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Section F : Hématologie

Profil épidémiologique, clinique et hématologique de la drépanocytose homozygote
SSFA?2 en phase inter critique dans les services d’hématologie-oncologie et pédiatrie
a I’hopital National Donka.

Epidemiological, clinical and hematological profile of SSFA2 homozygous sickle cell
disease in the intercritical phase in the hematology-oncology and pediatrics departments
at the Donka National Hospital

Kanté AS', Diakité M?, Karimatouma MB', Diallo FB?, Barry MT!, Keita S, Koita I',

Diakité M.*

1. Service d’Hématologie de Donka

2. Service d’Hématologie d’Ignace Deen
3. Service de Pédiatrie de Donka

4. Laboratoire central de Guinée

Section F : Hématologie

Rubrique : Article original

Résumé
Introduction : La drépanocytose est une maladie
héréditaire de I’hémoglobine qui se manifeste par une
phase critique et une phase inter critique.
L’objectif de cette étude était de contribuer a 1’étude de
la drépanocytose homozygote SSFA2 en phase inter
critique.
Méthodologie : Il s’ agissait d’une étude prospective de
type descriptif d’une durée de 6 mois portant sur les
drépanocytaires SSFA2 en phase inter critique.
Résultats : Sur un total de 166 patients suspectés pour
drépanocytose, 1’électrophorése avait confirmé le type
homozygote SSFA2 chez 50 patients soit une fréquence
de 30,12%. Le sexe masculin prédominait avec 27 patients
soit 54%. La tranche d’age 10-19 ans était la plus
représentée soit 36%. L’age moyen de nos patients était
de 18,88 ans avec un écart type de 9,96. Les éléves et les
étudiants représentaient 66% de la population d’étude.
Les premiers signes étaient présents depuis 1’enfance
chez80% de nos patients. L’anémie normocytaire normo
chrome était le type d’anémie le plus dominant.
Conclusion : L’anémie, I’hyperleucocytose et la
thrombocytose étaient fréquentes chez la majorité des
patients.
Mots clés : Drépanocytose SSFA2 ; Profil hématolo-
gique ; Inter critique

Summary
Introduction : Sickle cell disease is an inherited
hemoglobin disease with a critical phase and an intercritical
phase.
The objective of this study was to contribute to the study
of SSFA2 homozygous sickle cell disease in the inter
critical phase.
Methodology : This was a prospective descriptive study
of 6 months duration on SSFA2 sickle cell patients in the
intercritical phase.
Results : Of a total of 166 patients suspected of having
sickle cell disease, electrophoresis confirmed the SSFA2
homozygous type in 50 patients, with a frequency of
30.12%. The male sex predominated with 27 patients or
54%. The age group 10-19 years was the most represented
with 36%. The average age of our patients was 18.88 years
with a standard deviation of 9.96. Students represented
66% of the study population. The first signs were present
since childhood in80% of our patients. Normocytic
normochromic anemia was the most dominant type of
anemia.
Conclusion Anemia, hyperleukocytosis and
thrombocytosis were common in the majority of patients.
Key words : Sickle cell disease SSFA2; Hematological
profile; Inter critical

Correspondance : Kanté Ansoumane Sayon ;
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Kanté AS et coll. Profil épidémiologique, clinique et
hématologique de la drépanocytose homozygote SSFA2
en phase inter critique dans les services d’hématologie-
oncologie et pédiatrie a I’hopital National Donka.

INTRODUCTION

La drépanocytose appelée également
anémie falciforme ou maladie de Herrick,
est la maladie génétique la plus fréquente
au monde [1].

Elle résulte d’une mutation ponctuelle du
6¢e codon du géne -globine (chromosome
11). Cette mutation est responsable de la
synthése d’une hémoglobine anormale,
I’hémoglobine S (HbS) qui se polymérise lors
de la désoxygénation du globule rouge [2].
Sur le plan clinique, la maladie
drépanocytaire est caractérisée par des
crises aigués épisodiques séparées par des
accalmies appelées phases stationnaires ou
inter critiques qui se définissent par
I’absence de toute fiévre, de crise vaso
occlusives ou hémolytique [3]. Selon
I’organisation Mondiale de la Santé
environ 20 a 25 millions d’individus dans
le monde sont atteints de drépanocytose
homozygote ; 12 a 15 millions en Afrique
subsaharienne, 5 a 10 millions en Inde et
environ 3 millions dans d’autres régions
du monde [4].

Ainsi en raison des négligences dans le
traitement pendant cette période
d’accalmie, nous avons jugé nécessaire
de réaliser cette étude dont le but était de
contribuer a I’amélioration de la prise en
charge de la maladie drépanocytaire.

Kanté AS et al. Epidemiological, clinical and hematological
profile of SSFA2 homozygous sickle cell disease in the
intercritical phase in the hematology-oncology and
pediatrics departments at the Donka National Hospital.

PATIENTS ET METHODES

Il s’agissait d’une étude prospective de
type descriptif d’une durée de 6 mois
allant du ler janvier au 30 juin 2020 qui a
porté sur I’ensemble des patients
drépanocytaires regus dans les services
d’Hématologie - Oncologie de 1’hopital
national de Donka et de Pédiatrie de I’hopital
national Donka en dehors des crises.
Nous avons inclus tous les patients
drépanocytaires homozygotes ageés de 4
a 64 ans en phase inter-critique ayant
accepté de participer a 1’étude. Nous
avons expliqué aux patients les risques et
bénéfices de cette étude.

Chaque patient abénéficié d’un prélévement
sanguin de cinq millilitres de sang total dans
un tube EDTA apr¢s ponction veineuse pour
la réalisation d’un hémogramme complet a
I’automate de type SYSMEX /XP-300.
Nous avons recueilli a 1’aide d’un
questionnaire, les informations socio
démographiques, les données cliniques
ainsi que les données biologiques
(hémogramme, ...... )

Les données ont été analysées grace au
logiciel SPSS.

Au plan éthique, toutes les données
collectées et les résultats obtenus ont éte
traitées selon le sceau de la confidentialité

et de ’anonymat.
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RESULTATS Tableau I : Caractéristiques sociodémogra-

, phiques des patients drépanocytaires SSFA2
Au cours de notre étude nous avons

inclus 50 drépanocytaires majeurs Caractéristiques  Effectifs ~ Pourcentage
(SSFA2) en phase stationnaire. S‘})l?iOdémOgm' (%)
L’age moyen des patients était de 18,88 prane
ans. La paleur et D’ictére étaient les Age
principaux signes cliniques avec des 10-19 ans 18 36
fréquences respectives de 94% et 72% sexe
(tableau I, tableau II). Masculin 27 54
Le taux moyen d’hémoglobine était de Féminin 23 46
7,33g/dl avec des extrémes de 2,4 et de Provenance
11,8 g/dl ; Panémie était modérée chez Matoto 27 54
80% des patients.
La valeur moyenne des leucocytes était Ethnies
de 11,87G/L dont les extrémes étaient de Peul.h ) 26 .
2f8 etde ?3G/L ; l’hyperlel.lcocyto§e ¢tait g{i?:j E) ;3
diagnostiquée chez 39 patients soit 78%
des cas. La valeur moyenne des plaquettes Profession
était de 364,81 G/L avec des extrémes de Eléve/Etudiant 33 66
103 et de 743G/L (Tableau III ). Consanguinité

Oui 28 56

Tableau II : Caractéristiques cliniques des patients drépanocytaires SSFA2

Signes cliniques Variables Effectifs Pourcentages
Paleur Oui 47 94
Non 3 6
Ictere Présent 36 72
Absent 14 28
Splénomégalie Absente 35 70
Présente 15 30
Triade de chauffard Oui 14 28
Non 28 36
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Kanté AS ef al. Epidemiological, clinical and hematological
profile of SSFA2 homozygous sickle cell disease in the
intercritical phase in the hematology-oncology and
pediatrics departments at the Donka National Hospital.

Tableau III : Caractéristiques de I’hémogramme des patients drépanocytaires SSFA2

Parametres hématologiques Valeurs moyennes Valeurs extrémes
Taux d’hémoglobine en g/dl 7,33 2,4-11.8
Volume globulaire moyen en fl. 81,45 58.,7-95,6
Teneur corpusculaire moyenne
en hémoglobine en pg 26,38 15,20-32
Globules blancs en G/L 11,87 2,8-23
Plaquettes en G/1 364,81 103-743
Variables Effectifs Pourcentages
Taux d’hémoglobine
Anémie Minime 5 10
Anémie Modéré 40 80
Anémie Sévere 5 10
Anémie Microcytaire 18 36
Anémie Normocytaire 32 64
Anémie Hypochrome 26 52
Anémie Normochrome 24 48
Globules Blanc
Leucopénie 1 2
Normal 10 20
Hyperleucocytose 39 78
Plaquettes
Thrombopénie 6 12
Normal 21 42
Thrombocytose 23 46
DISCUSSION L’age moyen de nos patients était de

La fréquence hospitaliere de la
drépanocytose reste ¢levée en Guinée. Ce
résultat était similaire a celui de Belala A.
au Maroc [2] qui avait retrouvé une
fréquence de 10,16%. Cette fréquence
¢levée serait due aux pratiques non
négligeables des mariages a risques dans
des régions ou la fréquence des

hémoglobinopathies reste élevée.

18,88+/-9,967 ans avec des extrémes de
4 et 47 ans, notre résultat était supérieur a
celui de Boutchi M et coll. [5] ou I’age
moyen de leur était de 13,43 ans avec les
extrémes de 1 et 47 ans.

Nous avons retrouvé une prédominance
masculine. Ces résultats concordaient avec
ceux de Dahmani F [4] et de Traoré R [5]

avec des sex ratio respectifs de 1,17 et
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1,28. Par contre dans d’autres études
[6,7], une prédominance féminine a été
rapportée avec des sex ratio respectifs de
0,8 et 0,82. La drépanocytose n’étant pas
liée au sexe, les proportions dépendaient
de la population étudiée.

La paleur et I’ictére étaient les principaux
signes cliniques, la splénomégalie était
rare. Ces résultats ¢taient semblables a
d’autres résultats de la littérature [6]. La
paleur et ’ictére sont secondaires a
’hémolyse retrouvée habituellement chez les
drépanocytaires, surtout homozygotes. La
splénomégalie quant a elle, est I’apanage
de I’enfant de moins de Sans et disparait
par la suite [2].

Dans cette série, I’anémie hypochrome était
le type dominant, notre observation était
identique a celle Boutchi M au Niger [5].
Selon le volume globulaire moyen,
I’anémie était essentiellement normocytaire
avec des cas microcytaires. Cette
microcytose serait due a une carence en
fer associ¢e. Nous n’avons noté aucun cas
de macrocytose qui serait due a la carence
martiale entrainant ainsi une fausse
normocytose chez certains patients.
L’hyperleucocytose était tres fréquente.
Ce résultat était superposable a celui de
Thiam L [6] ou I’hyperleucocytose était
retrouvée chez 73,9% des patients.

L’hyperleucocytose est physiologique

dans la drépanocytose lice a I’hyper activite
de la moelle [8,9]. La thrombocytose a éte
aussi fréquente dans notre population
d’étude. La thrombocytose chez les
drépanocytaires a été observée dans
d’autres études [4,10].

CONCLUSION

La fréquence hospitaliére de la drépanocytose
reste élevée en Guinée, nous avons retrouveé
une prédominance masculine. La paleur et
I’ictere ¢€taient les principaux signes
cliniques. L’anémie, 1’hyperleucocytose
et la thrombocytose étaient fréquentes
chez la majorité des patients.
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Résumé
Introduction : La tuberculose (TB) est une maladie contagieuse causée le
plus souvent par Mycobacterium tuberculosis (MTB). Bien qu’une
chimiothérapie efficace soit disponible depuis 1944, la TB demeure 1’une
des maladies infectieuses les plus menagantes. Le contréle et la prise en
charge de cette maladie sont confrontés a la propagation continue d’isolats
de MTB multirésistants. Le Pyrazinamide (PZA) est un médicament
indispensable pour le traitement de la TB multirésistante (TB-MR). La
résistance des isolats de M7B a ce médicament est due a une variété de
mutation dans le géne pncA. Ce travail avait pour objectif d’identifier les
mutations qui pourraient étre a I’origine de la résistance de MTB au PZA.
Méthodologie : L’étude avait porté sur 77 patients chez qui, nous avons
noté la présence de souches de MTB résistantes a la rifampicine (RR) sur le
GeneXpert®. L’ADN des souches a été extrait puis amplifié par PCR. Les
mutations du géne pncA ont été étudiées par la méthode de Séquencage.
Résultats : Parmi les 77 isolats, 19,48% (n= 15) ont été exclus en
raison de séquence non analysable. L’analyse des 62 séquences a révélé une
variété de mutation dans la portion du géne étudiée. Parmi les mutations
trouvées, 60% (n= 12) avaient été précédemment décrite dans la littérature
dont 83,33% (n= 10) clairement définies comme associées a la résistance
(Val21Ala, Ala46Glu, Pro54Leu, Asp63Ala, Thr76Pro, Phe94Leu,
Val128Gly, Gly132Ser, Vall39Glu et ins 390GG) et 2 dont ’association a la
résistance est inconnue (Vall30Ala, Vall63Ala). A part ces mutations
trouvées dans la littérature, 4 autres mutations jamais reportées ont été
retrouvées dans notre étude. Ces dernicres sont considérées comme associées
a la résistance. Pour les isolats 16DBMAB416 et 16DBMAB418 des
mutations jamais reportées auparavant ont été retrouvées dans la région
promotrices de ces séquences. Toutes les mutations associées a la résistance
ont été obtenues des isolats de patients en retraitement. La résistance
concomitante a la rifampicine et au PZA pourrait étre due a un mauvais
traitement.
Conclusion : Cette étude a permis de conclure que la résistance des
isolats de MTB est due a une variété de mutation dans le géne pncA.
En terme de perspective, il est nécessaire de faire de futures
investigations pour comprendre la relation entre les mutations sur
le géne pncA, leur association a la résistance au pyrazinamide et
leur impact sur I’issu du traitement pour une optimisation future des
régimes de traitement de la TB.
Mots clés Mycobacterium
Multirésistance, Sénégal.

tuberculosis, Séquencage,

Summary
Tuberculosis (TB) is a contagious disease most commonly caused by
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Although effective chemotherapy
has been available since 1944, TB remains one of the most threatening
infectious diseases. The control and management of this disease is faced
with the continued spread of multidrug-resistant M7B isolates. Pyrazinamide
(PZA) is an essential drug for the treatment of multidrug-resistant TB
(MDR-TB). The resistance of MTB isolates to this drug is due to a variety
of mutations in the pncA gene. The aim of this work was to identify
mutations that could be responsible to PZA resistance.
Methodology: The study involved 77 patients in whom we noted the
presence of rifampicin-resistance (RR) strains of MTB on GeneXpert®.
DNA of strains was extracted and amplified by PCR. Mutations of the
pnecAd gene were studied by sequencing method.
Results: Of the 77 isolates, 19.48% (n= 15) were exclude because of
unmeasurable sequence. Sequence analysis revealed a variety of mutations
in the portion of the studied gene. Among the mutations found, 60% (n=
12) had previously been described in the literature of which 83.33% (n=
10) clearly defined as associated with resistance (Val21Ala, Ala46Glu,
Pro54Leu, Asp63Ala, Thr76Pro, Phe94Leu (mix WT), Vall28Gly,
Gly132Ser, Val139Glu and ins 390GG) and 2 of which the association with
resistance is unknown (Vall30Ala, Vall63Ala). Apart from mutations
found in the literature, 4 other mutations never reported were found in our
study. These are considered to be associated with resistance. For isolates
16DBMAB416 and 16DBMAB418, mutations never reported previously
were found in the promoter region of these sequences. All resistance-
associated with mutations were obtained from isolates of patients under
retreatment. Concomitant resistance to rifampicin and pyrazinamide may
be due to poor treatment.
Conclusion This study concluded that resistance of MTB isolates is due
to a variety of mutations in the pncA gene. In terms of perspective, future
investigations are needed to understand the relationship between pncA
gene mutations, their association with pyrazinamide resistance, and their
impact on the outcome treatment for future optimization of treatment
regimens of TB.
Key words: Mycobacterium tuberculosis, sequencing, drug résistance,
Senegal.
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INTRODUCTION

La tuberculose (TB) est une maladie
infectieuse et contagieuse. Elle est causée
le plus souvent par une bactérie du
« complexe tuberculosis » (MTB). / En
Afrique subsaharienne ou les mesures
visant a freiner son expansion souffrent
souvent de faiblesses liées aux contraintes
financiéres, au niveau de vie de la
population et au systéme de santé en
place, la TB est une maladie encore
largement répandue dans nos régions [1].
Bien qu’une chimiothérapie efficace soit
disponible depuis 1965, la TB demeure
I’une des maladies infectieuses les plus
menacantes. Le contrdle et la prise en
charge de cette maladie sont confrontés
a la propagation continue d’isolats de
MTB pharmaco-résistants. A 1’échelle
mondiale, on estime qu’en 2020, 17212
personnes avaient développés une TB
la Rifampicine (TB-MR)
dans la région Africaine parmi les 1,4
million de TB notifiés [2]. Selon les
recommandations de 1’Organisation
Mondiale de la Santé¢ (OMS) en 2016, le
traitement de la TB-MR s’¢était raccourci

résistante a

en 9 mois selon le schéma thérapeutique
suivant : 4 mois de kanamycine (KM), de
clofazimine (CFZ), de moxifloxacine
(MFX), d’¢thambutol (EMB),
d’isoniazide a forte dose (INH), de

Ba-Diallo A ef al. Sequencing of pncA gene inisolates of
Mycobacterium tuberculosis from patients with
rifampicin resistance

pyrazinamide (PZA) et de prothionamide
(PTH) suivi de 5 mois de CFZ, MFX,
EMB et PZA (OMS, 2017). Le PZA est
un médicament indispensable pour le
traitement de la TB. Ce médicament
stérilisant joue un rdle clé dans la
réduction des taux de rechute de la TB et
permet le raccourcissement de la durée
du traitement antituberculeux de 1¢re ligne
de 9-12 mois a 6 mois [3]. Une fois dans
I’organisme, le PZA est converti en acide
pyrazinoique (molécule active sur les
bacilles) par la pyrazinamidase codé par
le pncA [4]. La résistance aux
antituberculeux est due a des mutations
soit dans les genes de structures de la
cible de I’antibiotique soit dans les génes
codant une enzyme activatrice de
I’antibiotique [5]. La résistance au PZA
est due a une variété de mutations dans le
gene pncA [6]. 1l a aussi été rapporté
que les taux de résistance au PZA allait
de 3a42,1 % et que ce taux de résistance
pouvait étre trés élevé parmi les souches
présentant une résistance a la Rifampicine
[7]. Au Sénégal, les données portant sur
cette résistance au PZA sont extrémement
rare parmi les patients sous traitement et
présentant une résistance a la Rifampicine.
Les méthodes phénotypiques permettant
de disposer de données sur la sensibilité
a cette molécule reste la détermination de
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la sensibilité du PZA sur I’automate
Bactec MGIT 960 [8]. Cette détermination
cependant n’est pas effectué en routine
par le Laboratoire National de Référence
(LNR). Vue I’importance de cet
antituberculeux dans le traitement de la
TB, il est nécessaire de déterminer les
différentes mutations responsables de sa
résistance au plan local puisque toutes les
mutations ne sont pas a I’origine d’une
résistance. C’est dans ce sens que nous
avons voulu mener cette étude dont
I’objectif est de contribuer a la
connaissance des mutations du gene pncA
qui pourraient étre a 1’origine de la
résistance de MTB au PZA en identifiant
les mutations sur le gene pncA par la
technique de séquengage.

METHOGOLOGIE

Cadre d’étude et échantillonnage
Notre étude a été réalisée dans 1’unité des
Mycobactéries du laboratoire de
Bactériologie-Virologie de I’Hdpital
Aristide Le Dantec (LBV-HALD) et de
I’unité de de Biologie moléculaire ot nous
avons effectu¢ nos réactions de PCR.
Les échantillons utilisés dans le cadre de
cette ¢tude provenaient du laboratoire
National de Réference des Mycobactéries
de Dakar (LNR) qui est la structure qui
s’occupe essentiellement des patients mis
sous traitement.

Notre étude portait sur 77 culots de
centrifugation d’expectorations de
patients sous traitement antituberculeux.
La sélection de ces échantillons était basée
sur les résultats du test GeneXpert MTB/
RIF® de patients qui présentaient une
résistance a la rifampicine. Pour chaque
patient les parameétres démographiques,
cliniques et biologiques avaient éte
recenses.

Extraction et quantification de ’ADN
L’ADN des bacilles avait été extrait en
utilisant la méthode mécanique sous une
hotte de classe II. Un volume de 0,5 ml
de chaque échantillon d’expectoration a
¢té ajouté dans des micro-tubes contenant
300ml de Tris-EDTA (TE) suivi d’une
inactivation a 99°C pendant 10min dans
le thermomixer. La lyse a été effectué¢ au
vortex a vitesse maximale pendant 1mn
suivie d’une centrifugation a 12000 trs/
mn pendant Smn. Le surnageant de
chaque tube avait été récupéré dans de
nouveaux microtubes stériles suivi de la
quantification de ’ADN en utilisant le
Nanodrop 2000¢ pour un volume de 1ul
d’extrait suivi par la suite de la réaction PCR.
PCR (Réaction de polymérase en
chaine) du géne pncA

La PCR consiste en une amplification
sélective in vitro d’une séquence particulicre
d’ADN matrice par extension de deux
amorces par une ADN polymérase, en
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présence de désoxyribonucléotides
(ANTP) et d’ions Mg*". Un volume d’1
ul d’extrait d’ADN a été ajouté dans 24
ul de mix PCR. Ce dernier était composé
de 9,9 ul d’eau, 12,5 ul de master mix
0,8 ul amorce S et 0,8 pul amorce R. La
préparation du mix et I’addition des
¢chantillons aveint été effectuées dans
deux compartiments différents pour éviter
les risques de contamination. Le mix est
préparé sous une hotte de classe I.
L’amplification s’est déroulé en 3 étapes
: dénaturation initiale a 95°C pendant
Smin, suivie de 45 cycles (dénaturation a
95°C pendant 1minl0, d’hybridation a
66°C pendant 1min et une ¢longation a
72°C pendant 1 min30) et une élongation
finale a 72°C pendant 10 min.
Electrophorese sur gel d’agarose
L’¢lectrophorese consistait a séparer des
fragments d’ADN en fonction de leur taille
par migration dans une matrice solide
appelée gel d’agarose soumis a un champ
¢lectrique. Un volume de 5ul d’échan-
tillon mélangé avec du tampon de charge
¢tait déposé dans chaque puit du gel
d’agarose de 1 % placé dans une cuve.
Lamigration avait été effectuée a 100 volts
pendant 30 minutes puis I’ADN ayant
migré, avait été révélé dans une chambre

noire sous UV.

Ba-Diallo A et al. Sequencing of pncA gene inisolates of
Mycobacterium tuberculosis from patients with
rifampicin resistance

Séquencage du géne pncA

Le séquencage consistait a déterminer la
séquence en nucléotides d’un fragment
d’ADN. Le séquengage était basé sur une
réaction de PCR particuliere utilisant, en
plus des composés habituels (ADN
matrice, polymérase, amorces, dNTPs,
Mg2+), des nucléotides modifiés : les
didésoxyribonucléotides (ddNTPs). Les
amplicons avaient été expédiés a
Macrogen (Amsterdam, Pays-Bas) pour
le séquencage Sanger, a travers le systéme
prépayé d’étiquettes Eco-seq. Les
¢chantillons avaient été envoyés par une
agence de la place (FedeX) puis les
résultats (étiquetés selon le code
Macrogen) avaient été regus de Macrogen
par e-mail en format AB1.

Analyse des données

Notre base de données était constituée
de séquences nucléotidiques. Les
séquences obtenues par Macrogen avaient
¢té réalignées et corrigées manuellement
par le logiciel MEGA version 7.0.14. Les
séquences obtenues avaient &té
comparées avec des séquences de
références de MTB H37Rv. Le passage
d’acide désoxyribonucléique (ADN) a la
protéine avait été effectué par le logiciel
MEGA version 7.0.14.
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RESULTATS

Population d’étude

Les isolats de MTB qui présentaient une
résistance a la rifampicine sur I’automate
Xpert MTB/RIF provenaient de 77
patients avec un sex-ratio de 3,05. L’age
des patients variait entre 8 et 65 ans avec
un intervalle d’ages compris entre 20 et
40 ans pour la majorité des patients Aucun
patient de I’étude n’avait I’infection a VIH.
Les catégories de traitement étaient connues
pour 94,8% des patients (figure 1).

Les résultats des tests de sensibilité
phénotypique avec les molécules de
premiere ligne étaient disponibles pour

48,06% des patients et les résultats du
test Hain MTBDRplus pour 36,36% des
patients. Trois isolats avaient présenté des
résultats discordants par rapport a la
résistance a la RMP. Avec le GeneXpert,
ces isolats présentaient une résistance a
la. RMP et avec le test de Hain
MTBDRplus, une sensibilité¢ a la RMP.
Un total de 15, 58% (n=12) des isolats
ne présentaient aucun résultat de test de
sensibilité (Figure 2a). Le profil de
résistance aux antituberculeux de
deuxieme ligne n’était connu pour aucun
isolat. Parmi les 65 isolats testés pour
I’isoniazide (INH), la majorité provenait

Figure 1 : Les différentes catégories de traitement de la population d’étude
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de patients de sexe masculin avec un sex-
ratio de 5. Les résultats avaient montré
que 53,84% isolats (n=35) étaient
sensibles a cette molécule (Figure 2b).

Séquences nucléotidiques obtenues

Apres alignement et correction puis
suppression des séquences non
analysable (15 séquences), soixante-deux
(62) séquences correspondantes a la
portion de pncA étudiée (138pb région
promotrice + 561pb région codante),
avaient été conservées pour 1’analyse
génétique. L’alignement des séquences
sur la fenétre MEGA version 7.0.14 est

visualisée a la figure 3.

Figure 2a : Proportion de souches testées par les méthodes
d’étude de la sensibilité phénotypique et moléculaire

Ba-Diallo A et al. Sequencing of pncA gene inisolates of
Mpycobacterium tuberculosis from patients with
rifampicin resistance

Test de résistance

Compte tenu des résultats de
séquengage, 51,61% (n=32) des isolats
s’étaient révélés de type sauvage (wt)
pour le géne pncA tandis que 48,39%
(n=30) hébergeaient des mutations sur
laportiondu gene étudiée. Parmi ces 30 isolats,
2(16DBMAB416 et 16DBMAB418) avaient
des mutations différentes dans la région
promotrice. Seul un isolat avait deux
mutations dans la région codante
(I6DBMAB301--Val130Ala ; Val163Ala).
La mutation la plus fréquente était
Asp63Ala retrouvée dans 5 isolats. Les

mutations Pro54Leu, Thr76Pro et

Figure 2b : Sensibilité des
1solats a I’1soniazide
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Figure 3 : Profil des séquences alignées et corrigées

Gly132Ser avait éteé retrouvées chacune
dans 2 isolats et les mutations Ala46Glu
et Val139Glu dans 3 isolats chacune. La
mutation (cgg363cga) n’entrainant pas un
changement d’acide aminé (Argl21Arg)
avait été trouvée dans 2 isolats. Seul
I’isolat 16DBMAB418 avait des
mutations aussi bien dans la région
promotrice que dans la région codante
de la portion du gene étudiée.

Les mutations individuelles étaient
Leud4Val, Val2l1Ala, Phe94Leu et
Val128Gly. Deux isolats hébergeaient des
mutations entrainant la formation de
codon stop : isolat I6DBMAB406--
tgc42tga-- Cysl4codon stop et isolat
16DBMAB400 -- tcg53tag -- Ser18codon

stop. En plus de ces substitutions, des
insertions et délétions avait été retrouvées.
Les isolats16DBMAB332 et
16DBMAB349 avaient montrés une
insertion de 2 bases guanines en positions
390 (ins 390gg) entrainant un changement
du cadre de lecture. Une autre insertion
d’adénine dans la région promotrice du
geéne pncA avait été trouvée pour I’isolat
16DBMAB416. Pour1’isolat 16DBMAB339
une délétion de 3 bases en position 144
(del144gga) avait été trouvée.

Compte tenu des résultats du test de
sensibilité au PZA pres de la moitié des
patients résistants a la RMP présentaient
une résistance concomitante au PZA (taux
=41,94 %).
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Apres séquencage les résultats obtenus
¢taient interprétés de la maniére suivante:
les séquences de pncA ne présentant
aucune mutation et celles dont les
mutations trouvées n’entrainent pas un
changement d’acide aminé (mutations
synonymes) étaient considérées comme
sensibles au PZA et les séquences

Ba-Diallo A et al. Sequencing of pncA gene inisolates of
Mycobacterium tuberculosis from patients with
rifampicin resistance

présentant des mutations entrainant un
changement d’acide aminé (mutations non
synonymes) ou induisant un décalage du
cadre de lecture étaient considérées
comme résistante au PZA. Toutes les
mutations trouvées et leurs interprétations
sont enregistrées dans le Tableau 1.

Tableau I : Les différentes mutations du géne pncA, les nouveaux acides aminés trouvés
et I’interprétation de la sensibilité au PZA.

Code isolat Mutation ADN Mutation acide  Sensibilité PZA Interprétation test de
aminé (littérature) sensibilité au PZA
16DBMAB301 gtg389gcg, gtgd88gcg Vall30Ala, Vall63Ala Non précisés Résistant
16DBMAB304 gacl188gcc Asp63Ala Résistant Résistant
16DBMAB305 cgg363cga Argl21Arg Sensible Sensible
16DBMAB306 gtgdl6ggg Val139Gly Résistant Résistant
16DBMAB307 cgg363cga Argl21Arg Sensible Sensible
16DBMAB322 gtc384ggc Val128Gly Résistant Résistant
16DBMAB324 ttc282ttg Phe94Leu (mix WT)  Résistant Résistant
16DBMAB325 gta60gca Val21Ala Résistant Résistant
16DBMAB327 gacl88gcc Asp63Ala Résistant Résistant
16DBMAB329 ttglOgtg LeudVal  Pas reporté auparavant Résistant
16DBMAB330 ccgl6ltcg Pro54Ser Résistant Résistant
16DBMAB332 ins390 gg Changement de cadre ~ Résistant Résistant
16DBMAB333 ggt394agt Gly132Ser Résistant Résistant
16DBMAB339 del144 gga Del48Gly  Pas reporté auparavant Résistant
16DBMAB348 ggt394agt Gly132Ser Résistant Résistant
16DBMAB349 ins390gg Changement de cadre ~ Résistant Résistant
16DBMAB351 act226c¢cct Thr76Pro Résistant Résistant
16DBMAB353 gcal37gaa Ala46Glu Résistant Résistant
16DBMAB399 act226c¢cct Thr76Pro Résistant Résistant
16DBMAB400 tcg53tag Ser18codon stop Pas reporté auparavant Résistant
16DBMAB401 gte416ggg Val139Gly Résistant Résistant
16DBMAB403 gcal37gaa Ala46Glu Résistant Résistant
16DBMAB404 gcal37gaa Ala46Glu Résistant Résistant
16DBMAB406 tged2tga Cysl4codon stop Pas reporté auparavant Résistant
16DBMAB407 gac188gcc Asp63Ala Résistant Résistant
16DBMAB411 gac188gcc Asp63Ala Résistant Résistant
16DBMAB412 gte416ggg Val139Gly Résistant Résistant
16DBMAB413 ccglblctg Pro54Leu Résistant Résistant
16DBMAB416  t(-122)c; ins (-120) a  t(-122)c; changement cadre ? ?
16DBMAB418  t(-122)c; g(-100)t; t(-122)c; g(-100)t; ? ?
gac(188)gcc Asp63Ala
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DISCUSSION

Parmi les 77 patients qui avaient été
inclus, la majorité avait un age compris
entre 20 et 40 ans avec une prédominance
masculine puisque le sex-ratio était de
3,05. Le méme constat avait été fait chez
les patients présentant des résultats du
test de sensibilité a I’INH avec une
résistance a I’INH qui était plus fréquente
aupres des patients de sexe masculin avec
un sex-ratio de 5. Concernant 1’age des
patients, les résultats étaient similaires a
ceux trouvés dans la littérature. Selon
I’OMS, dans son rapport sur la lutte
contre la tuberculose dans le monde en
2017, les jeunes ayant un age compris
entre 25 et 44 ans sont les plus touchés
par la tuberculose résistante (TB-R). Une
¢tude effectuée avait montré que la
moyenne d’age pour les patients atteints
de TB-MR ¢était de 40 ans et que la plupart
des sujets atteints de TB-MR en Russie
avaient I’age de 36 ans [9, 10]. La
prédominance des sujets jeunes dans la TB-
R pourrait s’expliquer par I’inobservance
du traitement dans cette tranche d’age en
considérant leur occupation (étude, travail...)
et du fait qu’ils soient plus prédisposés aux
autres facteurs de risque de survenue de
la résistance (alcool, tabagisme...) [11].
Le tabac est un facteur associé a la
résistance aux antituberculeux et il joue
un role aggravant puisque les grands

tabagiques multirésistants présentent plus
de complications [12]. Pour ce qui est
de 1’alcool, plusieurs auteurs avaient
montré que I’alcoolisme faisait partie des
facteurs de risque de survenue de TB-R
[13,14]. L’alcoolisme est également un
facteur de réactivation de la TB et de
sélection des mutants résistants [12]. 1l
peut étre responsable d’une cirrhose
hépatique et des études avaient montré
que la présence d’une cirrhose hépatique
augmentait 42 fois le risque d’atteinte de
TB-R [13]. Un autre facteur de résistance
aux antituberculeux est le niveau socio-
¢conomique bas qui serait corrélé a un
taux de résistance ¢élevé. Il a été montré
que le fait d’étre sans-abri multiplie le risque
de TB-R [15]. Eneffet, les conditions socio-
¢conomiques défavorables pourraient
favoriser 1’inobservance thérapeutique
puisque les patients peuvent avoir des
difficultés d’acces au traitement.

Larelation entre le traitement antérieur et
I’acquisition d’une résistance est
largement illustrée dans la littérature. Les
travaux de I’auteur Mdivani et al. avaient
montré que la prise d’un antituberculeux
dans les antécédents, multipliait de 1,77
fois le risque d’avoir une résistance et de
5 fois le risque de TB-MR [16] et I’auteur
Arevalo et al. avaient montré que le risque
d’atteinte de TB-MR augmentait de 28,2

fois en cas de prise d’un traitement
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antérieur [13]. Un traitement inadéquat
pourrait conduire a une sélection de
mutants résistants et par la suite a une
monor¢ésistance. Par le méme mécanisme,
la production de nouvelles mutations dans
une population finira par I’émergence d’une
souche multirésistante, I’interruption d’un
traitement augmentait le risque d’émergence
de bacilles multirésistants de 2,73 fois de
méme que I’irrégularité de la prise des
antituberculeux de 7,01 fois ; méme guéri,
un patient ayant pris des antituberculeux
présente un risque de réactivation de
bacille endogene [17].

Dans le cas du séquencgage du gene pncA,
il convient d’admettre que la détermination
de la résistance au PZA par cette
technique soit une approche acceptable
et fiable pour détecter la résistance au PZA
dans le contexte de nos pays a ressources
limités avec souvent la difficulté de mettre
en culture et de faire I’étude de la sensibilité
du PZA du fait de sa particularité. En effet
la détermination de la sensibilité au PZA
nécessite d’étre fait a un pH Acide souvent
difficile a mettre en place du fait cott élevé
des intrants et de la technicité [18].
Cependant, il a été démontré que, dans
une population TB-R, le séquencage du
pncA aune bonne précision diagnostique
de 89,5 a98,8% pour la résistance au PZA
[19]. Ainsi sur les 62 séquences

Ba-Diallo A ef al. Sequencing of pncA gene inisolates of
Mycobacterium tuberculosis from patients with
rifampicin resistance

conserveées pour I’analyse génétique, 30
présentaient des mutations sur le géne
pncA. Parmi les mutations décrites pour
ces isolats, 60% (n = 12) avaient été
précédemment décrites dans la littérature
dont 83,33% (n=10) clairement définies
comme associées a la résistance au PZA
(Val21Ala, Ala46Glu, Pro54Leu,
Asp63Ala, Thr76Pro, Phe94Leu,
Val128Gly, Gly132Ser, Vall39Glu et
ins 390GG), et 16,67% (n= 2) dont
I’association a la résistance est inconnue
(Vall30Ala, Vall63Ala). A part ces
mutations trouvées dans la littérature, des
mutations jamais reportées avaient été
retrouvées dans notre étude. Les
mutations non synonymes (Leu4Val,
Del48Gly,
Cysl4codon stop) étaient considérées

Ser18codon stop et
comme associées a la résistance.

Outre ces nouvelles mutations que nous
avons pu interpréter, 2 séquences
présentaient des mutations jamais
reportées auparavant dans la région
promotrice ; comme ces mutations étaient
incertaines, aucune interprétation n’a été
donnée.

Des études ont montré qu’aucune région
comprenant la majorité des mutations
n’est présente sur le gene pncA. Les
mutations génétiques conférant la
résistance au PZA sont tres variables et
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dispersées sur toute la longueur du geéne
[20]. Ce qui concorde avec nos résultats
ou nous avions noté une diversité
mutationnelle sur toute la longueur du
géne. Le geéne pncA code pour la
pyrazinamidase, enzyme transformant le
PZA en acide pyrazinoique, molécule
active sur MTB. Cependant il a été
démontré qu’une mutation du pncA peut
conférer une résistance au PZA en
diminuant I’activité enzymatique, soit en
empéchant sa fonction (mutation dans la
séquence codante), soit en réduisant la
production de protéines (mutation dans
la région promotrice)[19].

Prés de la moitié des patients résistants a
la RMP présentaient une résistance
concomitante au PZA (taux = 41,94 %).
Ces résultats avaient montré une grande
similarité avec ceux trouvés par d’autres
auteurs. Ces derniers avaient montré une
association claire entre la résistance au
PZA etala RMP avec un taux supérieure
a 40% [3, 19, 20]. Cette concordance
pourrait €tre due a un mauvais traitement.

CONCLUSION

Au vu des résultats de cette étude nous
pouvons dire qu’au Sénégal, les jeunes
de sexe masculin sont plus exposés a la
TB-R et que les personnes ayant déja
regues un traitement antérieur sont plus
susceptibles de développer une résistance.

Diverses mutations sur le gene pncA ont
¢té mis en exergue et décrites dans ce
travail grace au séquengage. Ces
mutations retrouvées sur le gene pncA
¢taient a 1’origine d’une résistance pour
le PZA et qu’il existait une résistance
concomitante entre les molécules de
Rifampicine et de PZA. De nouvelles
mutations aussi associ€es a la résistance
au PZA ont été décrites dans cette étude.
Cependant une étude de suivi a I’échelle
nationale devrait se faire pour mieux
documenter les mutations sur ce géne afin
de réadapter les schémas thérapeutiques
des patients sous traitement au besoin.
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Intestinal parasites identified in the Parasitology-Mycology Department of the Faculty
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Résumé
Introduction : Les parasitoses intestinales font partie des
maladies tropicales négligées et constituent un véritable probleme
de santé publique en Afrique sub-saharienne. Cette étude vise a
déterminer 1’évolution de celles diagnostiquées dans le service de
parasitologie-mycologie de la Facult¢ de Médecine de 1’Université
Cheikh Anta Diop de Dakar, Sénégal.
Méthodologie
Une revue des dossiers de laboratoire de ce service de 2002 a
2020, incluant tous les résultats d’examen microscopique des
échantillons de selles, a été réalisée. Seuls les initiales des patients,
leur age, leur sexe et les rapports de résultats ont été pris en
compte dans ’analyse des données.
Résultats
Au total, 646 échantillons de selles, provenant de sujets avec un
age moyen de 29,6 (+/-18,5) ans et majoritairement masculins la
plupart des années, ont été examinés pendant la période d’étude.
Ils étaient au nombre de 36 en 2002, 72 en 2003, 23 en 2004, 22
en 2006, 41 en 2007, 59 en 2008, 60 en 2009, 49 en 2010, 43
en 2011, 33 en 2012, 41 en 2013, 27 en 2014, 10 en 2015, 18
en 2016, 26 en 2017, 41 en 2018, 30 en 2019 et 15 en 2020. La
présence de parasites intestinaux variait de 6,7% a 26,1% avec
des fluctuations de la prédominance des némathelminthes et des
protozoaires entre les années. La présence de plathelminthes
dans des proportions inférieures a 4 % a été aussi notée certaines
années. Plusieurs espéces de parasites ont été identifiées au cours
de cette étude et les plus fréquentes étaient Entamoeba coli
(7,12%) et Ascaris lumbricoides (6,35%).
Conclusion
Tout comme les enfants, les adultes constituent un réservoir
important de parasites intestinaux. Le développement de
stratégies de contrdle communes aux deux groupes, portant a la
fois sur les protozoaires et les helminthes, pourrait étre un moyen
de les éliminer.

Mots clés : Parasites intestinaux, 2002-2020, Sénégal.
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Summary

Introduction

Intestinal parasitosis are one of the neglected tropical
diseases and also a real public health problem in sub-
Saharan Africa. This study seeks to determine the
evolution of those diagnosed in the parasitology-
mycology department of the Faculty of Medicine of
Cheikh Anta Diop University in Dakar, Senegal.
Methodology

A review of the laboratory records of this department
from 2002 to 2020, including all results of microscopic
examination of stool samples, was carried out. Only
patient initials, age, sex and results reports were

considered in the data analysis.

Results

A total of 646 stool samples, from subjects with a mean age of
29.6 (+/-18.5) years and predominantly male in most years,
were examined during the study period. They consisted of 36 in
2002, 72 in 2003, 23 in 2004, 22 in 2006, 41 in 2007, 59 in
2008, 60 in 2009, 49 in 2010, 43 in 2011, 33 in 2012, 41 in
2013, 27 in 2014, 10 in 2015, 18 in 2016, 26 in 2017, 41 in
2018, 30 in 2019 and 15 in 2020. The presence of intestinal
parasites ranged from 6.7% to 26.1% with a variation in the
predominance of nemathelminths and protozoa between years.
The presence of plathelminths at proportions below 4% was
noted in some years. Several species of parasites were identified
during this study, and the most frequent were Entamoeba coli
(7.12%) and Ascaris lumbricoides (6.35%).

Conclusion

Like children, adults are also an important reservoir of intestinal
parasites. The development of common control strategies for
both groups, addressing both protozoa and helminths, could be a
way for their elimination.

Key words: Intestinal parasites, 2002-2020, Senegal.
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INTRODUCTION

Intestinal parasitosis is one of the
neglected tropical diseases and its
pathogens may be protozoa or helminths
[1]. These different parasites thrive in
fecal-related environments [2, 3]. Intestinal
parasitosis is considered as a serious
problem because of the iron deficiency
anemia, stunted growth in children and
other physical and mental health problems
it causes (World health organization,
report 1998). They account for more than
40% of'the disease burden attributable to
tropical diseases worldwide, excluding
malaria [4, 5]. Although entire populations
are geographically at risk, children are
most affected because of their behaviors,
biology and the environment where they
live [3, 6-8]. Infection rates are highest in
sub-Saharan Africa, Asia, Latin America
and the Caribbean [1]. In Senegal, studies
carried out in the country have shown that
intestinal parasitosis is endemic and also
constitutes a public health problem. These
various studies have shown that helminths
and protozoa are the main pathogens [9-
13]. This situation has motivated the
country’s health authorities to implement
the many strategies recommended by the
World Health Organization (WHO) in the

Manga IA et al Intestinal parasites identified in the
Parasitology-Mycology Department of the Faculty of
Medicine-Pharmacy and Odontology of the Cheikh Anta
Diop University of Dakar: Retrospective study from 2002
to 2020 in Senegal.

fight against intestinal parasitosis [ 14-16].
These strategies include the mass drug
administration with Mebendazole or
Albendazole as a preventive strategy for
pre-school and school children but also
advocacy for behavior change [14]. This
study aims to determine the evolution of
the prevalence of intestinal parasitosis
diagnosed in the laboratory of the
department of Parasitology-Mycology, of
the Faculty of Medicine, Pharmacy and
Odontology (FMPO) in the University
Cheikh Anta Diop of Dakar (UCAD) from
Senegal.

METHODOLOGY
Type, period and site of study

This retrospective and descriptive study
covered the period from 2002 to 2020. It
took place in the Parasitology-Mycology
Department of the Faculty of Medicine,
Pharmacy and Dentistry (FMPO) of the
Cheikh Anta Diop University of Dakar
(UCAD) in Senegal. This service is
responsible for training and also carries
out numerous research activities for the
prevention and management of parasitic
and mycological infections, particularly
those that constitute public health
problems for the country. In addition to
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these regalian functions, the service also
assists the medical services of the
university staff in the routine biological
diagnosis of suspected infections.

Study population
The samples received at this service were
mainly from university staff or their family
members. These personnel are teachers
and researchers but also administrative,
technical and service personnel.

Data collection
A review of all the bench registers of the
parasitology-mycology department of the
FMPO/UCAD was carried out. It
covered the entire study period and
included all analyses of stool samples.
The collection was based on the age and
sex of the patient and the report of the
examination performed. These data were
entered on a template created on Access
and extracted on Microsoft Excel of
Windows 2013.

Data analysis
The data collected were analyzed using
Epi Info 7.2.2.6 software, which enabled
the quantitative variables to be described
in terms of means and standard
deviations. Intergroup comparisons were
made using the ANNOVA test or
Student’s t-test after checking the
conditions for applying these tests. When
these tests were not applicable, non-
parametric tests (Man Withney, Kruskall

Wallis) were used. For descriptive data,
the percentage with confidence interval
(CI) was used to assess the prevalence
of each outcome. The proportions were
compared using the chi-square test or
Fisher’s exact test (univariate analysis).
The significance level of the different tests
was 0.05 two-tailed.
Ethical considerations

The use of bench registers for data
collection was done with the permission
of the head of department. Only the
patients’ initials were taken into account
during data entry to ensure anonymity.

RESULTS

A total of 646 stool samples were
analyzed in the Parasitology Department
of the FMPO/UCAD. They consisted of
36 in 2002, 72 in 2003, 23 in 2004, no
stool samples in 2005, 22 in 2006, 41 in
2007, 59 in 2008, 60 in 2009, 49 in 2010,
43in2011,331n2012,411in2013,27 in
2014,10in2015,18in2016,26in 2017,
41 in 2018, 30 in 2019 and 15 in 2020
(Figure 1).

Sociodemographic characteristics

In this study, age was recorded for 493
patients and ranged from 1 to 85 years
with an average of 29.6 (+/-18.5) years.
The mean age varied with age and the
difference was statistically significant

(p=1.10").
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Figure 1: Distribution of stool samples by year.

The subjects who provided stool samples
were children, adolescents, adults and
subjects with an unknown age. They were
predominantly represented by adults
regardless of year. This difference was
statistically significant when categorizing
the study population according to age
group, regardless of year (p=0.025). Male
subjects predominated in 2004, 2009,
2010, 2013, 2014, 2018 and 2020. They
were equal to females in 2002, 2003 and
2015. In the other years, however, there
were more females than males. Despite
this disparity, there was no statistically
significant difference (p=0.92) (Table la
and Table Ib).

Biological aspects

The prevalence of intestinal parasitosis
varied over the years. In 2002, it was
16.7% with 5.6% protozoa, 8.3% nem-
athelminths and 2.8% combination of pro-
tozoa and nemathelminths. In 2003, it was
20.8% with 13.9% protozoa and 6.8%
nemathelminths. In 2004, there were
17.4% protozoa and 8.7% nemathelm-
inths for an overall prevalence 0f 26.1%.
In 2006, the prevalence of intestinal para-
sitosis among UCAD staff was 22.7%,
with 4.5% for protozoa and 18.2% for
nemathelminths. In 2007, it was 14.6%
with 7.3% for both protozoa and nem-
athelminths. In 2008, the presence of
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Table Ia : Distribution of subjects from whom stool samples were taken
according to year, age and sex from 2002 to 2010.

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
(N=36) (N=72) (N=23) (N=0) (N=22) (N=41) (N=59) (N=60) (N=49)
Age
Mean age 24.3 29.6 333 28.2 324 324 28.1 26
(vear) (+-15.6)  (+-18)  (+/-16.2) - (+H-14.1)  (+/-19.4)  (+/-18.8) (+/-16.8) (+/-17.8)
Age group
Children 9 18 3 5 6 9 14 14
(25%) (25%) (13%) - (22.7%)  (14.6%)  (152%) (23.3%) (28.5%)
Adolescents 3 5 - - 1 3 3 5 3
(8.3%) (6.9%) (4.6%)  (7.3%) (5%) (83%)  (6.1%)
Adults 14 43 12 11 19 29 29 22
(38.8%)  (59.7%) (52.1%) - (50%)  (46.3%)  (49.1%)  (48.3%) (44.9%)
ND 10 6 8 5 13 18 18 10
(27.9%)  (8.4%)  (34.3%) - (22.7%)  (31.8%)  (30.7%)  (20.1%) (20.5%)
Sex
Female 18 36 10 12 25 30 24 22
(50%) (50%)  (43,5%) - (54.5%)  (60.9%)  (50.8%)  (36%) (44.9%)
Male 18 36 13 10 16 29 36 27
(50%) (50%)  (56.5%) - (45.5%)  (39.1%) (492%)  (64%) 55.1%)
Table Ib : Distribution of subjects from whom stool samples were taken
according to year, age and sex from 2011 to 2020.
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
(N=43) (N=33) (N=41) (N=27) (N=10) (N=18) (N=26) (N=41) (N=30) (N=15)
Age
Mean age 40 38.4 40.7 25.11 15.6 20.1 28.4 20.7 34.7 18.4
(+-23.8)  (+-18,7) (+-16) (+-17.8) (+-10) (+-11.9) (+/17.2) (+-17.9) (=/-19.9) (+/-9.5)
Age group
Children 5 3 2 6 2 4 4 18 5 5
(11.6%)  (9%) (4.8%) (22.2%) (20%)  (22.2%) (15.3%) (43.9%) (16.6%) (33.3%)
Adolescents 1 2 2 2 2 3 5 4 3 2
(2.3%) (6%) (4.8%) (14%)  (20%) (16.6%) (19.4%) (9.7%) (10%)  (13.3%)
Adults 23 17 23 10 2 5 12 16 20 8
(49.5%) (51.55)  (56.1%) (36.8%) (20%)  (27.7%) (45.9%) (39%) (66.8%) (53.4%)
ND 14 11 14 9 4 6 5 3 2 -
(36.6) (33.5%)  (34.3%)  (33.6%) (40%)  (33.5%) (19.4%) (7.4%) (6.6%)
Sex
Female 23 18 20 11 5 10 14 20 17 5
(53.5%) (54.5%)  (48.8%)  (40.7%) (50%)  (55.5%) (53.8%) (48.8%) (56.6%) (33.3%)
Male 20 15 21 16 5 8 12 21 13 10
(46.5%) (45.5%) (51.2%)  (59.3%)  (50%) (44.5%)  (46.2%) (51.2%) (43.4%) (66.7%)
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parasites was 16.9% in the stools received
with 6.8% for both protozoa and nem-
athelminths and 3.3% for plathelminths.
In 2009, there were 5% protozoa, 3.3%
nemathelminths, 1.7% protozoa- nemathel-
minths and 1.7% protozoa-plathelminths.
This gives an overall prevalence of 11.7%.
In 2010, intestinal parasitosis was 22.4%
with 6.1% for protozoa, 12.2% for nem-
athelminths, 2% for plathelminths and 2%
for the combination of protozoa and nem-
athelminths. In 2011, the prevalence was
4.7% for nemathelminths and 2.3% for
protozoa-nemathelminths, i.e., 7%. In
2012, the prevalence was 15.2%, with
9.2% of protozoa, 3% of nemathelminths
and 3% of plathelminths. In 2013, 22%
of stool samples were positive, with a pre-
dominance of protozoa (12.3%), fol-
lowed by nemathelminths (7.3%) and then
the combination of protozoa and nem-
athelminths (2.4%). In 2014, intestinal
parasites were found at 11.1% with 3.7%
for both protozoa, nemathelminths and
plathelminths. In 2015, the prevalence was
10% and consisted solely of nemathelm-
inths. No parasites were found during the
parasitological examination of the stools
received in 2016. In 2017, protozoa and

nemathelminths were the only parasites
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Diop University of Dakar: Retrospective study from 2002
t0 2020 in Senegal.

found, but with a predominance of the
former (11.6% vs. 3.8%). In 2018, there
were 2.4% protozoa, 7.4% nemathelm-
inths and 2.4% plathelminths, giving an
overall parasite prevalence of 12.2%. In
2019, the prevalence was 6.7% with as
many protozoa as nemathelminths. Finally,
in 2020, the presence of parasites in the
stools received was 6.7% and consisted
exclusively of nemathelminths (Figure 2).
Nemathelminths were found in children,
adults and subjects of unknown age in
most years. Among adolescents, how-
ever, their presence was only noted in
2003 (1.4%), 2015 (10%) and 2017
(3.8%). Protozoa were found in children
in 2002 (2.7%), 2003 (6.9%), 2007
(2.4%), 2009 (1.7%) and 2012 (3%).
Among adolescents, they were only
presentin 2010 (2%). In adults, they were
present in almost all the years corre-
sponding to the study period. Finally, in
subjects of undetermined age, protozoa
were found in 2004 (13%), 2006 (4.5%),
2008 (5.1%); 2010 (2.3%); 2012 (3%);
2013 (4.8%) and 2014 (3.7%).
Plathelminths were found in children in
2008 (1.7%), in adolescents in 2012 (3%),
in adults in 2008 (1.7%) and 2014 (3.7%)
and finally in those of undetermined age
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Figure 2: Prevalence of identified parasite types by year.

in 2010 (2%) and 2018 (2.4%). Proto-
zoa-nemathelminth co-infections were
present in children in 2002 (2.7%) and
2013 (2.4%); in adolescents in 2011
(2.3%); in adults in 2009 (2%) and 2010
(2.3%). The protozoan-plathelminths
were only present in adults in 2009 (2%)
(Table I1a and Table IIb).

The carriage of the different families of
parasites identified in this study varied
according to sex in all years.
Nemathelminths and protozoa were
present in both sexes in most years and
in proportions of less than 10%.
Plathelminths were more common in
males than in females in the years in which
they were present. The association of

protozoa and nemathelminths were found

in males in 2009 (1.6%) and 2011 (2.3%)).
In women, it was noted in 2002 (2.7%),
2010 (2%) and 2013 (2.4%). Protozoa-
plathelminths were only found in women
in 2009 (1.6%) (Table I1la and Table I1Ib).
Among the different families of parasites
identified during the period of this study,
the species found were for nemathelminths:
Ankylostoma duodenalae (0.15%); Ascaris
lumbricoides (6.35%) and Trichuris
trichura (1.24%). For protozoa, there
was Entamoeba coli (7.12%); Giardia
intestinalis (0.62%) and Trichomonas
intestinalis (0.15%). Among the
plathelminths were: Hymenolepis nana
(0.31%); Dicrocoelium dendriticum
(0.15%); Schistosoma mansoni (0.46%)
and Taenia sp (0.15%) (Figure 3).
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Table Ila: Distribution of parasite families identified according to age group and year from 2002 to 2010

Age group 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
(N=36) (N=72) (N=23) (N=0)  (N=22) (N=41) (N=59) (N=60)  (N=49)

Némathelminths
Children 2 (5.4%) 1(1.4%) - - 2 (9%) - 1 (1.7%) 1 (1.7%) 2 (4%)
Adolescents - 1(1.4%) - - - - - - -
Adults 1 (2.7%) - (4.3%) - 2 (9%) 1 (2.4%) 2 (3.4%) 1 (1.7%) 3 (6%)
ND 1 (2.7%) 3 (4.1%) 1 (4.3%) - - 2 (4.8%) 1 (1.7%) - 1 (2%)
Protozoa
Children 1 (2.7%) 5 (6.9%) - - - 1 (2.4%) - 1 (1.7%) -
Adolescents - - - - 1 (2%)
Adults 1 (2.7%) 5(6.9%) 1 (4.3%) - - 22 (4.8%) 1(1.7%) 2 (3.4%) 1 (2%)
ND - - 3 (13%) - 1 (4.5%) - 3 (5.1%) - 1 (2.3%)
Plathelminths
Children - - - - - - 1 (1.7%) - -
Adolescents - - - - - - -
Adults - - - - - - 1 (1.7%) - -
ND - - - - - - - - 1 (2%)
Protozoa and Némathelminths
children 1 (2.7%) - - - - - - - -
Adolescents - - - - - - - - -
Adults - - - - - - - 1 (2%) 1 (2.3%)
ND - - - - - - - - -
Protozoa et Plathelminths
children - - - - - - - - -
Adolescents - - - - - - - - -
Adults - - - - - - - 1 (2%) -
ND - - - - - - - - -

Table IIb: Distribution of parasite families identified according to age group and year from 2011 to 2020

Age group 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
(N=43) (N=33) (N=41) (N=27) (N=10) (N=18) (N=26) (N=41) (N=30) (N=15)

Némathelminths
Children - - - - - - - 2 (4.8%) - -
Adolescents - - - - 1 (10%) - 1 (3.8%) - - -
Adults - - (2.4%) - - - - - 1 (3.3%) 1 (6.6%)
ND 2 (4.6%) 1 (3%) 2 (4.8%) 1 (3.7%) - - - 1 (2.4%) - -
Protozoa
Children - 1 (3%) - - - - - - - -
Adolescents -
Adults -
ND -
Plathelminths
Children - -
Adolescents - 1 (3%) - - - - - - - -
Adults - - - (3.7%) - - - - - -
ND - - - - - - - 1 (24%) - -
Protozoa and Némathelminths
Children - - (2.4%)
Adolescents 1 (2.3%) - - - - - - - - -
Adults - - - - - - - - - -
ND - - - - - - - - - -
Protozoa et Plathelminths
Children - - - - - - - - - -
Adolescents - - - - - - - - - -
Adults - - - - - - - - - -
ND - - - - - - - - - -

—_

—

(_3%) 3 (_7‘2%) - - - 3 (1_1.4%) 1 _(2.4%)1 (3:.3%) -
(3%) 2 (48%) 1 (3.7%) - - - - - -

—

—_
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Table IIla: Distribution of parasite families according to sex and year from 2002 to 2010.

Sex 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
(N=36) (N=72) (N=23) (N=0) (N=22) (N=41) (N=59) (N=60) (N=49)

Némathelminths

Male 3 (8.1%) 2 (2.7%) 1 (4.3%) - 2 (9%) - 2 (3.3%) 2 (32%) 2 4(%)

Female 1 (2.7%) 3 (4.1%) 1 (4.3%) - 2 (9%) 3 (7.3%) 2 (3.3%) - 4 (8%)
Protozoa

Male 1 (2.7%) 4 (5.5%) 1 (4.3%) - - - 2 (3.3%) 3 (4.8%) 2 (4%)

Female 1 (2.7%) 6 (8.3%) 3 (13%) - 1 (4.5%) 3 (7.3%) 3 (5%) - 1 (2%)
Plathelminths

Male - - - - - - 2 (3.3%) - 1 (2%)

Female - - - - - - - - -
Protozoa-Nemathelminths

Male - - - - - - - 1 (1.6%) 7?

Female 1 (2.7%) - - - - - - - 1 (2%)
Protozoa-Plathelminths

Male - - - - - - - 1 (1.6%) -

Female - - - - - - - - -

Table IIIb Distribution of parasite families according to sex and year from 2011 to 2020

Sex 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
(N=43) (N=33)  (N=41) (N=27)  (N=10) (N=18) (N=26) (N=41) (N=30) (N=15)

Némathelminths

Male 1 (23%) 1 3B%) 1 (2.4%) - 1 (10%) - 1 (3.8%) 249 -
1 (6.6%)

Female 1 (2.3%) - 2 (4.8%) 1 (3.7%) - - - 1 (2.4%) 1 (3.3%) -
Protozoa

Male - 1 3%) 4 (9.7%) - - - 2 (7.7%) 1 (2.4%) -

Female - 2 1 (2.4%) 1 3.7%) - - 1 (3.8%) 1 (3.3%) -
Plathelminths

Male - - - 1 (3.7%) - - - 1 (2.4%) - -

Female - 1 (3%) - - - - - - - -

Protozoa-Nemathelminths
Male 1 (2.3%) - - - - - - - - -
Female - - 1 (2.4%) - - - - - - -

Protozoa-Plathelminths
Male - - - - - - - - - -
Female - - - - - - - - - -

Figure 3 : Prevalence of different parasite species identified between 2002 and 2020
at the FMPO/UCAD Parasitology-Mycology Department
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DISCUSSION

This retrospective study sought to
determine the evolution of the prevalence
of intestinal parasitosis diagnosed at the
FMPO/UCAD Parasitology-Mycology
Department between 2002 and 2020. Its
population was mainly made up of
university staff and sometimes members
of their families, which could explain the
small quantities of stool samples received
annually in the department. During the
collection of reports on the results of
microscopic examinations of the stools
received, it was noted that certain data,
such as age, were missing. This could
explain the large number of subjects with
an undetermined age, which could
constitute a bias in the distribution of
parasite prevalence according to age. In
the course of this study, a downward
trend in the presence of intestinal
parasitosis was noted, with prevalences
varying between 26.2% and 6.7%. The
two drops in the incidence of intestinal
parasitosis could be due to the adoption
and implementation in Senegal of mass
administration campaigns, first of mebendazole
and then of albendazole for school children
[10, 15, 16]. Nemathelminths and protozoa
were the most common families of

parasites found in this study in all years.
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In some years, plathelminths were also
present. However, sometimes protozoa
were predominant, sometimes
nemathelminths. Associations between
these different families were also reported
but in very low proportions and not
exceeding 3% in the years when they were
found. The evolution of parasite
prevalences over the years varied
according to age as well as sex, regardless
of the families of parasites. A male and
infant predominance of intestinal
parasitosis was found in a retrospective
study between 2004 and 2009 in a
university hospital in Dakar, Senegal [17].
A female predominance of parasitic
carriage was described in the 2013 study
by Sylla and al [9]. Other studies in
Senegal, this time cross-sectional and
more recent, carried out in both rural and
urban areas, in school children, revealed
a predominance of protozoa over other
helminths, with amuch more male carriage
[10, 13, 18]. The prevalences of intestinal
parasitosis found in these studies in
Senegal were all higher than those found
annually in our study. The same was true
in cross-sectional studies in West Africa
where the study populations were
children, such as in Cote d’Ivoire [19],
in Burkina Faso [20]. In contrast, a study
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conducted in Ghana in 2016 found an
overall prevalence of 15% lower than in
some years but much higher than in the
same year in this study [21]. Entamoeba
coli was the most common protozoan in
this retrospective study in contrast to Sylla
and al, and Tine and al, who noted a
predominance of Giardia intestinalis in
their study [10, 13]. Sow and al found a
predominance of Blastocystis hominis
followed by Giardia intestinalis and
Entamoeba coli in 2012 [9]. The
predominance of Ascaris lumbricoides
among the helminths in this study was
also reported in previous studies
conducted in Senegal [10, 12, 17-18].

CONCLUSION

This retrospective study revealed an up
and down evolution of the prevalences
of intestinal parasitosis with an alternation
of predominance between protozoa and
nemathelminths and with their possible
association over the years. It also appears
from this study that adults play an equally
important role as children in their
transmission. The integration of strategies
that take into account all major families
of human intestinal parasites for the
general population is the new challenge
for the control of neglected tropical

diseases on a global basis.

Conflict of interests
The authors have no conflicts of interests concerning
the work reported in this paper.

Acknowledgements

The Department of Parasitology-Mycology, Faculty
of Medicine, Pharmacy and Odontology, University
Cheikh Anta Diop of Dakar, and all its administrative

and technical staff.

REFERENCES

1- Harhay MO, Horton J, Olliaro PL.
Epidemiology and control of human gastrointestinal
parasites in children. Expert Rev Anti Infect
Ther.2010;8(2):219-34.

2- De Silva NR, Brooker S, Hotez PJ,
Montresor A, Engels D, Savioli L. Soil-
transmitted helminth infections: updating the global
picture. Trends Parasitol.2003;19(12):547 51.

3- Brooker S, Clements ACA, Bundy DAP.
Global epidemiology, ecology and control of soil-
transmitted helminth infections. Adv Parasitol.
2006;62:221-61.

4- Okyay P, Ertug S, Gultekin B, Onen O,
Beser E. Intestinal parasites prevalence and related
factors in school children, a western city sample.
Turkey BMC Public Health.2004;4:64.

5- Alum A, Rubino JR, Ijaz MK. The global war
against intestinal parasites- should we use a holistic
approach? Int Soc Infect Dis.2010;14(9):732-738.
6- Bethony J, Brooker S, Albonico M, Geiger
SM, Loukas A, Diemert D, and al. Soil-
transmitted helminth infections: ascariasis,
trichuriasis, and hookworm. Lancet Lond Eng].
2006;367(9521):1521-32.

7- Udonsi JK, Nwosu AB, Anya AO. Necator
americanus: population structure, distribution, and
fluctuations in population densities of infective larvae
in contaminated farmlands. Z Parasitenkd Berl Ger.
1980;63(3):251-9.

African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2022; Tome 7 (N°17) - Mai 2022

1209




Manga IA etcoll. Parasites intestinaux identifiés au Service
de Parasitologie-Mycologie de la Faculté de Médecine-
Pharmacie et d’Odontologie de I’Université Cheikh Anta
Diop de Dakar: Etude rétrospective de 2002 a 2020 au
Sénégal.

8- Bundy DA. Population ecology of intestinal
helminth infections in human communities. Philos Trans
R Soc Lond B Biol Sci.1988;321(1207): 405 -20.
9- Sow D, Dieng Y, Haouchine D, Niang K,
Niang T, Sylla K, and al. Comparison of Para-
Selles Bailenger/Kop-Color Fumouze, Para-Selles-
Iodésine/Kop-Color Il Fumouze diagnostic kits
with conventional microscopic methods in
identifying intestinal parasitic diseases in Senegal. J
Parasit Dis Off Organ Indian Soc Parasitol.2017;
41(3):814-22.

10- Sylla K, Kouly Tine RC, Sow D, Lelo S,
and al. Epidemiological Profile of Intestinal Parasitic
Infection among Preschool and School Children
Living in a Rural Community in Senegal: A Cross
Sectional Survey. J Bacteriol Parasitol.2018;9:343.
11-Faye B, Ndiaye JL, Tine RC, L6 AC, Gaye O.
Interaction between malaria and intestinal
helminthiasis in Senegal: influence of the carriage of
intestinal parasites on the intensity of the malaria
infection. Bull Soc Pathol Ex0t.1990;101(5):391-4.
12- Ndir I, Gaye A, Sy M, Gaye O, Ndir O.
Prevalence of intestinal parasitis at the King
Baudouin health center of Guediawaye (Senegal).
Dakar Med.2002;47(2):168-71.

13- Tine RC, Dieng T, Sylla K, Sow D, Lelo S,
Ngom D, and al. Low prevalence of soil
transmitted helminths among children in rural areas
in Senegal: A cross sectional survey. J Parasitol
Vector Biol.2018;10(1):19-25.

14- World Health Organization. Safety in
administering medicines for neglected tropical
diseases. Geneva; 2021. https:/apps.who.int/iris/handle/
10665/344059. Consulté le 20 décembre 2021.

Manga IA ef al Intestinal parasites identified in the
Parasitology-Mycology Department of the Faculty of
Medicine-Pharmacy and Odontology of the Cheikh Anta
Diop University of Dakar: Retrospective study from 2002
t0 2020 in Senegal.

15- World Health Organization. Rapport de la
premiere réunion du Groupe consultatif scientifique
et technique de ’OMS sur les maladies tropicales
négligées. 2007. https://apps.who.int/iris/bitstream/
handle/10665/69712/ WHO_CDS_NTD_
2007.2_fre.pdf. Consulté le 18 décembre 2021.
16- World Health Organization. Weekly
Epidemiological Record. 2012;87(23):225-32.
17- Ndiaye D, Ndiaye M, Gueye PAL, Badiane A,
FallID, Ndiaye YD, and al. Intestinal helminthiasis
diagnosed in Dakar, Senegal. Med Sante Trop.
2013;23(1):35-8.

18- Lelo S, Ly F, Manga I, Fall C, Sylla K,
Ndiaye M, and al. Epidemiological Profile of
Intestinal Parasitic Infections Among Children Living
in Koranic Schools: A Cross Sectional Survey. Int
J Infect Dis Ther.2019;4:67-71.

19- Yapi HF, Ahiboh H, Monnet D, Yapo AE.
Parasites intestinaux, profil hématologique et statut

anthropométrique de I’enfant scolarisé¢ en Cote
d’Ivoire. CIV Santé. 2005;15(1):17-21.

20- Savadogo B, Bengaly MD, Zongo D, Zeba
AN, Poda JN, Dianou D, and al. Anémie et
parasitoses (intestinales et urinaires) chez les enfants
d’age scolaire au Burkina Faso: cas des écoles de
Yamtenga, Daguilma et Koubri. Int J Biol Chem
Sci.2015;9(3):1459-1469.

21-Forson AO, Arthur I, Olu-Taiwo M, Glover
KK, Pappoe-Ashong PJ, Ayeh-Kumi PF.
Intestinal parasitic infections and risk factors: a
cross-sectional survey of some school childrenin a
suburb in Accra, Ghana. BMC Res Notes.2017;
10(1):485.

1210

African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2022; Tome 7 (N°17) - Mai 2022



African Journal of Medical Biology / Revue africaine de Biologie Médicale.2022;7(17):1211-1221

Section B : Biologie Cellulaire

Apport de la coloration de Perls a I’interprétation du myélogramme des patients
présentant une anémie chronique au CHU de Yopougon, Abidjan, Cote d’Ivoire

Contribution of the Perls staining to the bone marrow smear examination of patients
with chronique anemia at the Teaching Hospital of Yopougon, Abidjan, Cote d’Ivoire

Yapo V', Okon AJL?, Adjé ML*, Bamba I?, Alassani F!, Sawadogo D'

1- Département d’Hématologie, Immunologie et Biologie Générale, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques,

Université Félix Houphouét-Boigny (UFHB) de Cocody

2- Unité de Biologie Moléculaire, Centre Diagnostic et de Recherche sur le Sida et les autres maladies infectieuses
(CeDReS), du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Treichville
3- Laboratoire d’Histologie, Embryologie, Cytogénétique et Biologic Moléculaire, UFR des Sciences Médicales,

Université FHB de Cocody

4- Laboratoire central — Unité d’Hématologie biologie du CHU de Yopougon

Section B: Biologie cellulaire

Rubrique : Article original

Résumé
Introduction : Le myélogramme coloré au May Griinwald
Giemsa (MGG) est prescrit au cours d’une anémie
chronique. Sa conclusion ne permet parfois pas
d’identifier I’étiologie. L’objectif de ce travail est d’affiner
le diagnostic de certaines anomalies de la moelle osseuse
(MO) par la réalisation de la coloration de Perls.
Matériel et méthodes : Une étude transversale
rétrospective portant sur des lames d’étalement
médullaire réalisées du 1¢ Janvier 2018 au 30 septembre
2019 au CHU de Yopougon a été réalisée. L’examen apres
coloration de Perls a eu lieu entre juillet et aott 2021 a
I’UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques.
Résultats : 91 patients ont été enr6lés avec une moyenne
d’age de 42 ans et un ratio H/F de 1,00. Les bicytopénies
périphériques (anémie + thrombopénie) dominaient a
I’hémogramme. Le myélogramme coloré au MGG a
identifié¢ 34,0% de MO réactionnelles a un syndrome
infectieux ou inflammatoire, 28,5% de MO carentielle et
37,3% de syndromes myélodysplasiques (SMD). La
concordance entre les colorations au MGG et Perl était
respectivement de 68%, 73% et 35%. Ainsi, la coloration
de Perls a permis de revoir les diagnostics initiaux de
sorte que la population d’étude se répartissait en 32,8%
de MO réactionnelles, 38,4% cas de MO carentielle et
18,6% de MO de SMD. Les caractéristiques des cas de
SMD ¢étaient en adéquation avec celles de la littérature.
Conclusion : La coloration de Perls réalisée de fagon
routiniére permettra d’affiner les conclusions de
myélogrammes et d’améliorer le traitement.
Mots clés : coloration de Perls, myélogramme, moelle
carentielle, SMD

Summary
Introduction: Bone marrow (BM) smears stained with the
MGG staining are used to explore chronic anemia in
patients. Often times, this staining is not sufficient to
pinpoint the cause of the anemia. The aim of this study
was to improve BM diseases diagnosis by performing a
complementary Perls staining.
Methods : A descriptive cross-sectional study collected
BM aspirates from January 1%, 2018 to September 30",
2019 at the Teaching Hospital of Yopougon. Perls staining
was performed from August 2020 to July 2021 at the FHB
University of Cocody.
Results : 91 participants were enrolled into the study.
Their average age was 42 years and the ratio Male/Female
was 1.00. Cytopenia (anemia + thrombocytopenia) were
commonplace. BM smear stained with MGG showed
34.0% reactive BM (inflammation or infection), 28.5% of
iron deficit-induced BM and 37.3% of myelodysplastic
syndromes (MDS). Agreement between MGG and Perls
staining was respectively 68%, 73% et 35%. Hence, the
Perls staining allowed for the change of many initial
diagnostics. This resulted into 32.8% of reactive BM,
38.4% of iron deficit induced-BM and 18.6% of MDS.
Moreover, the features of study participants with MDS
were more aligned with those published.
Conclusion : Perls staining should be routinely performed
to complement BM smears and improve patient care.
Key words : Perls staining, BM smear, ion deficit induced-
BM, MDS
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I’interprétation du myélogramme des patients présentant
une anémie chronique au CHU de Yopougon, Abidjan,
Cote d’Ivoire

INTRODUCTION

L’hématopoiese permet la production
continue et régulée des ¢léments figurés
du sang [1]. Elle a principalement lieu au
niveau de la moelle osseuse (MO). C’est
pour cela que le myélogramme ou la
biopsie ostéo-médullaire est demandé
souvent pour rechercher I’étiologie des
anomalies quantitatives ou qualitatives des
¢léments figurés du sang. Le
my¢logramme coloré au May-Griinwald
Giemsa (MGGQG) permet une analyse
quantitative et/ou qualitative des
précurseurs et des cellules matures de
I’hématopoiese [2]. Cette coloration peut
étre complétée par la coloration de Perls
qui permet d’évaluer les réserves en fer
des érythroblastes médullaires. Lors de
I’exploration des syndromes myélodys-
plasiques (SMD), il s’agit d’un examen
obligatoire pratiqué en routine en Occident
[3,4]. Outre les SMD, ce travail examinera
le potentiel de la coloration de Perls au
cours de I’exploration d’anémies par
carence en fer. La pratique actuelle est de
recommander la réalisation d’examens
biochimiques complémentaires tels que
le métabolisme du fer et un bilan
inflammatoire [5-9]. Toutefois, ces
examens ne sont pas toujours disponibles

en routine dans notre contexte et leur cotit

Yapo V et al Contribution of the Perls staining to the
bone marrow smear examination of patients with
chronique anemia at the Teaching Hospital of Yopougon,
Abidjan, Cote d’Ivoire

reste ¢levé (environ 75.000 FCFA), d’ou
I’intérét de la coloration de Perls (environ
15.000 F CFA). Dans nos conditions
d’exercice, laréalisation du myélogramme
est le dernier recours pour déterminer
I’étiologie des anémies chroniques ou
d’autres cytopénies. D’ou la nécessité de
rendre un résultat a des patients démunis
ou vivant loin des structures hospitalicres.
Il sera alors plus aisé, en associant
I’hémogramme, les données quantitatives
et qualitatives du myélogramme apres
coloration au MGG et celles du
my¢logramme apres coloration de Perls,
de faire la différence entre un SMD, une
moelle réactionnelle a un syndrome
infectieux ou inflammatoire et une moelle
carentielle. L’objectif général de cette
¢tude était de réaliser une coloration de
Perls complémentaire a celle de MGG
pour affiner le diagnostic de certaines
anomalies de la MO au cours des
cytopénies périphériques récurrentes.

MATERIELS ET METHODES

Une ¢étude transversale descriptive a été
conduite sur des frottis médullaires
réalisés du 1¢ janvier 2017 au 30
septembre 2019 et conservés a 1'unité
d’hématologie du laboratoire central du
CHU de Yopougon. La sélection des
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frottis, la collecte des données épidémiolo-
giques, cliniques et biologiques ainsi que la
coloration de Perls ont été réalisées entre
juillet etaotit 2021 au sein du département
d’hématologie, d’immunologie et de
biologie cellulaire de ’'UFR des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques de
I’université Félix Houphouét-Boigny de
Cocody. L’¢étude a concerné les lames de
my¢logramme de patients de tout age
ayant fait leur bilan hématologique au
laboratoire central du CHU de Yopougon.
Ces sujets présentaient une cytopénie
associée a des anomalies cliniques ayant
nécessité une exploration par
my¢logramme. Lequel myélogramme a
conclu a une MO dysplasique.
L’¢équipement était constitué¢ d’un
microscope optique de marque Optika
muni d’une caméra numérique +
ordinateur potable ASUS + logiciel
d’imagerie Optika Vision Pro. Les réactifs
et le petit matériel utilisé€ €taient composés
du kit HemaPerls de RAL Diagnostics,
de méthanol (fixateur), de gants, de
pipettes Pasteur et d’huile a immersion.
Les frottis médullaires ont été colorés
selon la procédure décrite par Carpentier
[3]. Les lames colorées ont été observées
au faible grossissement (x100) pour
apprécier les réserves de fer

macrophagique. Les observations faites

au faible grossissement ont été vérifiées
au fort grossissement (x400) afin de
s’assurer qu’il s’agissait bien de fer intra-
histiocytaire et non de dépdts de colorant
(taches bleu vertes extra-histiocytaires).
Le décompte des différents types
d’érythroblastes sans grains de fer,
contenant 1 a 5 grains (sidéroblastes de
type I), contenant plus de 5 grains répartis
sur moins d’un tiers du cytoplasme (type
IT), contenant plus de 5 grains répartis
sur plus du tier du cytoplasme (type Il en
anneau), a €t¢ réalisé au fort grossissement
(X1000). Un total de 100 érythroblastes
par frottis a été comptés. Les érythrocytes
contenant des grains de fer ont été
¢galement comptés. L’analyse de la
concordance a été faite grace a un tableau
de contingence pour chaque diagnostic,
le taux de concordance étant la proportion
de diagnostics par MGG confirmés au Perls.
Considérations éthiques :

Le consentement €clair¢ et signé a éte
obtenu chez chaque participant au
moment de la collecte des frottis
médullaires. Un numéro d’anonymat a été
accord¢ a chaque participant.

RESULTATS

Au total, 108 cas d’anémie chronique
pour lesquels un myélogramme a été
demandé ont été recensés (figure 1).
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Figure 1 : Diagramme récapitulatif du
recrutement de la population d’étude

Parmi ces cas, 17 avaient des frottis
médullaires introuvables (12/17) et cinq

Yapo V et al Contribution of the Perls staining to the
bone marrow smear examination of patients with chronique
anemia at the Teaching Hospital of Yopougon, Abidjan,
Cote d’Ivoire

avaient des frottis de mauvaise qualité qui
couvraient moins d’un tiers de la lame.
[’age moyen était de 42 ans avec des
extrémes allant de 1 a 85 ans. Le ratio H/
F était de 1,00 (Tableau Ia). Du point de
vue clinique, 91,2% des participants a
I’étude avait une indication du
my¢logramme. Cette observation était
appuyée par la présence d’une anémie
accompagnée le plus souvent d’une
thrombocytopénie (Tableau Ib).

Tableau Ia : Caractéristiques de la population d’étude

Paramétres Conclusion du myélogramme (MGG) Total
Inflammation Carence SMD

Sexe
Masculin 18 (58,1%) 14(53,8%) 14 (41,2%) 46
Féminin 13(41,9%) 12 (46,2%) 20 (58,8%) 45
Sex-ratio (H/F) 1,38 1,16 0,70 1,00

Age (ans)
0 a 15 ans 8(25,8%) 3(11,6%) 1 (3,0%) 12
16 a 32 ans 4 (12,9%) 6(23,1%) 8(23,5%) 18
33 249 ans 8(25,8%) 6(23,1%) 8(23,5%) 22
50 ans et plus 11 (35,4%) 12 (46,2%) 17 (50,0%) 40
Moyenne + ET 37+23 42 £18 47 £20 42 £21
Extrémes 1-74 10-68 12-85 1-85

Syndrome
tumoral 6 10 13 29
infectieux 17 13 12 42
hémorragique 2 4 6 12

Hb (g/dl)
AHM 22 (71,0%) 14 (53,8%) 17(50,0%) 53
ANN 7(22,5%) 8 (30,8%) 12 (35,3%) 27
AM 2 (6,5%) 4 (15,4%) 5(14,7%) 11
Moyenne + ET 9,1 +2.68 75+£2,76 7,2+2,02 -
Extrémes 4,9-16,7 4,3-11,7 2,4-10,3 -
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Tableau Ib : Caractéristiques de la population d’étude (suite)

Paramétres Conclusion du myélogramme (MGG) Total
Inflammation Carence SMD
Leucocytes (Nbx10%/dl)
normal 12 (38,7%) 22 (84,6%) 7(20,6%) 41
abaissé 16 (51,6%) 4(15,4%)  25(73,5%) 45
élevé 3(9,7%) - 2(5,9%) 5
Moyenne + ET 7,00 = 4,90 522+475 4,44+3,90 -
Extrémes 1,15-22,85 1,52-10,20 1,03-17,44 -
Plaquettes (Nbx10%/dl)
normal 13 (41,9%) 10 (38,5%) 8(23,5%) 31
abaissé 15 (48,4%) 15(57,7%) 26 (76,5%) 56
augmenté 3(9,7%) 1 (3,8%) - 4
Moyenne + ET 2,05 £ 1,56 1,70+ 1,43 1,02+ 0,69 -
Extrémes 0,61-5,74 0,03-6,69 0,03-3,00 -
Cytopénie
unilignée 13 (41,9%) 9(34,6%) 5(14,7%) 27
multilignée 18 (58,1%) 17 (65,4%) 29 (85,3%) 64
Total 31 26 34 91

De fagon générale, les réserves étaient abaissées
voire absentes dans les cas de MO carentielle,
normales dans les MO réactionnelle et SMD
(figures 2 et 3, tableau IT)

Les sidéroblastes de type I étaient absents
chez les participants diagnostiqués d’une
MO réactionnelle (figure 4, tableau II).
Chez 19 cas de SMD, les sidéroblastes
de type I était présents sur le frottis
médullaire (tableau II). Les sidéroblastes
de type II €taient absents chez les sujets
diagnostiqués d’une MO carentielle. Ils
ont ¢té retrouvés chez les participants
ayant une MO réactionnelle et un SMD
(figure 4, tableau II). Les sidéroblastes
de type III ont été retrouvés chez 8
participants (figure 4, tableau II) dont un

atteint d’anémie réactionnelle. Il s’agissait
de cas de sidéroblastoses médullaires
secondaires (n = 7) et d’une anémie
réfractaire sidéroblastique idiopathique
(ARSI) avec une proportion de 17% de
sidéroblastes en anneau (tableau II).

Le taux de concordance des diagnostics
entre la coloration au MGG et celle de
Perls était de 68%, 73% et 35%
respectivement dans les cas de MO
réactionnelles, carentielles et SMD
(tableau II). La coloration de Perls a donc
permis une nouvelle répartition en 39 MO
réactionnelles, 35 MO carentielles et 17
MO de SMD (tableaux II et III). Il en
ressort que les anémies inflammatoires et
carentielles sont des affections touchant
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le sujet adulte jeune entre 39 et 42 ans

quelque soit le sexe du sujet (tableau I11),
et les anémies sidéroblastiques et les autres

Yapo V et al Contribution of the Perls staining to the
bone marrow smear examination of patients with chronique
anemia at the Teaching Hospital of Yopougon, Abidjan,
Cote d’Ivoire

types de myélodysplasies étaient surtout
rencontrées chez le sujet agé (51 ans) de
sexe féminin (tableau I1I).

Figure 2 : Absence de fer macrophagique (image A), traces (B et C), réserves normales (D et E)
ou augmentées (F) - Coloration de Perls, X100

Figure 3 : Types de réserves de fer macrophagiques - Coloration de Perls, X400
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Tableau II : Données du myélogramme aprés coloration de Perls

Parametres mesurés Conclusion du myélogramme (MGG) Total
a la coloration de Perls Inflammation Carence SMD
Fer macrophagique
Absent 4 (12,9%) 19(73,1%) 3 (8,8%) 26
Traces - 1(3,8%) 8(23,5%) 9
Normal 22 (71,0%) 7(26,9%) 12 (35,3%) 41
Augmenté 5(16,1%) - 8(23,5%) 13
Impossible a évaluer - - 2 (5,9%) 2
Sidéroblastes de type I
Absent 31 (100%) 25(96,2%) 15 (44,2%) 71
1a9% - 1(3,8%) 13 (38,2%) 14
10 2 40% - - 6 (17,6%) 6
Sidéroblastes de type 11
Absent 25 (80,6%) 26 (100%) 27 (79,4%) 78
Présent 6 (19,4%) - 7 (20,6%) 13
Sidéroblastes de type 111
Absent 28(90,3%) 26 (100%) 29 (85,3%) 83
1a14% 3(9,7%) - 4 (11,8%) 7
15240% - - 1(2,9%) 1
Sidérocytes
Absence 23 (74,2%) 26 (100%) 20 (58,8%) 69
1 a 5 cellules 7 (22,6%) - 3 (8,8%) 10
>/= 6 cellules 1(3,2%) - 11 (32,4%) 12
Conclusion de la coloration de Perls
Carence 4 (12,9%) 19 (73,1%) 12 (35,3%) 35
Inflammation 21 (67,7%) 7 (26,9%) 11 (32,4%) 39
Sidéroblastose I1aire 6 (19,4%) - 9(26,5%) 15
ARSI - - 1(2,9%) 1
Autre - - 1(2,9%) 1
Taux de concordance MGG et Perls 68% 73% 35% -
Total 31 26 34 91
African Journal of Medical Biology / Revue Africaine de Biologie Médicale - Année 2022; Tome 7 (N°17) - Mai 2022 1217
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Figure 4 : Erythroblastes sans grains de fer (image A), sidéroblastes de type I (B), type II (D),
type III (E) et sidérocytes (C) - Coloration de Perls, X1000

DISCUSSION

La moyenne d’age de 42 ans ¢tait plus
¢levée que celle décrites au Bénin ou la
majeure partie des patients ayant une
AHM avait moins de 5 ans [10]. Cette
observation est due au fait que la présente
¢tude a ciblé des patients ayant nécessité
une ponction médullaire au cours de la
prise en charge. La présence d’un
syndrome infectieux a été observée chez
plus de la moitié¢ des participants chez
qui un diagnostic d’inflammation et de
carence martiale a été posé. Ce qui est
en accord avec les données publiées au
Bénin. Les atteintes médullaires rencontrés
au cours de cytopénies périphériques multi-

lignées au CHU de Yopougon étaient des
cas de MO réactionnelle a un syndrome
mflammatoire ou infectieux, MO carentielle
et SMD.

Les SMD ¢taient prédominants, suivis
des MO réactionnelles et des MO
carentielles. Sur la base du diagnostic au
MGG, la moiti¢ des sujets atteints de
de 50 ans
contrairement aux données disponibles
dans la littérature [1,4, 11-16]. Cette

observation peut s’expliquer par la

SMD avaient moins

disponibilité dans ces autres études,
d’examens complémentaires au diagnostic
classique au MGG permettant d’affiner
le diagnostic initial et d’avoir des données
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Tableau III : Caractéristiques corrigées de la population d’étude

Paramétres Conclusion myélogramme (MGG + Perls) Total
Inflammation Carences SMD
Sexe
Masculin 20(51,3%) 20 (57,1%) 5(29,4%) 45
Féminin 19 (48,7%) 15 (42,9%) 12 (70,5%) 46
Sex-ratio (H/F) 1,05 1,33 0,41 0,97
Age
0alsans 6 (15,4%) 4 (11,4%) 2 (11,8%) 12
16 a 32 ans 6 (15,4%) 10 (28,6%) 1(5,9%) 17
33 249 ans 11(28,2%) 9(25,7%) 2 (11,8%) 22
50 ans et plus 16 (41,0%) 12 (34,3%) 12 (70,5%) 40
Moyenne 42 ans 39 ans 51 ans -
Ecart-type 22 ans 18 ans 22 ans -
Extrémes 1-73 ans 10-65 ans 8-85 ans -
Hb (g/dl)
AHM 23 (58,9%) 24 (68,6%) 6 (35,3%) 53
ANN 12 (30,8%) 9(25,7%) 6 (35,3%) 27
AM 4 (10,3%) 2(5,7%) 5(29,4%) 11
Moyenne 8,3 g/dl 7,7 g/dl 7,7 g/dl 7,9
g/dl
Ecart-type 3,2¢g/dl 2,0 g/dl 1,5 g/dl -
Extrémes 2,4-16,7 g/dl 4,3-11,7g/dl  5,2-104¢g/dl -
Cytopénie
unilignée 12 (30,8%) 10 (28,6%) 5(29,4%) 27
multilignée 27 (69,2%) 25 (71,4%) 12 (70,6%) 64
Total 39 35 17 91

hospitaliéres sur les SMD plus précises.
Une autre possible explication est le fait
que I’espérance de vie en Cote d’Ivoire
reste relativement faible par rapport a
celles observées en Occident.

La coloration de Perls a permis de montrer

que les réserves de fer étaient effondrées

chez certains participants ayant une MO
réactionnelle ou un SMD indiquant que
ces cas étaient probablement des cas de
carence martiale voire de carence mixte
(carences en fer et en vitamines). La
présence de sidéroblastes de type Il et
III a été détectée chez des participants
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présentant de MO réactionnelle apres
coloration au MGG alors que de tels cas
ne devaient pas en contenir. Cette
sidéroblastose médullaire montre qu’il
s’agissait d’anémies sidéroblastiques plus
tot que d’anémies inflammatoires comme
précédemment publiés [5,12].

En terme de concordance entre la
coloration au MGG et celle de Perls, cette
derniére a permis de confirmer le
diagnostic évoqué aprés coloration au
MGG dans 68% des cas de MO
réactionnelle, 73% de MO carentielle et
dans 35% des SMD. De sorte que le taux
de concordance était le plus faible pour
les cas de SMD. Ce constat souligne la
nécessité d’intégrer la coloration de Perls
a toute exploration de SMD en routine en
Cote d’Ivoire comme cela est pratiqué
dans les pays du nord [ 1,4]. En revisitant
les caractéristiques des participants sur
la base des données de la coloration de
Perls, les femmes agées d’au moins 50
ans représentaient plus de 2/3 des
participants atteints de SMD avec une
moyenne d’age de 51 ans plus €levée que
la moyenne de 47 ans obtenue apres
coloration au MGG. Toutefois, cette
moyenne de 51 ans était plus basse que
celles décrites dans les pays du nord ou
1’age au diagnostic d’un SMD était autour

Yapo V et al Contribution of the Perls staining to the
bone marrow smear examination of patients with chronique
anemia at the Teaching Hospital of Yopougon, Abidjan,
Cote d’Ivoire

de 70 ans [4]. La différence décrite ici
peut s’expliquer par 1’espérance de vie
plus ¢élevée dans les pays du nord qu’en
Cote d’lvoire.

CONCLUSION

Dans notre contexte, les anémies sont trés
fréquentes avec 25% de la population
mondiale touchée et un diagnostic
¢tiologique est indispensable mais non-
réalisé. Le diagnostic différentiel de
I’¢tiologie est central a la prise en charge,
d’ou I’intérét de la coloration spéciale de
Perls dans un contexte ou peu de
laboratoires offrent des examens
d’exploration du métabolisme du fer. La
présente étude a montré que la seule
utilisation de la coloration au MGG
conduisait a des diagnostics erronés au
cours de la prise en charge des anémies
chroniques au CHU de Yopougon. En
combinant la coloration au MGG a celle
de Perls dans la réalisation du
myélogramme, certains diagnostics
initiaux ont ¢été revus et les
caractéristiques, qui en découlaient,
¢taient plus proches de celles décrites
chez les patients diagnostiqués dans les
pays développés. Il ressort de ce qui
précede que I’exploration des réserves de
fer de I’organisme au cours des anémies
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chroniques et des cytopénies sanguines
multi-lignées devrait mettre en oeuvre, en
routine, la coloration de Perls comme
examen cytologique complémentaire au
my¢logramme coloré au MGG. Dans les
SMD, une exploration cytogénétique et
moléculaire permettra au cours de
prochaines ¢études d’explorer les
différences d’age observées et de
proposer d’autres explications que
I’espérance de vie.
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Résumé
Introduction
La détermination du groupe sanguin ABO et Rhésus est
essentielle pour la sécurité transfusionnelle. Il existe trés peu
de données sur la distribution ethnique et géographique des
groupes sanguins ABO et Rhésus au Mali. Le but de cette
étude est d’établir la fréquence de distribution de groupe sanguin
ABO et Rhésus au Mali.
Matériels et Méthodes : Le sang total de 5438 personnes
venant de toutes les zones du Mali, sans distinction ethnique,
a été utilisé pour établir le groupe sanguin ABO et Rhésus par
les méthodes plasmatique et globulaire.
Résultats : La fréquence des groupes sanguins A, B, O et AB,
a été estimé avec respectivement 24,70%, 27,40%, 42,15%, et
5,76%. Le rhésus+ était le plus représente avec 93,71%. La
tendance de groupe O, suivi de groupe B était observée dans
les régions de Koulikoro, Sikasso, Ségou, Mopti et le District
de Bamako, alors que celle du groupe O suivi de groupe A était
observé dans les régions de Gao et Tombouctou. Dans tous les
groupes sanguins (O, B, A, et AB) I’ethnie « Bambara » était la
plus représentée avec respectivement 21,82%, 24,36%,
21,07%, et 21,41%. L’ethnie Bambara est suivie de I’ethnie
« Peulh » pour le groupe O (21,07%) et le groupe B (17.25%)
puis I’ethnie « Malinké » pour le groupe A (15,19%), et I’ethnie
« Sarakolé » pour le groupe AB (17,89%).
L’estimation de groupe sanguin ABO et Rhésus dans cette
étude corrobore les résultats de fréquences phénotypique ABO
des autres pays de 1I’Afrique de 1’Ouest. La fréquence élevée
de phénotype A dans les régions du Nord frontalier avec
Maghreb pourrait étre expliquée par le rapprochement
génétique.
Conclusion : La cartographie du groupe sanguin ABO et
Rhésus dans cette étude pourrait étre bénéfique pour le centre
national de transfusion sanguine notamment dans sa politique
de quéte de certains groupes spécifiques.
Mots clés : Fréquence, Groupe sanguin, ABO, Rhésus, Mali

Summary
Introduction
The determination of the red cell ABO antigen and Rhesus
blood group is essential for blood safety. There is very little
data on the ethnic and geographic distribution of ABO and
Rhesus blood groups in Mali. The aim of this study is to
establish the frequency of distribution of ABO and Rhesus
blood groups in Mali.
Methodology : The whole blood of 5,438 people from all areas
of Mali, without ethnic distinction, was used to establish the
ABO and Rhesus blood group by plasma and globular methods.
Results: The frequency of blood groups A, B, O and AB, was
estimated with respectively 24.70%, 27.40%, 42.15%, and
5.76%. Rhesus + was the most represented with 93.71%. The
trend of group O, followed by group B was observed in the
regions of Koulikoro, Sikasso, Ségou, Mopti and the District
of Bamako, while that of group O followed by group A was
observed in the regions of Gao and Timbuktu. In all blood
groups (O, B, A, and AB) the “Bambara” ethnic group was the
most represented with respectively 21.82%, 24.36%, 21.07%,
and 21.41%. The Bambara ethnic group is followed by the “Fulani”
ethnic group for group O (21.07%) and group B (17.25%) then
the “Malinké” ethnic group for group A (15.19%), and the
“Sarakolé” ethnic group for the AB group (17.89%).
The ABO antigens and Rhesus blood group estimate in this
study corroborates the ABO phenotypic frequency results
from other West African countries. The high frequency of
phenotype A in the northern regions bordering the Maghreb
could be explained by the genetic connection.
Conclusion: The mapping of the ABO antigens and Rhesus
blood group in this study could be beneficial for the national
blood transfusion center, in particular in its policy of seeking
certain specific groups.
Keywords: Frequency, Blood group, ABO, Rhesus (D), Mali

Correspondance : Dr. Boubacar Doumbia, National Institute
of Public Health/Bamako/Mali, Biomedical Research Laboratory
Department; Medical Biology Laboratory Department, Email:
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INTRODUCTION

Blood group systems have specific
significance in scientific research and in
pathological fields. Among the blood
group systems in humans, the erythrocyte
systems are the best known, in particular
the ABO and Rhesus systems [1]. The
ABO and Rh(D) systems are the first
human polymorphisms recognized at the
molecular level [2]. The discovery of
these systems (ABO and Rh(D)) was
made by Karl Landsteiner in the 1900s.
In medicine, the determination of the ABO
and Rh(D) blood group is essential in
transfusion therapy and in organ
transplants. ABO and Rh(D) antigens are
used as genetic markers and determinants
of blood compatibility between individuals.
These antigens are also one of the first
systems applied in anthropological, genetic
and hematological studies [3].

Although they are considered to be the
human identity card, several studies have
shown that the distribution of the ABO
and Rh(D) antigens reflects the ethnic
diversity of human populations around the
world. Thus in the United States and
Europe, ethnic and racial differences have
been recognized according to ABO and
Rh(D) blood group [4]. The susceptibility
of certain ABO antigens blood groups
with pathologies has been reported in

Doumbia B et al. Frequencies and distribution of ABO
and Rhesus blood groups in Mali

some studies such as cardiovascular
disease for non-O blood groups in
Canada [5], atherosclerosis for blood
group A in the United States [6], Breast
cancer for rhesus positive blood group
A women in Saudi Arabia [7].

In sub-Saharan African countries such as
Burkina Faso the frequencies of blood
group A, B, O and AB were respectively
22.54%,28.56%,43.30% and 5.60% [8];
In the Guinean population, blood groups
O (49%) and B (24%) [9]; The group O
was the most common in Nigeria (52.9%
-57.2%) followed by B (20.7% - 21.3%)
with a predominance of Rh(D) + (94.8%
-97%) [10].

The typing of ABO and Rh(D) antigens in
the whole blood is one of the essential tools
for preventing immuno-pathological risks.

In Mali, there are very few data on the
erythrocyte phenotypes ABO and Rh(D).
In 2009, a multicenter study concerning
French-speaking African countries
showed that in Mali the frequency of O,
A, B, AB and Rh(D) + phenotypes in
blood donors was respectively 41%,
24%, 29%, 6% and 92% [11]. On the
other hand, these data do not integrate
the geographical and ethnic distribution
of the ABO and Rhesus antigens of the
blood group. Thus, the determination of
the ABO and Rhesus blood groups of
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subjects from different areas of Mali will
make available the information necessary
to strengthen policies for stock
management and supply of blood
products and accessories for the whole
country. Such information will make it
possible to establish a geographical and
ethnic distribution of the ABO and Rh(D)
antigens for the whole country.

The aim of this study is to assess the
frequency of geographic and ethnic
distribution of ABO and Rhesus blood
groups in Mali. It is with this in mind that
we wanted to provide information on the
distribution and frequency of ABO and
Rh(D) antigens in Mali.

MATERIALS AND METHODS
Type, period and place of study

This was a cross-sectional study which
took place between March 2016 and
October 2019. The blood samples were
taken by the mobile sampling team of the
National Institute of Public Health in
Bamako, Mali.

Study population and inclusion
criteria

All persons of Malian nationality without
any distinction of age, sex, ethnic and
social categories who provided a whole
blood sample for the characterization of

the ABO antigens and Rhesus (D) blood

group were included in our study.

Data collection and ethical

considerations

The socio-demographic characteristics,
the profile of the ABO and Rhesus system
were collected.

This study was reviewed and approved
by the ethics committee of the National
Institute of Public Health of Bamako
taking into account the free and informed
consent of the participants. The
anonymity of the participants was
respected

Determination of ABO antigens blood
system [9,12]

The ABO antigens blood group system
makes it possible to highlight antigens on
the surface of red blood cells using
specific antibodies or antiserum (Anti-A,
Anti-B, Anti-AB) by a globular test (Beth
VINCENT). And the search for
antibodies in serum or plasma is done
using ABO red blood cells known by a
plasma test (SIMONIN).

The determination of ABO blood group
is carried out by two tests, one of which
confirms the results of the other and on
two different samples carried out by two

technicians.
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Globular method, Beth Vincent
technique

Number the opaline plate for the groups
(A, B, AB); Place 50ul of whole blood in
the boxes of the plate corresponding to
the groups; Distribute a drop of reagents
(Anti-A, Anti-B, Anti-AB) on the drops
of whole blood; Mix the two drops well
by “back-to-back” shaking using the
mesh (suitable for the plate) or carefully
using the end of a hemolysis tube; Read
the result with the naked eye.

Plasma method, Simonin Michon
technique

Number the opaline plate for the test red
cells (A, B and O); Place 50ul of serum
or plasma in the boxes of the plate
corresponding to the test red blood cells;
Distribute a drop of the test red blood
cells (A, B and O) on the drops of serum
or plasma; Mix the two drops well using
the mesh (suitable for the plate) or by
carefully using the tip of the hemolysis
tube; Read the result with the naked eye.
Validation :

The technical validation of the
determination of the ABO blood group
1s based on the absence of abnormal
reaction with all the reagents and a perfect
concordance between the globular and
serum tests of the ABO grouping.

Doumbia B ef al. Frequencies and distribution of ABO
and Rhesus blood groups in Mali

Determination of Rhesus (D) blood
group [9,12]

The Rh blood group system makes it
possible to implement antigens on the
surface of red blood cells using specific
antibodies or antiserum (Anti D).

The red cells should show a negative
reaction with the Rh Control reagent. If
the reaction is positive, the results of the
Rh determination are invalid.

Procedure : Number the opaline plate for
the antibody (Anti D) and the Rhesus
control (Rh Control); Place 50ul of whole
blood in the boxes of the plate
corresponding to Anti D and Rh Control.
Distribute a drop of Anti D and Rh
Control on the drops of whole blood. Mix
the two drops well using the mesh
(suitable for the plate) or carefully using
the end of the hemolysis tube. Read the
result with the naked eye taking into
account that of the control.

The technical validation of the Rhesus blood
group 1s based on the negativity of the red
blood cells with the Rh Control reagent.
Data analysis

Data were entered with Microsoft Excel
software and analyzed using SPSS
version 21.0 software. The chi-square test
or the exact Fischer test was used for the
comparison of categorical variables.
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RESULTS

The present study concerned samples of
5438 people coming from the different
geographical areas of Mali. Men were the
most represented with 52.4%. The age
group [31 - 60 years] was in the majority
with 57.1% and 60.4% came from Bamako.
The most frequent groups were
respectively group O (42.15%), B
(27.40%), A (24.70%) and AB (5.76%).
Rh(D) positive was predominant with
5096 cases, 1.e. 93.71% compared to
Rh(D) negative, which was 342 cases, i.e.
6.29% (Table I).

Geographical distribution of ABO
antigens and Rhesus (D) blood groups

In all geographic areas, the blood type O
was the most frequent with respectively
Bamako (41.96%), Koulikoro (41.79%),
Sikasso (39.82%), Ségou (43.77%),
Mopti (41, 20%), Timbuktu (46.43%),
and Gao (51.67%) except in the Kidal
zone where the AB group was in the
majority with 50% (Table II). Rh(D)
positive was predominant in all groups in
the ABO blood system as well as in all
regions of Mali. (Table III).

Ethnic distribution of ABO and Rhesus
(D) blood groups

The Bambara ethnic was in the majority
in all blood groups O (21.82%), B
(24.36%),A(21.07%),and AB (21.41%);

followed by the “Fulani” ethnic group for
group O (21.07%) and group B (17.25%)
then the “Malinké” ethnic group for group
A (15.19%), and the “Sarakolé” ethnic
group for the AB group (17.89%), (Table
IV). Like the blood group, the “Bambara”
ethnic group was also in the majority for
the Positive and Negative Rhesus
followed by the “Fulani”, “Malinké” and
“Sarakolés” ethnic groups (Table V).

Table I: Socio-demographic and biological
characteristics of the population

Total Percentage (%)
Sex
Male 2805 524
Female 2633 47.6
Age range
10 -30 86 1.6
31-60 3110 57.1
61 -90 2242 41.2
Region
Bamako 3248 60.4
Gao 60 1.1
Kayes 274 5.0
Kidal 6 0.1
Koulikoro 847 15.3
Mopti 267 4.8
Ségou 313 5.7
Sikasso 339 6.1
Tombouctou 84 1.5
Group
A 1343 24.7
B 1490 27.4
AB 313 5.8
@) 2292 42.1
Rhesus (D)
Positive 5096 93.7
Negative 342 6.3
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Table II : Geographic distribution of ABO and Rhesus (D) blood group

Bamako  Koulikoro Sikasso  Ségou Mopti  Timbuktu Gao  Kidal
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Blood group
A 836(25.8) 192(22.7) 80(23.6) 66(21.1) 69(25.8) 20(23.8) 14(233) 2(333)
AB 188(5.8)  43(5.1) 21(62)  20(64)  103.8)  11(13.1) 467  3(50.0)
B 861(26.5) 258(30.5) 103(304) 90(28.8) 78(29.2) 14(16.7) 11(183) 1(16.7)
0 1363(41.9) 354(41.8) 135(39.8) 137(43.7) 110(412) 39(464) 31(51.7) 0(0)
Rhesus (D)
Negative ~ 201(62)  51(6.0) 23(68)  25(79)  15(56)  7(83) 3500 1(16.7)
Positive 3047(93.8)  796(94.0) 316(932) 288(92.1) 252(944) 77(91.7) 57(95.0) 5(83.3)
Total 3248 847 339 313 267 84 60 6
Table III : Distribution of Rhesus (D) according to ABO blood groups
Group A AB B o Total
Rhesus n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Negative 89 (6.63) 13 (4.15) 91(6.11) 149 (6.50) 342 (6.29)
Positive 1254 (93.37) 300 (95.85) 1399 (93.89) 2143 (93.50) 5096 (93.71)
Total 1343 313 1490 2292 5438
Distribution by sex and ABO and DISCUSSION

Rhesus Rh(D) blood groups

In groups A and AB the male sex was
predominant, on the other hand the female
sex was predominant in group O and B.
This predominance was not statically
significant. Rh(D) positive was more
predominant in males (p = 0.0001),
conversely in females, Rh(D) negative was
more represented (p = 0.0168) and that
was statistically significant (Table V).

The Knowledge of the blood profile of
the ABO and Rh(D) blood systems is
important in the field of blood transfusion
and organ transplantation. The present
study provides the geographic and ethnic
distribution of ABO and Rh(D) blood group.
In total the 5438 people constituting our
study samples, 52.4% were men with a
sex ratio of 1.06 in favor of men. This
result was different from that of
Sawadogo et al. in Burkina Faso who
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Table IV : Ethnic distribution of ABO and Rhesus (D) blood groups

Group A AB B 0 Negative Positive
Rhesus (D) Rhesus (D)

Ethnic n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Arabic 6(0.45)  1(032)  0(0) 18(0.79)  1(0.29)  24(0.47)
Bambara 283 (21.07) 67 (21.41) 363 (24.36) 500 (21.82) 82 (23.98) 1131 (22.19)
Bella 0(0) 0(0) 1(0.07)  0(0) 0 (0) 1(0.02)
Bobo 6045  1(0.32) 7(047) 12(052)  0(0) 26 (0.51)
Bozo 17(127)  3(0.96) 38(2.56) 49 (2.14)  7(2.05) 100 (1.96)
Cherif 8(0.60)  3(0.96) 10(0.67) 5(022)  4(1.17)  22(0.43)
Dafing 3(022)  0(0) 13(0.87)  16(0.70)  1(029)  31(0.61)
Diawando 9(0.67) 3(0.96) 4(027) 22(096) 1(0.29)  37(0.73)
Djoula 2(0.15)  0(0) 4(027)  3(0.13)  1(0.29)  8(0.16)
Dogon 63 (4.69) 9(2.88) 64(430) 73(3.18) 14(4.09)  195(3.83)
Ganan 0(0) 1(032)  0(0) 0(0) 0(0) 1(0.02)
Haoussa 2(0.15)  0(0) 0 (0) 4(0.17)  0(0) 6(0.12)
Kakolo 8(0.60) 8(2.56) 17(1.14) 20(1.87) 4(1.17)  49(0.96)
Kassonké 23(1.71)  2(0.64) 30(2.01) 43(1.88) 6(1.75)  92(1.81)
Malinké 204 (15.19) 42 (13.42) 188(12.62) 288 (12.57) 48 (14.04) 674 (13.23)
Maure 38(2.83)  6(1.92) 28(1.88) 44(1.92) 10(2.92) 106 (2.08)
Mianka 22 (1.64%) 10(3.19%) 41 (2.75%) 57 (2.49%) 13 (3.80%) 117 (2.30%)
Mossi 6(045)  4(128) 10(0.67) 12(0.52)  0(0) 32 (0.63)
Peulh 271 (20.18) 44 (14.06) 257 (17.25) 483 (21.07) 53 (15.50) 1002 (19.66)
Samogo 3(022)  0(0) 4(027)  6(0.26) 1(029)  12(0.24)
Sarakolé 168 (12.51) 56 (17.89) 208 (13.96) 296 (12.91) 48 (14.04) 680 (13.34)
Senoufo 47(3.50) 13(4.15) 57(3.83) 68(2.97) 12(3.51) 173(3.39)
Somono 11(0.82)  6(1.92) 18(121) 29(1.27)  6(1.75) 58(1.14)
Sonrhai 116 (8.64) 28(8.95) 100(6.71) 196(8.55) 24(7.02) 416 (8.16)
Tamashek 4(030)  4(1.28) 10(0.67) 16 (0.70) 1(0.29) 33 (0.65)
Touareg 5(037)  0(0) 2(0.13)  8(0.35) 3(0.88)  12(0.24)
Toucouleur 7(0.52)  1(0.32) 8(0.54)  10(0.44)  0(0) 26 (0.51)
Wolof 11(0.82) 1(0.32) 8(0.54)  14(0.61)  2(0.58) 32(0.63)
Total 1343 313 1490 2292 342 5096
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Tableau V : Distribution of ABO and Rhesus (D) blood groups according to sex

Male n (%) e Female n (%) P value

Blood group (N= 2654) (N= 2854)
A 666 (25.1) 693 (24.3) 0.7325
AB 160 (6.0) 157(5.5) 0.8486
B 714 (26.9) 797 (27.9) 0.6637
0] 1114 (42.0) 1207 (42.3) 0.8838

Rhesus (D) (N= 2654) (N= 2853)
Positive 12489 (98.7) 2673 (93.7) 0.0001
Negative 165(1.3) 180(6.3) 0.0168

reported a sex ration of 2.4 [8]. The age
group [31 - 60] years was in the majority
with 57.1%. Bamako was the most
represented geographical area in our study
with 60.4% that can be linked to the status
of Bamako which is the capital of Mali.

In this study, we found that group O was
the most frequent followed by B, A and
AB with 42.15%, 27.40%, 24.70% and
5.76% respectively. These frequencies
are comparable to those conducted in
West Africa, Sawadogo et al. in Burkina
Faso among blood donors with 43.30%
for group O, 28.56% for group B,
22.54% for group A and 5.60% for group
AB; Loua et al. in Guinea with 49% for
group O, 24% for B, 22% for A, and 5%
for AB [8,9], but different from that in
Nigeria where Anifowoshe et al. obtained
for group O, 52.93% followed by group

A, 22.77%, group B, 20.64% and group
AB, 3.66% [13]. On the other hand in
North Africa, Benazi et al. in Algeria
reported for group O, 57.28%, group A,
24.83%, group B, 12.41%, group AB,
5.48% of [14].

Even if group O is more frequent in sub-
Saharan Africa and the Maghreb, however
group B is most common in certain parts
of the world such as in India Agarwal et al.
(37.39%) and Gargetal. (32.07%) [15,16].
Mali, like the other West African
countries, records more than 80% Rh(D)
positive in the population, Siransy et al.
in Cote d’Ivoire (Rh(D) + 92.93%), in
Nigeria Anifowoshe et al. (Rh(D)+
94.9%), Guinea Loua et al. (Rh(D) +
95.9%), and in Cameroon Ndoula et al.
(Rh(D)+96.32%)[9,13,17,18].
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In the southern and central regions of Mali
(Kayes, Koulikoro, Bamako, Sikasso,
Ségou, Mopti), the trend of group O, B,
A and AB was observed. It changes from
group O, A, B, AB in the northern regions
(Timbuktu, Gao), this could be due to
their proximity to certain Maghreb countries
as reported by Benazi et al. in Algeria and
Habti et al. in Morocco [14,19].

The “Bambara” ethnicity was most
common in phenotypes A, B, AB, and
O, this finding can be explained by the
fact that the “Bambara” were the most
represented in our study sample. The
“Fulani” ethnic group came second after
the “Bambara” of the O erythrocyte
phenotype with 21.07%, however Hamed
et al. in Mauritania have found 73.89% of
group O were from the “Fulani” ethnic [20].
One of the limits of this study could be
the size of the sample, a larger sampling
on the whole territory could give a more
complete distribution of the ABO and
Rhesus Rh(D) system in Mali.

The lack of research of irregular
agglutinating antibodies in plasmas could
also influence the determination of the
rhesus Rh(D) blood group antigen.

CONCLUSION
The distribution of ABO red cells antigens
and Rhesus (D) blood groups in Mali
does not differ from that of other

countries in West Africa. Group O
followed by B more frequent in southern
regions while group O is followed by A
in northern regions.

The ethnic and geographic distribution of
ABO erythrocyte groups could be
beneficial for the national blood
transfusion center in its policy of
searching for certain phenotypic groups.
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