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EDITORIAL

Les publications du N° 14 sont toujours aussi variées. Nous félicitons les uns et
les autres pour le travail abattu et les collaborations scientifiques entre départe-
ments et universités. Bientot votre journal aura une version en ligne qui progres-
sivement prendra le pas sur cette version.

Bonne lecture

Le numéro 15 pour I'année 2011 est en cours et attend vos publications.

Dr S.A. AKPONA
Président de la Société de Biologie
Clinigue du Bénin

Notes aux auteurs

La publication d'articles dans le Journal de la Société de Biologie Clinique est subordonnée a leur
acceptation préalable par le Comité de Rédaction.

Les articles proposés ne doivent pas avoir été antérieurement publiés dans une autre revue médicale
ni faire I'objet d'une publication en cours.

Les articles doivent étre dactylographiés en double interlignes, en recto uniqguement et imprimés en
double exemplaires.

Les exemplaires dactylographiés seront sauvegardés sur une disquette ou un CDROM. Les caracté-
ristiques du logiciel de traitement de textes utilisé pour la saisie doivent étre précisées. Il est inutile de
réaliser une mise en page au préalable.

Chaque article, apres le titre et les auteurs (Nom suivi des prénoms) doit obligatoirement comporter
un résumé et des mots-clés en frangais et en anglais. La totalité de I'article ne doit pas dépasser huit
(8) pages au maximum, figures, photos, tableaux et graphiques compris.

Toute iconographie doit étre numérotée et comportée une Iégende. Les photos doivent étre de bonne
qualité sur un format 9 x 13 (cm). Elles doivent comporter au verso, le nom du premier auteur et le
titre de l'article. La reproduction des photos dans le journal se fait en noir et blanc. Tout tirage en cou-
leur implique des frais supplémentaires a la charge de l'auteur.

En bas de la premiere page doivent figurer les noms des établissements ou organismes d'origine et
des auteurs.

Les références bibliographiques doivent comporter les noms puis les prénoms de tous les auteurs de
I'article en question.

La rédaction décline toute responsabilité sur les opinions exprimées dans les articles. Celles-ci n'en-
gagent que leurs auteurs notamment dans les cas de mentions techniques ou de produits pharmaceu-

tiques utilisés.
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ACTIVITE DES TRANSAMINASES : VALEURS DE REFERENCE CHEZ LES
DONNEURS DE SANG SAINS A LOME (TOGO)

FETEKE L., VOVOR A% FOLLIGAN K.2, KUEVIAKOE IM° BALAKY H?,
SEGBENA AY" 3,

1 : Centre National de Transfusion Sanguine de Lomé, Togo, 02 BP 20707 Lomé
2 : Laboratoires du Centre Hospitalier Universitaire Tokoin de Lomé, Togo, BP 57 Lomé
3 : Laboratoires du Centre Hospitalier Universitaire Campus de Lomé, Togo, BP 30824 Lomé

Adresse de correspondance : M. FETEKE Lochina, Assistant chef de clinique en Biochimie a la
FMMP Centre National de Transfusion Sanguine (CNTS) 02 B.P. 20707 Lomé, TOGO.
Tel : (228) 916 29 99. (228) 221 64 30. E-mail : feteke@yahoo.fr, fetekeloch@hotmail.com

RESUME

OBJECTIFS :

- mesurer l'activité ALAT et ASAT selon L’age, le sexe, le poids, la taille et I'lMC ;

- établir les valeurs de référence de I'activité des transaminases chez les donneurs de sang a Lomé ;

- comparer I'activité des ALAT et ASAT obtenue a celle établie par d’autres auteurs.

MATERIEL ET METHODES : Nous avons effectué notre étude sur 230 sujets « sains » a Lomé, sé-
lectionnés parmi les donneurs qualifiés pour le don de sang apres examens médicaux et biologiques.
Les facteurs de variation physiologiques (age, sexe, tailles, poids et Indice de Masse Corporel) ont fait
I'objet de criteres de partition. Les sujets en « état de référence » ont servi a I'établissement des va-
leurs de référence proprement dites. Nous avons mesuré l'activité ALAT et ASAT selon la méthode
FICC a 37°c sur automate de biochimie Lisa 500 plus® des laboratoires Hycel Diagnostics. Les don-
nées obtenues sont analysées suivant une méthode statistique non paramétrique basée sur le calcul
des percentiles.

RESULTATS : Les variations physiologiques de I'activité ALAT sont liées aux facteurs poids, &age,
sexe et a I'lMC ; celles I’ASAT a I'age et le sexe. Les valeurs de référence établies sur la base des
percentiles [2.5% ... 97.5%] varient pour I'activité ALAT, entre 14,0 et 47,0 Ul/ | chez les hommes
contre 13,0 et 45,0 Ul/l chez les femmes ; pour I'activite ASAT, entre 12,0 et 51,0 Ul / | chez les
hommes contre 12,0 et 39,0 Ul /| chez les femmes.

CONCLUSION : Les valeurs de référence de 'activité des ALAT et ASAT obtenues chez les donneurs
de sang de Lomé sont différentes de celles utilisées jusqu’alors par transposition dans nos centres de
santé en absence de valeurs propres.

Mots clés : valeurs de référence, transaminase, donneurs de sang Lomé

SUMMARY

OBJECTIVES:

- to measure the ALAT and ASAT activity according to age, sex, weight, size and BMI;

- to establish the reference values of the activity of aminotransferases among the blood donors in
Lome;

- to compare the activity of ALAT and ASAT to the one established by other authors.

MATERIAL AND METHODS: We did our survey on 230 "healthy" subjects in Lome, selected among
the donors qualified for the blood donation after medical and biologic exams. The physiological factors
of variation (age, sex, size, weight and Body Mass Indice) were the criterias for partition. The subjects
in" state of reference" served to the establishment of the actual reference values. We measured the
ALAT and ASAT activity according to the IFCC method at 37°C on biochemistry automate Lisa 500
plus® of the laboratories Hycel Diagnostics. The data obtained are analyzed according to a non para-
metric statistical method based on the calculation of the percentiles.

RESULTS: The physiological variations of the ALAT activity are bound to weight, age, sex and to the
BMI; those of ASAT to age and the sex. The reference values established on the basis of the percen-
tiles [2.5%... 97.5%)] varied for the ALAT activity, between 14,0 and 47,0 1U/l in men against 13,0 and
45,0 IU/1 in women; for the ASAT activity, between 12,0 and 51,0 Ul/l in men against 12,0 and 39,0 Ul/I
in women.

CONCLUSION: The reference values of the activity of ALAT and ASAT obtained among the blood
donors in Lome are different from those used by transposition for biological analysis interpretation in
our hospitals in absence of our own reference values.

Key words: reference values, aminotransferases, blood donors, Lome
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INTRODUCTION

Les mesures de [lactivité de [Iaspartate-
aminotransférase (ASAT) et de lalanine-
aminotransférase (ALAT) sont deux examens
de laboratoire habituellement demandés pour le
diagnostic et la surveillance des affections hé-
patiques et cardiaques [1].

L’évolution de la médecine, du diagnostic a la
protection de la santé demande que I'on
puisse définir des informations biologiques qui
soient représentatives : de I'état de santé, de
la maladie, mais aussi de toute déviation
méme légére de I'équilibre de I'organisme [2].
Ainsi linterprétation des résultats d’analyses
de biologie médicale nécessite des valeurs de
référence fiables, obtenues sur des individus
sélectionnés a ce but. Lors de l'interprétation
des résultats, de nombreux cliniciens ignorent
que les valeurs de référence utilisées doivent
provenir de la méme population que celle dont
sont issus leurs patients. Or, les valeurs des
constituants biologiques sont souvent influen-
cées par des facteurs entre autres environne-
mentaux et nutritionnels [3]. Si on y ajoute la
notion de variations biologiques intra et interin-
dividuelles, on comprend alors que I'on ne peut
pas transposer indifféeremment les valeurs de
référence d’'un pays a un autre. Ceci se vérifie
dans la littérature ou la variabilité des inter-
valles de référence suscite une attention parti-
culiere [4;5;6;7].

VINCENT-VIRY M. et al, lors d'une étude coo-
pérative internationale en 1987 avaient conclu
a la nécessité d’établir des limites de référence
adaptées selon l'origine géographique et en
prenant en compte le facteur ethnique en
Afrique [8]. SIEST G. et al, en 1982 propo-
saient pour I'avenir, la création des valeurs de
référence de I'individu, obtenues a une époque
de bonne santé [9].

Nous conviendrons par conséquent que les
valeurs de référence de I'activité des transami-
nases au Togo ne sont pas nécessairement
similaires a celles des Européens qui servent
cependant de repére a nos cliniciens. Les va-
riations peuvent provenir de différences géné-
tiques, environnementales entre les différentes
populations mais également des variations
d’'ordre matériel et technique entre les mé-
thodes de mesure.

Ainsi notre étude chez les donneurs de sang a
pour objectif principal de contribuer a
'amélioration de linterprétation des résultats
d’examens de biologie médicale au Togo. Les
objectifs spécifiques sont de :
- mesurer l'activité de 'ALAT et de 'ASAT
selon I'Age, le sexe, le poids, la taille et
I'indice de masse corporelle ;

- établir les valeurs de référence de l'activité
des transaminases dans la population des
donneurs de sang de Lomé ;

- comparer l'activité de 'ALAT et de I'ASAT
obtenues aux activités établies par d’autres
auteurs.

MATERIEL ET METHODES
e Cadre d’étude

Le Centre National de Transfusion Sanguine
(CNTS) et le service des laboratoires du
Centre Hospitalier Universitaire Campus (CHU
Campus) de Lomé ont servi de cadres a cette
étude, le premier pour la collecte et la qualifi-
cation sérologique des échantillons et le se-
cond (unité de biochimie) pour les mesures de
I'activité des transaminases (ALAT et ASAT).

e Matériel d’étude
Population cible, échantillon et période
d’étude
L’étude a porté sur la population des donneurs
de sang bénévoles du Centre National de
Transfusion Sanguine de Lomé au cours de la
période allant de Septembre a Décembre
2005. Notre échantillon était constitué de 230
(deux cent trente) donneurs de sang.
Criteres d’inclusion
- étre présent aux jours et heures de nos pré-
levements : 7 heures a 10 heures les lundi,
mercredi et vendredi ;
- étre déclaré apte au don de sang apres en-
tretien médical et examen clinique ;
- étre a jeun depuis au moins 10 heures ;
- étre exempt de consommation d’'alcool, de
tabac, de médicament et ne pas avoir eu
d’activités physiques intenses dans les 3
jours précédant le prélévement ;
- avoir un profil sérologique négatif aux mar-
queurs viraux d’hépatites transfusionnelles
(hépatites Bet C) et au virus de
limmunodéficience humaine (VIH).
Criteres de partition
Nous avons réparti notre population d’étude en
sous échantillons suivant des facteurs de va-
riation physiologiques et sociodémographiques
susceptibles d'influencer l'activité des transa-
minases tels que I'dge, le sexe, la taille, le
poids et I'indice de masse corporelle (IMC).
Prélevement, conservation et méthode de
dosage
Sur chaque donneur a été prélevé a la suite de
la poche de sang, un échantillon de 5 ml de
sang sur tube sec. Les sérums hémolysés
aprés centrifugation sont exclus de I'étude. Les
sérums sont transportés en conteneur iso-
therme a +4°C vers le laboratoire de biochimie
du CHU Campus a 3 km et le dosage des
transaminases est effectué a l'aide de la mé-
thode recommandée par la FICC en présence

Journal de la Société de Biologie Clinique, 2010; N° 014 ; 5-13
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du phosphate de pyridoxal a 37°c sur auto-
mate Lisa 500 plus® des laboratoires Hycel
diagnostics. Les échantillons sont conservés a
4°C chaque fois que les mesures étaient diffé-
rées. Tous les échantillons sont analysés dans
un délai de 48 heures.

Recueil des données

L'étude a rassemblé des données sociodémo-
graphiques et biologiques qui sont présentées
sous forme de dossiers individuels. Un entre-
tien préalable visant a expliquer l'objet de

RESULTATS

Données démographiques.
Age et sexe

I'étude, les résultats escomptés et leurs utilités
éventuelle a été réalisé afin d’obtenir un con-
sentement éclairé de chaque sujet.

Analyse des données

Nous avons calculé pour chaque constituant la
médiane et les percentiles 2,5% et 97,5 %
représentant les valeurs de référence. Le coef-
ficient de corrélation non paramétrique de
Spearman a permis d’évaluer le sens de varia-
tion des constituants biologiques couplés aux
facteurs de variation retenus.

L’échantillon retenu était constitué de 230 sujets apparemment sains dont 'age variait entre 18 et 60
ans avec un age médian de 25 ans. Le tableau | présente leur répartition selon les tranches d’age et
le sexe. On observe une prédominance des donneurs du sexe masculin avec un sexe ratio (hommes /
femmes) de 3,14.

Tableau | : Répartition des donneurs retenus selon les tranches d’ages et le sexe

Tranches d’age (ans) Hommes femmes
N % N %
18-20 09 3,91 04 1,74
20-30 126 54,78 40 17,39
30 et plus 40 17,39 11 4,78
Total 175 76,09 55 23,91

Poids
Le poids des donneurs variait entre 50 et 115 kg avec un poids médian de 64 kg. Le tableau Il montre
sa répartition en fonction du sexe.

Tableau Il : Répartition des donneurs suivant le poids et le sexe

Tranches d’age (ans) Hommes femmes
N % N %
18 -25 90 39,13 29 12,61
26 -35 68 29,57 22 9,57
36 —45 12 5,22 4 1,74
46 et plus 5 2,17 0 0,00
Total 175 76,09 55 23,91

Taille
La taille a varié entre 149 — 192 cm avec une taille médiane de 170 cm. Le tableau lll présente la ré-
partition des donneurs en fonction de la taille et du sexe.

Tableau lll : Répartition des donneurs suivant la taille et le sexe.

Taille (cm) Hommes femmes
N % N %
Moins de 159 01 0,43 13 5,65
160 — 169 47 20,43 37 16,09
170 -179 94 40,87 5 2,17
180 et plus 33 14,35 0 0,0
Total 175 76,09 55 23,91

Journal de la Société de Biologie Clinique, 2010; N° 014 ; 5-13
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Indice de Masse Corporelle (IMC)

La grande majorité des donneurs (73,5% tous sexes confondus) sont normaux par rapport a I'lMC.
Sont en surpoids 16,1% d’entre eux. Le tableau IV montre la répartition des donneurs en fonction de
'IMC.

Tableau IV. Répartition des donneurs suivant I'indice de masse corporelle (IMC)

IMC (Kg/m2) Hommes femmes
N % N %
Moins de 18,5 20 8,70 04 1,74
18,5-25 141 61,30 28 12,17
Plus de 25 14 6,09 23 10,0
Total 175 76,09 55 23,91

Fiabilité des méthodes d’analyse utilisées

Les méthodes utilisées (méthodes recommandées par FICC a 37°C) ont été évaluées dans les condi-
tions de travail de notre laboratoire par I'utilisation d’'un sérum de contréle de valeurs connues. Nous
avons effectué 10 dosages de ce sérum et toutes les valeurs se situent dans l'intervalle de confiance
fixé par le fabricant. Par ailleurs, les transaminases chez les donneurs de sang ont été dosées dans
10 séries d’examens dans lesquelles le sérum de contrOle est inséré a chaque fois. La méthode s’est
révélée aussi bien précise qu’'exacte. Les résultats de ce contrble figurent dans le tableau V.

Tableau V. Evaluation de la fiabilité des méthodes utilisées (méthodes recommandées par FICC a
37°C) a travers les résultats de dosage du sérum de contrdle.

Valeurs du fabri-  Exactitude (résultats du  Précision (résultats du labo-
Constituant cant en UI/L (cible, laboratoire) ratoire)
analysé intervalle de con- Valeur t calculé CV intrasériel CV intersé-
fiance) moyenne (%) riel (%)
ALAT 45 (37 - 53) 45,90 1,87 2,70 3,39
ASAT 38 (32 — 44) 37,30 -1,36 2,92 4,38

t critique =t (0,05 ; 9) = 2,262 ;

|t calculé| = 1,87 pour ALAT

|t calculé| = 1, 36 pour ASAT

|t calculé| < t critique, la méthode est donc exacte.

Variations biologiques de I’activité des transaminases
Les facteurs de variation : age, sexe, poids, taille, indice de masse corporelle ont été pris en compte.

Variations de I'activité des transaminases suivant I’age et le sexe
ALAT et ASAT augmentent avec I'dge dans les deux sexes. Tableaux Vla et Vib

Tableau Vla — Activité ALAT (UI/ 1) suivant les tranches d’ages et le sexe

Age (ans) Hommes Femmes
N M* (Percentiles [2,5-97,5]) N M* (Percentiles [2,5-97,5])
18-25 90 24 (13-62) 29 17 (13-52)
26 — 35 68 27 (15-64) 22 20 (13 —-45)
36 —45 12 29 (19-64) 4 21 (18- 60)
> 46 05 28 (15-65) 0 NA**
* médiane

** non applicable
Corrélation ALAT — age : r = + 0,125. (r : coefficient de corrélation de Spearman).
L’activité ALAT augmente avec I'age dans les deux sexes.

Journal de la Société de Biologie Clinique, 2010; N° 014 ; 5-13
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Tableau VIb - Activité ASAT (Ul/ 1) suivant les tranches d’ages et le sexe
Age (ans) Hommes Femmes
N M* (Percentiles [2,5-97,5]) N M* (Percentiles [2,5-97,5])
18 -25 90 26 (13 - 50) 29 24 (8 -49)
26 -35 68 27 (13 - 51) 22 26 (12 - 41)
36 —45 12 30 (20 - 59) 4 29 (17 - 53)
> 46 05 30 (23 - 40) 0 NA**
* médiane

** non applicable
Corrélation ASAT —age =r =+ 0,103.
L’activité ASAT augmente avec I'age dans les deux sexes.

Variations de I'activité des transaminases suivant le poids et le sexe
ALAT augmente avec le poids dans les deux sexes. Tableau Vlla
ASAT (Ul/ 1) indépendante du poids. Tableau Vlib.

Tableau VII a — Activité ALAT (UI/l) suivant le poids et le sexe.

Poids (kg) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
50 — 59 23(13-55) 16 (13 - 39)
60 — 69 25 (15-64) 17 (13 - 45)
70-79 27 (15-64) 19 (14 - 41)
>80 35 (19 - 71) 22 (18 - 60)
* médiane

r=+0, 138 chez les hommes et r = + 0, 113 chez les femmes.
L’activité ALAT augmente avec le poids dans les deux sexes.

Tableau VII b — Activité ASAT (Ul / I) suivant le poids et le sexe.

Poids (kg) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
50 — 59 25 (18 - 49) 29 (16 - 53)
60 — 69 27 (13 -56) 23 (8 -41)
70-79 27 (12- 59) 22 (12 - 60)
>80 35 (23 - 45) 28 (24 - 47)
* médiane

r = + 0,037chez les hommes et r = - 0,100 chez les femmes.
—L’activité ASAT (Ul/ |) indépendante du poids.

Variations de I'activité des transaminases suivant la taille et le sexe
ALAT augmente avec la taille dans le sexe féminin et diminue avec la taille dans le sexe masculin
(Tableau Vllla et VlIb)

Tableau Vllla — Activité ALAT (Ul/ 1) suivant la taille et le sexe

Taille (cm) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
<159 18,0 (-)** 19,0 (13,0 - 43,0)
160 — 169 25,0 (16,0 - 65,0) 18,0 (13,0 - 45,0)
170 -179 24,0 (13,0 - 62,0) 26,0 (19,0 - 52,0)
> 180 26,0 (16,0 - 47,0) NA***
* médiane

** non calculable car N = 1
*** non applicable car N =0

r=-0, 116 pour les hommes et r = + 0,194 pour les femmes.

L’activité ALAT diminue avec la taille dans le sexe masculin.

L’activité ALAT augmente avec la taille dans le sexe féminin et diminue avec la taille dans le sexe
masculin.
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Tableau VIIIb : Activité ASAT (Ul /1) suivant la taille et le sexe

Taille (cm) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
<159 15,0 (-)** 28,0 (16,0 - 41,0)
160 — 169 27,0 (16,0 - 69,0) 26,0 (8,0 - 60, 0)
170 -179 26,0 (12,0 - 57,0) 24,0 (12,0 -58,0)
> 180 25,0 (13,0 - 50,0) NA***
* médiane

** non calculable car N = 1
*** non applicable car N =0

r=-0,101 pour les hommes et r = - 0,115 pour les femmes.
L’activité ASAT diminue avec la taille dans les deux sexes.

Variations de I'activité des transaminases suivant I'indice de Masse Corporelle et le sexe

L’activité ALAT augmente avec I'lndice de Masse Corporel dans les deux sexes (Tableaux Ixa et IXb)

Tableau IXa : Activité ALAT (Ul/l) suivant I I'Indice de Masse Corporelle (IMC) et le sexe

IMC (kg/m2) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
<18,5 20 (13-62) 17 (12 — 44)
18,5-25 24 (14 -57) 20 (16 — 41)
> 25,0 29 (21 — 65) 23 (17 — 53)
* médiane

r=+ 0,271 chez les hommes et + 0,198 chez les femmes
L’activité ALAT augmente avec I'lndice de Masse Corporel dans les deux sexes.

Tableau IXb : Activité ASAT (Ul/l) suivant I’ I'lndice de Masse Corporelle (IMC) et le sexe

IMC (kg/m2) Hommes Femmes
M* (Percentiles [2,5-97,5]) M* (Percentiles [2,5-97,5])
< 18,5 23 (15-47) 22 (12-49)
18,5-25 24 (13 -69) 19 (8 — 60)
> 25,0 24 (19 — 52) 25 (16 — 53)
* médiane

r = + 0,043 chez les hommes et - 0,102 chez les femmes
— L’activité ASAT semble indépendante de I'Indice de Masse Corporel dans les deux sexes.

Variations de I'activité des transaminases dans la population d’étude

Les activités ALAT et ASAT sont relativement plus élevées dans le sexe masculin. L'intervalle des
valeurs entre les percentiles 2,5 et 97,5 regroupant les 95% des sujets va de 13 a 65 Ul/l chez
I’'hnomme et de 13 a 60 chez la femme pour les ALAT. Ces valeurs sont de 12 a 69 Ul/I chez ’lhomme

et de 8 a 59 chez la femme pour les ASAT (Tableaux Xa et Xb).

Tableau Xa : Activité ALAT dans la population Tableau Xb — Activité ASAT dans la popula-
d’étude tion d’étude

Percentiles Hommes Femmes Percentiles Hommes Femmes

(%) (N=175) (N =55) (%) (N=175) (N =55)

2,5 13 13 2,5 12 8

50 25 19 50 27 26

95 61 45 95 51 44

97,5 65 60 97,5 69 59
L’activité ALAT est relativement plus élevée L’activité ASAT est relativement plus élevée
dans le sexe masculin. dans le sexe masculin.
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Valeurs de référence de I'activité des transaminases chez les donneurs de sang au Togo

(ages : 20 — 30 ans).

L'intervalle des valeurs de référence entre les percentiles 2,5 et 97,5 regroupant les 95% des sujets
en état de référence va de 14 a 47 Ul/l chez I'hnomme et de 13 a 45 chez la femme pour les ALAT. Ces
valeurs sont de 12 a 51 Ul/l chez 'homme et de 12 & 39 chez la femme pour les ASAT (Tableaux Xla

et Xlb).
Tableau Xla : Valeurs de référence de I'activité
ALAT (Ul /I).

Percentiles Hommes Femmes

(%) (N=175) (N =55)

2.5 14 13

50 24 17

95 45 37

97,5 47 45
DISCUSSION

Limites et contraintes

Cette étude transversale réalisée au CNTS
pour le recrutement de la population d’étude et
au CHU-Campus de Lomé pour les dosages
biochimiques des transaminases sur la période
de septembre a Décembre 2005 a présenté
des limites liées a:

- la taille de I'échantillon: si la taille de
I’échantillon (230 individus) est suffisante
pour étudier les transaminases dans la po-
pulation des 7000 donneurs de sang de
2005, la stratification en fonction de I'age,
du poids, de 'IMC par exemple laisse appa-
raitre des strates de petite taille (moins de
30 individus) ce qui réduit la validité des va-
leurs obtenues pour la strate correspon-
dante.
inexistence d'un protocole standard
d’établissement des valeurs de référence
en biologie clinique est source de difficultés
dans la comparaison des résultats obtenus
avec ceux d’autres auteurs.
le choix des donneurs de sang comme po-
pulation de référence : les dons de sang
réguliers n’ont-ils pas d’influence sur les pa-
rametres biologiques étudiés ?

Données sociodémographiques

La présente étude a porté sur un échantillon
de 230 donneurs "sains" retenus apres exa-
mens clinique et sérologique. Parmi eux 149
sujets d’ages variant entre 20 et 30 ans inclus
avec un IMC inférieur a 25 ont servi a
I'établissement des valeurs de référence.

Dans I'ensemble, nous avons obtenu plus de
donneurs hommes (76,1%) que de donneurs
femmes (23,9%) soit un ratio (3/Q) de 3,14,
reflétant la faible participation des femmes par
rapport aux hommes au don de sang au Togo
contrairement a ce qui sa passe en France [10]
ou il y a un peu plus de femmes (50,1%) que
d’hommes (49,9%).

Tableau Xlb : Valeurs de référence de
I'activité ASAT (Ul /).
Percentiles Hommes Femmes

(%) (N=175) (N =55)
2,5 12 12
50 26 24
95 50 38
97,5 51 39

Le poids des donneurs retenus a varié entre
50 et 115 kg avec une médiane de 64 kg. La
taille, entre 149 et 192 cm avec une médiane
de 170 cm. Les hommes ayant présenté des
tailles plus grandes que les femmes.

Variations analytiques de lactivité des
transaminases

Les résultats d’évaluation de I'exactitude et de
la précision des méthodes de dosage montrent
que ces méthodes sont fiables et nous permet-
tent d'exclure les biais analytiques. Pour
I'exactitude, la comparaison a I'aide du test t
de Student (itcali< tcritiq= 2,262) fait appa-
raitre qu’il N’y a pas de différence significative
entre la valeur cible du sérum et la moyenne
obtenue au risque & = 5%. Quant a la préci-
sion, les coefficients de variation intra-sériels
(répétabilité) et inter-sériels (reproductibilité)
respectivement égales a 2,7% et 3,39% pour
ALAT ; 2,92% et 4,38% pour ASAT permettent
d’affirmer que les méthodes utilisées ont une
bonne précision comparativement aux CV
rapportés par VINCENT —VIRY et al [4 ; 5].

Variations biologiques de Iactivité des
transaminases

Les résultats obtenus montrent une corrélation
positive entre I'activité des transaminases et le
facteur age. Cette augmentation de Il'activité
des transaminases quand on progresse en age
est plus significative pour ALAT (r = + 0,125)
que pour ASAT (r = + 0,103). Nos résultats
concordent avec les constatations de SIEST et
al [1] sur la tranche d’age de notre étude.
VINCENT - VIRY et al [4; 5] ont tiré la méme
conclusion. Cette augmentation suivant I'age
pourrait s’expliquer par le couplage des fac-
teurs de variation morphologiques et physiolo-
giques avec 'age.

D’autre part I'activité des transaminases obte-
nue dans une méme tranche d’age est nette-
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ment plus élevée dans le sexe masculin que
féminin. Ceci est en accord avec la littérature
[1; 3; 4; 5; 6] et confirme la nécessité
d’interprétation de I'activité transaminase selon
le sexe. Ces écarts selon le sexe seraient en
partie liés aux décalages des variations mor-
phologiques et physiologiques suivant I'age
entre les 2 sexes.

Les taux évalués des transaminases témoi-
gnent d’une corrélation positive entre ALAT et
le poids: r = + 0,138 pour les hommes;
r = + 0,113 pour les femmes. L’activité ALAT
augmente avec le poids dans les deux sexes.
ASAT cependant semble indépendante du
facteur poids (r/ hommes = +0,037;
r/ femmes = - 0,100 et r /mixte = - 0, 011).
SIEST et al [1] ont trouvé dans une population
mixte une corrélation ALAT/ poids plus forte :
r =+ 0,20 et une corrélation ASAT / poids plus
faible r = - 0,14 chez les hommes contre
r=-0,19 chez les femmes.

L’évaluation de lactivité des transaminases
suivant la taille montre une diminution propor-
tionnelle de I'activité ASAT avec la taille dans
les deux sexes (r = - 0,115 chez les femmes et
r = - 0,101 chez les hommes). L'activité ALAT
au contraire présente des variations diffé-
rentes suivant le sexe.

En effet, tandis qu’elle diminue avec la taille
chez les hommes
(r=-0,116), chez les femmes ALAT augmente
avec la taille (r =+0,194). Cette différence
suivant le sexe nous amene a penser que la
variation de I'activité ALAT serait indépendante
du facteur taille. Nos résultats sont sem-
blables a ceux de SIEST et al [1] pour I'activité
ASAT (r = - 0,148 chez les hommes;
r = - 0,371 chez les femmes). Par contre,
I'activité ALAT augmente avec la taille dans le
sexe masculin (r = + 0,014) selon les résultats
obtenus par SIEST.

Ces différences de variation s’expliqueraient
par les dissemblances de nos populations
mais aussi par I'existence d’autres facteurs
sous-jacents conditionnant ces variations.

Lindice de masse corporelle permet
d’'apprécier le statut pondéral d’'un sujet en
croisant le poids et |a taille.

Nos résultats révelent que [lactivite ALAT
augmente avec I'IMC dans les 2 sexes
(r =+ 0,271 chez les hommes; r =+ 0,198
chez les femmes) tandis que I'ASAT semble
indépendante de ce facteur
(rhommes= + 0,043 ; r/femmes= - 0,102).
VINCENT-VIRY a observé les mémes sens
variations [4 ; 5].

Comparaison de nos valeurs de référence
avec celles d’autres auteurs

Nous avons établi les valeurs de référence de
I'activité des transaminases (ALAT ; ASAT) a
37°C sur un échantillon de 149 donneurs de
sang en état de référence. L’état de référence
est défini par un age compris entre 20 et 30
ans, I'absence de surcharge pondérale (IMC <
25), la non consommation d'alcool et de ta-
bac, I'absence de prise médicamenteuse et de
maladie apparente [9]. L’échantillon ainsi rete-
nu est composé de 120 sujets masculins et 29
sujets féminins.

Nos valeurs de référence sont plus élevées
que celles proposées avec les kits de réactifs
utilisés, qui servent cependant de valeurs de
référence a nos populations. Ces valeurs ne
sont définies que par rapport a leurs limites
supérieures qui s'évaluent a : 40,0 Ul/l et 32,0
Ul pour ALAT, respectivement chez les
hommes et chez les femmes ; 38,0 Ul/l chez
les hommes et 31,0 Ul/l chez les femmes pour
ASAT [11;12].

En Céte d’lvoire, YAPO et al [6] ont obtenu des
activités ALAT moins élevées avec celles
ASAT superposables. Ces activités varient
entre 8,3 et 36,1 Ul/ | chez les hommes contre
5,6 et 33,4 Ul /| chez les femmes pour ALAT ;
10,8 4 49,3 Ul / | chez les hommes contres 7,7
a 46,2 Ul / | chez les femmes pour ASAT. En
France, SIEST et al [1] ont obtenu a 37°c dans
le sexe masculin, une variation de 12,7 a
40 Ul / | pour ALAT et 13,0 a 31, 0 Ul / | pour
ASAT.

Ces valeurs relativement faibles pour certains
seraient dues certes aux facteurs environne-
mentaux et nutritionnels entre les différentes
populations mais aussi a I'hétérogénéité des
méthodes d’analyses et statistiques utilisées.

CONCLUSION

Les valeurs de référence obtenues sur 'activité
des transaminases chez les donneurs de sang
a Lomé au Togo sont différentes de celles qui,
en I'absence de valeur propres a notre popula-
tion, étaient utilisées jusqu’alors par transposi-
tion dans nos laboratoires de biochimie.

Ces valeurs devraient pouvoir servir de base a
l'interprétation des résultats observés dans nos
laboratoires. Toutefois, une question reste
posée : les valeurs de référence obtenues
chez les donneurs de sang de Lomé sont-elles
représentatives du donneur de sang au Togo ?
De la population générale au Togo ? Cette
question ne trouvera sa véritable réponse qu’'a
la suite d’'une enquéte sur les populations dans
leurs milieux. Il reste donc a élargir le champ
d’étude aussi bien en terme de population que
de parameétres biologiques.
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RESUME

Une cytométrie par analyse d'images des macrophages alvéolaires (PAM) a été réalisée sur des
frottis de cellules recueillies par lavage broncho-alvéolaire (BAL) chez des volontaires (n = 6) et chez
des patients souffrant de pathologies pulmonaires interstitielles (n = 24). La surface des cellules (SC),
le facteur de forme (FF) et le rapport nucléo-cytoplasmique (RNP) ont été mesurés sur un échantillon
moyen de 300 cellules choisies au hasard par patient. A partir de criteres morphométriques multi
variés utilisant ces parametres, 6 sous-populations de PAM ont été définis et leur distribution a été
étudiée dans I'échantillon de chaque patient.

Les résultats ont montré des différences dans le profil cytologique des PAM selon I'état
physiopathologique du patient. En particulier, la répartition des monocytes-macrophages et celle des
grands PAM ont été significativement différents (p <.001) entre les groupes physiopathologiques. En
revanche, le profil des sous populations macrophagiques a été similaire dans la plupart des patients
au sein du méme groupe pathologique.

Ces résultats suggeérent I'existence d'une relation significative entre la répartition des sous-types de
PAM et I'état de linterstiium pulmonaire. Une fréquence relative des types de monocytes-
macrophages 1 + 2) atteignant 0,36 de cellules récupérées par BAL semble étre de grande valeur
prédictive de la sarcoidose (> 90%). Ainsi, 'automatisation de la procédure peut devenir un outil utile
dans le diagnostic et le suivi dans de nombreuses maladies du poumon.

Mots clés : Sous-types de Macrophage Alvéolaires / Cytométrie par Analyse d’Images / Sarcoidose /
sclérodermie / SIDA

SUMMARY

Image analysis cytometry of Pulmonary Alveolar Macrophages (PAM) was performed on smears of
cells recovered by bronchoalveolar lavage (BAL) from volunteers (n = 6) and patients suffering lung
interstitial derangements (n = 24). Cell area, form factor and nuclear to cytoplasmic ratio were
measured on an average sample of 300 randomly chosen cells per patient. From morphometric
multivariate criteria using these parameters, 6 subpopulations of PAM were defined and their
distribution was studied in the sample from each patient.

Results showed differences in PAM cytology profile according to patient physiopathologic state.
Particularly, the distribution of monocyte-macrophages and large PAM were significantly different
(p < .001) between physiopathological groups. By contrast, the PAM subsets profile was similar in
most of patients within the same pathology group.

These findings suggest the existence of a valuable relation between the distribution of PAM subtypes
and the state of the lung interstitium. A relative frequency of monocyte-macrophage types achieving
0.36 of cells recovered by BAL appeared to be of high predictive value of sarcoidosis (> 90%). Thus,
as automated, the procedure can become a useful tool in diagnosis and survey in lung diseases.

Key words : Pulmonary Alveolar Macrophage subtypes/Image Analysis Cytometry/ Sarcoidosis/
Scleroderma/ AIDS
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INTRODUCTION

Identification and quantitative study of cell
subpopulations remain the basis of
bronchoalveolar lavage fluid (BAL) cytological
examination. Assessed by total and
differential cell counts, these samples provide
a valuable means of evaluating inflammatory
and immune processes of the human lung
[1, 3, 9, 30, 31, 43]. BAL constituents have
been shown to reflect inflammatory and
immune processes occurring in the alveolar
structures [18, 24, 38]. Thus, BAL cell
characterization is the current method for
classification of alveolitis, whose evaluation is
of major interest during interstitial and
infectious lung disorders [12, 26, 31, 35]. In
this purpose, lymphocytosis and
polymorphonuclear levels are the most
investigated criteria, and the existence of
correlations were established between
lymphocytosis, lymphocyte subsets,
polymorphonuclear levels and lung diseases
i. e. sarcoidosis, idiopathic pulmonary fibrosis
(IPF), tuberculosis or connective systemic
disorders [8, 12, 14, 16, 22, 23, 28, 34, 42].
Pulmonary alveolar macrophages (PAM)
represent an average of 90% of cells
recovered by BAL [20, 28, 38, 40].
Furthermore, they have been found to play a
central role during interstitial lung diseases [4,
25, 27, 37]. However, changes in PAM
morphology in these circumstances remain
poorly investigated.

Recent data suggest that morphological
characteristics of PAM might reflect their
functional state. Indeed the existence of
correlations between PAM morphological
characteristics and lung state was recently
proposed in human. First studies were
performed mainly on histological specimens
[10, 19, 20]. Then, authors described
morphological aspects of PAM recovered in
BAL during some interstitial  lung
derangements [6, 22, 39, 41]. In our
experience of evaluating alveolitis, including
assessment of PAM morphology in addition to

conventional cell count and differential count,
we observed differences in PAM types
present in samples obtained from patients
with different lung disorders and similarities in
samples from patients suffering from the
same disorders. Since there may be
questions of objectivity and reliability of such
observations based on direct eye assessment
on microscopical preparation [2, 5, 32, 33,
36], we undertook quantitative evaluation of
morphometrical characteristics of PAM in BAL
from patients with different lung pathologies
by using image analysis cytometry. Our aim
was first to test the existence of differences in
distribution of PAM types in these
circumstances. In addition, we attempted to
determine if morphometric multivariate criteria
applied to PAM subsets recovered by BAL
might be of high predictive value in diagnosis
and/or survey in lung diseases.

MATERIALS AND METHODS

Study population

Thirty (30) bronchoalveolar lavage fluids
(BAL), rated satisfactory according to criteria
previously described [1, 11, 30, 43], were
examined by image analysis cytometry. The
samples were taken from patients of the same
hospital, mainly the department of
pneumology unit. The study population was
divided into 4 groups: volunteers (A = 6)
including two smokers; patients with
sarcoidosis (B = 9) with lung involvement in
different stages of the disease course;
patients with scleroderma (C = 8), with or
without clinical or radiological evidence of lung
involvement; immunocompromised patients
(D = 7) investigated for infectious pneumonitis
research.

These patients consisted of 15 males and 15
females, with a mean age of 38.8 (23-75).
More detailed information concerning the
subjects and the physiopathologic groups is
summarized in table 1.
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Table 1: Distribution of patients according to their physiopathological state.

State Size Mean Age Clinical informations
(Male-Female) (range)
Volunteers (A) 6 29.6 -1 of them had an abnormal cell differential
(5-1) (24-38) count and might not represent a healthy
volunteer.”
Sarcoidosis ** (B) 9 40 -5 in stage | or not specified, 3 in stage Il and
(4-5) (26-50) 1 in an outbreak evolutive state.
Scleroderma (C) 8 45.6 -3 of them had clinical and radiological
(1-7) (23-62) evidence of lung involvement.
Immuno- 7 37.6 -5 of them were positive for VIH; 1 was a
compromised (D) (5-2) (27-75) Hodgkin lymphoma patient being treated by
chemotherapy; the last one was at the
beginning of investigations for probable AIDS.
-All the patients presented clinical symptoms
of pneumonitis.
Total 30 38.8
(15-15) (23-75)

* This patient’s BAL cell differential count was: Lymphocyte 12%, Polymorphonuclear 7%, Macrophage 81%
** In the sarcoidosis group, all differential counts except 1 (12%) revealed a lymphocyte level > 25%.
The last one presented lung interstitial abnormality revealed by X-ray at the time of BAL recovery.

Bronchoalveolar and cell processing

The BAL procedure was similar for all cases, as recommended elsewhere [7, 21, 29]. The lavaged
area was the lingual. The mean fluid recovered was 85 ml. pooled fluid was transported in siliconized
sterile glass flask to the laboratory within 30 minutes of recovery.

Before any filtration or centrifugation, a total cell count was performed in a hemocytometer, coupled
with a viability test (trypan blue 1%). Lavage fluid was then divided in two conic tubes and centrifuged
at 250g for 10mn. Monolayer smears were prepared manually from the cell pellets. The smears were
air dried and stained by the May-Grunwald Giemsa method (MGG) and then submitted to
microscopical image analysis.

Microscopical image analysis of PAM

Analysis was performed by using a microscope-linked, PC-based image analyser SAMBA TM 2005
(Alcatel, TITN Meylan, France). Each smear was analysed with a 40 X objective (X 400) by a
stereotyped scanning method sufficient for accurate sampling in all slide areas. An average sample of
300 randomly chosen PAM was analysed for each smear. The image of each microscopical field was
taken by a CCD camera. The video image was digitalized with 256 grey-value resolution in an image
format of 512 X 512 pixel, and sent to a PC monitor. From a preliminary study, from each
microscopical field, an automated selection of PAM, based on criteria of cell size was performed.
Nevertheless, the decision to validate a cell as PAM was made by the operator (cytologist) who could
observe the cell in the selected microscopical field before making the decision. For each selected cell,
different parameters were measured: cell area (CA); cell perimeter (P); cell form factor (FF =
P2/4'ITCA); and the nuclear area (NA). The nuclear to cytoplasmic ration (NCR) was computed
secondarily (as NA/CA).

From combinations of the measured parameters and by referring to PAM morphology as described by
cytologists, different classes of PAM were defined, according to multivariate criteria (figure 1).
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Cell NCR Form
area

>0.30 0.25 - <0.25 Factor

Mono 1 <18

<300 Mono 2 >1.8

Interm 1 Interm 2
LPA <18
>700 LHA >1.8

Figure 1: Criteria used for determination PAM subpopulations *
Double stroke indicates that corresponding parameter was not used in the definition of the
macrophage subtype.
* Mono 1 = true monocyte-macrophage; Mono 2 = monocyte-like macrophage
Interm 1= Intermediate macrophage; Interm 2 = Intermediate-like macrophage
LPA = Large poorly active macrophage; LHA = Large highly active macrophage.

One BAL was used for validation of the procedure. For’ this purpose, the BAL fluid was divided in 3
aliquots which underwent successive centrifugations in the same conditions. During management of
one aliquot, the others are placed at + 4°C to prevent cell dying. From the cell pellet of each aliquot,
two smears were prepared, air dried, and then stained by MGG. The resulting 6 smears were
subjected to microscopical image analysis. Furthermore, to assess the repeatability of the
measurements, three cells (a small PAM, a medium sized PAM and a large PAM were analysed 30
times. The procedure of data acquisition was newly initiated for each of the 30 measurements.

Data analysis

For the statistical analysis the data in all groups were tested for normality.

In descriptive statistics, data are expressed as mean + SEM, or frequency distributions of classes of
PAM within the groups.

Comparative analyses of the means of parameters within and between groups were carried out by
variance analysis (ANOVA), using PLSD of Fischer and Dunn’s tests.

Comparative analysis of the distribution of cell types within a group and between groups was carried
out by using a contingency table (Chi test).

RESULTS

Validation of morphometric analysis of PAM

To assess the reproducibility of measurements, 6 smears obtained from the same BAL were
compared. Cell area, form factor and nuclear to cytoplasmic ratio were estimated for samples of PAM
present in these smears (Table 2).
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Table 2: Validation of the procedure of PAM image analysis cytometry: between smears variation.*
6 smears were performed from the same BAL. Morphological parameters were assessed by image
analysis on PAM in the different smears.

Slide Cell sample Cell area (um®) Form Factor NCR
Number size (mean +SEM) (mean +SEM) (mean +SEM)
1 325 266 1.67 0.368

(x7) (£ 0.04) (£ 0.007)
2 223 257 1.58 0.368
(x7) (£ 0.04) (£ 0.007)
3 274 272 1.67 0.369
(x9) (£ 0.04) (£ 0.006)
4 262 262 1.65 0.370
(£ 8) (£ 0.04) (£ 0.006)
5 227 254 1.59 0.364
(£ 8) (£ 0.04) (£ 0.007)
6 221 253 1.61 0.366
(£ 8) (£ 0.04) (£ 0.007)

* Between smears variation compared by variance analysis revealed not significant (p > 0.05) whatever the
parameter and/or the compared smears.

Cell perimeter was used only for computing the cell form factor. Variance analysis revealed no
differences (P > 0.05) among data obtained from the 6 stained smears from the same BAL.
repeatability was also assessed on 3 selected cells. Thirty analysis of each cell yielded coefficient of
variation of less than 5% for all parameters.

Morphological characteristics of PAM

In table 3 are summarized descrlptlve results of data from the study population as mean + SEM. PAM
area ranged between 87 and 2040pm More than 92% of the total PAM sample (9735 cells) were less
than 700um? i.e. 30um diameter. The higher means of cell area were observed in scleroderma and
AIDS, while lower mean was observed in sarcoid patients (45% of PAM from sarcoid patients
measured less than 300pm i.e. 20um diameter vs only 22% of such cells in scleroderma patients).
The mean PAM area was significantly different between all physiopathological groups
(ANOVA: P < 0.0001).

Cell for factor (FF) ranged between 1.11 (in sarcoid group) and 16.42 (observed in an
immunocompromised patient). Form factor mean was lower in sarcoid sample and higher in
volunteers sample (72% vs 55% with FF < 2, sarcoid vs volunteers respectively). The mean FF of
PAM was not significantly different between sarcoid and immunocompromised patients (ANOVA; P =
0.24).

Nuclear to cytoplasmic ratio ranged between 0.011 and 0.87 (both in sarcoid group). 90% of the total
PAM sample had a NCR > 0.20, equally distributed between those > 0.33 and those with NCR > 0.20
< 0.33. NCR mean was higher in sarcoid group and lower in immunocompromised sample. The mean
NCR of PAM was different between all physiopathological groups (ANOVA; P < 0.0001).
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Table 3: Data from PAM measurements in physiopathological groups; as mean + SEM*

Patients Cell

Cell area (um?) Form Factor NCR
Group sa'?‘P'e sa'?‘P'e (mean +SEM) (mean +SEM) (mean + SEM)
size size
Volunteers 6 2011 359 2.36 0.337
(x4) (a) (£ 0.03) (a) (£ 0.002) (a)
Sarcoidosis 9 2875 348 1.98 0.354
(£ 3) (b) (£ 0.02) (b) (£ 0.002) (b)
Scleroderma 8 2639 448 2.10 0.321
(x4) (c) (£0.02) (c) (£ 0.002) (c)
Immuno- 7 2210 464 2.02 0.308
compromised (£ 5) (d) (£ 0.03) (d) (£ 0.002) (d)
Total 30 9735 404 2.10 0.331
(x2) (£ 0.01) (£ 0.001)

* (a, b, ¢, d) indicate significantly different values of the parameter between the four groups, revealed
by variance analysis. The use of the same letter for the same parameter in two or more groups means
that there is not statistical difference for the parameter values in the corresponding groups, at least by
one of the comparison tests of the variance analysis (PLSD test of Fischer and Duncan test).

Subpopulations of PAM from different physiopathological groups

Figure 2 summarizes frequency distributions of the PAM subtypes defined as described previously
(Figure 1) in the physiopathological groups. The frequency of the Mono 1 cell type was significantly
higher in the sarcoidosis group than in other groups, including volunteers (Chi2; P < 0.0001). All the
patients of the sarcoidosis group exceeded 15% Mono 1 while less than 50% of the samples in the
other groups achieved this proportion.
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Figure 2: Distribution of multivariate PAM subtypes in physiopathological groups

The subtypes of PAM were defined according to the criteria described Figure 1.

The predictive value of sarcoidosis in pathological groups achieved 91% when the proportion of
monocyte-macrophages (Mono 1 + Mono 2) achieved 36% (Figure 3).
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Figure 3: Comparison of cell type Mono distribution in patients:
B = sarcoidosis, C = scleroderma, D = immunocompromised

The area above the line (36%) corresponds to non discriminant values of Mono subtypes between
pathological groups

The intermediate cell types (Interm 1 + Interm 2) were the most predominant PAM in BAL, with an
average of 58.8% in the total study sample. The frequency of Interm PAM fluctuated from 56 + 4% in
groups A, B, and D, vs 68% in scleroderma group. The frequency of cell types LPA and LHA was too
few in some groups to allow accurate statistical analysis. Consequently, we pooled them as larger
macrophages (LM). Even though, their proportion was less than 5% in volunteers and sarcoid groups,
their frequencies reached respectively 9% and 13.6% in scleroderma and immunocompromised
groups. The cell type LM was inequally distributed within groups. Individual sample analysis revealed
a significant predominance of large macrophages (LM) in four patients. The four patients with a
significant predominance of LM correspond also to those in which lung interstitial abnormality detected
by X-rays was the reason for BAL. one patient of the volunteers group, with a similar level of LM
presented an abnormal cell differential count, evocative of a pulmonary fibrosis (Table 1). The finding
suggests that the increase of LM might be related to pulmonary inflammation.

DISCUSSION in various lung disorders by using image
Characterization of changes in alveolar analysis cytometry.

macrophage during lung diseases remains the

major problem of BAL cytological examination. The validation sample analysis suggests a
Despite the numerical predominance and the reliability of the cytometrical method we used,
central role played by these cell in lung from preparation of the slides to acquisition of
physiopathology [4, 25, 27, 37]. PAM cytology data.

remains poorly informative in diagnosis. PAM morphological characteristics displayed
Reasons for this situation arise mainly from by our series agree with those previously
unsuitability of new technology methods i.e. observed or assessed by authors in
immunology or flow cytometry to investigate comparable staining conditions [17, 36, 39].
PAM [11, 13, 15, 30, 43]. Some useful patterns Studied parameters are those classically used
provided by PAM cytology, result from visual for cell morphological classification by
morphology assessment. The subjectivity and cytologists. By estimating the size, cytologist
failure in reproducibility of the procedure classifies cells as small, “normal” or large
prompted us to investigate PAM characteristics macrophages. Form factor is assumed to
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reflect cell activity (i.e., production of
pseudopods), traducing margin to the round
form where FF = 1. We did not observe a
difference between the sarcoid and the
immunocompromised groups as regards the
form factor. However, reasons for this similarity
are different. In sarcoidosis, the phenomenon
arose from a high number of small PAM (e.qg.
monocyte-macrophages), in which the FF is
low. In the immunocompromised group, levels
of this cell type were low (Figure 2); but the
group contained the greatest percentage of
large, presumably poorly active cells in which
the form factor is low. Nuclear to cytoplasmic
ratio (NCR) is recognized as a criterion of cell
maturation. In the case of PAM, NCR values
may decrease from the monocyte state to the
mature macrophage stages [22, 36, 38, 41].

Visual assessment of morphology encountered
three major problems: 1) values of cell
parameter are continuous from the monocyte
state to the macrophage stages. 2) Cell
morphology assessment and classification
require the evaluation of a combination of
characteristics. 3) Assessment by eye is
inherently  subjective. In  this  model
identification of a monocyte-macrophage was
based on the following characteristics:
13-20pum diameter, NCR around 1/3 and a
round shape. Multivariate criteria used to
determine the cell subtypes followed the same
approach. The main difference from other
approaches is that the threshold determination
for each parameter is not linked to subjective
opinion. In this purpose Mono 1 cell type may
correspond to a true monocyte-macrophage.
Mono 2 which has some of these
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RESUME

Introduction et objectifs

Au Togo, il n'existe pas d'études sur la présence des leucocytes dans le sperme. Ce travail a eu pour
objectif de déterminer la prévalence de la leucospermie et d'évaluer la relation entre I'élévation de la
concentration en leucocytes et les anomalies de certains parameétres du sperme

Résultats

Dans notre étude 18,33 % des patients avaient présenté une leucospermie. L'augmentation de la concen-
tration en leucocytes était accompagnée d'une augmentation d'anomalies de volume. La numération des
spermatozoides a diminué avec I'augmentation de la concentration des leucocytes. Les anomalies de
mobilité des spermatozoides sont augmentées avec I'élévation de la concentration des leucocytes. Les
anomalies de morphologie des spermatozoides ont diminué avec l'augmentation de la concentration des
leucocytes.

Conclusion

L'augmentation de la concentration en leucocytes dans le sperme était accompagnée d'une augmentation
d'anomalies des autres paramétres du sperme. Les facteurs qui induisent une leucospermie pourraient
réduire le pouvoir fécondant du sperme.

Mots clés : Sperme, infertilité masculine, leucospermie, Lomé, Togo

SUMMARY

Introduction and objectives

In Togo, study doesn't exist on the presence of the leukocytes in the semen. This work had for objective to
determine the prevalence of leukocytes elevation in the semen and to value the relation between the
elevation of the concentration of leukocytes and the anomalies of some parameters of the semen.

Results

In our labour 18,33% of patients had presented an elevation of the concentration of leukocytes in semen.
The increase of the concentration in leukocytes was accompanied by an increase of volume anomalies.
The numeration of the spermatozoon decreased with the increase of the concentration of the leukocytes.
The anomalies of mobility of the spermatozoids increased with the elevation of the concentration of the
leukocytes. The anomalies of morphology of the spermatozoids decreased with the increase of the
concentration of the leukocytes.

Conclusion

The increase of the concentration in leukocytes in the semen was accompanied by an increase of
anomalies of the other parameters of the semen. The factors which induce an elevation of concentration of
these cells could reduce the power of fecundity of the semen.

Keys words: Semen, masculine infertility, Leukocytes, Lomé, Togo

INTRODUCTION

Les leucocytes sont présents dans la plupart
des spermes [1]. Selon I'OMS, le sperme nor-
mal devrait contenir moins d'un million par
millilitre (10%mL) de leucocytes [2]. La pré-
sence de plus de 10° / mL de leucocytes défi-
nit la leucospermie [2]. La prévalence mon-
diale de la leucospermie estimée est comprise

entre 10 et 20 %, chez les patients consultants
pour infertilité [3]. Cependant, cette prévalence
varie selon les régions [4-6]. La leucospermie
a été accusée de réduire les capacités fécon-
dantes du sperme [7]. Elle évoque une inflam-
mation du tractus génital d'origine infectieuse
ou non [1,8-9]. Selon Caskurlu, le role des
leucocytes dans le sperme est discutable [10].
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Au Togo, il n'existe pas d'études sur la pré-
sence des leucocytes dans le sperme. Ce
travail eu pour objectif de déterminer la pré-
valence de la leucospermie et d'évaluer la
relation entre I'élévation de la concentration en
leucocytes et les anomalies de certains para-
metres du sperme.

CADRE

Notre étude a eu pour cadre le service d'Histo-
logie Embryologie Cytologie et Biologie de la
Reproduction du CHU Tokoin de Lomé. Ce
service de référence nationale regoit des pa-
tients pour des problémes andrologiques, des
patientes pour des problemes gynécologiques
et des couples infertiles provenant de l'en-
semble du territoire togolais et de la sous-
région ouest-africaine.

MATERIEL

Le matériel de I'étude était constitué par les
comptes rendus de spermogrammes de pa-
tients ayant consulté pour infertilité. Les
spermes étaient recueillis au laboratoire par
masturbation et aprés trois jours d’abstinence
sexuelle. Le recueil était fait dans un récep-
tacle gradué a ouverture large. Le sperme était
gardé a la température ambiante. Son étude
commengait 30 minutes apres I'émission et

RESULTATS
Prévalence

était réalisée par le méme technicien. La nu-
mération des spermatozoides et des leuco-
cytes était réalisée grace a un hémocytometre
de Nageotte. L'étude de la morphologie des
spermatozoides était faite aprés coloration de
Shorr. Les anomalies de morphologie supé-
rieures a 30 % ont été considérées.

METHODE

Cette étude a été rétrospective et analytique
sur une période de 4 ans (janvier 1997 a dé-
cembre 2000). Les patients dont les spermes
renfermaient plus de 10%/mL de leucocytes ont
été considérés. Les parametres étudiés
étaient :

- la concentration en leucocytes, le volume et
la viscosité du sperme

- la numération, la mobilité et la morphologie
des spermatozoides

La collecte de données était manuelle. Les
données recueillies étaient enregistrées sur
fiches préétablies. L'analyse des données était
statistique et informatisée gréce au logiciel
Excel. Nous avons utilisé le coefficient de cor-
rélation (r) pour analyser les relations entre la
concentration en leucocytes et les autres pa-
rameétres de I'étude. Le degré de signification
(p) était fixé a 0,05. Les corrélations étaient
significatives pour p < 0,05.

Durant la période de I'étude, 1386 spermes ont été analysés. La concentration des leucocytes variait de 1
a 8 x 10%mL. Deux cent cinquante quatre (254) spermes comportaient plus de 10%ml de leucocytes, soit
18,33 % des cas. La leucospermie était isolée dans 40 cas (7,89 %) et associée aux anomalies de volume
dans 47 cas (9,27 %), de viscosité dans 118 cas (23,27 %), de numération dans 156 cas (30,77 %), de
mobilité dans 35 cas (6,90 %) et de morphologie dans 111 cas (21,90 %).

Relations entre concentrations de leucocytes et anomalies du sperme
Ces relations sont exprimées dans les tableaux suivants :

Tableau 1 : Répartition des cas d'anomalies
de volume du sperme en fonction de la con-
centration de leucocytes

Concentration Effectif des cas
de leucocytes d'anomalies
(x10°/mL) de volume
03
08
05
04
03
05
06
13

oONOOOTPA~WN —

r=+0,5192 p<0,0001

Tableau 2 : Répartition des cas d'anomalies
de viscosité du sperme en fonction de la con-
centration de leucocytes

Effectif des cas
d'anomalies
de viscosité

Concentration
de leucocytes
(x10°/mL)

09
04
09
14
05
09
28
40

oONOOOTPA~WN —

r = +0,7550 p < 0,0001
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Tableau 3 : Répartition des cas d'anomalies
de numération des spermatozoides en fonction
de la concentration de leucocytes

Tableau 4 : Répartition des cas d'anomalies
de mobilité des spermatozoides en fonction de
la concentration de leucocytes

Effectif des cas d'anomalies
de leucocytes  de numération des sperma-
(x10°/ mL) tozoides

Concentration

Effectif des cas d'ano-
malies de mobilité des
spermatozoides

Concentration
de leucocytes
(10°/mL)

1 08
12
12
12
27
26
24
35

ONO O~ WN

1

oONO R~ WN
WO P~,WOWNM

r=+0,9190 P <0,0001

r=+0,1719 p < 0,0001

Tableau 5 : Répartition des cas d'anomalies de morphologie des spermatozoides en fonction de la

concentration de leucocytes

Concentration Effectif des cas d'anomalies

de leucocytes
(x10°/ mL)

de morphologie des sper-

matozoides

oNOOOTR~OWN =

20
19
08
06
14
20
11
13

r=-0,2414

DISCUSSION

Cette étude a été une étude rétrospective hos-
pitaliere, réalisée dans un laboratoire. Elle ne
peut conduire a des résultats exhaustifs et
extrapolables a I'échelle nationale méme si ce
cadre d’étude constitue le centre de référence
nationale. Seuls les patients ayant réalisé de
spermogramme et chez qui les spermes ren-
ferment plus d'un million de leucocytes par
millilitre de sperme ont été concernés.

Durant la période de I'étude, les spermes ont
été manipulés par le méme technicien, rédui-
sant ainsi les erreurs d’estimations des para-
métres d’un technicien a un autre. Les 254 cas
de leucospermie, dans cette étude, pourrait
permettre de se faire une idée de la préva-
lence de la leucospermie et de l'impact des
leucocytes sur les autres paramétres du
sperme des patients infertiles.

p < 0,0001

Dans cette étude, 18,33 % des patients
avaient présenté une leucospermie. Arata [6]
et Omu [11] ont trouvé un taux plus élevé de
leucospermie, respectivement 32 % et 44 %.
Par contre, Kung [4] a rapporté un taux plus
bas (2% ). La prévalence de la leucospermie
varie donc d'une région a une autre. La raison
de cette différence, pour Arata [6], est incon-
nue. Cette différence de prévalence, pour
notre part, serait due aux infections sexuelle-
ment transmises, au tabac, a I'abus de I'alcool
qui sont endémiques dans certaines régions
par rapport a d'autres, et a la durée de I'absti-
nence sexuelle. Ces facteurs sont reconnus
étre a l'origine de leucospermie [6]

La concentration en leucocytes est corrélée
avec les anomalies de volume. Cette corréla-
tion est positive et significative
(r=+0,52, p<0,0001). L'augmentation de la
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concentration en leucocytes s'accompagne
alors d'une augmentation d'anomalies de vo-
lume. Nos résultats corroborent ceux trouvés
par Hamamah [12]. La migration des leuco-
cytes est liée a linflammatoire des glandes
annexes du tractus génital masculin, siege
principal de production du plasma séminal
[1, 7]. Une altération fonctionnelle de ces
glandes, liée a l'inflammation, explique la cor-
rélation positive entre leucospermie et anoma-
lies de volume du sperme.

Notre étude a montré une corrélation positive
significative entre la concentration en leuco-
cytes et [I'hyperviscosité du sperme
(r=+ 0,75 ; p < 0,0001). Hamamah a aussi
noté cette corrélation [12]. La liquéfaction du
sperme est due a des protéases secrétées par
les glandes annexes [13, 14-15]. L'insuffisance
de sécrétion des enzymes par atteinte de ces
glandes explique l'augmentation des anoma-
lies de la viscosité.

Dans notre étude 57,79 % des patients avaient
présenté des anomalies de numération des
spermatozoides. Il existait une corrélation posi-
tive significative (r = + 0,9189 ; p < 0,0001)
entre la concentration de leucocytes et les
anomalies de numération des spermatozoides.
La numération des spermatozoides diminue
avec l'augmentation de la concentration des
leucocytes. Caskurlu [10] et al ont trouvé une
corrélation négative significative
(r=-0,031; p<0,0001).

Plus de 20,08 % des patients avaient présenté
des anomalies de mobilit¢ des spermato-
zoides. La corrélation positive significative

(r=+0,1718 ; p < 0,0001) entre la concentra-
tion de leucocytes et les anomalies de mobilité
des spermatozoides. Les anomalies de mobili-
té des spermatozoides augmentent avec I'élé-
vation de la concentration des leucocytes. Nos
résultats corroborent ceux des études de
Caskurlu (r = + 0,53 ; p < 0,0001) [10] et
Fedder [8].

Ces auteurs pensent que les produits solubles
des leucocytes peuvent affecter la fertilité par
détérioration de la mobilité de spermatozoides.
Arata [6] a, par contre, trouvé une corrélation
négative et significative
(r=-0,356 ; p < 0,006) entre la concentration
élevée de leucocytes et la mobilité des sper-
matozoides.

Dans notre étude 43,70 % des patients avaient
présenté des anomalies de morphologie des
spermatozoides supérieures a 30 %. La corré-
lation était négative significative
(r=-0,2414 ; p < 0,0001) entre la concentra-
tion de leucocytes et les anomalies de morpho-
logie des spermatozoides.

Les anomalies de morphologie des spermato-
zoides diminuent avec l'augmentation de la
concentration des leucocytes. Arata [6] a aussi
trouvé une corrélation négative significative
(r = - 0,31, p < 0,01) entre I'élévation de la
concentration des leucocytes et les anomalies
de morphologie des spermatozoides. Un réle
physiologique des leucocytes du sperme est
I'enlevement des spermatozoides morts ou
anormaux [8]. Nous pensons plutdt que cette
corrélation négative confirme le réle d'éboueur
des leucocytes vis-a-vis des formes anormales
de spermatozoides.

CONCLUSION

L'augmentation de la concentration en leucocytes dans le sperme était accompagnée d'une augmentation
d'anomalies des autres paramétres du sperme. Les facteurs qui induisent une leucospermie pourraient
réduire le pouvoir fécondant du sperme.
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RESUME

L’induction de I'apoptose au niveau du cortex rénal a été étudiée chez des rats Wistar de sexe masculin
traités pendant 4 jours avec de la Gentamicine (GM) et/ou de I'Hydrochlorothiazide (HCTZ).

La GM a été administrée par voie intrapéritonéale a des doses (10 ou 20 mg/kg/jour pendant 4 jours)
connues pour induire I'apoptose et des modifications fonctionnelles au niveau des reins.

L’'HCTZ a été administré par gavage a des doses de 20 ou 40 mg/kg/jour pendant 4 jours.

La détection et la quantification de I'apoptose ont été faites en utilisant des techniques cytologiques
(colorations Hématoxyline-éosine et Brachet) et immunohistochimiques (TUNEL).

L’induction de I'apoptose et la diminution de I'osmolarité urinaire sont significativement remarquables pour
le traitement combiné GM+HCTZ comparé au traitement non combine a base de GM. Par contre, la GM
et les phospholipides corticaux ne sont pas différents entre les deux types de traitement
(GM+HCTZ vs GM).

Une tendance a l'augmentation de la créatinine sérique est observée durant le traitement GM+HCTZ
comparée au traitement a base uniquement de GM ; ceci probablement comme le résultat d'une
augmentation significative de la réponse apoptotique en cas de GM+HCTZ.

Nos résultats montrent que la toxicité rénale de la GM peut étre notablement augmentée par une
coadministration de 'HCTZ.

Mots clés : Gentamicine, Hydrochlorothiazide, Apoptose rénale, Néphrotoxicité des médicaments

ABSTRACT

Kidney cortex apoptosis was studied in male Wistar rats treated for 4 days with GM and/or
hydrochlorothiazide.

Each rat was given GM intraperitoneally at doses that induce apoptosis and functional modifications in the
kidneys (10 or 20 mg/kg/day for 4 days). Hydrochlorothiazide was given at a daily dosage of 20 or 40
mg/kg by gavage, for 4 days.

Apoptosis was detected and quantified using cytological (hematoxylin eosin and Brachet) and
immunohistochemically (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labelling)
staining, in parallel with a measurement of drug-induced phospholipidosis (cortical phospholipids), kidney
dysfunction (serum creatinine and urinary osmolality) and GM accumulation in the renal cortex.

As compared to rats given GM alone, alteration induced combined hydrochlorothiazide and GM
treatments were significantly different for the following criteria: apoptotic response, urinary osmolality while
no significant differences were found for these criteria: renal cortical accumulation of GM and
phospholipids.

A tendency of increased serum creatinine was observed when HCTZ was associated with GM than with
GM alone, probably as a result of the significant increase of apoptosis during the combined treatment.

Our results show that the renal toxicity of GM can be noticeably increased by concomitant administration
of hydrochlorothiazide

Key Words : Gentamicin, Hydrochlorothiazide, Apoptosis, Nephrotoxicity

Journal de la Société de Biologie Clinique, 2010; N° 014 ; 30-42




Journal de la Société de Biologie Clinique
page 31

INTRODUCTION

Aminoglycosides have long been an essential
component of our armamentarium against
severe, life-threatening infections caused by
gram-negative bacilli. However, their clinical
usefulness is tempered by the associated
nephrotoxicity which occurs in 10-15% of
patients undergoing treatment (Bennett, 1989).
Aminoglycosides, and gentamicin (GM) in
particular, are the drugs most frequently
associated with adverse drug reactions (ADRs).
The frequency of ADRs caused by GM is related
to age, initial impairment of renal function and
association with multiple-drug administration,
hospital stay length and duration of therapy.
Moreover, GM is frequently used in patients with
severe clinical status, who are most at risk for
side effects (Bertino JS et al., 1993).

The major clinical manifestation of nephrotoxicity
is a fall in glomerular filtration rate (GFR) and
this usually brings patients to medical attention.
The pathogenesis of aminoglycoside-induced
nephrototoxicity is well documented (Tulkens,
1989). A disturbance of electrolyte homeostasis
is a second, potentially serious but less well-
documented side-effect of aminoglycoside
therapy. A syndrome associating
hypomagnesaemia, hypocalcaemia and
hypokalaemia in patients on aminoglycoside
therapy has been described (Kelnar et al., 1978;
Watson A et al., 1983; Zaloga GP et al., 1984). A
common finding in these studies is that the levels
of urinary electrolyte excretion are
inappropriately high for their low plasma
concentration, indicating a failure of the kidneys
to conserve cations adequately.

However, it is very difficult to establish a
relationship between aminoglycoside treatment
and renal electrolyte disturbances because of
the concomitant use of other drugs and the
presence of underlying disease processes.
Animal studies have therefore proved useful.
Early animal studies focused on the renal effects
of chronic aminoglycoside administration on rats
or dogs were performed. Hyperkaliuria (Brinker
et al., 1981), hypercalciuria and
hypermagnesiuria (Chahwala and Harpur, 1983;
Harpur et al., 1985) have all been shown to
accompany long term GM treatment.

Elliot et al.(1995, 2000) showed that GM caused
isolated calciuria by an unknown mechanism.
They also found that the calciuric effects of GM
and furosemide were additive, whereas the
noncalciuric diuretic chlorothiazide had no effect

on GM calciuria. These previous work indicate
that GM and diuretic impact on calcium
homeostasis using different mechanisms.
Recently Parsons et al (2000) concluded that
acute GM-induced hypercalciuria is mediated by
a decrease in calcium reabsorption in the early
distal tubule. But they think that there is no
relationship between GM-induced hypercalciuria
and renal tubular injury.

The aims of the present study were to
investigate the effect of hydrochlorothiazide
administration on GM-induced apoptosis in renal
proximal tubules and on acute renal failure in
rats and secondly to evaluate the relationship
between apoptosis and serum creatinine.

MATERIALS AND METHODS

Animals and treatments

All studies were performed with male Wistar rats
(180 to 200g body weight) purchased from a
commercial breeding farm (lffa-Credo, I'Arbresle,
France). Before and during treatment, animals
were housed in a central facility submitted to a
12-h light-dark cycle, provided with regular rat
chow and tap water ad libitium, and handled and
treated according to the guidelines of the Belgian
Ministry of Agriculture (agreement no. LA
12303116). Twenty-four hours before the end of
the treatment, rats were transferred to metabolic
cages designed for urine collection.

Before performing the definitive experiment, a
pilot study was carried out. We applied five
different doses of HCTZ (0.00 mgkg body
wt/24h = polyethylene glycol 300 1m|/200g body
wt/24 h; 1mg/kg body wt/24h, 10 mg/kg body
wt/24h; 20 mg/kg body wt/24h; 40 mg/kg body
wt/24h), each given to three animals for 96
hours. The doses of 20 and 40 mg/kg body
wt/24h had a statistically significant effect on
diuresis, urinary osmolality, urinary excretion
rates of Na and K and apoptosis compared to
0.00 , 1 and 10 mg/kg body wt/24h HCTZ
treatment. Therefore, 20 and 40 mg/kg body
wt/24h HCTZ were used in the definitive
experiment of co-administration. For the
definitive study, we selected two dosages of GM
(10 and 20 mg/kg body wt/24h) based on
previous experience (El Mouedden M, 2000).

For GM (Schering-Plough Labo, Heist-op-den-
Berg, Belgium), the daily doses of 10 or 20
mg/kg were split into halves given as two
separate administrations at around 9 a.m. and 5
P.M., respectively. GM was injected
intraperitoneal by after appropriate dilution in
0.9% NaCl in order to deliver a volume about 0.5
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ml per 200 g of animal and per injection. The
actual volume injected into each rat was
adjusted according to the body weight which was
recorded immediately before each drug
administration.

Hydrochlorothiazide (HCTZ; Sigma, St. Louis,
MO, USA) 20 or 40 mg/kg was given by gastric
gavages in a single administration at around 9
A.M. HCTZ was dissolved in polyethylene glycol
300 (Fluka Chemies Buchs) after appropriate
dilution.

For control animals, 0.9% NaCl (0.5 ml per 200g
of animal) and/or polyethylene glycol (1ml per
200g of animal) were administered. Each
experimental group, including controls, contained
six animals. Treated and control rats were killed
approximately 16h after the last drug injection.

Sacrifice and sampling of renal tissue
Animals were killed by decapitation, and blood
samples were collected from the stump for the
measurement of serum creatinine. Both kidneys
were exposed by laparotomy and excised. After
longitudinal bisection, the renal cortex was
removed by sharp dissection. For light
microscopy studies, two necropsy specimens
(each equivalent to approximately a quarter of
each kidney) were fixed separately in Carnoy’s
mixture and in 10% neutral buffered formalin
(4.2% formaldehyde) at room temperature for 24
and 48h, respectively. The remaining renal
cortex tissue was snap-frozen in dry ice and
stored at —80°C for future biochemical analysis.

Morphological studies. Histological
demonstration of apoptotic cells

Kidney specimens, fixed in formalin or Carnoy’s
mixture, were dehydrated in graded ethanol
solutions and embedded in paraffin. Sections
(approximately 7um thick) of formalin-fixed
tissue were used for hematoxylin-eosine staining
or terminal deoxynucleotidyl TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labelling (TUNEL),
whereas other sections (also approximately 7um
thick) from tissue fixed in Carnoy’s mixture were
stained with methyl green-pyronine to the
method of Brachet (Brachet J, 1953).

Immunohistochemical demonstration of
apoptosis

Apoptotic cells were detected by TdT-mediated
extension of 3'OH ends of fragmented DNA
using either digoxigenin-or fluorescein-labeled
dUTP as a precursor (TUNEL) (method adapted
from the original work of Gavrieli et al., who used

biotin-labeled dUTP). DNA-bound digoxigenin or
fluorescein was revealed by reaction with
antidigoxigenin or antifluorescein antibodies with
peroxidase. Reagents were purchased as
commercial kits (Apoptag; Oncor, Gaithersburg,
Md.; in situ cell death detection kit POD;
Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany
(presently Roche Diagnostics).

The immunohistochemical staining procedure
was carried out in accordance with the suppliers’
recommendations. Briefly, sections of formalin-
fixed and paraffin-embedded specimens were
dewaxed, rehydrated, and pre-treated with 20ug
of protéinase K per ml for 15mn at room
temperature. After rinsing, the sections were
incubated for 2h in a reaction buffer containing
TdT, dATP, and digoxigenin-11-dUTP or
fluorescein-11-dUTP. At the end of the
incubation, the sections were rinsed with a stop-
wash buffer for 30 min at 37°C, and the mixture
was replaced by peroxidase-conjugated
antidigoxigenin or antifluorescein antibody.

Immunocomplexes were visualized by exposure
to H,O, and diaminobenzidine. Finally, sections
were counterstained with methyl-green prior to
mounting for light microscopy examination. Two
positive controls were made to check that the
immunostaining performed under our
experimental conditions specifically revealed
nuclei containing fragmented DNA. For the first
one, DNA nicking was produced by exposing
sections of control kidneys to micrococcal
nuclease (10pg/ml, 10min, 37°C). In the second
one, apoptosis was induced in cultured
thymocytes by exposure to dexamethasone. In
both cases, the appearance of a large number of
immunostained nuclei was observed. Negative
controls were also run by omitting the addition of
TdT in the reaction mixture. No labelling was
seen in this case in both kidney sections and
smears of dexamethasone-treated thymocytes.
However, in practice, this technique requires
great expertise, as false-positive and false-
negative results are common, and therefore
simultaneous identification of the typical
morphologic features is recommended.

Quantitative analyses

Enumeration of labelled nuclei (TUNEL
histological) was performed for slides picked at
random for each experimental animal (three
slides for Brachet staining; two slides for
apoptosis immunolabelling). These slides were
assigned an arbitrary code which was disclosed
to the observer (M.E.*) only after final pooling of
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the results. Examination was made on a Zeiss
light microscopy at 40 or s63 magnification for
apoptotic nuclei. For calibration purposes, a
square grid was mounted in on eyepiece,
determining a square field of 0.04 or 0.016mm?,
depending on the magnification. The number of
fields examined per slide was 20 for the methyl
green-pyronine-stained  sections and the
immunostained sections.

For the histological assessment of apoptosis, we
counted all cells with a pyknotic and
karyorrheetic nucleus (typically, the total
numbers of nuclei actually counted per animal
were ~3 for controls and ~60 and 100 for rats
treated for 4 days with 10 and 20 mg of GM per
kg, respectively). For the assessment of
apoptosis by TUNEL, we counted all nuclei
exhibiting a frank brown labelling. These nuclei
most often displayed typical alterations such as
pyknosis, crescent-like condensation of the
chromatin, or formation of apoptotic bodies.

Biochemical and microbiological studies
Cortical tissue samples were thawed and
homogenized at 0°C in distilled water for
measurement of their contents in total lipid
phosphorus and protein, using well established
procedures (Bartlett GR, 1959; Bligh EG, 1959;
Lowry OH, 1951), which were fully validated in
the previous study [variation coefficient of 1.5%
and 1.8% for the assays of tissue phospholipids,
and tissue proteins, respectively (n=20 in each
case)].

The urine collected during the 24h period
preceding the sacrifice was carefully mixed and
stored at —20°C until analysis. Urine were
thawed, mixed thoroughly and centrifuged at
25.000 rpm for 1h. The resulting pellets were

RESULTS

resuspended in 1ml of distilled water and used
for the determination of total lipid phosphorus, as
detailed previously (lbrahim S et al, 1991;
Ibrahim S et al, 1989; Kishore BK et al, 1992).
The coefficient of variation of this determination
was 4.7% (n=20).

Urinary osmolality was measured by an
automatic analyser. The variation of coefficient of
this determination was 1%.

Serum creatinine was determined by the routine
procedures (Bartels H et al, 1972; Digiorgio J,
1974; Jaffé M, 1886) used for human clinical
samples in our University Hospital (Cliniques
universitaires Saint-Luc, Brussels, Belgium), with
intrarun and interrun variations of coefficients of
0.6 and 1.2 and 3 and 2.5%, respectively
(Hitachi 717 autoanalyzer; Hitachi Ltd., Chiyoda-
Ku, Tokyo, Japan).

GM content in renal cortex tissue was assayed
by a plate diffusion bioassay, using Bacillus
subtilis (ATCC 6633) as the test organism, using
the technique developed earlier for cultured cell
extracts (Tulkens P and Trouet A, 1978). All
samples were assayed in friplicate against a
series of known standards (extracts from control
animals spiked with the corresponding antibiotic
after homogenisation; no interference of
homogenate protein was noted) over a 2.5-to 20-
pg/ml range (typical r=0.987) and covering the
range of drug concentrations found in the
samples from treated animals.

Statistical analysis

The data are given as means + SEM. Statistical
differences between groups were evaluated by
analysis of variance (ANOVA), using standard
computer software. Differences were considered
to be significant when P< 0.05.

The morphological appearance of the renal cortex of the animals treated at the different dosages of GM

and /or HCTZ was studied by light microscopy.

The onset of apoptotic cell death in the kidney cortex of animals treated with GM and/or HCTZ was then

quantified. Data are shown in Figure 1.
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Effect of gentamicin and hydrochlorothiazide
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Figure 1: Enumeration of apoptotic nuclei observed in paraffin sections by the TUNEL method, in control
animals (genta 0 and/or PEG) and in animals treated with gentamicin (10 or 20 mg/kg.day) and/or
hydrochlorothiazide (20 or 40 mg/kg. day). Each histogram represents an animal group treatment and
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enumeration apoptotic variation standard. N=6 per group.

When the daily doses of GM and/or HCTZ were increased, apoptotic process became more frequent. But
when the dose of HCTZ was raised to 40 mg/kg.day, we observed apoptotic process markdown and at,
the same time the necrotic cells became more frequent and were found in several parts of the cortex
(Table 1; Fig 1). Concomitant administration of HCTZ at 20 mg/kg body wt/day and GM at 20 mg/kg body

wt/day resulted in more apoptotic cells than were caused by other combination therapies (Fig 1).

Table 1: Morphology characteristics of renal cortex of rats treated by GM and/or HCTZ : Hematoxylin-

eosin coloration

Treatement Rats G10 Rats PG10 | Rats H20G10 Rats H40G10 Rats G20
Necrotic cells ?

- -- + + +++
Suspected
apoptosis cells - - + -+ +

+:means presence of necrotic or apoptosis cells
- : means absence of necrotic or apoptosis cells
G10 : Gentamicin at 10 mg/kg body wt/day
G20: Gentamicin at 20 mg/kg body wt/day

PG10: Polyethlene glycolle at 10 mg/kg body wt/day

H20: Hydrochlorothiazide at 20 mg/kg body wt/day
H40: Hydrochlorothiazide at 20 mg/kg body wt/day

Finally, the occurrence of the apoptotic process was additive in case of GM and HCTZ co-administration
therapy. Apoptotic cells distribution in the renal cortex was clearly drug and dose dependant. HCTZ
induced more apoptosis in distal convoluted tubule than in proximal tubule while GM nearly affected the
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proximal tubule. Maximal apoptotic cells induce by GM were seen in proximal tubule or lumen.
Distributions of apoptotic cells are shown in Figure 2.

Distribution of apoptosis cells in renal cortex
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Figure 2: Distribution of apoptosis cells in renal cortex.

Four days of treatment with HCTZ and/or GM altered the structure of the tubular epithelium. Apoptosis
cells within the epithelial lining were often seen. Occasionally, apoptotic cells and desquamated cells were
seen within the tubular lumen. Mitotic cells were rarely seen. Sometimes, the tubular brush border was
lost. In other respects, we observed the presence of many red blood cell casts in glomeruli.

Biochemical analysis
Results are shown in Figure 3. In our experiment, the level of serum creatinine increased after co-
administration in a dose dependant manner. An increase of the doses of HCTZ and/or GM resulted in a
rise of serum creatinine. Serum creatinine in the different groups was not significantly different.
Nevertheless, we observed a global trend towards a potentialisation of renal toxicity when HCTZ was co-
administered with GM.
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Effect of gentamicin and hydrochlorothiazide on the
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Figure 3: Serum creatinine in rats treated receiving gentamicin (0.10 or 20 mg/kg.day) and/or

hydrochlorothiazide (0.20 or 40 mg/kg.day) for 4 days. Values are means £ SD (n=6 per group).
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As previously described, the administration of GM caused the intralysosomal accumulation of
phospholipids (phospholipidosis) which can be directly assessed by the measurement of total cortical
phospholipids (Laurent et al, 1982). As shown in Figure 4, the overall comparison did not show a
significant difference of phospholipidosis related to treatment.
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Effect of gentamicin and hydrochlorothiazide on the cortical | @PEG
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Figure 4: Cortical total phospholipids in rats treated receiving gentamicin (0.10 or 20 mg/kg.
day) and/or hydrochlorothiazide (0.20 or 40 mg/kg.day) for 4 days. Values are means +/- SD (n=6 in each

group).

Table 2: Cortical gentamicin content in rats treated

Treatment Rats Rats Rats Rats Rats Rats PG20 Rats Rats
G10 PG10 H20G10 H40G10 G20 H20G20 H40G20
Gentamicin
Concentration
In renal cortex 1,35+0,07 | 1,80+0,40 1,20+£0,01 | 1,42+0,03 3,60+0,03 3,41+0,00 | 3,15+0,60 | 3,40+0,05
(ug/mg)

The rats were treated with gentamicin (10 or 20 mg/kg.day) and/or hydrochlorothiazide (20 or 40
mg/kg.day) for 4 days. Values are means + SD (n=6 in each group).

Examination of sections at high magnification revealed the presence of cells with typical alterations of
apoptosis (cell shrinking eosinophilic cytoplasm and presence of a small and shrunken nucleus with
chromatin condensation) (Figure n°5). The chromatin condensation characteristic of apoptosis is obvious
in this cells as “pyknosis,” i.e., very dense staining of chromatin by hematoxylin. However, nuclei of
quiescent cells (e.g., small lymphocytes) might be mistaked for pyknotic cells. Therefore, other histological
techniques have been necessary to confirm apoptosis on equivalent slide.

The use of the periodic acid-Schiff reaction confirmed these cells localisation (data not shown).

Animals were treated with hydrochlorothiazide (20mg/kg.day) and GM (20mg/kg.day) for 4 days. Arrows
point to cells showing clear evidence of nuclear alterations (chromatin condensation or pycnosis) related
to apoptosis. There are many cells which are suggestive of apoptosis.
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Figure 5: Light microscopy appearance of paraffin sections of kidney cortical specimens stained with
hematoxylin eosin. Specimen kidney cortex of rats treated for 4 days with HCTZ (20 mg/kg.day) and GM
(20 mg/kg.day): there are many cells which are suspected of apoptosis. Hematoxylin-eosin’s staining (x

The nuclear alterations characteristics of apoptosis were more clearly visible after using the Brachet
technique (Figure n°6).

Figure 6: Light microscopy appearance of paraffin sections of kidney cortical specimens stained
with methyl green-pyronin (Brachet's staining). Single arrow point to cell showing clear chromatin
condensation suggestive to apoptosis. Animals were treated with GM (20 mg/kg.day) for 4 days.

Brachet’s staining (x 1250)
Specimen kidney cortex of rats treated for 4 days with GM (20 mg/kg.day).

In parallel with these conventional staining techniques, we examined kidney sections after in situ
immunohistochemical demonstration of DNA fragmentation (TUNEL technique) (Figure n°7/A; Figure
n°7/B).

Scattered peroxidase-labeled nuclei were easily recognized be detected over the entire cortex from all
treated animals, due to their brownish appearance contrasting with the light background. In practice,
TUNEL was used to confirm the nuclear alterations seen by the histological techniques.

Sections from control animals showed only a very few labeled nuclei, sometimes even no labeled nuclei
(Figure n°7/A).
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A: Negative TUNEL (x 125) B: Positive TUNEL (x 500)
Specimen kidney cortex of rats treated with 0.9%  Specimen kidney cortex of rats treated for 4 days
NaCl and PEG 300. with HCTZ (20 mg/kg.day) and GM

(20 mg/kg.day).

Figure 7: Immunohistochemical demonstration of apoptotic nuclei in sections of kidney cortical
specimens of controls (Animals treated with 0.9% NaCl and PEG 300) (A) and animals treated for 4 days
with hydrochlorothiazide 20 mg/kg.day and GM 20 mg/kg.day (B), performed by TdT-mediated labeling of
fragmented DNA (TUNEL). Positive nuclei were identified as shrunken, dark stained bodies with either a

condensed or a fragmented appearance.
DISCUSSION

Mechanisms involved in cellular damage and
apoptosis

After glomerular filtration, aminoglycosides are
taken up at proximal tubule level by a process of
adsorptive endocytosis binding the apical
membranes by interacting with  anionic
phospholipids (Sastrasinh M et al, 1982).
Aminoglycosides inhibit ~ the  enzymatic
breakdown of phosphatidylinositol. Miao et al.,
have shown that inhibition of
phosphatidylinositol-specific phospholipase C
can per se cause apoptosis.

It is well-recognized that aminoglycosides cause
an irreversible inhibition of lysosomal
sphingomyelinase in cultured cells as well as in
vivo (Laurent et al, 1982). It can therefore be
hypothesised that the resulting change in
ceramide production from sphingomyelin could
play a critical role in cell apoptosis occurence.

It has also been established that some cysteine
proteases contained in lysosomes are capable of
activating caspase-3 (Ishiaka R et al,, 1998), a
key effector in the execution phase of apoptosis
since it activates CAD (Enari M et al, 1998).
According to this scheme, aminoglycosides
could thus trigger apoptosis by acting not at the
commitment phase, but at the execution phase.
Free radicals derived from oxygen products
during the treatment with aminoglycosides could
be involved in the apoptotic process. These

could explain why vitamin E and probucol, by
their antioxidant activity have a protective effect
against nephrotoxicity induced by GM (Abdel-
Naim AB et al., 1999).

About cortical phospholipids, the observations
reported here differ from those by El Mouedden
M et al., 2000 who noticed a correlation between
the degree of the lysosomal phospholipidosis
and the occurrence of apoptosis in renal cortex.
We think that 96 hours of treatments isn't
sufficient for the development of conspicuous
lysosomal alterations. Most probably HCTZ
induced the subtoxic alteration of the renal
cortex but this has yet to be proved, the
induction of lysosomal phospholipidosis by
HCTZ. However, we observe that GM induced
lysosomal phospholipidosis. All these
observations allow us to conclude that the
occurrence of phospholipidosis is posterior to the
apoptosis.

Angiotensin |l promotes apoptosis in a variety of
cultured cell types, including cardiomyocytes,
endothelial cells, and fibroblasts (Solary E et al.,
1993; Thomas SE et al., 1998). Both AT-1 and
AT-2 receptors have been implicated in
Angiotensin Il-induced apoptosis (Kajstura J et
al., 1997; Yamada T et al., 1996). Ortiz A et
al.(2000), recently observed that therapy with
either quinapril or the AT-1 receptor antagonist
such as losartan reduced the rate of tubular
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epithelial cell apoptosis in spontaneously
hypertensive rats with renal mass reduction.
Losartan also decreased apoptosis of tubular
and interstitial cells that was associated with
cyclosporine A nephrotoxicity in rats (Thomas
SE et al, 1998). In fact, high dose of HCTZ
provokes a relatively high loss of sodium and as
a result a decrease of blood volume. In
response, we observed aldosteronism up
regulation and angiotensin Il increase. By this
mechanism, HCTZ can induce apoptosis.
However, another mechanism can explain the
induction of apoptosis by HCTZ. Loffing J et al.
(1998) have shown that thiazide diuretics
provoked similar lesions in the distal convoluted
tubule (DCT). They favour the explanation that
the primary cause for the injury of DCT cells
during treatment with thiazide diuretics might be
related with their pharmacological effect, that is,
inhibition of apical NaCl entry and increase of
apical Ca* entry.

In our study, we observed that HCTZ induces
more apoptosis in DCT than proximal tubule,
while HCTZ are secreted by proximal tubule cells
(Velazquez H, 1995). Most importantly,
apoptosis induction in the renal cortex by HCTZ
is dependant on HCTZ applied doses. These
data confirm that apoptosis induced by HCTZ is
due to pharmacological effects.

Strange (1989) showed that inhibition by
amiloride of apical Na entry in isolated rabit CCD
cells is followed by immediate cell shrinkage.
Cell shrinkage seems to induce catabolic
processes that ultimately might lead to apoptotic
cell death.

In the present study, we used HCTZ in order to
block the apical NaCl entry into the renal cortex
cells in rats with possible renal injury (GM
treatment). Our experiments can be compared
with through Finn WF and Luc J (1995) study:
they showed that dietary sodium restriction
promotes apoptosis after renal ischemia, and on
the contrary, high Na® intake reduces the
incidence of apoptosis after ischemia.

Duc C et al. (1994) have shown the presence of
EnaC (amiloride-sensitive sodium channels) in
the distal segments of renal cortex. This receptor
can assure Na entry into the cells during a
blockade of the rTSC1-mediated transports.
Moreover, it is possible that a different Na*
transport protein increases by on up regulation
process after HCTZ administration. These data
argue against an implication of the Na* entry
mechanism in the introduction of apoptosis.
HCTZ have a hypocalciuric effect which is
thought to be promoted by increasing Ca* entry

through the apical membrane of distal cells
(Lajeunesse D and Brunette MG, 1991; Gesek
FA and Friedman PA, 1992). It can be
speculated that the structural degradation and
apoptotic cell death of distal convoluted tubule
cells might not solely be caused by the reduction
of apical NaCl" entry into the cells, but also (or
alternatively) by an abrupt and transient rise in
intracellular Ca®* associated with HCTZ
treatment. Data derived from cell culture suggest
that an increase in free intracellular Ca** might
trigger apoptosis and that inhibition of Ca** entry
into cells might prevent apoptosis (Tsukidate K
et al., 1993; Nicotera P et al., 1994).

Under our experimental conditions, probably, the
hypercalcemia effect of HCTZ alters the acute
hypercalciuric response to GM. But HCTZ
doesn’t interfere with GM accumulation in the
renal cortex (Table 2) in contrast to furosemide
(Nakahama H et al, 1989,). This may suggest
that the acute effects of GM on renal calcium
handling do not contribute to the subsequent
nephrotoxicity and GM-induced apoptosis.

Recently, mitochondrial permeability transition
has been linked to the induction of apoptosis. It
may be possible that GM induced apoptosis via
this mechanism. Rustenbeck | et al.(1998) have
demonstrated that ability of GM to inhibit
Ca*mitochonfrial accumulation may contribute
to the mitochondrial lesions which are known to
occur early in the course of aminoglycoside-
induced nephrotoxicity. It is important to
investigate the relationship between GM effect
on mitochondrial function (energetic, ion
transport) and GM-induced apoptosis. It is
possible that GM interferes with HCTZ on
mitochondrial function.

Apoptosis: beneficial or deleterious role in
renal injury?

The role of apoptosis in renal injury and its role
in specific acute renal failure were not obvious.
The presence of apoptotic cells have been
described in many renal diseases: diabetic
nephropathy, proteinuria, HIV nephropathy,
proliferative glomerulonephritis (Ortiz A et al.,
2000).

It is clear that apoptosis maintains cellular
homeostasis. Most tissues depend on well-
ordered apoptosis and cell replacement for
normal functioning. Indeed, approximately 100,
000 cells are produced every second in a
human, and a similar number die through
apoptosis. One advantage of apoptosis for the
tissue is the absence of inflammation generation.
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Evidence from experimental models of renal
injury suggests that apoptosis co-exists with
renal cell proliferation (EI Mouedden M et al.,
2000). In this case, apoptosis represents a
physiologic process to eliminate redundant cells
and resolve an exaggerated proliferative
response to injury. In this setting, apoptosis can
restore cell number to pre-injury levels, but also
can contribute to delayed recovery from acute
renal failure. This might be especially true in the
clinical setting. Contrary to the experimental
situation, in which a single insult causes enough
damage for the model to be reproducible, the
clinical setting is often characterized by repeated
low-grade renal damage leading to tubular
epithelial cell apoptosis, even in the absence of
clinical deterioration of renal function (Jaffe R et
al., 1997) and can hamper recovery in previously
damaged tubules.

An excess rate of apoptosis of tubular epithelial
cells has been observed in experimental models
of chronic tubular atrophy and human HIV
nephropathy (Vaux DL and Korsmeyer SJ, 1999;
Schelling JR et al, 1998; Thomas GL et al,
1998). These cases can lead to think that
apoptosis has a deleterious role in some renal
diseases. Indeed, the precise relative
contribution of both mechanisms (apoptosis and
necrosis) to the renal injury is uncertain and
might depend on the severity of the insult.

In the present study, apoptosis occurs before
necrosis. When the insult increases, necrosis
becomes more important than apoptosis
(Table 1).

Kidney dysfunction

Experiments carried out in our laboratories have
shown that GM given at high doses results in
polyuria and of a minor decrease of the urinary
osmolality. This effect is potentialised in case of
co-administration of two drugs. If the mechanism
by which HCTZ induces a reduction of the
urinary osmolality is well known, the GM
mechanism is less well known. If there is a
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RESUME

Une analyse rétrospective et descriptive des dossiers de 776 patients enregistrés entre le 1% janvier et
le 31 décembre 2008 a permis de dégager le profil clinique et biologique des nouveaux cas de
tuberculose pulmonaire.

Le délai moyen de consultation rapporté était de 3 mois avec des extrémes de 15 jours et 4 ans ; la
symptomatologie clinique était trés expressive. La charge bacillaire était forte de 10 a 99 BAAR/champ
microscopique en moyenne. La séroprévalence au VIH était de 18%.Dans 97% des cas, le sérotype
VIH1 est retrouvé.

L’accent devra étre mis sur la sensibilisation pour un diagnostic précoce, qui permettra la rupture de la
chaine de contamination.

Mots-clés : tuberculose-nouveaux cas- délai de consultation-charge bacillaire-Cotonou

ABSTRACT

A retrospective and descriptive records of 776 patients registered between 1 January and 31
December 2008 has identified the clinical and biological profile of new cases of pulmonary
tuberculosis. The mean time from reported is 3 months with extremes of 15 days and 4 years, the
clinical symptoms was very expressive. The bacillary load is strongly positive at 10-99 AFB /
microscopic field. The HIV seroprevalence is 18%. In 97% of cases, HIV-1 serotype was found.
Emphasis should be placed on awareness for early diagnosis, which will break the chain of infection.

Keywords : Tuberculosis-new case consultation period-bacillary load-Cotonou.

INTRODUCTION

L’endémie tuberculeuse reste un probleme
majeur de santé publigue en Afrique
subsaharienne [9]. Au Bénin, pour l'année
2008, 5499 cas toutes formes confondues ont
été diagnostiqués, ce qui représente un taux
de détection toutes formes confondues de 46
pour 100.000 habitants. [7].

Le Centre National Hospitalier de Pneumo-
Phtisiologie (CNHPP) de Cotonou est le centre
national de référence de prise en charge de la
tuberculose au Bénin. Sur les 3977 cas toutes
formes enregistrées en 2008, au Bénin, pres
de 30% (1118 cas) y ont été diagnostiquées
[7]. Le contréle de I'endémie passe par la
maitrise de la forme bacillifere qui est
responsable de la transmission de la maladie
dans la communauté. Une meilleure
connaissance du profil clinique et biologique
de la tuberculose pulmonaire bacillifere nous
parait capitale, ce d’autant plus que a notre
connaissance en dehors des rapports du

Programme National contre la tuberculose,
aucun travail scientifique n'a été consacrée a
ce sujet. C’est donc pour ces raisons que nous
avons cherché a évaluer le profil clinique et
biologique des nouveaux cas bacilliféres au
CNHPP.

MATERIEL ET METHODES

Type et cadre de I’étude

Nous avons mené une étude descriptive
rétrospective portant sur tous les patients
présentant un premier épisode de tuberculose
pulmonaire bacillifere et enregistrés dans le
registre de la tuberculose au CNHP-P. I
s’agissait de patients enregistrés entre le 1er
janvier 2008 et le 31 Décembre 2008.

Critére d’inclusion

Etaient inclus dans I'étude tous les nouveaux
cas de tuberculose pulmonaire prouvée par la
présence des bacilles acido-alcoolo-résistants
a I'examen direct des expectorations.
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Critéres d’exclusion

Etaient exclus de I'étude : les nouveaux cas de
tuberculose pulmonaire bacillifere d'age
inférieur a 15ans, les nouveaux cas de
tuberculose pulmonaire non bacillifére, les cas
de tuberculose extra pulmonaire et les patients
ayant un antécédent de traitement
antituberculeux.

Procédure de collecte de données

A partir du registre de la tuberculose et des
dossiers des patients, nous avions relevé les
données sociodémographiques, le délai
diagnostique, les symptémes cliniques.

La bacilloscopie au diagnostic est affirmée sur
la positivité de 2 au moins des 3 échantillons
d’expectorations recueillies en 2 jours. Le
résultat retenu est celui de la positivité la plus
forte qui est présentée de la fagon suivante :
+/-: moins de 1 BAAR/champ microscopique
mais plus de 5 BAAR sur la lame

+ : 12 9 BAAR/champ microscopique
++ : 10 a 99 BAAR/champ microscopique
+++ :Plus de 100 BAAR/champ microscopique.

Le délai diagnostique est la durée écoulée
entre le début de la toux et le moment ou le
diagnostic était établi.

Analyse statistique

Les données ont été analysées grace au
logiciel EPI DATA, version2; la comparaison
des variables qualitatives a été faite grace au
test de chi2, la différence était significative
lorsque p< 5%.

RESULTATS

Des 1118 cas de tuberculose toutes formes
confondues enregistrés, 776 nouveaux cas
bacillifere ont été  diagnostiqués. lIs
représentaient 69% des cas de tuberculose
toutes formes confondues.

2.1. Caractéristiques sociodémographiques
Age et Sexe:

La tranche d’'age la plus atteinte était celle des
25 a 34 ans (38,3 %) L'age moyen des
patients était de 33 ans (les extrémes étaient
15ans et 80ans). Les hommes étaient deux
fois plus atteins que les femmes (518 contre
238). Le sex ratio était de 2, 18.

2.2. Données cliniques

2.2.1. Délai de consultation rapporté :

Sur les 612 dossiers qui étaient correctement
remplis pour cet item, la répartition des délais
de consultation est représentée dans la figure
Net.

Délai de consultation

rapporté
Sup.a3
mois Inf.&1 mois
20% 17%
Entre1 et 3
mois
63%

Figure N°1 : Répartition des patients suivant le délai de consultation rapporté.

Le délai moyen de consultation était de 3 mois avec des extrémes de 15 jours et 4 ans. On n’a pas
noté de différence ni entre les sexes, ni pour le statut VIH pour ce délai.

2.2.2. Symptomatologie :

La toux était la principale symptomatologie (87% des cas). Un contexte d’'altération de I'état général
avec amaigrissement était retrouvé dans 83 %. La fiévre était présente dans 71 % des cas. Les
différents signes retrouvés sont mentionnées dans la figure N°2.
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Figure N°2 : Répartition des patients suivant la fréquence des symptomes.
2.3. Données biologiques

2.3.1. Charge bacillaire et sérologie VIH:

766 patients ont été pris en compte pour I'analyse de la bacilloscopie et de la sérologie. Dans prés de
la moitié des cas (48%), la charge bacillaire était comprise entre 10 et 99 BAAR/champ
microscopique.

Le nombre de co-infectés était de 137, la séroprévalence au VIH était de 18% (14% chez les hommes
et 26% chez les femmes p=0,0002).

2.3.2. Type de Virus : Le VIH1 était le sérotype le plus retrouvé : 97% (133/137) des patients ;
seulement trois (03) patients étaient infectés au VIH2, et 1 cas qui était infecté par les deux sérotypes
a la fois.

La charge bacillaire en fonction du statut VIH est indiquée sur la figure N°3.

Charge bacillaire et sérologie VIH

m Co-infecté mTB

50 48

o2
V- 4

Positif +/- Positif 1+ Positif 2+ Positif 3+

Figure N°3 : Charge bacillaire en fonction du statut VIH
La charge bacillaire chez les co-infectés ne differe pas de celle des tuberculeux. (p=0,0025).

DISCUSSION

Ce travail a permis d’'établir le profil clinique et
biologique des nouveaux cas de tuberculose
pulmonaire bacillifére admis au CNHPP qui a
lui seul concentre prées du tiers des patients du
pays.

Le caractere rétrospectif de I'étude n'a pas
permis d’avoir la totalité des données des
patients inclus pour certaines variables
recherchées. Mais il faut préciser que pour
toutes ces variables, dans tous les cas au
moins 80% les données ont été disponibles et
exploitées.

Néanmoins notre étude a le mérite de prendre

en compte un nombre important de patients,
tout au moins au regard de ceux de la
littérature disponible ; Ceci permet, d’'une part
a nos résultats de gagner en puissance
statistique et de pouvoir étre généralisés a
'ensemble du pays puis dans un second
temps d'étre comparés a ceux retrouvés
ailleurs.

Le délai rapporté entre I'apparition de la toux et
le diagnostic est de 3 mois en moyenne avec
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des extrémes de 15 jours et 4ans. Ce délai
pourrait étre sous estimé vu que les patients
n'avaient consulté que lorsqu’il y avait une
altération de I'état général : 83% avaient un
amaigrissement et 80%, une asthénie
physique.

Ce retard au diagnostic a été souligné dans la
plupart des travaux en Afrique subsaharienne ;
3,9 mois au Sénégal [5] et 7,7 mois au Ghana
[4] et au Malawi [6].

Prés de la moitié de nos patients (48%) au
moment du diagnostic étaient hautement
contagieux et avaient une charge bacillaire
comprise entre 10 et 99 BAAR/champ
microscopique. Ce long délai est associé a une
forte transmission de la maladie [2]; La
réduction de ce délai devra étre la priorité
pour la réduction de la transmission dans la
communauté. Une étude ultérieure pourrait
étre initiée pour établir la part des patients et
celle du systeme de santé.

La classique prédominance masculine de la
tuberculose a été retrouvée dans notre travail.
Les hommes étaient deux fois plus atteints que
les femmes (518 contre 238), soit un sex ratio
de 2, 18. Ce constat a été retrouvé dans
d’autres pays d’Afrique subsaharienne [4, 5,6].

CONCLUSION

La charge bacillaire chez les co-infectés ne
différe pas celle des tuberculeux, alors qu'il est
d'usage de constater qu’elle soit faible voire
négative chez les co-infectés [2, 8]. Une
corrélation de la charge bacillaire avec le
dosage des lymphocytes CD4 circulant aurait
permis de mieux expliquer cet état de choses.

Néanmoins, il convient de mentionner que le
CNHP-P en tant que structure nationale de
référence, concentre les meilleurs
microscopistes et les plus entrainés dans la
réalisation de la bacilloscopie. Cet état chose
pourrait expliquer cette différence de nos
résultats avec ceux retrouvés ailleurs.

La prévalence de la co-infection dans notre
série (18%) était plus basse que celles
retrouvées dans d’autres capitales d’Afrique
subsaharienne qui sont respectivement de
22%, 23% et 40% pour Accra au Ghana,
Ouagadougou au Burkina Faso et Douala au
Cameroun [9]. Des prévalences plus élevées
ont été retrouvées au Botswana (68%) [9].

Cette prévalence dans notre travail est
supérieure a celui de DEWAN a New Delhi en
inde qui est de 4,85% [1].

Les délais de consultation observés sont longs, la symptomatologie clinique est expressive, la charge
bacillaire est forte. Plus du quart (18%) des nouveaux cas de tuberculose sont co-infectés au VIH.

Eu égard a tout ce qui précede, I'accent doit étre mis sur la sensibilisation pour un diagnostic précoce,
qui permettra la rupture de la chaine de contamination.
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RESUME

Introduction et objectifs

Le présent travail est une évaluation de la concentration élevée de cellules rondes et sa relation avec les
autres parametres du sperme au CHU Tokoin de Lomé Togo. Ce travail a eu pour objectifs

- de recenser les différentes anomalies du sperme en présence d'une concentration de cellules rondes
supérieure a 3 x 10°/ mL de sperme

- et d’analyser la relation entre ces anomalies et les cellules rondes.

Résultats

La concentration de cellules rondes supérieure a 3 x 10°/ mL de sperme était de 26,03 %. Cette élévation
de la concentration de cellules rondes était corrélée avec les anomalies des différents parameétres du
sperme. La corrélation est partout négative et significative. L'élévation de la concentration des cellules
rondes est associée donc a une diminution du volume du sperme et de la numération, de la mobilité et de
la morphologie des spermatozoides.

Conclusion

L'élévation de la concentration des cellules rondes du sperme est associée a une diminution du volume du
sperme, de la numération, de la mobilité et de la morphologie des spermatozoides. Les facteurs qui
induisent une élévation de concentration de ces cellules pourraient réduire le pouvoir fécondant du
sperme.

Mots clés: Sperme, infertilité masculine, cellules rondes, Lomé, Togo

SUMMARY

Introduction and objectives

The present labour is an evaluation of the concentration raised of round cells and its relation with the other
parameters of the semen in CHU Tokoin of Lomé Togo. This labour had for objectives

- to count the different anomalies of the semen in presence of a concentration of cells round superior to 3
x10% mL of semen;

- and to analyse the relation between these anomalies and the round cells.

Results

The concentration of cells round superior to 3 x 10° / mL of semen was 26,03%. This elevation of the
concentration of round cells was correlated with the anomalies of the different parameters of the semen.
The correlation is everywhere negative and meaningful. The elevation of the concentration of the round
cells is therefore associated to a reduction of the volume of the semen and the numeration, the mobility
and the morphology of the spermatozotoons.

Conclusion

The elevation of the concentration of the round cells of the semen is associated to a reduction of the
volume of the semen, the numeration, the mobility and the morphology of the spermatozotoons. The
factors which induce an elevation of concentration of these cells could reduce the power of fecundity of the
semen.

Keys words: Semen, masculine infertility, round cells, Lomé, Togo
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INTRODUCTION

Toute investigation de la fertilit¢é masculine
commence par l|'étude des caractéristiques
fonctionnelles du sperme [1]. Dans les
comptes rendus de spermogrammes, on
mentionne la présence de cellules rondes. Ces
cellules rondes comprennent les cellules
germinales immatures, les leucocytes et les
cellules épithéliales desquamées des voies
génitales [1].

La prévalence et la signification des cellules
rondes dans le sperme sont sujet de
controverses en raison des différences entre
les populations étudiées [2-3]. Des études ont
montré les effets des leucocytes et des cellules
germinales immatures sur les parameétres du
sperme [4-6]. Belmekki, en France, a montré
qu'une concentration élevée de cellules rondes
réduit le pouvoir fécondant du sperme [7].
Certains auteurs [8-9] ont trouvé que la
présence des leucocytes avait une influence
négative sur les parameétres du sperme alors
que d'autres [10-11] ne trouvent aucune
relation entre leucocytes et infertilité
masculine. Les cellules germinales immatures,
par contre, en nombre élevé, joueraient un role
fondamental dans la genése des anomalies
des spermatozoides [12].

Les données en rapport avec I'étude des
cellules rondes du sperme sont absentes au
Togo. Nous avons entrepris la présente étude
destinée a évaluer la prévalence d'une
concentration élevée de cellules rondes et sa
relation avec les autres paramétres du sperme.

CADRE

Notre étude a eu pour cadre le service
d'Histologie Embryologie Cytologie et Biologie
de la Reproduction du CHU Tokoin de Lomé.
Ce service de référence nationale regoit des
patients pour des problémes andrologiques,
des patientes pour des problemes
gynécologiques et des couples infertiles
provenant de l'ensemble du territoire togolais
et de la sous-région ouest-africaine.

MATERIEL

Le matériel de I'étude était constitué par des
comptes rendus d’étude de sperme de patients
ayant consulté pour infertilité. Ces spermes
étaient  recueilis au laboratoire  par
masturbation et aprés trois jours d'abstinence
sexuelle. Le sperme était recueilli dans un
réceptacle en polystyréne gradué et gardé a la
température ambiante. L'analyse du sperme
était débutée 30 minutes aprés I'émission et
était réalisée par le méme technicien. La
numération des spermatozoides était faite
grace a un hémocytométre de Nageotte.
L'étude de la morphologie des spermatozoides
était réalisée aprés coloration par le colorant
de Shorr. Aucune coloration spéciale n'a été
réalisée dans le but d'analyser les types de
cellules rondes.

METHODE

Cette étude a été rétrospective et analytique
sur une période de 5 ans (janvier 1997 a
décembre 2001). Les comptes rendus de
spermogrammes qui indiquaient plus de 3
millions de spermatozoides ont été considéreés.
La collecte des données a été manuelle. Les
données recueillies ont été consignées sur
fiches préétablies.

Les paramétres étudiés ont été :

- le volume et les cellules rondes du sperme,

- la numération, la mobilité et la morphologie
des spermatozoides.

L'analyse des données a été statistique et
informatisée. L'exploitation des données a été
faite sur les logiciels EPl INFO et SPSS
(Statistical Parckage for Social Sciences) au
centre de Statistiques de Lomé.

Le coefficient de corrélation (r) a été utilisé
pour analyser les relations entre I'élévation de
la concentration des cellules rondes et les
parameétres étudiés. Le degré de confiance (p)
était fixé a 5 %. La signification des
corrélations était acceptée pour p < 0,05.

RESULTATS

Prévalence

Durant la période de I'étude, 1563 patients ont réalisé le spermogramme. Les cellules rondes avaient une
concentration supérieure & 3 x 10°/ mL de sperme dans 407 cas, soit 26,03 %. La concentration de
ceIGIuIes rondes variait de 4 x 10°/ mL & 30 x 10°/ mL de sperme. La concentration moyenne était de 7,5 x
10°/ mL.
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Corrélations entre cellules rondes, sperme et spermatozoides

Elles sont retrouvées dans les différents
tableaux ci-apres :

Tableau 1 : Répartition des anomalies de
volume du sperme selon les concentrations de
cellules rondes

Concentration de Nombre Fréquences
cellules rondes de cas (%)

(x10%/ mL)

[04 —06 [ 24 45,28

[06 — 08 [ 15 28,30

[08—-10] 06 11,32
[10-12] 02 03,78

[12-30[ 06 11,32
r=-0,5997 p<0,0001

Tableau 2 : Répartition des anomalies de

numération des spermatozoides selon les
concentrations de cellules rondes
Concentration de Nombre Fréquences
cellules rondes de cas (%)

(x10%/ mL)

[04 — 06 [ 18 60,00
[06 — 08 | 02 06,67
[08 =10 02 06,67
[10-12] 01 03,33
[12-30] 07 23,33
r=-0,2049 p < 0,0001
DISCUSSION

Notre étude, rétrospective et hospitaliere
portant sur des patients infertiles, ne peut étre
exhaustive et représentative du milieu togolais.
Elle ignore les personnes fertiles ou infertiles
qui n'ont pas réalisé de spermogramme dans
le cadre de I'étude. Elle permet cependant
d'avoir une approche de la prévalence et de
limpacte de [I'élévation des cellules rondes
dans les spermes de personnes infertiles.

Le seuil d'élévation des cellules rondes varie
d'une étude a une autre. Ce seuil est de 2,5 x
10°/ mL dans I'étude de Belmeki [2] et de 3 x
10° / mL pour I'OMS [13]. L'absence de
colorations spéciales n'a pas permis une

Tableau 3 : Répartition des anomalies de
mobilité des spermatozoides selon les
concentrations de cellules rondes

Concentration de Nombre  Fréquences

cellules rondes de cas (%)

(x10°/ mL)

[04 -06 [ 17 58,62

[06 — 08 [ 09 31,10
[08—-10] 01 3,44
[10-12] 01 3,44
[12-30[ 01 3,44
r=-0,6555 p < 0,0001

Tableau 4 : Répartition des anomalies de

morphologie des spermatozoides selon les
concentrations de cellules rondes

Concentration de Nombre Fréquences

cellules rondes de cas (%)
(x10°/ mL)

[04 - 06 [ 168 48,13
[06 — 08 [ 115 33
[08-10] 026 7,44
[10-12] 019 5,44
[12-30] 021 6,01
r=-0,6809 p < 0,000

analyse des corrélations avec les différents
types de cellules rondes.

Dans notre étude la prévalence d'une
concentration de cellules rondes supérieure a
3 x 10°/ mL de sperme était de 26,03 %.
Cette élévation de la concentration de cellules
rondes était corrélée avec le volume du
sperme, la numération, la mobilité et la
morphologie des spermatozoides. La
corrélation  était partout négative et
significative. L'élévation de la concentration
des cellules rondes était associée donc a une
diminution du volume du sperme de la
numération, la mobilité et la morphologie des
spermatozoides. Arata [12] est parvenu aux
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mémes résultats concernant la mobilité
(r = - 0,205) et la morphologie des
spermatozoides (r = - 0,231). Caldamone [14],
étudiant la relation avec les leucocytes, a noté
une corrélation, comme dans notre étude,
négative avec la numération, la mobilité et la
morphologie des spermatozoides. Caskurlu
[5], avec les cellules germinales immatures, a
trouvé une corrélation significative (p < 0,0001)
positive avec la numération (r = + 0,56), et
négative avec la mobilité (r = - 0,60 ) et la
morphologie ( r = - 0,71 ) des spermatozoides.
Zbell [15], dans une étude similaire, a trouvé
une corrélation négative significative (r = - 0,07
; p < 0,05) avec le volume du sperme et une

corrélation positive (r = + 0,048 ; p < 0,05)
avec la numération des spermatozoides.

La cause de ces variations pourrait étre liée a
la subjectivité de I'appréciation des parametres
du sperme. La quantification des parameétres
dépend du technicien, de la durée
d'abstinence sexuelle et des conditions de
prélevement du sperme [1].

Les variations des corrélations peuvent
résulter aussi de I'action de I'age et de certains
facteurs tels que le tabac, [l'alcool, les
infections génitales et l'abstinence sexuelle
prolongée. Ces facteurs induiraient un afflux
leucocytaire dans le sperme [12].

CONCLUSION

L'élévation de la concentration des cellules rondes du sperme est associée a une diminution du volume du
sperme, de la numération, de la mobilité et de la morphologie des spermatozoides. Les facteurs qui
induisent une élévation de concentration de ces cellules pourraient réduire le pouvoir fécondant du
sperme.
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RESUME

Les accidents d’exposition au sang (AES) représentent pour les prestataires de soins, des risques
majeurs de transmission d’infections graves. Qu’en est-il de leur fréquence, des mesures préventives
adoptées et des connaissances pratiques des prestataires en cas d’AES, dans les maternités au sud
du Bénin ? L’étude s’est déroulée dans cinq maternités au sud du Bénin et a porté sur 62 prestataires.
Elle a été transversale, descriptive et analytique et s’est déroulée du 1* janvier au 31 mars 2004. Les
données ont été collectées a 'aide de questionnaires préétablies sur la survenue de ces accidents, la
connaissance des prestataires et les moyens de prise en charge des accidents. Nous avons abouti
aux résultats suivants : deux prestataires sur trois (67.7%) connaissent les AES, alors que leur fré-
quence est de 77%. Les accidents se sont produits principalement au cours des accouchements
(25,7%). Dans cette circonstance, nous avons recensé les accidents par piqlire (48%), la projection de
sang ou autres liquides organiques dans les yeux (50%), sur la peau et les autres muqueuses
(56,2%). Les lunettes sont les barriéres les moins portées, 21% ; les raisons avancées pour I'absence
de protection sont la négligence et surtout la non disponibilité. Le protocole complet de prise en char-
ge des AES est mal pergu par la majorité des prestataires. L’insuffisance constatée entre la connais-
sance des accidents d’exposition au sang et I'application des mesures préventives par les prestataires
nécessite la mise en ceuvre d’un recyclage et la fourniture effective des moyens de protection.

Mots clés : accident d’exposition au sang, prévention, maternité.

SUMMARY: Occupational Exposure to Blood and Body Fluids in the maternities in South of
Benin: Frequency, prevention and practical knowledge.

The occupational exposure to blood and body Fluids represent for Health care workers some major
risks of transmission of serious infections. What is it about their frequency, some preventive measures
adopted, and some practical knowledge of health care workers in case of occupational exposure to
blood and body fluids in maternities in the south of Benin? The study has been carried out in five ma-
ternities in the south of Benin and involved sixty-two (62) health care workers. It has been transversal,
descriptive and analytical from 1" January to 31 March, 2004. The data have been collected with the
help of questionnaire pre-established with the happening of these accidents, the practical knowledge
about health care workers and the available means in order of taking care of accidents. We have
come out with the following results: Two health care workers out of three (66.77%) know about occu-
pational exposure to blood and body fluids whereas their frequency is of 77%. The accidents were
mainly occurred during deliveries (25.7%). In these circumstances, we have recorded needles sticks
injuries (48%), body fluid splashing to the eyes (50%), on the skin and other mucous membrane
(56.2%). The wearing of glasses is the barriers the less attacked (21%), the advanced reasons for the
absence of protection are related to negligence, and chiefly to the lack of materials. The complete
protocol of the taking care of occupational exposure to blood and body fluids is not well perceived by
the majority of health care workers. The insufficiency noticed between the knowledge of occupational
exposure to blood and body fluids and the application of preventive measures by the health care
workers necessitates the putting in place of a recycling and the effective supply of means of protec-
tion.

Key-words: Occupational exposure to blood and body fluids, prevention, maternity
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INTRODUCTION

Les accidents d’exposition au sang ou autres
liquides biologiques constituent un sujet de
grande préoccupation pour les agents de santé
et présentent un risque majeur de transmission
d’infections graves telles que le virus de
limmunodéfience humaine (VIH), le virus de
I'hépatite B (VHB) et le virus de I'hépatite C
(VHC). Le rapport 2002 de I'OMS [1] sur la
réduction des risques et la promotion de la
santé reléve que 2,5% des cas de HIV et 40%
des cas d’hépatite B et C touchant les agents
de santé, sont le résultat d'un accident
d’exposition au sang. Plusieurs études ont été
réalisées au Bénin sur les accidents
d’exposition au sang mais aucune n’a abordé
spécifiquement l'importance de ces fléaux
dans les maternités de notre pays. Il nous
apparait alors opportun d’apprécier leur fré-
quence, les connaissances pratiques des pres-
tataires en cas d’AES et les mesures préven-
tives adoptées en cas d’AES, dans les mater-
nités de référence au sud du Bénin

MATERIEL ET METHODES

Il s'agit d’'une étude descriptive transversale et
analytique des accidents d’exposition au sang
survenus dans les maternités de référence de
I'atlantique et du littoral au cours de la période
de trois mois allant du 1% janvier au 31 mars
2004. Dans une premiere étape d'un mois,
nous avons sillonné les maternités pour ren-
contrer les prestataires qui y sont employés.
Ensuite, nous leur avons distribué les ques-
tionnaires que nous sommes revenus chercher
au bout d’'un mois. Nous avons utilisé une
méthode non probabiliste pour sélectionner les
maternités et les prestataires de soins. Les
maternités publiques ou confessionnelles du
département de I'atlantique et du littoral dispo-
sant d'un bloc opératoire ont été incluses.
L’enquéte a été orientée vers les prestataires,
gynécologues-obstétriciens,  sages-femmes,
infirmiers,  aides-soignantes et  agents
d’entretien, exercant dans lesdites maternités,
disponibles et consentants. Chaque maternité
retenue comporte un bloc technique avec une
salle de dilatation, une salle d’accouchement
et un bloc opératoire, un secteur de consulta-
tion et un secteur d’hospitalisation.
L’autorisation des autorités politico-
administratives et sanitaires a été obtenue au
préalable ; le respect de I'anonymat a été ob-
servé ; aucune contrainte n’a été imposée aux
enquétés et la confidentialité des données
recueillies a été assurée.

Durant cette étude nous avons été confrontés
a des difficultés empéchant I'observation de

tous les prestataires et liées a leur mobilité
entre les différents secteurs, a leur absence
pour raison de congé ou de maladie ou encore
au non consentement.

Cing maternités de référence répondaient a
nos criteres d’inclusion. Il s’agit par ordre dé-
croissant d’importance d’activité, de I’hépital de
la mere et de I'enfant lagune (HOMEL), de la
clinigue universitaire de gynécologie et
d’'obstétrique (CUGO), de la maternité de
I’hépital Saint Luc, de la maternité du centre de
santé de Menontin, et de la maternité de
'hépital de zone de Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito.

Les variables suivantes ont été étudiées: la
fréquence des AES (variable dépendante), les
connaissances des prestataires sur les AES,
la protection des prestataires de soins, les
mesures a prendre en cas d’AES, le type
d’AES, Ila circonstance de survenue,
I'observance des normes en matiére de pré-
vention (variables indépendantes). Les don-
nées recueillies ont été vérifiées, décodées et
analysées a I'aide du logiciel EPI INFO 6.

RESULTATS

Au cours des 3 mois qu’a duré notre étude, sur
200 prestataires prévus pour remplir les fiches
d'enquéte distribuées, 80 ont effectivement
effectué le remplissage soit un taux de ré-
ponse de 40%. Parmi ces 80 fiches, 62 seule-
ment sont exploitables. Les autres fiches ont
été mal remplies.

Répartition des prestataires enquétés en
fonction de leur profession

La majorité des prestataires est représentée
par les sages-femmes, 26 sur 62 (41,9%) et
les médecins, 22 sur 62 (35,5%). Les autres,
infirmiéres,  aides-soignantes et agents
d’entretien représentent 22,6% des presta-
taires.

Répartition des prestataires enquétés par
secteur d’activité dans la maternité

Le bloc technique (salle de dilatation, salle
d’accouchement, bloc opératoire) concentre la
plus grande partie des prestataires, 42 sur 62
(67,8%).

Connaissance des AES par les prestataires
Parmi les 62 prestataires, 50 soit 81,4% con-
naissent la définition et les risques des AES.

Fréquence des AES dans les maternités de
référence de I’Atlantique et du Littoral

Pour un total de 62 prestataires retenus, 48 ont
eu un accident d’exposition au sang au cours
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des trois derniers mois soit une frégquence représente le type le plus fréquent d’AES,
d’AES de 77%. 27 cas sur les 48 prestataires exposés
(56,2%); ensuite viennent la projection de sang
Type d’AES ou de liquide organique dans les yeux, 24 sur
La projection de sang ou autres liquides orga- 48 (50%) et les piqares d’aiguille souillée, 23
nigues sur la peau et les autres muqueuses sur 48 (48%).

Fréquences des circonstances de survenue des AES durant les 3 derniers mois
Dans le tableau |, ci-dessous sont répertoriées les différentes circonstances de survenue des AES et
leur fréquence.

Tableau | : Répartition des prestataires selon les circonstances de survenue des AES

Circonstances de survenue Fréquence Pourcentage
exprimées par les prestataires (N=48) (%)
Accouchement 27 56,2
Suture au bloc 17 35,4
Touchers vaginaux 13 27,1
Manipulation de prélévements sanguins 12 25,0
Préléevement veineux 11 23,0
Injection en IM 08 16,7
Elimination des objets tranchants 08 16,7
Injection IV 05 10,4
Incision 04 08,3

Types de barriére de protection utilisée lors de la survenue de I'accident.

Dans notre série, nous avons identifié 4 types de barriéres utilisés lors de la survenue de I'accident:
tous les prestataires avaient porté leur blouse lors de la survenue de I'accident, 46 sur 48 (95,8%),
leur calot. Seuls 5 sur 48(10,4%) n’avaient pas porté de gants. Par contre seulement 10 sur 48(21%)
étaient munis de lunettes de protection. 14 parmi les 24 prestataires ayant subi une projection de sang
ou de liquide organique dans les yeux, 14(58,3%) en étaient donc dépourvus.

Observance des normes de prévention

Parmi les 48 prestataires ayant eu un accident d’exposition au sang. 45 n’ont pas porté de barriére
de protection lors de la survenue de I'accident. La principale raison évoquée est la non disponibilité,
27 cas sur 45 soit 60%. Dans 3 cas sur 45 (6%) les prestataires ont oublié le port de barriére de pro-
tection. La négligence est évoquée par 13 prestataires sur 45 soit 29%.

Mesures pratiques a prendre en cas d’AES selon les prestataires

En cas de piqire ou coupure

Dans le tableau I, ci-dessous est mentionnée la répartition des prestataires en fonction des mesures
a prendre en cas de piqlre ou de coupure.

Tableau Il : Répartition des prestataires en fonction des mesures a prendre en cas de piqire ou
de coupure.

Mesures a prendre Effectif Pourcentage
(N=62) (%)
Application immédiate d’antiseptique 61 98,4
Lavage des mains 59 95,2
Contréle Sérologique (VIH/VHB) 40 64,4
Déclaration de 'AES 29 46,8
Consultation du médecin du personnel 22 35,5
Sérothérapie antitétanique (SAT) 12 19,4

En cas de projection de sang ou autres liquides organiques dans les yeux
Dans le tableau lll, ci-dessous est mentionnée la répartition des prestataires en fonction des mesures
a prendre en cas de projection dans les yeux.
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Tableau lll : Répartition des prestataires en fonction des mesures a prendre en cas de projec-

tion de sang dans les yeux

Mesures a prendre Effectif  Pourcentage
(N=62) (%)
Ringage a grande eau de I'ceil. 62 100,0
Contrble sérologique 42 67,7
Déclaration de I'accident de travail 29 46,8
Consultation en ophtalmologie 27 43,3
Consultation du médecin du personnel 20 32,3

En cas de projection de sang ou autres liquides sur la peau et autres muqueuses
Dans le tableau IV, ci-dessous, est mentionnée la répartition des prestataires en fonction des mesures
a prendre en cas de projection sur la peau et autres muqueuses.

Tableau IV: Répartition des prestataires en fonction des mesures a prendre en cas de projec-
tion de sang ou autres liquides organiques sur la peau et autres muqueuses

Mesures a prendre Effectif Pourcentage
(N=62) %
Lavage 50 80,6
Controble sérologique (VIH/VHB) 40 64,5
Déclaration de I'accident de travail 28 45,2
Consultation du médecin du personnel 19 30,6

DISCUSSION

Catégorie professionnelle

Le corps paramédical est le plus représenté,
dominé par les sages-femmes. Ce résultat est
conforme a celui de SINGRU A. et coll. [2] en
Inde en 2007 qui trouvent une majorité
d’infirmier. Cela explique le fait que ce person-
nel paramédical est le plus exposé.

Fréquence des AES

La frequence d’AES sur une durée de 3 mois
est trés élevée (77%) nettement supérieure a
celle de GUPTA et coll. [3] qui retrouvent seu-
lement un taux de 24,75% des prestataires sur
3 ans. Cela serait probablement lié au fait que
seuls les prestataires ayant été victimes se
sont sentis concernés ; la majorité n’a pas
manifesté d’intérét a participer a I'enquéte.
Qu’en est-il réellement de leur attitude face
aux AES ?

AES et circonstance de survenue

Dans notre étude la circonstance la plus sou-
vent en cause est représentée par
'accouchement mettant en exergue le fait que
le secteur le plus touché en maternité est la
salle d’accouchement. Ce constat est différent
de celui de Bl et coll. [4] qui dans une étude
réalisée dans un hépital universitaire en Aus-
tralie ont trouvé une prédominance des AES
dans le secteur des urgences et celui du bloc
opératoire. Le déroulement de notre étude

dans des maternités uniqguement explique
cette différence.

Connaissance des prestataires en matiéere
d’AES

Le niveau de connaissance en AES des pres-
tataires dans nos maternités est bon. Ce n’est
pas le cas au Pakistan ou JANJUA et coll. [5]
en 2007 ont noté le peu de connaissance des
agents de santé sur les risques de transmis-
sion liés aux AES, notamment chez les agents
d’entretien, avec pour conséquence la mau-
vaise application des mesures universelles de
prévention.

Types d’AES

Nous remarquons une proportion presque
égale pour les différents types d’AES : projec-
tion sur la peau et autres muqueuses, projec-
tion sur I'ceil et piglres. Nos résultats sont
nettement différents de ceux de ZAFAR et coll.
[6] au Pakistan qui ont noté la prédominance
des piqlres par aiguille souillée lors de préle-
vements sanguins (19%). Cela se rapproche
de la moitié de nos résultats concernant les
piqlres (48%). Par contre une étude nationale
menée par le GERES [7] en France sur les cas
déclarés d’AES a retrouvé chez les sages-
femmes, une fréquence similaire des projec-
tions et des piqlres lors de réfection
d’épisiotomie, ce qui se rapproche de nos ré-
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sultats et souligne le fait que les différents
gestes appliqués lors d’'un accouchement peu-
vent indifféeremment étre a I'origine d’'un AES.

Barriére de protection

En dehors des blouses, calots, bavettes, gants
qui sont utilisés systématiquement, les lunettes
ne sont portées que dans 21% des cas. Les
raisons évoquées a cet effet sont essentielle-
ment la non disponibilité de lunette et la négli-
gence des prestataires. Si dans les conditions
de travail de nos maternités la disponibilité de
ces barrieres de protection pose probléme,
gu’est ce qui sous-tend la non utilisation de
ces barrieres dans les pays développés [7] ?

SADOH et coll. [8] ont déploré le non- respect
des mesures préventives des agents de san-
té nigérians d’Abeokuta rendant ainsi le risque
infectieux élevé ; plus de la moitié en effet
n’enfilent jamais de gants pour les accouche-
ments et les interventions. Pour Bl [4], une des
raisons évoquées par les prestataires est
l'urgence qui souvent n'offre pas le temps
d’enfiler les barrieres de protection. Ces diffé-
rents constats interpellent le comportement
des prestataires en maternité pour la préven-
tion effective des AES.

Mesures prises en cas AES

En cas de piqire ou coupure

L’application d'antiseptique est la premiére
mesure pratiquée par les prestataires. Elle est
suivie par le lavage des mains dans notre
étude. SINGRU a retrouvé une attitude pareille
chez les infirmiers [2]. Les mesures pratiques
énoncées par les prestataires ne couvrent pas
tous les aspects de la conduite recommandée
aprés AES. Devant tout AES, il nous parait
nécessaire de considérer le risque potentiel
de VIH et de prendre en compte les recom-
mandations prescrites comme I'a souligné

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Lansac [9]. En particulier, comme I'a démontré
PATEL a Londres, le recours au médecin du
travail est nécessaire pour une qualité
d’évaluation du risque infectieux en cas d’AES
et donc de sa prise en charge.

En cas de projection dans les yeux

Le ringage a grande eau est la premiere me-
sure préconisée par les prestataires. La con-
sultation ophtalmologique préconisée par prés
de la moitié des prestataires est pertinente,
mais si cette mesure citée par les prestataires
est disponible dans les grands hoépitaux ce
n'est pas toujours le cas dans les maternités
périphériques.

En cas de projection sur la peau et autres
muqueuses

L’application d’antiseptique et le lavage a I'eau
sont, a I'instar de ce qui est fait en cas de cou-
pure ou de piqlre, les deux mesures envisa-
gées par les enquétés. Cela témoigne de la
bonne perception qu’ils ont du risque de
transmission virale méme en absence de cou-
pure ou de piqlre. En effet une étude réalisée
aux Etats Unis pendant 20 ans [11] a révélé
que 14% des infections liées aux AES impli-
quent une exposition cutanéo-muqueuse.

CONCLUSION

La fréquence élevée des AES dans nos ma-
ternités suscite préoccupation malgré la con-
naissance des mesures préventives et pra-
tiques par les prestataires. Il apparait néces-
saire de susciter une prise de conscience plus
élevée des AES dans nos maternité, par la
mise a jour des connaissances, en rendant
disponible de fagon permanente les matériels
et consommables nécessaires a leur préven-
tion, en organisant une supervision formative
et évaluation rigoureuse des activités des ma-
ternités.
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ASPECTS MORPHOLOGIQUES DES RESULTATS DE LA CYTOLOGIE
URINAIRE CHEZ DES SUJETS D’ORIGINE AFRICAINE VIVANT EN FRANCE
Silou" J.F., Mpio®1., Boisson' R.C.

(1) Laboratoire de cytologie urinaire, Centre Hospitalier Lyon-Sud. 69495 Pierre-Benite France
(2) AURAL Etablissement de santé et traitement des maladies rénales, 69008 Lyon France

RESUME

INTRODUCTION. La cytologie urinaire par microscopie en contraste de phase a une grande impor-
tance diagnostique et permet d’établir la nature de l'affection de I'appareil urinaire et son pronostic
évolutif.

OBJECTIFS DE L'ETUDE. Nous rapportons les résultats d’'une étude rétrospective et observationnelle
sur les examens cytologiques des échantillons urinaires de sujets africains vivant en France.
PATIENTS ET METHODES. Les analyses morphologiques des premiers échantillons d’urines prove-
nant de 77 sujets d’origine africaine admis au cours de I'année 2009 dans différents services du CHU
de Lyon, ont été réalisées dans le Laboratoire de Cytologie urinaire. L’étude consiste en un examen
par microscopie en contraste de phase sur des urines fraichement émises et dans les 2 heures sui-
vant le prélévement.

RESULTATS. Nos résultas globaux révelent par ordre décroissant, 26 cas (34%) d’hématurie glomé-
rulaire (HTUG) isolée, 14 cas (18%) d’hématurie (HTU) mixte (glomérulaire et non glomérulaire), 12
cas (16%) de leucocyturie associée a des anomalies tubulaires et a la présence de la flore microbiolo-
gique, 10 cas (13%) dHTUG modérée associée a une infection urinaire, 6 cas (8%) de cytologie nor-
male, 5 cas (6%) d’'HTU non glomérulaire (HTUNG) et 4 cas (5%) de cristallurie-cylindrurie.

Selon le genre, les échantillons proviennent de la femme dans 40 cas (52%) et de 'homme dans 37
cas (48%) ; le taux d'HTUG isolée reste comparable entre les 2 genres, par contre les signes
d’infection urinaire sont plus fréquents (p<0,05) chez la femme (25%) que chez I'homme (19%).

L’age moyen des sujets est de 48+15 ans (médiane 49 ans). Trois groupes d’age ont été constitués :
2 patients (2%) agés de moins de 19 ans (groupe 1), 59 patients (77%) agés de 19 a 60 ans (groupe
2), 16 patients (21%) agés de plus de 60 ans (groupe 3). Dans le groupe 2 prédomine 'HTUG isolée
(20 cas) par rapport a 'HTU mixte (10 cas) et a THTUNG (5 cas) ; dans le groupe 3 on observe un
taux comparable (p=ns) entre HTU glomérulaire isolée et mixte (6 et 4 cas) et aucune HTUNG.
CONCLUSION. Notre étude cytologique des urines chez un groupe de patients incidents d’origine
africaine vivant en France rapporte une forte proportion de 'HTUG isolée et de la leucocyturie entre
19 et 60 ans sans influence du genre. Un sédiment urinaire infecté est plus fréquent dans le genre
féminin. Des observations similaires ont été rapportées dans la littérature pour la population cauca-
sienne autochtone.

Mots-clés : microscopie en contraste de phase — cytologie urinaire — hématurie glomérulaire — Afrique

ABSTRACT.

Morphological results of urine cytology in African subjects living in France

INTRODUCTION. Urinary cytology by phase contrast microscopy is of great importance for diagnosis
and to establish the nature of the urinary tract disease and its prognostic.

OBJECTIVES OF THE STUDY. We report the results of a retrospective and observational study about
the cytological examination of the urine samples from African subjects living in France.

PATIENTS AND METHODS. The morphological analysis of the first urine samples from 77 African
subjects admitted during the year 2009 in various services of the university hospital of Lyon, were
conducted in the Laboratory of urinary cytology. The study consist of an examination by phase con-
trast microscopy on urine freshly issued and in the 2 hours following the collection.

RESULTS. Our overall result reveal by decreasing order, 26 cases (34%) of the isolated glomerular
hematuria (GHTU), 14 cases (18%) of the mixed (glomerular and non-glomerular) hematuria (HTU),
12 cases (16%) of leucocyturia associated with tubular abnormalities and the presence of microbi-
ological flora, 10 cases (13%) of moderate GHTU associated with urinary tract infection, 6 cases (8%)
of normal cytology, 5 cases (6%) of non-glomerular HTU (NGHTU) and 4 cases (5%) of crystalluria-
cylindruria.

According to the gender the samples came from women in 40 cases (52%) and men in 37 cases
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(48%), the rate of isolated GHTU remains comparable between the 2 genders, against the signs of
urinary infection are more frequent (p <0.05) in women (25%) than men (19%). The mean age was
48 + 15 years (median 49 years). Three age groups were formed: 2 patients (2%) aged under 19
years (group 1), 59 patients (77%) aged 19-60 years (group 2), 16 patients (21%) aged over 60 years
(group 3). In group 2 prevails isolated GHTU (20 cases) compared to the mixed HTU (10 cases) and
the NGHTU (5 cases); in group 3 one observes a comparable rate (p = ns) between isolated GHTU
and mixed GHTU (6 and 4 cases) and no NGHTU.

CONCLUSION. Our cytological study of the urine from incident group of African patients living in
France reports a high proportion of isolated GHTU and leucocyturia between 19 and 60 years without
influence of gender. An infected urine sediment is more frequent in the female gender. Similar obser-

vations were reported in the literature for the native Caucasian population.
Keywords: phase contrast microscopy - urine cytology - glomerular hematuria — Africa

INTRODUCTION

La cytologie urinaire par microscopie en con-
traste de phase, examen non invasif, a une
grande importance diagnostique et permet
d’établir la nature de l'affection de I'appareil
urinaire et son pronostic évolutif (1-3). Les
données sur la cytologie du sédiment urinaire
réalisée en Afrique sont de plus en plus rap-
portées (4, 5) ; il nous a paru intéressant de
rapporter nos résultats chez des sujets origi-
naires d’Afrique mais vivant en France.

PATIENTS ET METHODES

Les échantillons urinaires provenant de 77
sujets admis au cours de I'année 2009 dans
différents services du CHU de Lyon, ont été
analysés dans le Laboratoire de Cytologie
urinaire, seuls sont pris en compte dans ce
travail les résultats des premiers échantillons
urinaires. L’analyse comportait une étude par
microscopie en contraste de phase sur des
urines fraichement émises et dans les 2
heures suivant le prélevement.

RESULTATS

Les échantillons proviennent des patients de
sexe féminin dans 40 cas (52%) et de sexe
masculin dans 37 cas (48%) ; 'dge moyen est
de 48+15 ans (médiane 49 ans). Trois groupes
ont été constitués en fonction de I'age ; 2 pa-
tients (2%) &gés de moins de 19 ans
(groupe 1), 59 patients (77%) agés de 19 a 60
ans (groupe 2), 16 patients (21%) agés de plus
de 60 ans (groupe 3).

Nos résultats globaux révélent par ordre dé-
croissant, 26 cas (34%) d’hématurie gloméru-
laire (HTUG) isolée, 14 cas (18%) d’hématurie
(HTU) mixte (glomérulaire et non gloméru-
laire), 12 cas (16%) de leucocyturie associée a
des anomalies tubulaires et a la présence de la
flore microbiologique, 10 cas (13%) dHTUG
modérée associée a une infection urinaire, 6
cas (8%) de cytologie normale, 5 cas (6%)
d’'HTU non glomérulaire (HTUNG) et 4 cas
(5%) de cristallurie-cylindrurie.

Les figures 1 et 2 montrent les caractéristiques
morphologiques observées.

Figure 1 : Erythrocytes glomérulaires. Microscopie
a contraste de phase. Obj 100

Notez I’anisocytose, le polymorphisme, les « fan-
tomes », les images « en cible », en « boués », les
schizocytes

Figure 2: Erythrocytes non glomérulaire (aspect
monomorphe, contours réguliers). Microscopie a
contraste de phase. Obj 100 immersion

Au centre de I’image, une cellule tubulaire proxi-
male (noyau petit, excentré, a membrane nucléaire
épaisse, cytoplasme granité

Documents diis a l’obligeance du Pr H. Pellet

Au plan hématurique : on constate en fonc-
tion du sexe que le taux d’HTUG isolée reste
comparable entre hommes et femmes et que
'HTUNG prédomine légerement chez les
hommes (4/5 cas). Selon les tranches d’age
définies, dans le groupe 2 prédomine I'HTUG
isolée (20 cas) par rapport a 'HTU mixte
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(10 cas) et a 'THTUNG (5 cas) ; dans le groupe
3 on observe un taux comparable (p=ns) entre
HTU glomérulaire isolée et mixte (6 et 4 cas) et
aucune HTUNG.

Au plan d’autres anomalies urinaires : en
fonction du sexe les signes d’infection urinaire
sont plus fréquents (p<0,05) chez la femme
(25%) que chez 'homme (19%), le taux de
cristallurie-cylindrurie est comparable. Selon
les tranches d’age définies, on observe un taux
plus élevé (p<0,05) de leucocyturie associée a
la flore ou a une infection urinaire dans le
groupe 2 que dans le groupe 3 (35% versus
9%). La cytologie urinaire était normale dans le
groupe 1.

DISCUSSION

Notre étude sur la cytologie urinaire en con-
traste de phase réalisée sur des prélévements
incidents en 2009 chez un groupe de patients
d’'origine africaine vivant en France semble
confirmer une forte incidence de I'HTUG isolée
et de la leucocyturie entre 19 et 60 ans
quelque soit le sexe. Des observations simi-
laires ont été rapportées en pratique néphrolo-
gique chez des sujets caucasiens (6, 7) con-
firmant la prépondérance de I'HTUG isolée
parmi les signes urinaires les plus rencontrés.
Dans ce groupe de sujets africains un sédi-
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CONCLUSION

L’HTUG isolée parait avoir une forte incidence
en cytologie urinaire chez des patients
d’'origine africaine vivant en France ; au plan
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Nos résultats ne refletent que I'aspect cytolo-
gique et méritent d’étre confrontés par la suite
aux données cliniques des patients pour une
étude plus exhaustive.
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