Côte

d’ivoire, la transmission du paludisme en milieu

rizicole a indiqué des résultats variables. Dans la

région forestière, la riziculture a augmenté

significativement la transmission du paludisme [4].

En zone savanicole du pays, la riziculture n’a

cependant pas influencé la transmission du

paludisme [5]. Concernant la zone préforestière du

centre, l’activité rizicole a montré un impact variable

sur la transmission du paludisme [3,6], avec une

forte production de l’unique espèce An. gambiae

s.s du complexe An. gambiae. Le déroulement de

la riziculture irriguée se fait en différents stades de

croissance de riz dont les caractéristiques

écologiques contribuent à la répartition des formes

aquatiques des espèces au sein des casiers rizicoles

[7]. L’aménagement d’une riziculture irriguée dans

la zone préforestière du centre de la Côte d’Ivoire

a créé un contexte écologique favorable à la

prolifération de moustiques [8]. La présente étude

est menée dans cette zone pour déterminer la

diversité spécifique et l’abondance des espèces de

moustiques et la dynamique des populations d’An.

gambiae s.s., vecteur du paludisme, dans

l’aménagement hydroagricole et trois localités aux

alentours. Les résultats de l’étude serviront à la mise

en place de stratégies de contrôle larvaire du vecteur

du paludisme.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Sites d’étude

Les sites d’étude se situent dans la zone de transition

forêt et savane du centre de la Côte d’Ivoire,

précisément dans la sous-préfecture de Bouaké.

Dans cette zone, la construction d’un barrage

hydroagricole a favorisé la mise en place de

parcelles de riziculture irriguée. L’activité rizicole

se déroule suivant plusieurs stades successifs. Les

pépinières sont des plants de riz préparés à partir

de semences enfouies sur une portion de terre. Le

labour consiste à retourner la terre dans une masse

d’eau limitée par une digue. Le repiquage consiste

à piquer des jeunes plants de riz dans un casier

labouré. Le tallage est le début de la croissance

des plants de riz caractérisé par l’apparition de

quatre feuilles. La montaison est la phase

d’élongation avancée des plants de riz. L’épiaison

est l’apparition des épis de riz à l’extérieur de la

gaine. La maturation est le remplissage et le

durcissement des grains de riz. La récolte consiste

à couper les plants de riz pour en extraire les grains.

La culture du riz dans la zone d’étude est pratiquée

sur une superficie de sept hectares. La variété de

riz cultivée, Wita 9 (ou Nimba), est caractérisée

par un cycle moyen de 90 jours. Le calendrier

cultural prévoit deux cycles de culture par an dont

le premier débute en mars et le second en août. La
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localité de Raffierkro est située approximativement

à 200 m des casiers rizicoles. Sur le plan

environnemental, Raffierkro est caractérisé par la

présence d’un barrage hydroagricole, d’une

riziculture irriguée, d’étangs piscicoles de cultures

de maraîchers et de canaux d’irrigation [8].

A environ 1,5 km de la zone de riziculture irriguée

est localisé N’Douakro. Cette localité- se distingue

des autres villages par un bas-fond marécageux non

exploité. Le village de Kpokahankro est situé dans

un rayon de 2,7 km de l’aménagement hydrorizicole

(Figure 1). Kpokahankro est caractérisé par deux

grands bas-fonds aménagés pour la culture de

maraîchers et de riz pluvial.

Méthodes

Les enquêtes sont réalisées de septembre à

décembre 2010. Les activités et stades de riz des

parcelles sont recensés et décris tous les 15 jours.

Le suivi de la faune larvaire est aussi fait chaque 15

jours dans huit parcelles sélectionnées de façon

aléatoire, par des prospections larvaires avec la

African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2020;5(10):815-824

Figure 1 : Situation des sites d’études dans la sous-préfecture de Bouaké, centre Côte d’Ivoire

technique du dipping [9]. Une louche est plongée

en faisant un angle de 45°C par rapport à la surface

de l’eau. La louche est ensuite retirée et son contenu

est transféré dans un bac à fond blanc.  Les larves

et les nymphes sont triées et mises en élevage. Les

adultes issus de ces formes préimaginales sont

identifiés au niveau de l’espèce en fonction du gîte

larvaire et par stade de croissance du riz. Le suivi

de la faune adulte est effectué par des captures

mensuelles à l’aide de pièges lumineux (CDC

miniature light-trap, modèle de John Whock

Compagny, USA) [10]. Quatre pièges sont utilisés

par village à raison de deux pièges à l’intérieur et

deux à l’extérieur des habitations. Chaque piège

est installé dans un endroit non éclairé à 1,5 m du

sol, la veille à 18 h et retiré le lendemain à 06 h.

Les moustiques adultes sont identifiés sous une

loupe binoculaire (x 40), sur la base de critères

morphologiques [11]. Les données pluviométriques

mensuelles sont recueillies auprès de la société de

production de riz dénommée “Africa rice”.
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Analyse des données

 Les données sont saisies en double avec le logiciel

Microsoft Excel (2013 Microsoft corporation),

validées à l’aide du logiciel Epi Info version 3.5.3

(Center for Diseases Control and Prevention,

Atlanta, United States of America) et analysées

avec le logiciel R version 2.14.1. Le test de

Kruskal-Wallis (KW) a permis de comparer les

densités des vecteurs du paludisme, avec un seuil

de significativité de 5%. %. Les indices de diversité

écologique sont évalués pour chaque site d’étude.

L’indice de Margalef , où

S=nombre total d’espèces du site et N=nombre
total d’individus, détermine la richesse en espèces
d’un site d’étude. L’indice de Shannon

[ , où Pi = abondance

proportionnelle de l’espèce, exprime la diversité
en prenant en compte le nombre d’espèces et
l’abondance des individus au sein de chacune de ces

espèces. L’indice de Piélou , où,

H΄max=logS, permet de mesurer la répartition des
individus au sein des espèces.

Considération éthique

L’étude est approuvée par la commission de

recherche du centre suisse de recherche scientifique

(Abidjan, Côte d’Ivoire), l’autorité de santé du

département de Bouaké, les Chefs des villages et

les populations des localités d’étude. Un

consentement éclaire est obtenu du chef du ménage

dont le local est sélectionné pour la pose du piège

lumineux. Les moustiquaires imprégnées

d’insecticide ont été mises à disposition de toute la

communauté.

RESULTATS

Suivi des activités et stades de développement

des parcelles de riz mises en valeur

La riziculture irriguée est réalisée sur 175 parcelles

d’une superficie moyenne de 340 m2/parcelle.

L’exploitation des parcelles s’est faite

progressivement d’août 2010 à janvier 2011. Les

premières activités de labour ont eu lieu en août et

les dernières parcelles sont labourées en novembre.

Le repiquage des plants de riz s’est effectué dans

l’intervalle de fin août à fin novembre. L’activité de

récolte du riz s’est déroulée entre début décembre

et fin janvier. Le suivi de l’évolution des activités et

des stades de développement de toutes les parcelles

mises en valeur a permis de définir les périodes de

prédominance des différents stades de croissance

du riz sur le terrain (Tableau I).

Faune culicidienne larvaire récoltée dans les

parcelles de la riziculture irriguée

Au total, 4421 larves et 17 nymphes de moustiques

sont récoltées dans les casiers de riz. Les moustiques

adultes obtenus après l’élevage sont composés sont

composés de 12 espèces dominées par Cx. decens

(47,50%) et An. gambiae s.s. (45,41%) (Tableau

II). La population anophelienne est constituée

essentiellement d’An. gambiae s.s. (85,28%)

vecteur du paludisme et secondairement

d’Anopheles ziemanni (9,99%). Anopheles

funestus (0,19 %) un autre vecteur du paludisme

est récolté en faible proportion dans les casiers de

riz. Les larves d’An. gambiae s.s. sont

prépondérantes dans le milieu rizicole pendant les
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Tableau I :  Suivi de l’évolution des stades de parcelles de riz mises en valeur pendant un cycle cultural

Mois Septembre Octobre Novembre Décembre

Quinzaine Q1 Q2 Q3 Q4   Q5 Q6 Q7 Q8

Activités et stade
de développement      n (%)       n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Labour   86    -   44  19    2     -     -    -
(78,2) (28,6) (11) (1,14)

Repiquage     -   86     -   44    19     2       -    -
(78,2) (25,4) (10,9) (1,14)

Tallage   24    -    86      -    44    19   2     -
(21,8) (55,8) (25,1) (10,9) (1,14)

Montaison      -   24   24   86   86   44   19   2
(21,8) (15,6) (49,7) (49,1) (25,1) (10,9) (1,32

Epiaison     -    -    -   24   24    86    44   19
(13,9) (13,7) (49,1)  (25,1) (12,6)

Maturation     -    -    -     -    -    24   86    44
(13,7) (49,1) (29,1)

Récolte     -      -    -      -    -      -    24  86

(13,7)   (57)

Stade prédominant Labour Repiquage       Tallage      Montaison  Montaison  Epiaison  Maturation  Récolte

n : nombre de parcelles Q : quinze jours  % : pourcentage

stades de labour (99,72% ; n=360), de repiquage

(99,07%; n=643) et de tallage (95,38% ; n=260).

Les espèces An. gambiae s.s., An. ziemanni et

An. pharoensis sont observées en proportions

comparables, pendant la montaison. An. ziemanni

est la seule espèce récoltée à la pépinières des plants

de riz. Les populations larvaires d’An. ziemanni

ont dominé le milieu rizicole, à l’épiaison (62,75% ;

n=51), à la maturation (79,49% ; n=64) et à la

récolte (92,16% ; n= 48).

Faune culicidienne adulte récoltée à Raffierkro,

Kpokahankro et N’Douakro

Au total, 17 espèces de moustiques sont récoltées,

avec respectivement 12, 13 et 14 espèces à

Raffierkro, N’Douakro et Kpokahankro (Tableau II).

An. ziemanni, An. brohieri, et Uranotaenia

balfouri sont observées spécifiquement à

N’Douakro. La localité de Kpokahankro s’est

distinguée par la présence de Culex tigripes et

Culex annulioris. L’espèce Aedes vittatus est

particulièrement récoltée à Raffierkro. La présence

d’Aedes aegypti est observée dans les localités

de Raffierkro et N’Douakro.
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Indices de diversité écologique

L’indice de Margalef (D) a oscillé entre 3,21et 4,98,

dans l’ensemble des sites d’étude. L’indice est plus

élevé à Kpokahankro (D=4,98) et plus faible en

riziculture irriguée (D=3,21). Les localités de

Raffierkro et N’Douakro ont présenté les valeurs

respectives, D=4,94 et D=4,68. L’indice de

Shannon weaver (H’) a évolué de 0,44 à 2,71.

Les valeurs maximale et minimale de l’indice sont

enregistrées respectivement à Raffierkro et en

riziculture irriguée. L’indice de Shannon est 2,66 et

2,45 à N’Douakro et Kpokahankro, respective-

ment. L’indice de Piélou (E) est plus élevé dans la

localité de Raffierkro (E=0,75) et plus faible en

riziculture irriguée (E=0,33). A Kpokahankro

(E=0,64) et N’Douakro (E=0,71), l’indice de

Piélou est supérieur à 0,6.

Tableau II : composition des moustiques larvaires de la riziculture irriguée et adulte des localités
de Raffierkro, Kpokahankro et N’Douakro

Faune larvaire Faune adulte
Genre Espèce Riziculture irriguée Raffierkro Kpokahankro  N’Douakro

n (%)    n (%)    n (%)    n (%)

Anopheles An. gambiae  s.s. 1344 (45,41) 68 (40,24) 177 (43,28) 108 (29,35)
An. funestus 3 (0,10) 3 (1,78) 22 (5,38) 19 (5,16)
An. pharoensis 16 (0,54) 3 (1,78) 4 (0,98) 1 (0,27)
An. ziemanni 115 (3,89) 0 (0) 2 (0,49) 0 (0)
An. brohieri 12 (0,41) 0 (0) 4 (0,98) 0 (0)
An. obscurus 8 (0,27) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
An. coustani 1 (0,03) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Culex Cx. decens 1406 (47,50) 30 (17,75) 43 (10,51) 93 (25,27)
Cx. weschei 0 (0) 13 (7,69) 5 (1,22) 24 (6,52)
Cx. nebulosus 0 (0) 15 (8,88) 32 (7,82) 26 (7,07)
Cx. tigripes 0 (0) 0 (0) 1 (0,24) 0 (0)
Cx. annulioris 0 (0) 0 (0) 8 (1,96) 1 (0,27)
Cx. cinereus 0 (0) 3 (1,78) 3 (0,73) 1 (0,27)
Cx. ingrami 29 (0,98) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Cx. perfuscus 13 (0,44) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Cx. antennatus 10 (0,34) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Aedes Ae. aegypti 0 (0) 1 (0,59) 0 (0) 2 (0,54)
Ae. vittatus 0 (0) 2 (1,18) 0 (0) 0 (0)

Mansonia Ma. africana 0 (0) 17 (10,05) 99 (24,21) 70 (19,03)
Ma. uniformis 0 (0) 8 (4,73) 5 (1,22) 14 (3,8)

Uranotaenia Ur. mashonaensis 3 (0,10) 6 (3,55) 4 (0,98) 7 (1,9)
Ur. balfouri 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (0,55)

 TOTAL 2960 (100) 169 (100) 409 (100) 368 (100)

n : Nombre de moustiques capturés    % : Pourcentage



African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2020; Tome 5 (N°10) - Janvier 2020 821

African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2020;5(10):815-824

Densité larvaire des populations du genre

Anopheles pendant les phases de la riziculture

La densité larvaire des populations d’Anopheles

est maximale (33,44 larves/louche) au repiquage

et minimale (0,80 larves/louche) aux pépinières.

Après le repiquage, la densité a baissé progressive-

ment jusqu’à la récolte (2,55 larves/louche).

Densité d’An. gambiae s.s. dans la faune

adulte pendant la période de l’étude

An. gambiae s.s., a représenté 91,89% (n=74),

84,37% (n=209) et 84,69% (n=128) de l’effectif,

respectivement à Raffierkro, N’Douakro et

Kpokahankro. A Raffierkro, le pic des densités

(4,35 An. gambiae s.s. /piège/nuit) est enregistré

en octobre tandis que  la plus faible valeur est

obtenue en décembre (0,12 An. gambiae s.s. /

piège/nuit). Toutefois la densité de An. gambiae

s.s. est élevée en novembre (3,15 An. gambiae

s.s. /piège/nuit). Tout comme à Raffierkro, les

populations d’An. gambiae s.s. à N’Douakro ont

enregistré les valeurs maximale (8,87An. gambiae

Figure 2 : évolution des densités des populations d’An. gambiae s.s. à Raffierkro, N’Douakro et
Kpokahankro de septembre à décembre 2010

s.s. /piège/nuit) et minimale (0,37 An. gambiae s.s.

/piège/nuit) de la densité en octobre et décembre,

respectivement. En novembre, la densité a connu

une forte chute. A Kpokahankro, le maximum et le

minimum de la densité (10,50 An. gambiae s.s. /

piège/nuit) est atteint en novembre et septembre,

respectivement (Figure 2).

Toutefois, de fortes densités ont persisté en

décembre (7,5 An. gambiae s.s. /piège/nuit).

Les densités d’An. gambiae s.s enregistrées à

Raffierkro, Kpokahankro et N’Douakro ne

présentent pas de différence statistique significative

(KW = 5,443, p=0,066).

DISCUSSION

Un aménagement hydrorizicole est capable de

perturber l’équilibre écologique préexistant. Ainsi,

une riziculture irriguée nouvellement crée au centre

de la Côte d’Ivoire est l’origine d’une étude

préliminaire sur la diversité des moustiques et la
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dynamique d’An. gambiae s.s. vecteur principal

du paludisme dans cette zone afin d’aider à une

éventuelle mise en place de stratégie de contrôle

de ce vecteur et voire de lutte contre le paludisme.

L’étude entomologique longitudinale effectuée dans

la riziculture irriguée a révélé une diversité d’espèces

largement dominées par An. gambiae s.s.

(45,41%) et Cx. decens (47,50%).

Ces résultats corroborent ceux d’autres Auteurs

[4,12] et s’expliquent par le fait que la riziculture

irriguée est un milieu évolutif où se succèdent

différents types de gîtes favorables au

développement des larves d’An. gambiae s.s. et

Cx. decens [13]. La diversité de la faune

anophélienne rizicole est également révélée par des

études antérieures effectuées dans la zone du centre

de la Côte d’Ivoire d’Anopheles [14]. Toutefois,

la présente étude a dénombré une plus grande

diversité d’espèces dont An. ziemanni, potentiel

vecteur secondaire du paludisme [15].

L’environnement caractérisé par chaque village a

présenté la distribution d’une large gamme

d’espèces, avec un nombre relativement faible

d’individus. Cette observation traduit un milieu

écologique relativement stable confirmé par l’indice

de Piélou nettement au-dessus de 0,6. La richesse

spécifique de la faune s’explique par la présence et

la disponibilité de différents types de gîtes larvaires

des moustiques [16]. Dans l’ensemble, la riziculture

irriguée a indiqué des indices de diversité écologique

très faibles par rapport aux trois localités. La mise

en place de cette culture a profondément modifié

le milieu et a favorisé la pullulation d’An. gambiae

s.s. et Cx. decens pendant la période de l’activité

rizicole. Les fortes densités larvaires d’Anopheles

au labour, repiquage et tallage s’expliquent par la

présence de casiers de riz avec de nombreuses

petites poches d’eau de faible profondeur, claires

et très ensoleillées favorables à l’oviposition des

femelles d’An. gambiae s.s [4]. La baisse

progressive des densités larvaire d’Anopheles,

après le tallage, s’explique par l’apparition d’un

couvert végétal dans les casiers de riz. L’obtention

du pic larvaire d’An. gambiae s.s. au repiquage

est conforme au pic standard du complexe d’espèce

[4]. A Raffierkro et N’Douakro, le pic des densités

d’An. gambiae s.s. de la faune adulte est enregistré

au tallage correspondant au mois de novembre. Le

décalage entre le pic larvaire et le pic adulte

correspond à une quinzaine de jour, le temps

nécessaire aux larves pour atteindre le stade de

moustique adulte [17]. Par ailleurs, la présence de

densités très importantes d’An. gambiae s.s. de la

faune adulte, en novembre, à Raffierkro, confirme

de plus l’effet de la riziculture. En réalité, la culture

du riz irrigué s’est faite de manière non

synchronisée. Ainsi, la présence sur le terrain de

parcelles de riz au stade de repiquage et de tallage

a favorisé une production encore forte d’An.

gambiae s.s. Cependant, à N’Douakro, la chute

rapide des densités d’An. gambiae s.s., dès

novembre, en début de saison sèche, indique plus

l’effet de la pluviométrie que l’effet de la riziculture.

A Kpokahankro, le vecteur a enregistré le pic des

densités en novembre et de fortes densités en

décembre, en saison sèche. Ce fait traduit une très

grande influence des gîtes de ce vecteur concentrés

dans les bas-fonds du village, donc plus productifs

en saison sèche.
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CONCLUSION

La riziculture irriguée a présenté une faune dominée

par An. gambiae s.s., le principal vecteur du

paludisme et Cx. decens. La composition de la

faune culicidienne adulte a montré une bonne

diversité d’espèces. La population larvaire de

moustiques issue de la riziculture irriguée a influencé

la densité de la population adulte d’An. gambiae

s.s. dans un rayon de 1,5 km. Pour lutter contre le

vecteur du paludisme, les paysans devront

synchroniser la culture du riz et adapter la lutte à

l’environnement écologique en tenant compte des

gîtes larvaires naturels et artificiels.
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Résumé
Introduction
Depuis 2004, le Niger dispose d’un réseau national de
surveillance de la résistance aux antipaludiques Cette
étude est une revue des données publiées sur les
marqueurs moléculaires de la résistance de P.falciparum
à la chloroquine, l’amodiaquine, la sulfadoxine-
pyriméthamine et l’artémisinine, au Niger.
Matériels et Methodes
Cette revue est limitée aux études publiées menées
uniquement au Niger de janvier 2000 à décembre 2018 et
exclue les études sur le paludisme importé du Niger dans
d’autres pays. Tous les types d’articles ont été utilisé.
Les textes entiers ont été utilisés pour tirer les dates de
détection des mutations, les années et sites d’étude, les
types d’échantillons recueillis, les dates de publication
des articles et les méthodes moléculaires utilisées.
 Resultats
La revue a permis d’identifier 7 publications. Les mutations
PfcrtK76T et PfdhfrS108N ont été les marqueurs les plus
recherchés et les plus retrouvés au Niger. Les doubles
mutations Pfdhps (A437G + K540E) et PfdhfrI164L n’ont
pas été identifiées. Deux études ont été réalisées sur le
PfK13 propeller. La RFLP, les puces à ADN et le séquençage
ont été les méthodes utilisées dans ces études.
Conclusion
Le peu de données publiées sur les facteurs génétiques
de résistance aux antipaludiques au Niger est évident.
Le PNLP du Niger a besoin de plus amples données
publiées afin de planifier les mesures de confinement de
la résistance.
Mots clés: marqueurs moléculaires, résistance aux
antipaludiques, Niger.

Summary
Since 2004, Niger had a national monitoring network for
antimalarial resistance. The aim of this study is the review
of data published on P. falciparum molecular makers
resistance of chloroquine, amodiaquine, sulfadoxine-
pyrimethamine and artemisinin in Niger.
Materials and Methods
This review included published studies that had been
conducted only in Niger from January 2000 to December
2018 and excluded studies of malaria imported from Niger
to others countries. We reviewed the full text of these
studies and extracted molecular markers mutations date
of detection, study years and site, type of samples collected,
manuscript publication date and molecular methods used.
Results
The literature review according to our methodology
identified 7 publications. The PfcrtK76T and PfdhfrS108N
mutations were the most markers surveyed in Niger. The
double mutation Pfdhps and PfdhfrI164L were never
identified in this review. Two studies were done on PfK13
propeller. The RFLP, DNA-microarrays and sequencing
were the methods used in these studies.
Conclusion
The fewness of published data on genetic makers of
antimalarial drugs resistance in Niger is obvious. The
NMCP of Niger needs further P.falciparum molecular
markers resistance update published data to plan
resistance containment measure.
Key words: Molecular markers, antimalarial drugs
resistance, Niger, P.falciparum.
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INTRODUCTION

Malaria is endemic in many sub-Saharan countries.

This infection remains the principal cause of

morbidity and mortality in Niger. The development

of drugs resistance is one of the challenge in malaria

control and eradication in Niger. The use of

Chloroquine (CQ) as malaria treatment has been

officially prohibited in Niger since 2006.

Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) was used as

intermittent preventive treatment of malaria in

pregnant (IPTp) and in association with AQ in

seasonal malaria chemoprevention (SMC).

Amodiaquine (AQ) was present in the first line

treatment of uncomplicated malaria artesunate-

amodiaquine (ASAQ) since 2008. In 2005,

artemether-lumefantrine (AL) combination was

used as first line treatment of uncomplicated malaria

in Niger. The molecular markers of Pf CQ, AQ,

SP and ART resistance were identified. The CQ-

Resistance (CQ-R) is linked to the point mutations

in the Pfcrt gene and the mutant PfcrtK76T was

increased the risk of treatment failures. The SP

resistance occurs in the target enzymes

dihydrofolate reductase (dhfr) and dihydropteroate

synthase (dhps) coded by point mutations in the

Pfdhfr and Pfdhps genes. The PfdhfrS108N

mutant was considerate like the key point mutation

for resistance to pyrimethamine and PfdhpsK540E

was associated to sulphadoxine resistance [1]. The

triple mutation PfdhfrS108N, PfdhfrC59R,

PfdhfrN51I and the Pfdhps double mutant A437G

+ K540E parasites has shown to be selected in

failures of the SP treatment [2]. The Pfdhfr triple

mutation was frequent in West and Central African

but the Pfdhps double is rare [3]. The mutations in

the multi-drug resistance gene (mdr1) of P.

falciparum, localized on chromosome 5 were

involved in decreased AQ response. The

PfmdrA86Y mutation was linked with the cross-

resistance to amodiaquine and chloroquine. The

Pfmdr1 haplotype (86Y+184Y+1246Y) was

associated with high AQ-R [4]. ART resistance was

discovered in the South East Asia (SEA). The

PfK13 propeller gene was identified as molecular

marker of this resistance [5]. The polymorphism in

PfK13 gene was associated with ART-R and the

delay of parasite clearance after ACTs therapy. In

sub-Saharan Africa none of the SEA PfK13 SNPs

associated with the ART-R was detected [6, 7].

Since 2004, Niger had a national monitoring

network for malaria treatment resistance [8]. The

aims of this network were to collect samples from

health centres and hospitals, using molecular

methods to screen resistant parasite. It’s although

collaboration between Niger NMPC and

CERMES research centre. Fifth teen years after

the implementation of this network we have a lack

of literature review paper about available data

published on Pf molecular makers resistance of

CQ, AQ, SP and ART in Niger. This paper is the

review of published data on Pf CQ, AQ, SP and

ART molecular markers resistance in Niger

MATERIALS  AND METHODS

Online literature searches from January

2000 to December 2018 was conducted on

Pubmed, African Journal Online, Google Scholar,

ResearchGate and Bioline databases using the

search terms ‘malaria’, ‘Niger’, ‘Pfdhps’,

‘Pfdhfr’, ‘Pfcrt’, ‘Pfmdr’ and ‘PfK13’ with
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AND/OR. This review included published studies

that had been conducted only in Niger and excluded

studies of malaria imported from Niger to others

countries. All published types of articles were used.

We reviewed the full text of these studies and

extracted ‘Pfdhps’, ‘Pfdhfr’, ‘Pfcrt’, ‘Pfmdr’

and ‘PfK13’ mutations date of detection, study

years, sites, samples collection, manuscript

publication date and molecular methods used. The

full texts were used to extract the information of

individual point mutations Pfdhfr on codons 51,

59, 108 and 164, Pfdhps on codons 436, 437,

540, 580 and 613, Pfcrt on codons 72 and 76,

Pfmdr1 on codons 86, 184, 1042, 1246. The

haplotypes mutations commonly know to be

associated in CQ, AQ and SP resistance were

reported. All data collected were entry and analysed

by Microsoft Excel sheet version 14.0.0 (100825)

for mac 2011. Time lag between date when the

samples were collected and the date of publications

was described by mean. We generate graph to

illustrate the evolution of surveillance data on

molecular makers over 13 years, from 2003 to 2013.

RESULTS

The literature review according to our methodology

identified 7 publications describing surveillance of

Pfcrt, Pfmdr1, Pfdhr, Pfdhps and PfK13

mutations in Niger. The mean time lag between date

when the samples were collected and the date of

publications was 4,6 years [min: 3 and max: 7], the

most recent survey identified was carried out in 2013

and published in 2017. In the seven publications

reviewed two have used only the RFLP methods,

one combined the RFLP and DNA-microarrays

methods and four-used only sequencing.  Four

studies were done in the region of Niamey, the two

in Dosso and one in Maradi. Only one study

collected samples from asymptomatic patients

(Table I). The samples were collected from all age

patients. Details of the key codons surveys were

presented in figure 1. The first publication of

parasite harboring PfcrtK76T mutation was done

in 2007. The PfcrtK76T and PfdhfrS108N

mutations were the most surveyed marker in Niger.

In all data published, the double mutation

PfdhpsA437G + K540E and PfdhfrI164L were

Figure 1: Evolution of surveillance data on molecular makers Pfcrt, Pfmdr1, Pfdhfr,
Pfdhps and PfK13 genes in Niger 2003-2013.
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never identified. The Pfmdr1 86Y mutation was

firstly survey in 2006. The PfK13 polymorphisms

study published in 2017 showed 13 SNPs, eight

were specific to Niger. The PfK13A569G mutation

was showed selected by artesunate-amodiaquine

treatment in 2011 survey published in 2018.  None

of Pfk13 propeller SNP known to be involved in

ART resistance in SEA was detected in Niger.

DISCUSSION

Our review showed seven publications on Pfcrt,

Pfmdr1, Pfdhr, Pfdhps and PfK13 genes

mutations in Niger. The WHO recommended the

surveillance of antimalarial drugs resistance all two

years. The lack of published studies about molecular

makers drug resistance in Niger occurred between

2013 and 2018. It’s possible that some data were

available but not published. The poor molecular

technical tool, human and financial resources in the

country could explain the lack of publications

observed. Genetic markers are very useful for

surveillance of malaria drug resistance. As concluded

by Wongsrichanalai et al, “drug resistance is

probably the greatest challenge that most malaria-

control programmes are facing”[9]. Only one study

Table I : Characteristic of different studies

collected samples from asymptomatic patients. To

monitor the prevalence of molecular markers,

parasites can be sampled from clinical malaria cases,

or from the asymptomatic patients using community

surveys. Sampling from malaria cases at the clinic

is logistically much easier, and samples a larger

biomass of parasites, but could potentially be biased

in favour of individuals harbouring parasites resistant

to antimalarial drugs. The antenatal clinics can be

used for the population survey, asymptomatic

pregnant women are coming voluntarily to the

clinics, and this reduced the cost of surveys. The

emergence of CQ-R was initially reported from

south Asia and America [10]. In Africa, CQ-R was

emerged in Eastern Africa region since 1980 [11].

This resistance was linked with parasite which

harbouring Pfcrt gene mutation. Fidock et al,

reported that the point mutation PfcrtK76T was

strongly associated with CQ-R [12]. In Niger, the

first case of clinical CQ-R was reported in 1991

[13]. The first report of CQ-R PfcrtK76T strains

were sampling in 2003 and published in 2007 [14].

Since 2003, the late survey of PfcrtK76T in Niger

was done in 2011 and published in 2014 [15].

Officially the CQ use was prohibited in Niger since
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2006. Thirteen years after, only one survey of

PfcrtK76T was published. The low prevalence of

parasites harbouring CQ-R was showed in this

survey [15]. In Malawi, CQ withdrawal form use

was followed by rapid reduction in the frequency

of CQ-R [16]. The same result was observed in

Kenya, but the decline of CQ-R was much slower

[17]. AQ in monotherapy has been used in many

parts of the word and actually used as partner drugs

in ACTs and for SMC. The antimalarial activity of

AQ was based on the active main metabolite N-

desethyl-amodiaquine (DEAQ). DEAQ remains in

the plasma for 10-14 days. Holmgren et al., was

showed the association of Pfmdr1 86Y mutation

and high prevalence of AQ-R parasites in vivo [18].

In Niger, the first strain harbouring Pfmdr1 86Y

mutation was observed in 2006 and published in

2009 [19]. Others Pfmdr1 SNPs (184, 1046,

1246) have been implicated to varying the degrees

in AQ-R. These three Pfmdr1 SNPs were

simultaneously showed for the first time in Niger in

2011 [20].  Since 2005 arthesunate-amodiaquine

was the second line treatment of uncomplicated

malaria in Niger. After the worldwide spread of

CQ-R many countries change their policy and

adopted ACTs as first line treatment and SP for

IPTp. The Pf SP-R has been selected rapidly in

these areas. The first SP-R was demonstrated in

SEA and has been present in Africa since 1980s

[21]. The substitutions of amino acids in the enzymes

Pfdhfr and Pfdhps in the folate biosynthetic

pathway were associated with resistance phenotype

and clinical failure of the SP. The key point mutation

Pfdhfr108N was the first molecular marker of SP-

R discover and the triple mutation at codons 108,

59, 51 and additional 164 have been associated

with high pyrimethamine resistance [22]. In Niger,

the most Pfdhfr codon surveyed was Pfdhfr108N.

This codon Pfdhfr108 was largely surveyed in

Africa [23]. The first Pfdhfr108 codon survey was

done in 2003 and published in 2007 [14]. The

Pfdhfr triple mutation was seen for the first time in

strains collected in 2006 and data published in

2009 [19]. The Pfdhfr triple mutation was showed

to increase the risk of SP treatment failure. The

national malaria control programme of Niger

changes the treatment policy of uncomplicated

malaria in 2005 and adopted ACTs as first line

drugs. The codon I164L dhfr was not showed in

all studies of this review. The I164L mutation, which

confers pyrimethamine high-level resistance, was

although rare in West Africa [24]. The double

mutation at codons 437 and 540 associated with

sulfadoxine resistance was not observed in this

review. In West Africa the K540E mutant parasite

was rare, but present in East Africa [3]. The first

study of Pfdhps in Niger was done in 2006 [19]

and the most recent in 2011. Ariey et al, in 2013

published the discovery of a molecular marker of

ART-R [5]. Some SNPs in the PfK13 propeller

gene were associated with ART-R in SEA. The

polymorphisms in Pfk13 gene were identified as a

useful tool for monitoring the emergence and spread

of ART-R. In Niger, the PfK13 propeller

polymorphism was survey firstly in 2013 [25].  The

second study was done on samples collected in

2011 and published in 2018 [26]. The PfK13

polymorphisms study published in 2017 showed

13 SNPs, eight were specific to Niger. The

PfK13A569G mutation was showed selected by

artesunate-amodiaquine treatment in 2011 survey

published in 2018. None of Pfk13 propeller SNP

known to be involved in ART-R in SEA was

detected in Niger. The same result was observed
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malaria is endemic. The limited data in this review

of molecular markers drug resistance in Niger to

date fall into 3 categories. The first category, only

published papers were considered in this review. A

second category is that authors not contacted to

check unpublished data. A third category of limits,

the grey literature like study reports or presentations

were not included in the study. So the results

presenting here may not reflect all studies done in

Niger. In all studies reviewed the prevalence of

molecular markers mutation was used as indicator

of resistance, but frequency of mutation seem to

be good indicator of resistance.

CONCLUSION

The fewness of published data on genetic makers

of antimalarial drugs resistance in Niger is obvious.

The investigation on the molecular makers of Pf

drugs resistance is necessary in the planning of

chemotherapy and chemoprevention policy. There

is need for further surveys in Niger using mutations

K76T and N86Y in Pfcrt and Pfmdr1 genes in

monitoring and assessing respectively the situation

of CQ-R and AQ-R. Mutations in I164L and

K540E SNPs of the Pfdhfr and Pfdhps

respectively can be use for the monitoring of SP-R.

It’s necessary to continue the monitoring of a

molecular marker of ART-R in Niger. It’s although

desirable for the Niger NMCP in collaboration with

research institutions and universities to establish

national resistance monitoring centres in all major

hospitals. It’s although needed to make sentinels

sites functional.
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