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ABBREVIATIONS

95%CI: 95% confidence interval

ALA : acide delta aminolévulinique

ALAD : acide delta aminolévulinique-déshydratase
BFU-E : burst forming unit - erythroid

BLL : blood lead levels

BMI : body mass index

Ca-EDTA : calcium edetate de sodium

CFU-E : colony forming unit-hematopoietic
CFU-GEMM : Colony Forming Unit - Grannulocytic, Erythroblastic, Monocytic, Megacaryocytic

CRP : C-Reactive protein

CS : coefficient de saturation de la transferrine
CTF : capacité totale de fixation

DAG : directed acyclic graph

DMT1 : divalent metal transporter 1

EPDS : Edinburgh postnatal depression scale
EPO : érythropoiétine

Fig. : figure

HAS : Haute Autorité de Santé

HOME : Home Observation for Measurement of the Environment
IC95% : intervalle de confiance a 95%

ID : iron deficiency

IDA : iron deficiency anaemia

INV : index non-verbal

IPM : indice des processus mentaux

IQR : interquartile range

IRE : iron responsive element

IRP : iron regulatory protein

KABC-II : Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition
L-DOPA : L-dopamine

MPI : mental processing index

NHANES Il : third national health and nutrition examination survey
NVI : non-verbal index

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ONG : organisation non-gouvernementale
PIB : produit intérieur brut

PP : protoporphyrine IX

PPZ : protoporphyrine zinc

RTf1 : récepteurs de la transferrine de type 1
SD: standard deviation

SDQ : Strength and Difficulties Questionnaire
VGM : volume globulaire moyen

WHO : World Health Organization
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|. INTRODUCTION DE LA THESE

Cette premiére introduction se concentre sur les fondamentaux du plomb et du fer, deux
métaux centraux a la problématique de cette thése. Une présentation sommaire de la
situation géographique, sanitaire et politique du Bénin permettra ensuite d’en planter le
décor. L’introduction de I'article, qui est le coeur de la thése, suit cette section et revient sur
l'état des connaissances scientifiques sur le lien entre plomb, carence martiale et
développement cognitivo-comportemental de l'enfant. Faisant suite a cet article, une
conclusion de these revient sur les éléments nouveaux apportés par cette étude, les remet

en contexte et souligne les pistes de recherche a venir.
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I.ILe plomb

I.l.]1 Caractéristiques physicochimiques

Le plomb est un métal lourd correspondant a I'élément chimique de formule Pb et de numéro
atomique 82. A la pression atmosphérique, il est présent a I'état physique solide, son point
d’ébullition étant 1749°C. Il s’agit d’un solide plutét malléable, qui revét une coloration gris-
bleue. Il n'est pas soluble dans 'eau, bien que certains de ses composés minéraux comme
le chlorure de plomb (PbCl,), le nitrate de plomb (PbNOs),, ainsi que dans une moindre
mesure le monoxyde de plomb (PbO) et le sulfure de plomb (PbS), le soient (1). Son numéro

CAS est 7439-92-1. La Figure | (Fig. I) montre une photographie d’un minerai de plomb.

Figure |. Photographie d’'un minerai de plomb. (Source: therockgallery.co.uk, reproduite avec
autorisation de l'auteur)

1.1l Epidémiologie et sources d’exposition

L’intoxication au plomb est un probléme de santé publique mondiale, entierement évitable,
affectant plus particulierement les pays en développement avec une grande variation dans
les sources d’exposition (2,3). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), environ
540 000 déces mais surtout 13,9 millions d’années de vie en bonne santé perdues seraient
du a l'exposition au plomb dans le monde en 2016 (4). Un rapport de 'OMS concernant
'exposition au plomb sur le continent africain saluait l'interdiction de I'essence au plomb
dans de nombreux pays en 2006, bien que de nombreux efforts restaient a faire concernant

d’autres sources d’exposition telles que la peinture au plomb, I'exposition liée a la fonderie, a
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la réparation automobile, & la fabrique de batterie, I'utilisation courante dans le cadre de
petites confections (joaillerie, accessoires de péche, munitions) la préparation de remeéedes
de médecine traditionnelle avec des plantes contaminées (5). L'exposition au plomb peut
aussi avoir lieu a travers la récupération du plomb de pieces métalliques ou de cables
électriques recyclées, les travaux de soudage ou de brasage impliquant du plomb comme
matériau d’apport ou comme piece a souder, par exemple une canalisation plombée (6). Il a
été estimé que plus de la moitié des emplois en Afrique concernent le secteur informel, avec
une industrie artisanale de recyclage de batteries, de réparation électrique ou de joaillerie
réalisées depuis le domicile, exposant potentiellement le cercle familial (5). Concernant la
peinture au plomb, une étude sud-africaine aurait retrouvé une prévalence de 20% pour la
présence de peinture a base de plomb dans les foyers de Johannesburg (7). La fréquence
des sources d’exposition au plomb varie d'un pays a l'autre et est souvent difficiles a
quantifier (5). En effet, peu de données épidémiologiques nationales fiables sont disponibles
dans cette région du globe, en raison de I'absence de programmes de surveillance nationaux
des plombémies couplée a l'intérét encore trop faible des gouvernements pour la prévention
de cette exposition (8). Les données liées a I'exposition au plomb proviennent encore
beaucoup d’études épidémiologiques plus petites, souvent circonscrites & une région ou une
localité. Une revue systématique de 2013 ne retrouvait que 9 études exploitables en Afrique
sub-saharienne, avec une plombémie moyenne pondérée de 162ug/L chez les enfants de
moins de six ans (9). La perte financiére annuelle liée aux répercussions sanitaires de
I'intoxication au plomb serait pourtant estimée a 134,7 milliards de dollars a I'échelle du

continent, soit plus de 4% du produit intérieur brut (10).

I.1.1Il Toxicocinétique

Toxique environnemental, le plomb n’est pas nécessaire a la physiologie humaine et n’est

pas métabolisé.

Ses voies d’absorption sont principalement respiratoires et digestives, I'absorption cutanée

étant faible (1). A noter que la voie d’absorption principale chez I'enfant est digestive,
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notamment par portage a la bouche d’objets plombés ou de la main souillée par des
poussiéeres, et que cette absorption est plus rapide que chez l'adulte (11,12). Cette voie
d’absorption se voit augmentée lors du jedne et de carences, au rang desquelles la carence

martiale, calcique et vitaminique D (13). Elle a lieu dans le duodénum (1).

Une fois absorbé, le plomb se distribue dans trois compartiments :

Le milieu plasmatique, avec une demi-vie d’environ 30 jours et une fixation essentiellement

érythrocytaire.

Un compartiment constitué des tissus mous, dont le systéme nerveux central, le foie, les
reins et les muscles, avec une demi-vie d’environ 40 jours (14). Au sein du systéme nerveux
central, le plomb s’accumulerait particulierement dans I’hippocampe, le cortex cérébral, le
cervelet et la moelle (1). Pour rappel, 'hippocampe fait partie du systéme limbique et joue un
réle dans la consolidation de la mémoire (15,16). Le cortex cérébral intervient dans la
préparation et I'exécution du mouvement volontaire, dans la cognition sur le plan du contrdle
et de 'adaptation de comportements en vue d’atteindre un objectif, dans I'affectivité
concernant I'anxiété, les affects négatifs et la valence émotionnelle attachée a une action
(17-19,19,20). Le cervelet joue un réle essentiellement régulateur, en particulier dans le

contrble moteur et interviendrait dans les apprentissages (21,22).

Le compartiment osseux, contenant la majorité du plomb accumulé depuis la période
foetale et au sein duquel la concentration augmente sur la vie entiére. Chez I'enfant, ce
compartiment contiendrait 70% des stocks de plomb corporel (23) La demi vie du plomb
osseux serait de 20 & 30 ans mais dépendrait de sa localisation. En effet, le plomb de I'os

trabéculaire serait plus mobile que celui de 'os cortical (1,24).

On observe une libération sanguine importante de plomb osseux dans les périodes
d’ostéolyse, notamment lors de la période de remodelage osseux qu’est la croissance de
'enfant, lors d’immobilisation prolongée, de tumeur osseuse ou d’ostéoporose mais

également durant des périodes de libération osseuse de calcium telles que la grossesse ou
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la lactation (13,24). Un paralléle est établi entre le métabolisme calcique et la toxicocinétique
du plomb. En effet, la supplémentation calcique diminue I'absorption digestive du plomb chez
'enfant et diminue également la libération du plomb osseux durant la grossesse et
I'allaitement (25,26). Le plomb perturbe la régulation du métabolisme calcique et peut se
substituer au calcium au niveau de certains récepteurs cellulaires (27). Une interaction
plomb-calcium impliquant la 1,25-dihydroxyvitamin D a été évoquée, bien que son éventuel

rble dans I'absorption osseuse du plomb ne semble pas encore bien défini (28).

Par ailleurs, ce toxique passe la barriere hémato-placentaire et peut donc affecter le foetus

(29).

I.1.IV Effets sur la santé humaine

L’intoxication au plomb peut entrainer deux tableaux cliniques : le saturnisme aigu sur une
exposition aigué massive, et I'intoxication chronique au plomb. Certaines situations a risques
sont plus évocatrices d’'une intoxication au plomb : I'age entre 1 et 6 ans (lié a une plus
grande absorption digestive du plomb et au portage main-bouche), la vétusté du logement
ou sa rénovation récente, présence de pica chez l'enfant, présence d'un autre cas

d’intoxication dans I'entourage (30-32).

Le saturnisme aigu dont le diagnostic est porté sur l'association de signes cliniques
compatibles et d’'une plombémie sanguine élevée chez un patient a risque. |l concerne plutét
'enfant ou I'adulte dans certains contextes particuliers (comorbidité psychiatrique, tentative
de suicide, etc.). D’aprés les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) de
novembre 2003, une plombémie 2450ug/L appelle a une prise en charge méme en 'absence
de signes cliniques, bien que le Ministere de la Santé décrive la possibilité de signes
d’intoxication aigué dés 400ug/L (30,33). Les signes cliniques associent troubles digestifs
subaigus connus sous le hom de « colique de plomb » (douleurs abdominales paroxystiques

intenses, troubles du transit, vomissements, anorexie), encéphalopathie convulsive, atteinte

17



tubulaire rénale avec anurie, hépatite cytolytique (30). Le risque de déces, notamment par

encéphalopathie séveére, survient dés 1000ug/L.

L’intoxication chronique au plomb apparait généralement dans le contexte d’une
exposition répétée a de plus faibles doses. On peut la retrouver a des niveaux de plombémie
bien plus faibles que ceux décrits dans le saturnisme aigu. Le seuil d’intervention défini par
le U.S. Centers for Disease Control (CDC) est de 50ug/L, bien que des effets déléteres, dont
des troubles du développement, soient décrits a des concentrations inférieures sans seull
retrouvé (34). Ces effets constituent un tableau clinique varié, associant troubles cognitifs
touchant I'apprentissage, troubles de la motricité fine, hyperactivité, troubles de l'attention,
agressivité ou irritabilité. Les troubles digestifs éventuellement associés ne sont pas
spécifiques. Des signes de gravité peuvent étre présents, tels qu'une anémie résistante au
traitement, des convulsions associées a un tableau d’hypertension intracranienne. Les
radiographies des os longs peuvent révéler des stigmates d’imprégnation en plomb, qui sont
également un signe de gravité (bandes radio-opaques métaphysaires). A noter également la
potentielle présence de denses fragments abdominaux de formes diverses en regard des
organes digestifs (35). Pour rappel, en France, toute plombémie supérieure a 50ug/L doit

étre déclarée a ’Agence Régionale de Santé (36).

Le seul traitement spécifique de l'intoxication au plomb est la chélation, qui reste peu
disponible dans les pays en voie de développement (37). En France, la Haute Autorité de
Santé recommandait en 2003 une chélation par Dimercaprol (British anti-Lewisite, BAL), Ca-
EDTA (calcium edetate de sodium) ou succimer (meso-2,3-dimercaptosuccinic acid, DMSA),
bien qu’il n'ait pas été démontré que ces traitements amélioraient la fonction cognitive au
décours (33). En particulier, la chélation est indiquée dés 250ug/L de plombémie en
présence d’'une anémie microcytaire réfractaire a la supplémentation martiale, ou
systématiquement dés 450ug/L. Le traitement se fait initialement & domicile par DMSA si la
plombémie est inférieure a 750ug/L. Le traitement entre 750-1000 ug/L de plombémie est

réalisé en urgence en milieu hospitalier par association EDTA-DMSA et celui des
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plombémies plus élevées ou des plombémies associées a des signes neurologiques
implique l'association BAL-EDTA (33). Les effets indésirables de la chélation dépendent de
la substance administrée et comprennent signes digestifs (nausées, vomissements, troubles
du transit), tachycardie, HTA, hypersécrétion ORL (salivaire, nasale, lacrymale),

hypersudation (38).

La place de la prévention primaire reste centrale. Celle-ci peut s’organiser autour de
l'identification des sources de plomb, leur élimination ou leur contréle, en particulier par
substitution, et la mise en place de programmes de surveillance des expositions
environnementales (37). Les approches de substitution peuvent cependant étre colteuses
lorsqu’elle impliquent le remplacement d’installations ou la réfection de locaux existants, tels
que le remplacement de la peinture de béatiments publics ou habitations (5). Malgré cette
considération de codt, certaines autres mesures moins co(teuses, telles que la signalisation
du plomb sur les pots de peintures, n’ont toujours pas été mises en places dans une majorité
de pays en voie de développement, dont beaucoup de pays africains (39). Ces difficultés
soulignent I'intérét politique encore trop faible pour cette problématique dans ces régions (5).
Pourtant plusieurs déclarations ou conférences internationales ont souligné ces quinze
derniéres années I'importance de l'intoxication infantile au plomb comme probléme de santé
publique, dont la déclaration de Brescia en 2006 sur la prévention de la neurotoxicité des
métaux ou I'Engagement de Busan pour une action concréte en faveur de la santé des
enfants et de I'environnement en 2009 (12). Ces engagements avaient permis d’obtenir

I'arrét de l'utilisation de I'essence au plomb dans la plupart des pays africains (5).

I.1.V Marqueurs biologigues

Les marqueurs biologiques du plomb peuvent s’organiser en deux catégories : ceux reflétant
I'exposition et ceux attestant d’un retentissement sur l'organisme. Une liste exhaustive

dépassant le propos de cette thése, nous en évoquerons les plus utilisés en toxicologie.
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A. Marqueurs reflétant I'exposition au plomb

La plombémie sanguine, sous-entendue dans le sang total, augmente dés le 1° jour
d’exposition au plomb jusqu’a un plateau atteint dans les mois suivants. Il s’agit d’'un trés bon
marqueur de I'exposition au plomb des semaines précédentes, si celle-ci est stable (13). En
revanche, elle reflete mal 'accumulation du plomb, qu’elle sous-estime, celle-ci se déroulant
dans le compartiment osseux. La plombémie sanguine reste néanmoins influencée par le
stock de plomb osseux, qui réaliserait une mobilisation vers le compartiment sanguin au
point d’en constituer la principale contribution (40). La plombémie sanguine augmente avec
I'age, y compris chez I'enfant jusqu’a au moins 5 ans, avec une augmentation marquée entre
6 et 12 mois (41-45). Cependant elle demeure le marqueur biologique de choix au niveau
international (46). Ce dosage est sensible a la contamination et doit étre effectué sur peau

lavée, avec un tube sans plomb. Elle nécessite une ponction veineuse.

La plombémie dans le cheveu est non invasive et peu codteuse, la rendant attrayante dans
le cadre d’études épidémiologiques. Cependant, ce type de prélévement est trés sensible a
la contamination externe, la différenciation entre plomb déposé sur le cheveu de maniére
exogéne et plomb endogéne au cheveu étant difficile (46). Bien que plusieurs techniques de
lavage du prélévement soient connues, aucun consensus n’existe les concernant et leur
efficacité a été décrite comme partielle (47). Il n’existe pas non plus de consensus
concernant la technique et la localisation du prélevement, bien que celles-ci puissent
influencer la concentration retrouvée (48). Les techniques d’analyse semblent également
peu concordantes et la fiabilité de ce biomarqueur est donc encore compromise par de

nombreuses erreurs de mesure (46).

La plombémie plasmatique reste peu validée et n’a pour linstant que peu démontré
d’association avec les effets sanitaires du plomb. Elle nécessite un haut niveau d’analyse
technique, notamment en raison de ses valeurs trés faibles, la majorit¢é du plomb du

compartiment sanguin étant préférentiellement fixé aux érythrocytes (24,46).
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La plombémie osseuse reflete I'exposition cumulée en plomb (os cortical) mais également
une quantité de plomb potentiellement mobilisable dans la circulation sanguine (os
trabéculaire) (46). Ce dosage s’effectue de maniére non-invasive par fluorescence a rayons

X, avec une quantité d’irradiation qui serait inférieure a celle d’une radiographie (13).

La plomburie est une mesure non invasive reflétant I'exposition récente. Elle souffre de sa
grande variabilité car elle est sensible a la créatinine (49). Comme la plombémie
plasmatique, ses faibles valeurs la rendent difficile a analyser (24). En outre, le risque de
contamination externe est élevé. Ces caractéristiques en font un marqueur biologique
médiocre. A noter que la plomburie peut étre provoquée par EDTA, provoquant un relargage
des stocks de plomb osseux. Bien qu’elle devienne alors un marqueur plus intéressant du
plomb osseux, 'augmentation brusque du plomb biologiquement actif qu’elle provoque rend

la plomburie provoquée par EDTA potentiellement dangereuse d'utilisation (13).
B. Marqueurs reflétant un retentissement du plomb sur 'organisme

En particulier, ces marqueurs reflétent l'influence du plomb sur la synthése de 'héme. La
Fig. Il, reproduite avec autorisation de I'auteur, montre les étapes mitochondriales et extra-

mitochondriales de la synthése de ’héme perturbées par le plomb (50).
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Figure Il. « Schéma de la voie de synthése de 'héme chez les mammiféres et des étapes perturbées
par le plomb ». (Source : National Research Council (US) Committee on Measuring Lead in Critical
Populations, reproduite avec autorisation de l'auteur) (50)

Pb : plomb. Iron : fer. Mitochondrion : mitochondrie

La protoporphyrine zinc (PPZ) est un marqueur de la perturbation par le plomb du transfert
du fer ioniqgue dans la mitochondrie de I'érythroblaste et de son association avec la
protoporphyrine I1X (PP) pour former 'héme. En 'absence de fer, la protoporphyrine IX est
combinée avec du zinc, formant la PPZ. Elle peut étre augmentée par la carence martiale et
est donc un marqueur non spécifique du retentissement du plomb sur 'organisme (49). I
s’agit d’'un indicateur de I'exposition des mois précédents, qui s’éléve quelques semaines
aprés le début d’exposition au plomb. Sa concentration met plusieurs mois a diminuer aprés

arrét de I'exposition (13).

L’acide delta aminolévulinique-déshydratase (ALAD) est une enzyme dont le r6le est de
combiner deux molécules d’acide delta aminolévulinique (ALA) afin de réaliser la synthese
du porphobilinogéne, un précurseur de I'héme. Son activité est inhibée par le plomb, dés une
tres faible plombémie (inférieure a 50ug/L) (24). La concentration en ALAD n’est corrélée a
la plombémie que lorsque cette derniére se situe entre 400 et 600ug/L. Par ailleurs, la

concentration d'ALAD est sensible a la présence d'autres métaux, ce qui en fait un
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biomarqueur peu recommandé (51). L'inhibition de 'ALAD entraine une accumulation d’ALA

dans les urines, dont on peut mesurer la concentration urinaire.

L’acide delta aminolévulinique urinaire (ALA urinaire) reflete une exposition récente au
plomb. L’élévation de la concentration d’ALA urinaire débuterait a la deuxiéme semaine
apres le début d'une exposition suffisante pour entrainer une plombémie au moins
supérieure a 400ug/L (24). Il existe cependant un effet plancher, 'amenant a ne pas étre un
bon reflet de plombémies inférieures & 600ug/L. L’altération de la fonction hépatique, de
méme que le stress peuvent augmenter la concentration de ce biomarqueur
indépendamment de la plombémie (51). L’ALA urinaire est photosensible et les
prélevements doivent donc étre protégés de la lumiére (13). L’ensemble de ces

caractéristiques en fait un indicateur peu sensible et d’'usage peu recommandé.
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I.Il Le fer

I.1l.I Métabolisme du fer

Le fer est un nutriment essentiel, ce qui signifie qu’il ne peut étre synthétisé par ’homme,
des apports extérieurs étant nécessaires a la vie (52). Il est présent dans le corps humain
sous forme chimique soluble Fe?* (fer ferreux) suite a la transformation dans le tractus
digestif du Fe®" (fer ferrique) insoluble, notamment par la vitamine C (acide ascorbique) (53).
Sur le plan biologique, ses caractéristiques dépendent de la présence ou non d’une liaison

du fer a 'héme, caractérisant respectivement le fer héminique et non héminique.

La quantité totale de fer corporelle d’'un nouveau-né a terme est de 75mg/kg, bien supérieure
a celle d’'un homme adulte (55mg/kg) (54). Cette quantité de fer corporelle doublera chez
I'enfant a 1 an, puis a nouveau entre 1 et 6 ans (55). Les apports nutritionnels recommandés
en fer des enfants de 4 a 8 ans sont de 10mg/j, correspondant a une quantité requise de fer
absorbée de 0,63mg/j a 1,17mg/j selon les sources (55-57). Les pertes journaliéres en fer
sont principalement liées a la sénescence puis la perte de cellules épithéliales cutanées et
digestives, ainsi que par les selles et les urines (55). A linverse des apports, notamment

digestifs, I'excrétion du fer ne peut étre modulée par I'organisme (53).
Les apports en fer peuvent provenir de deux sources : endogene ou exogene.
A. Le fer d’origine endogéene

Le fer endogéne provient d’'un mécanisme de recyclage du fer lié a la dégradation des
globules rouges par les macrophages réticuloendothéliaux : I'érythrophagocytose (58). Ce
processus libére le fer contenu dans I'hnémoglobine des érythrocytes, qui peut alors étre
réutilisé. Il s’agit de la principale voie d’apport en fer, en impliquant jusqu’a 25mg/j. La
localisation de ce processus est splénique, hépatique, intravasculaire et médullaire osseuse

(53,59).
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B. Le fer d'origine exogéne

L’absorption du fer exogéne se fait par voie digestive duodénale et jéjunale supérieure a
partir du fer alimentaire. De maniere globale, seul 5%-35% du fer ingéré est absorbé (57).
Une part importante du fer ingéré serait de source végétale (fer non héminique), bien que
son absorption soit moindre comparée au fer de source animale (fer héminique). La quantité
de fer absorbé est, par ailleurs, faible au regard des besoins journaliers, avec chez I'adulte 1-
2 mg/j de fer absorbé pour des besoins de 20-25 mg/j (59). Ce mécanisme d’absorption est
donc accessoire au regard de I'apport journalier en fer endogéne mais il est le seul a pouvoir
étre régulé (53). En particulier, cette absorption est contr6lée au pble apical par la protéine

divalent metal transporter 1 (DMT1) (60).

La libération du fer absorbé dans I'entérocyte duodénal se fait au niveau basal, sous le
contréle d’une hormone peptidique inhibitrice d’origine hépatique : I'hepcidine (57). Un
niveau élevé d’hepcidine entraine une inhibition de la libération plasmatique et
potentiellement une anémie avec rétention intra-entérocytaire du fer. Un niveau faible
d’hepcidine entrainera plutdt une augmentation de la libération plasmatique du fer comme

dans le contexte de pathologies de surcharge, telles que 'lhémochromatose.

Au niveau du secteur plasmatique, le fer va étre lié par une protéine de transport
circulante spécifique : la transferrine. Le nutriment va étre transporté jusqu’aux organes
cibles, sous une forme limitant son action oxydative. La transferrine est synthétisée par le

foie (61).

Au niveau des organes cibles, I'endocytose du fer se fait grace a I'action des récepteurs

de la transferrine de type 1 (RTf1), auxquels se lie la transferrine.

Le stockage du fer se fait sous forme insoluble Fe3*, trés majoritairement lié¢ a la ferritine,
bien qu'une autre protéine de stockage existe, I'hémosidérine. La ferritine est

majoritairement stockée au niveau de la rate, du foie et de la moelle osseuse. Contrairement
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a I'némosidérine, la ferritine est aisément mobilisable (53,57). Cette derniére peut contenir

jusqu’a 4500 atomes de fer (59).

I.11.11 Fonctions du fer

Le fer intervient au niveau cellulaire dans la différenciation cellulaire, le transport d’électron,
la respiration cellulaire, I'expression de certains génes, la synthése de 'ADN et de 'ARN

(53).

Au niveau cérébral, le fer est cofacteur notamment de la phénylalanine hydroxylase,
tryptophane hydroxylase et S-tyrosine hydroxylase, et est impliqgué dans la synthése de la L-
DOPA, de la noradrénaline, de I'adrénaline et de la sérotonine (62). Il intervient également
dans la formation de la myéline, a travers son rbéle dans la synthése de lipides (63). La
perturbation du fer intracérébral entraine une altération des potentiels évoqués auditifs et
une diminution des réflexes ostéotendineux. Enfin, il jouerait un réle dans les
apprentissages, le langage, les capacité motrices fines et grossiéres, et l'intégration

visuomotrice (62).

Le site principal d’utilisation du fer est cependant la moelle osseuse, impliquant 70% des

besoins journaliers en fer (59). Il y est indispensable aux processus érythropoiétiques.

L1111 Erythropoiése et carence martiale

Le processus érythropoiétique se déroule sur le méme site principal chez I'adulte et I'enfant :
la moelle osseuse, bien que chez le feetus celle-ci prenne place quasi exclusivement dans le

foie (59,64).

Les étapes de I'érythropoiése sont décrites sur la Fig. Ill, empruntée a Hattangadi et al., et

reproduite avec leur autorisation (64).

Son déroulement est le suivant :

- Une cellule souche totipotente se différencie en CFU-GEMM (colony forming unit -

granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryocyte), une cellule souche myéloide
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pluripotente, capable de s’engager dans la lignée granulocytaire, érythrocytaire,
monocytaire ou mégacaryocytaire (64).

La CFU-GEMM s’engage dans la voie commune érythroblastique et
mégacaryocytaire puis s’oriente progressivement vers la différenciation
érythroblastique : elle devient alors BFU-E (burst forming unit - erythroid) et perd sa
capacité a s’engager vers une différenciation mégacaryocytaire (64).

La BFU-E mature en CFU-E (colony forming unit-hematopoietic). C'est a ce stade
gue la cellule développe des récepteurs a I'érythropoiétine (EPO), principal facteur de
croissance de I'érythropoiése (65).

La CFU-E devient proérythroblaste (non visible sur le schéma), puis érythroblaste
qui est successivement basophile, puis polychromatophile, puis acidophile (64).
L’EPO induit leur prolifération au niveau médullaire (66).

L’érythroblaste se divise et expulse son noyau, devenant réticulocyte (non
visible sur le schéma). Chaque seconde, plus de 2 millions de réticulocytes se
forment par division d’érythroblastes (67).

Le réticulocyte posséde encore de I’ARN ribosomal et mitochondrial résiduel. Il
quitte la moelle osseuse en mains de 5 jours pour rejoindre le secteur plasmatique

ou il perd son ARN résiduel et devient érythrocyte en 1-2 jours (66).
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Figure 1l — Principales étapes de I'érythropoiése. (Source : Hattangadi et al., 2011 — Fig. 1, reproduite
avec leur autorisation (64))

Stem cells : cellules souches [totipotentes]. CFU-GEMM : Colony forming unit -granulocyte, erythrocyte,
monocyte, megakaryocyte. BFU-E : burst forming unit — erythroid. CFU-E : colony forming unit-hematopoietic.
EPO : érythropoiétine.

Durant les divisions érythroblastiques, deux processus se superposent: la synthese de
I'héme et la synthése d’ADN permettant d’assurer les divisions cellulaires. Le fer intervient a
la derniére étape de la synthése de I'héme, lors de la transformation de la protoporphyrine 1X
en héme, nécessitant I'insertion de Fe?* (voir Fig. Il, chapitre I.1.V). Cette étape se déroule au
niveau des crétes mitochondriales internes des érythroblastes (66,68). Seule la synthése de

’héme nécessite la présence de fer, expliquant que seule celle-ci soit affectée dans la

carence martiale (69).

Lors de la carence martiale, le processus de synthése de 'héme est initialement conservé,
préservant I'érythropoiése malgré les apports en fer insuffisants par rapport aux pertes (66).
Ceci expligue la baisse initiale de la ferritine plasmatique, alors que 'hnémoglobine est encore

normale.

Dans ce contexte, les mitoses érythroblastiques se poursuivent entrainant une
hypochromie, définie par une diminution de la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine <32g/dL, et une microcytose, définie par un volume globulaire moyen < 80fL
(70). Si la synthése de 'héme reste perturbée, les érythroblastes subissent un avortement

intramédullaire et la formation d’érythrocytes est interrompue (70). On observe alors une
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moindre concentration de réticulocytes intramédullaires (<150x10%/L). Il s’agit d'une anémie

microcytaire hypochrome arégénérative par carence martiale.
L’épidémiologie de la carence martiale est discutée page 35, a la partie 1.2 de l'article.

I.11.1IV Marqueurs biologigues diagnostigues de la carence martiale

Le lien entre les différents marqueurs biologiques du métabolisme martial se fait par

I'intermédiaire de régulations intracellulaires et hormonales.

La concentration intracellulaire en fer régule directement I'expression de protéines par un
systéme appelé IRE/IRP (iron response element/iron response protein), capable d’inhiber la
traduction de la ferritine et de stimuler celle du récepteur a la transferrine TfR1. Les
conséquences sont alors une diminution du stockage du fer et une augmentation de son
endocytose au niveau des organes cibles. Ce systeme, de fonctionnement rapide, intervient

également dans la régulation de DMT1 et de I'ALA (59,71).

De plus, comme évoqué dans le chapitre L.Il.I « Métabolisme du fer », 'hepcidine joue un
réle dans la régulation du métabolisme du fer. Elle inhibe le transport du fer exogéne des
entérocytes vers le plasma sanguin et peut également limiter I'apport de fer endogéne en
inhibant le transfert de fer des macrophages au plasma. Elle a donc une action inhibitrice sur
la concentration en fer circulant (59). La concentration en fer intracellulaire module la
transcription de I'hepcidine. Cette transcription est par ailleurs augmentée par l'inflammation

et diminuée par la sécrétion d’érythropoiétine (59).

Les marqueurs biologiques de la carence martiale sont donc les suivants :

La ferritine est une protéine intracellulaire de stockage du fer. Sa concentration plasmatique
est corrélée aux réserves martiales (72). Elle est un marqueur a bonne valeur prédictive
positive d’'une carence martiale, quand elle est abaissée (73). Il s’agit d’'ailleurs du premier
marqueur a s’abaisser quand apparait cette carence (70). Cependant sa concentration peut

étre élevée de maniére peu spécifigue et indépendante des réserves en fer, en cas de
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cytolyse hépatique (entrainant une libération de ferritine hépatocytaire), syndrome
métabolique, hyperthyroidie, tumeur solide ou hémopathie, syndrome inflammatoire (70,74).
Malgré cela, ce dosage est communément utilisée pour le diagnostic de carence martiale et
reste recommandé par 'OMS (75). Une ferritinémie inférieure a 12ug/L ou 15ug/L sont des
arguments biologiques pour une carence martiale, respectivement pour NHANES Il et pour

'OMS, en I'absence de syndrome inflammatoire (75,76).

La transferrine sérique est une protéine de transport du fer au sein du secteur
extracellulaire. Son activité est évaluée par le coefficient de saturation (CS) de la transferrine
et la capacité totale de fixation (CTF). Dans la carence martiale, ce coefficient est diminué,
reflétant la moindre quantité de fer liée a la transferrine. A l'inverse, la capacité totale de
fixation est augmentée (70). Un CS inférieur a 10% et 14% serait ainsi un signe biologique
de carence martiale chez I'enfant de 1-2 ans et 6-11 ans, respectivement (76). On observe
un phénomeéne inverse lors de phases inflammatoires. A noter qu’en cas d’inflammation, la
CTF est diminuée, le CS pouvant I'étre également ou étre normal. La baisse du CS liée a un
inflammation est habituellement inférieure a celle observée en situation de carence martiale
(77). La mesure du coefficient de saturation de la transférrine sérique reste globalement peu

précise et peu sensible lors de faibles variations (78).

Le récepteur soluble de la transferrine est une forme circulante du RTf1, qui est un reflet
de I'érythropoiése. Sa concentration est augmentée en cas de carence martiale. Il est
couramment utilisé car, a linverse de la ferritine, sa concentration n’augmente pas en
présence d’inflammation. Sa fonction n’est pas encore bien comprise (79). Ses valeurs
normales chez I'enfant sont encore discutées, car variant en fonction des techniques de
dosage. Il est difficile de lui attribuer une valeur diagnostique individuelle, bien qu'il puisse
avoir un intérét a I'échelle populationnelle, notamment couplé a d’autres marqueurs
biologiques de la carence martiale (76,78). Certaines études rapportent des normes
estimées entre 1,10mg/L et 2,74mg/L a 4-6 ans et 0,82mg/L a 1,75mg/L a 6-8 ans (80,81).

Ces derniéres n'ont cependant pas été reconnues par les groupes d’experts, ni reprises
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dans des recommandations. La HAS souligne cette discordance chez I'enfant mais
également chez l'adulte et le sujet agé, et précise que la présence d'une thalassémie
perturbe ce dosage, le rendant peu fiable dans les zones d’endémies de la cette maladie

77).

L’hémoglobine est fréqguemment utilisée comme marqueur de carence martiale en
présence d’'une anémie, dont la carence martiale est I'étiologie principale, a fortiori si
'anémie est microcytaire (82,83). Cependant ce biomarqueur reste peu spécifique, surtout
en l'absence d’évaluation du volume globulaire moyen et au sein de populations présentant
d’autres causes possibles d’anémie, telles que la carence en folates, le paludisme, la
drépanocytose, la thalassémie ou les infestations helminthiques (84,85). L’hnémoglobine est
le dernier marqueur a s’altérer en cas d’apparition d’'une carence martiale (76). L’'anémie

pédiatrique est définie par 'OMS selon les seuils suivants pour I'enfant entre 6 et 59 mois :

Tableau I. Valeurs limites d’hémoglobine chez I'enfant de 6 a 59 mois d’aprés 'OMS (86)

Anémie (g/dL)

Norme (g/dl) Légere Modérée Sévére

>11,0 10,0-10,9 7,0-9,9 <70

L’hepcidine, hormone régulant le transport de fer du secteur intracellulaire vers le plasma.
La concentration sérique de ce biomarqueur s’éléverait précocement en cas de carence
martiale. En revanche, il peut étre affecté par le syndrome inflammatoire (76). Les normes de
cet indicateur chez I'enfant ne sont pas encore établies, bien qu’'une étude suggére des

valeurs normales s’étendant approximativement entre 30 et 50ng/ml (76,87).

En résumé, suivant I'apparition d’'une carence martiale, la ferritinémie est donc le premier
biomarqueur altéré, suivie du coefficient de saturation de la transferrine sérique et du
récepteur soluble de la transferrine, puis enfin de 'hémoglobine. Les marqueurs les plus
utilisés en pratique clinique, et recommandés par la HAS sont la ferritinémie seule en
premiere intention, que I'on peut éventuellement coupler a la CRP si I'on suspecte une

augmentation de la ferritinémie liée a un syndrome inflammatoire (77). Dans les études
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épidémiologiques, le marqueur biologique le plus utilisé pour évaluer la carence martiale
reste ’hémoglobine, dont l'utilisation est recommandée par 'OMS, bien que la référence

pour le diagnostic de carence martiale soit la ferritinémie (72,82,84,88,89).
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I.IIl Le Bénin

Le Bénin est un pays d’Afrique de I'Ouest, comprenant plus de 10,3 millions d’habitants avec
un age médian de 18 ans en 2013, d’aprés 'OMS (90). La méme source rapporte qu’environ
43% de la population est agée de moins de 15 ans. En 2012, I'espérance de vie a la
naissance est de 60 ans pour les hommes et 62 ans pour les femmes. Environ 84% des
naissances du pays sont assistées par un professionnel de santé, un chiffre bien supérieur a
la moyenne de la région OMS Afrique, de 48% (90).Le taux de mortalité infantile au Bénin en
2012 était proche du taux moyen pour la région Afriqgue de 'OMS, a 85 décés avant 5 ans
pour 1000 naissances vivantes. Les deux premieres causes béninoises de déces sont le
paludisme (21%) et les infections respiratoires aigués (15%). Une étude de 2016 retrouvait
une plombémie supérieure a 50ug/L chez plus de la moitié des enfants béninois de 1 an
(91). Un an plus tard, la prévalence de la carence martiale est estimée a 23,6% chez les

enfants du pays, agés entre 6 et 59 mois (92).

Pays indépendant depuis le 1°" ao(t 1960, la capitale politique du Bénin est Porto-Novo,
dans le département de Ouémé, et sa capitale économique est Cotonou (93). Il s’agit d’'un
pays essentiellement agricole. En 2017, le PIB par habitant était de 830% (94). A titre de
comparaison, le PIB par habitant en France était de plus de 42500% en 2016 (95). L’index de
développement humain du Bénin en 2017 est de 0.515, soit le 163® au niveau mondial (96).
Cet index composite couramment utilisé inclut PIB par habitant, niveau d’éducation et

espérance de vie (97).
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Figure IV : (a) Carte muette de I'Afrique (b) carte politique du Bénin

BURKINA FASO

NIGERIA

I('?)) L)e Bénin est indiqué en gris foncé ; (b) Cotonou et Porto Novo sont a I'extréme sud du pays. (cartes en acceés
1ore

Le régime politique du Bénin est un régime présidentiel dont le président est Patrice Talon,
au pouvoir depuis 2016 (93). Dans son rapport 2017/18 sur la situation des droits humains
dans le monde, Amnesty International décrit la poursuite d’entraves a la liberté d’expression
et de réunion, ainsi que des détentions arbitraires. L'accés des ONG aux centres de
détention est limité et soumis a la rédaction d’'un rapport d’activité soumis au gouvernement.

Par ailleurs, la peine de mort n’y a pas été totalement abolie (98).
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Il. ARTICLE
1. INTRODUCTION

1.1 Lead exposure and related health effects

Lead exposure is a common public health issue, in both developed and developing countries
(2,99,100). In 2012, the American “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC)
highlighted the fact no blood lead level (BLL) is currently known to not bear any adverse
effect on children, and suggested an intervention threshold of 50ug/L (101,102). This
threshold corresponded to the 97.5™ percentile of BLL distribution in U.S. children. In a 2016
update, 4% of these children still had a BLL above 50ug/L (103). In Benin, a 2016 study
reported 58% of children aged 1 year had BLL above 50ug/L (91). The same study found the
main sources of exposure for children to be consumption of game meat killed with lead

ammunition and ingestion of lead paint chips.

Lead exposure is known to cause haematopoietic, reproductive, cardiovascular, immunologic
and renal disorders, mainly through ingestion (104,105). However the major risk, especially
in children, is lead neurotoxicity occurring at even low concentrations (12). Lead exposure
was reported to affect child cognitive development, as well as behaviour. BLL was shown to
be associated with lower 1Q in children, with reports suggesting a decrement of about 6.9 1Q
points in children aged 5 to 7 years when going from 2.4 to 300ug/L in a loglinear model
(106). Notably, the IQ decrement was higher for a set increase in BLL at lower BLL
concentrations (107). In the long-term, elevated BLL in early infancy seemed to also be
associated with lower full-scale 1Q scores in 6 year old children, with a dose-response

pattern (108).

Alterations in behaviour and attention capacities were observed in several studies in children
with high BLL (109,110). Other externalizing behaviours, such as aggressivity or even
delinquency were also reported (111). However, most studies seemed to focus on concurrent
BLL when assessing child behaviour. A 1990 study suggested a negative association

between minor delinquency and elevated dentin lead levels 10 years earlier (112). Only a
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single study seemed to focus on the association between BLL in early infancy and
behavioural problems later in life, the authors suggesting increased antisocial behaviours

and hyperactivity in 7-8 year old children exposed to lead at 30 months of age (113).

1.2 Iron deficiency

High BLL were reported to be associated with iron deficiency (ID) (114-116). It has been
estimated ID is the first micronutrient deficiency worldwide, affecting mostly children and
women (84,117). However, despite its association with anaemia, on which the literature is
abundant, the figures for ID prevalence are still being debated. Some authors suggested 1D
would affect more than 66% of the world population, whilst the prevalence of ID is unknown
in many other regions (118). Contrary to anaemia diagnosis, ID assessment requires
invasive venous blood sampling, is more costly and requires the use of more specialized lab
materials, leading several studies to simply use anaemia as an indirect estimate for ID
(82,84,88,89). Indeed, ID was established as one of the main contributors to worldwide
anaemia (82,119), and the global share of ID-related anaemia in children seems to be

around 42%, going up to 50% for severe anaemia (82,119).

The prevalence of ID is said to be twice that of iron deficiency anaemia (IDA), and in
developing countries 2.5 times that of anaemia (78,89). As about 1.47 billion people suffer
from anaemia in low to middle developed countries, more than 1.5 billion people could be
iron deficient in these regions (120). In Benin, a sub-Saharan West African country with more
than 10.8 million inhabitants, 32% of adolescent girls were reported to be iron deficient

(118,121).

1.3 Impact of ID on child development

Several studies highlighted the potential consequences of ID on child cognition and

behaviour, although most considered IDA.

Regarding behaviour, infants with IDA showed what Lozoff called “functional isolation”: a

combination of increased wariness and proximity to the caregiver and decreased activity
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(122). Additionally, the literature reported infants with IDA were more solemn, slower to
process information, showed less positive affect and interacted less with their environment
(123,124). It appears having suffered from IDA in infancy could also be associated with
social and attention problems, including risk-taking behaviours more than 10 years after iron
supplementation (78,125). Moreover, interactions between mother and child at 5 years were
affected by early infancy IDA, with lower mother-child reciprocity, physical activity,

verbalization and positive affects (126).

Cognition was also affected, with IDA being associated with lower scores on language and
mental tests, including speech tests in infants and toddlers (120,127-129). In particular, one
study reported a short-term impact on object permanence and memory in 9-month children
(130). ID was also found to be independently associated with lower performances in math
classes in children (131). A 2004 meta-analysis by the WHO showed the long-term loss for a
10g/L decrease in haemoglobin to be 1.73 1Q point, although no African study was included
(117). Similarly, children having suffered from IDA whilst infants, showed consistently lower

school performance in spite of iron supplementation (132).

Both short-term and long-term effects on development seemed to involve early infancy
exposure, particularly children aged 6 to 24 months, and experiments on animals showed a
window of critical vulnerability to ID during a period of brain development corresponding to
gestation and lactation (132). However one should remain cautious when drawing parallels
between animal experiments results and human, as prenatal IDA was not consistently shown
to be associated with lower mental development at age 1 to 2 years (133,134). Nonetheless,
impairments related to ID in preschool children appeared to be reversible after iron

supplementation, whilst deficits due to earlier ID, for example during infancy, did not (135).

Overall, the association between cognitive and behavioural impairments and IDA was
deemed consistent across studies in both children older and younger than age two, although
a dose-response effect between IDA intensity and impaired performance was not clearly
observed (128,136). The consequence of ID in non-anaemic children are still discussed, with
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sometimes contradictory study results, as remarked in a 2007 review (132). It could be
possible only severe ID, able to lead to anaemia, or ID occurring at critical windows of brain
vulnerability, could be associated with poorer performance in children (132,136). Another
issue is that of confounding, with ID being often associated with lower socio-economic level,
comorbidities and psychosocial disadvantages (137). Finally, there appeared to be a paucity
of studies involving sub-Saharan Africa, a region where ID was shown to be associated with
a decreased susceptibility to malaria, a leading cause of death, in children, with iron
supplementation reverting this protection in vulnerable populations (138-141). These
children are concurrently exposed to lead, with high weighted BLL means, leading to

potentially complex situations (9).

1.4 1D and BLL: what is going on?

Recent studies hypothesized a relationship between BLL and ID, with ID being associated
with increased BLL (142). One of the main intestinal transporters for iron, DMT1, which has
increased expression in ID, could be involved in lead transport, potentially explaining the
increased lead absorption in ID (120). The same review highlighted the need for further

research investigating whether ID also leads to increased lead neurotoxicity in children.

This hypothesis would translate into effect modification, or interaction, on an epidemiological
level. This would imply the estimates of the association between BLL and cognitive or
behavioural scores are different in ID and non-ID children. In the context of Beninese
children, this might mean, for instance, that lead neurotoxicity is more important when
children are also ID than when they are not. Such a relationship is illustrated in the Directed
Acyclic Graph (DAG) in Fig. 1. Within the frame of this hypothesis, ID and BLL are both
independent causes of impaired development in children, and ID can cause an elevation in
BLL. Moreover, ID can modify the association between BLL and child development. This
necessarily implies BLL can also modify the association between ID and child development —

hence the double arrow — as both ID and BLL can cause impaired child development (143).
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Iron deficiency as an interaction factor

Iron deficiency

\ 4

Impaired developmentin
children

Elevated blood lead level

Figure 1 — DAG showing the causal pathway between elevated blood lead level and impaired
development in children with iron deficiency as an interaction factor

Another possibility could be that ID is a confounder in the relationship between BLL and
impairments in child development. A confounder is associated with both the exposure and
the outcome, but does not find itself on the causal pathway between them (144).
Confounding means unadjusted analyses between exposure and outcome are biased,
unless one is interested in the total effect of exposure on the outcome, and adjustment is
necessary to assess the direct effect of exposure on the outcome (145,146). This

relationship is illustrated in the directed acyclic graph (DAG) shown in Fig. 2.

Iren deficiency as a confounder

Iran deficiency

Elevated blood Impaired development
lead levels in children

Figure 2 — DAG showing the causal pathway between elevated blood lead level and impaired
development in children with iron deficiency as a confounder.

According to this hypothesis, ID and BLL are both independently associated with child
development. Furthermore, ID is also associated with BLL. However, ID is not on the causal
pathway between BLL and impaired child development, meaning BLL does not cause ID,

which would then cause cognitive and behavioural disorders in children.
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1.5 Objectives

Following these hypotheses, a cohort-based study was conducted, involving Beninese
children from a previous cohort, which had been previously assessed at 1 year of age. The
objectives were assessing: (I) whether elevated BLL in children at 1 year was associated
with impaired cognitive and behavioural performances at 6 years; (ll) whether this
association was modified by ID status or rather; (lll) whether ID status was a confounder of

this association.
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2. METHODS

2.1 Study population

The study population came from the MIPPAD study, which compared two antimalarial
treatments in mothers during pregnancy (147). The MiPPAD study took place in three clinics
in Benin, in three subdistricts: Allada, Attogon or Sékou, all in the same province (Allada).
1052 children born from these mothers had been assessed at birth and had their blood
sampled for biological analysis. Gestational age and gender for the present study were

drawn from the MiPPAD study.

The children from the MiPPAD study were then followed within the frame of the TOVI study
(91). The TOVI study aimed to assess neurocognitive development of children at 1 year. It
took place between May 2011 and May 2013 and involved 685 children aged 1 year, with
later data available for 742 children (91). Children were examined and had their blood
sampled at age one year. Data regarding biological markers and clinical information at age
one year in children were drawn from the TOVI study, including ferritin, C-reactive protein,

blood lead level, BMI at 1 year of age.

The present study assessed this cohort at age 6 years between April 2016 and March 2018.
Data regarding cognitive and behavioural performance of the children at 6 years was
gathered, alongside medical history, presence of maternal depressive symptoms, maternal
education level, number of siblings, socioeconomic status. Data were gathered using
assessor-led maternal and child health questionnaires. At time of writing, assessments were
still ongoing, leading the authors to perform analyses on partial data. Characteristics of
included children were compared to that of children lost to follow-up as of March 31, 2018.

Further analyses will be performed on the full data.

All surviving single children (singleton) born to mothers followed in the MiPPAD study, who
had been assessed with the Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition and

the Strength and Difficulties questionnaire at age 6 years, and who had been assessed at
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age 1 year for BLL, ferritin and CRP were included. Exclusion criteria were: non-singleton
child, missing birthdate, missing ferritin at age 1 year, missing BLL at age 1 year, missing
CRP at age 1 year, cognitive and behavioural assessments at age 6 years not carried out or
invalid, presence of severe medical history with potential neurological consequence, refusal

to participate.

Data collection regarding the children

Child age was computed using the birthdate and the date when the cognitive test was

performed.

Preterm status was defined as a gestational age < 37 weeks of gestation using the fundal

height measurement at onset of labour.

BMI at 1 year of age was computed using the height and weight measurements performed
at the 1-year child assessment. The formula for BMI is: BMI=weight/(height)2, with BMI in

kg/m2, weight in kg and height in m. BMI was considered a continuous variable.

Medical history was assessed through the 6-year old questionnaire enquiring about history
of several diseases if they required a hospitalisation. The elements considered were history
of diagnosed brain lesions, convulsions requiring treatment, meningitis, encephalitis, coma,
intellectual disability, severe neurological disability. Their presence or absence was
considered a single dichotomous variable corresponding to medical history with potential

neurological impact.

The number of siblings was considered a categorical variable (no siblings, 1-3 siblings, 4-5

siblings, more than 6 siblings).

Characteristics of the mothers

Maternal depressive symptoms. Mothers were screened for depressive symptoms using
the Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS), which had been validated on African

populations with a score of 9 or higher out of 30 (148,149). This scale had already been used
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with acceptable sensitivity and specificity in mothers of older children in the literature
(150,151). EPDS score was considered dichotomous (superior or equal to, and lower than 9,
respectively reflecting presence or absence of maternal depressive symptoms). This score is

available in Supplement 1.4.

Maternal education level was assessed at the 6-year examination in the mother
guestionnaire. Answers were categorised into “no schooling” or “primary school education or

higher”.

Characteristics of the environment

Socioeconomic status of the family was shown to impact environmental exposure to
pollutants, such as lead, with people with lower socio-economic status having higher BLL
(152). Information regarding family wealth was assessed using a household possessions
(HP) score as a proxy, gathered at the 6-year evaluation using questionnaires. It ranged from
0 to 15 and included access to electricity at home, possession of shoes, radio, television,
bicycle, motorcycle, car, ox and cows. This score is available in Supplement 1.5. Due to a
non-normal distribution, the score was considered a categorical variable, divided in quartiles,
with a higher quartile indicating a higher score, and thus higher socioeconomic status of the

family.

Quality of the home environment

The Home Observation for Measurement of the Environment (HOME) was used to assess
the quality of the home environment and its potential to bear positive influence on child
development, as had been reported in the literature (108,153). This commonly used scale
assesses the quality of a child’s support in cognitive, emotional and social aspects (154). It
relies on a home observation and evaluation performed by trained personnel (155). It has
been shown to be positively associated with child cognition (154,156,157). Moreover, the

HOME score was found to have cross-cultural validity (155). In the present study, scoring
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took place at the 1-year assessment. The HOME score was considered a continuous

variable, with a higher score indicating a higher quality of the home environment.

2.2 Exposure assessment

Lead. Blood lead levels (BLL) had been measured at either 12, 18 or 24 months. BLL is
known to increase over time in the human body and it was thus decided to exclude children
with a BLL measured at a later age than 12 months (i.e. 18 and 24 months) (158,159). A log
transformation was applied to normalise BLL in the study population. BLL measures had
been performed using whole blood samples at the Centre de Toxicologie, Institut National de
Santé Publiqgue du Québec (Québec, Canada) after a twenty-fold surfactant Triton-X (0.1%
viv) and ammonia (0.5% v/v) dilution. The analysis involved coupled plasma mass

spectrometry, with a 0.2ug/L detection limit (91).

ID. Ferritin levels were used to assess ID at 12 months in children, as recommended by
WHO (75). Thresholds for ID were ferritin < 12ug/L in the absence of inflammation and <
70ug/L in the presence of inflammation, for both genders (134). Inflammation was assessed
using C-reactive protein (CRP) levels at 12 months, to discriminate between normal ferritin
levels due to normal iron levels from ones due to acute inflammation processes (160). A
CRP level > 5mg/L was a biological argument for inflammation, as recommended in the
literature when assessing micronutrient status (161,162). Presence of ID was considered a
dichotomous variable. For ferritin assessments, venous blood (8mL) sampled from the
children had been kept in dipotassium EDTA tubes (4mL) and iron-free dry tubes (4mL). The
chemistry analyser used was an AxSym Immuno-Assay Analyzer (163). Measures of CRP
concentrations had been performed with a rapid CRP Latex slide test (Cypress Diagnostics

Inc., Campbellville, Ontario, Canada) (85).

2.3 Cognitive function assessment
The Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition (KABC-II) was used to
assess cognitive function in children. It is a validated test for assessing the cognitive

development of children and adolescents between 3 and 18 years (164). Originally
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developed on an American population, the KABC-Il has a low cultural sensitivity and is thus
frequently used in cross-cultural settings, and in African children populations, (165-169). It
tests the following domains: long-term storage and retrieval, short-term memory, and visual
processing. Two indexes were considered, the first being the mental processing index (MPI),
which does not test for crystalized knowledge, a dimension reported as culturally sensitive
(170). The second index was the non-verbal index (NVI), which comprises no subtests
requiring the child to express itself using oral language and can be taken with gestures only.
Both indexes were considered continuous variables. The KABC-II scores included were

standardized for age.

2.4 Behavioural function assessment

The Strength and Difficulties questionnaire (SDQ) was used to assess behavioural
function. This free behavioural screening tool for children aged 4 to 16 is available on
www.sdginfo.com (171,172). In addition, due to its short length, it allowed for a fast and cost-
effective assessment of children’s psychological health. This questionnaire consists of 25
items corresponding to 5 domains (emotional symptoms, conduct problems,
hyperactivity/inattention, peer relationship problems, prosocial behaviour). The SDQ seems
to be better accepted by parents than other behavioural questionnaires, such as the Child
Behavior Checklist, and had similar or better correlation to psychiatric interviews (173). The
parent version of the questionnaire was administered to each child’s mother at the 6-year
visit. Standard scoring based on UK populations ranges from 0 to 40 and considers scores
ranging from O to 13 normal, 14 to 16 borderline, and higher than or equal to 17 abnormal
(171). However, despite their common use in African populations, these cut-offs have not
been validated for use in African countries and it was recommended to not use them in this
setting (174). Consequently, we considered SDQ score a continuous variable, using SDQ

scores which had been standardized for age.
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2.5 Statistics and models used

A descriptive analysis was first performed on the population, comparing them to the children
lost to follow-up who had been assessed at age 1 year but not at 6. Children had not been
tested using KABC-ll or SDQ at 1 year of age and corresponding scores were thus
unavailable at that age. Continuous variables were described using their mean and standard
deviation (SD) if their distribution was normal, and median and interquartile range (IQR) if it

was not. Categorical variables were described using frequencies (N) and percentages (%).

Three sets of analyses were performed, respectively using the KABC-Il MPI score, the

KABC-II NVI score, and SDQ score as dependent variable in a linear regression model.

Each variable was first assessed in bivariate analysis in a linear regression. Then, the full
model (model 1) was fitted, using each variable assessed in bivariate analysis in the first step
in @ multiple regression. Last, a “parsimonious model” (model 2) was fitted in another multiple
regression using the exposure of interest and the covariates with p <0.25 in the full model.
Categorical variables were included in model 2 if at least one of their values had a p <0.25 in
the full model. The adjusted R2? was reported for each linear regression. Last, as growth is
potentially impacted by preterm status, an interaction term was defined between preterm

status and BMI at age 1 year, to be tested in the study population (175).

2.5.1 Assumptions

Normality and linearity were checked for the variables included in linear regressions.
Normality was assessed through visual check of histograms and graphs showing quantiles of
each variable against quantiles of a normal distribution. Linearity was checked through
scatterplots. Variables which could not be made normally distributed through transformation
or did not have a linear association with the outcome had been categorised. Normality of
residuals was checked visually through kernel density plots and standardized normal

probability plots. These plots are displayed in Supplement 3.
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2.5.2 Covariates

Regarding the analysis for child cognition, the following covariates were included, as they
had been shown to be associated with cognitive development in children in the literature :
socio-economic status, preterm status, body mass index (BMI) at 1 year, schooling, maternal
education level, quality of the environment (176-181). In addition, the assessor for the

KABC-I| test was included.

The covariates included in the child behaviour analysis were: gender, preterm status, BMI at
age 1 year, number of siblings, presence of depressive symptoms in the mother, and
socioeconomic status as they had been reported in the literature as being associated with
child behaviour (179,182-184). Also considered were maternal education level, the quality of

the environment, and the assessor for the cognitive test.

2.5.3 Assessment of confounding

The unadjusted association between ID and BLL was assessed. Then, separate models
were built, respectively including or not including ID as a covariate for log BLL. Betas for log
BLL in ID-adjusted and ID-unadjusted linear regressions were compared. A higher than 20%
difference in log BLL B coefficients, along with a significant association between ID and the
outcome was interpreted as ID being a confounder in the relationship between BLL and the

outcome.

2.5.4 Assessment of effect modification

To assess interaction between BLL and ID, an interaction factor was defined in the full and
parsimonious model adjusted on ID. This interaction factor was composed of the continuous
variable corresponding to log BLL at age 1 year and the dichotomous variable corresponding
to ID. A Wald test was used to assess heterogeneity between the strata, with a significant
result being interpreted as effect measure modification of ID on the association between and

the outcome (185).
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2.5.5 Potential non-linearity

In order to test for non-linear relationships between BLL and outcomes involving, unadjusted
models including natural (non-log transformed) BLL and outcomes were performed using
restricted cubic spline functions to model the unadjusted relationship between BLL and each
outcome, as had been done in the literature (186). Three knot values were defined according
to Harrell, with no assumption (187). A Wald test was then computed, the null hypothesis Ho
being all splines covariates had a =0, implying non-linearity of the relationship could not be
demonstrated (185). Furthermore, a likelihood ratio test was performed to compare the log
likelihood of the unadjusted model including the spline variables to the unadjusted model
only including BLL. A non-significant result for the Wald test alongside a non-significant
likelihood ratio test was interpreted as an argument against the non-linearity of the

association

2.5.6 Management of outliers

Outliers regarding KABC-Il score values were confronted to the KABC-II interpretation
manual (see Supplement 1.2). Whenever a test score was lower than the minimum possible
standard score for children aged 6 year, the score value was set to that minimum possible
value. Sensitivity analyses were performed to check whether the inclusion of these
observations led to a change in B coefficient or in p-value >10% in the full models, in which

case the observations were dropped.

All analyses posited a =0.05, and were performed using Stata® 14.2 (188).
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3. RESULTS

3.1 Study population

The final analysis included 247 observations. There were two major outliers for KABC-II MPI
and one for the NVI score, which were excluded from their respective analysis as their
presence induced a higher than 10% change in 3 coefficient or in p-value (results not
shown). No observation had a missing birthdate. The full sampling process can be seen in
Fig. 3. At the time of writing, 386 children had not yet been assessed or had been lost to

follow-up.

742 children assessed at age 1

I Children lost to follow-up (n=386)

356 mother-child dyads
assessed atage 6

Missing or late BLL ( n=81)

Missing CRP at age 1 (n=5)

Missing ferritin at age 1 (n=3)

Missing information regarding KABC-11and SDQ (n=2)
Presence of severe medical history with potential
neurological impact (n=18)

247 final observations:
226 obs. with available data regarding KABC-11 MPI
234 obs. with available data regarding KABC-11 NVI
244 obs. with available data regarding SDQ scores

Figure 3 — Flow chart of the sampling process

BLL: Blood lead level. CRP: C-Reactive protein. KABC-II: The Kaufman Assessment Battery for Children—
Second Edition. MPIl: mental processing index. NVI: non-verbal index. SDQ: Strength and Difficulties
questionnaire.

Characteristics of the study population are displayed in Table 1. The proportion of preterm
children was 7.0%, lower than the 10.6% reported figure for Benin in 2010 (189). The
prevalence of ID in the study population was high (37.3%). Median BLL was 54.0pg/L
(IQrR=37-85ug/L) and 58.3% of the population was above 50ug/L. KABC-II MPI scores

tended to be slightly higher than NVI ones.
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Table 1 — Characteristics of the study population

At birth

Gender, % (n) 100 (238)
Male 53.4 (127)
Female 46.6 (111)

Preterm status at birth, % (n) 100 (215)
Term 93.0 (200)
Preterm 7.0 (15)

At age 1 year

BLL in pg/L, geometric mean (median, IQR) 56.5 (54, 37-85)

Presence of ID, % (n) 100 (247)
No 62.8 (155)
Yes 37.3 (92)

BMI, mean (SD) 15.7 (1.56)

HOME score, mean (SD)  26.63 (2.16)

HP score quartiles, % (n) 100 (245)
<4 39.2 (96)
5 18.8 (46)
6-8 19.2 (47)
>8 22.9 (56)

Maternal depressive symptoms, % (n) 100 (247)
Absent or low 59.9 (148)
High 40.1 (99)

At age 6 years

Age at examination in years, median (IQR) 6.09 (6.03-6.17)

KABC-Il MPI score, mean (SD) 60 (11.67)

KABC-II INV score, median (IQR) 52 (48-55)

SDQ score, mean (SD) 17.25 (5.23)

Schooling, % (n) 100 (243)
Yes 425 (96)
No 57.5 (130)

Maternal depressive symptoms, % (n) 100 (243)
Absent or low 82.7 (201)
High 17.3 (42)

Maternal education level, % (n) 100 (245)
No education 68.2 (167)
Primary school education or higher 31.8 (78)

Number of siblings, % (n) 100 (244)
No siblings 3.3 (8)
1-3 56.2 (137)
4-5 29.5 (72)
>6 11.1  (27)

Assessor for the tests, % (n) 100 (246)
Assessor 1 15.0 (37)
Assessor 2 23.6 (58)
Assessor 3 45 (11)
Assessor 4 11.4 (28)
Assessor 5 32,5 (80)
Assessor 6 13.0 (32)

Sample size 247

* SDQ: Strength and Difficulties questionnaire. Abnormal SDQ score: SDQ=17.
BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12ug/L in the absence
of inflammation, <70pg/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels
in pg/L. HP score: household possessions score. Presence of maternal
depressive symptoms: Edinburgh Postnatal Depression Scale 9.
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Ages ranged from 5.8 to 7.1 years. As only a very small number of children had no siblings,

the category “1-3 siblings” was elected as reference category in subsequent analyses.

Comparisons between the study population and children lost to follow-up can be seen in
Table 2. Populations were comparable with regard to all variables measured at birth or at
age 1 year. The study population included less children corresponding to the highest SES
(i.e. HP score >8) compared with those lost to follow-up, although the difference was not
significant. The interaction term between preterm status and BMI at 1 year was significant in

all models and was thus systematically included.

Table 2 - Characteristics of the study population compared to those of children lost to follow-up

At birth Study population Lost to follow-up p
Gender, % (n) 100 (238) 100 (267)
Male 53.4 (127) 51.3 (137) 0.65
Female 46.6 (111) 48.7 (130)
Preterm status at birth, % (n) 100 (215) 100 (212)
Term 93.0 (200) 93.3 (198) 0.88
Preterm 7.0 (15 6.6 (14)
At age 1 year
BLL in pg/L, median (IQR) 54.0 (37.0-85.0) 56.4 (39.0-87.3) 0.43
Presence of ID, % (n) 100 (247) 100 (260)
No 62.8 (155) 58.9 (153) 0.37
Yes 37.3 (92 412 (107)
BMI, mean (SD) 15.7 (1.56) 16.0 (1.84) 0.10
Presence of inflammation, % (n) 100 (247) 100 (260)
No 70.9 (175) 70.8 (184) 0.98
Yes 29.2 (72 29.2 (76)
HOME score, mean (SD) 26.63 (2.16) 26.98 (2.32) 0.08
HP score quartiles, % (n) 100 (245) 100 (256)
<4 39.2 (96) 34.77 (89)
5 18.8 (46) 14.45 (37) 0.13
6-8 19.2 (47) 19.14 (49)
>8 22.9 (56) 31.64 (81)
Maternal depressive symptoms, % (n) 100 (247) 100 (255)
Absent or low 59.9 (148) 57.7 (147) 0.61
High 40.1 (99) 42.4 (108)
Sample size 247 260

* SDQ: Strength and Difficulties questionnaire. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12ug/L
in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels in pg/L. HP:
household possessions score, HP score quartiles were based on the quartiles of HP score at the 6-year
assessment. Presence of maternal depressive symptoms: Edinburgh Postnatal Depression Scale 9. Chi-square
tests were performed to compare categorical variables, Mann-Whitney tests to compare medians and t-tests to
compare means.
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3.2 Cognitive function assessed through KABC-II MPI

The results of bivariate analyses are displayed in Table 3. Surprisingly, neither ID nor BLL at

1 year of age seemed to be significantly associated with MPI scores at age 6 years in

unadjusted analysis. Moreover, their B coefficients were positive, suggesting children with 1D

or higher BLLs might have slightly higher MPI scores than children without ID or with lower

BLLs. Significant bivariate associations were found between the MPI score and BMI (3=1.35,

p=0.01), HOME score (B=0.78, p=0.03), schooling status (3=12.93, p=0.00), high quatrtiles of

HP score (B=5.21, p=0.01 and B=8.35, p=0.00), and maternal education level (3=7.28,

p=0.00). The strongest association involved schooling status and was positive ($=12.93

95%Cl [10.33:15.52], p=0.00).

Table 3 - Bivariate logistic regression involving KABC-II MPI score and covariates of interest

N B p 95% ClI
Log BLL atagel 226 0.73 0.61 -2.08 ; 3.54
Presenceof IDatage 1l 226
No 140 ref. ref. ref.
Yes 86 0.30 0.85 -285 ; 3.46
Preterm status at birth 197
Term 182 ref. ref. ref.
Preterm 15 -0.31 0.92 -6.58 ; 5.96
BMlatagel 224 135 0.01 039 ,; 232
HOME scoreatagel 226 0.78 0.03 0.09 ,; 1.48
Schooling atage 6 226 1293 <0.01 10.33 ; 1552
HP score atage 6 225
<4 88 ref. ref. ref.
5 43 216 0.30 -1.96 ; 6.29
6-8 43 5.21 0.01 1.08 ; 9.34
>8 51 8.35 <0.00 445 ; 12.25
Maternal education level 224
No education 156 ref. ref. ref.
Primary school education or higher 68 7.28 <0.00 4.07 ; 10.48
Assessor for the tests 226
Assessor 1 36 ref. ref. ref.
Assessor 2 58 -0.51 0.84 -5.39 ; 4.36
Assessor 3 6 8.42 0.10 -1.72 ; 18.56
Assessor 4 21 2.42 0.45 -390 ; 8.73
Assessor 5 75 2.42 0.31 -2.25 ; 7.08
Assessor 6 30 145 0.62 -423 ; 7.13

*KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processesing index. Preterm
status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the

absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels. HP score: household
possession score. HP score categories were based on quatrtiles.
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The results of the multiple linear regressions involving KABC-II MPI scores are shown in
Table 4. Preterm status and BMI, Schooling, maternal education level and test assessor
were systematically included in parsimonious models for having p-values <0.25. The
interaction term between preterm status and BMI was always significant, and the results
suggest BMI at age 1 year is positively associated with the MPI score at age 6 years in
preterm children only. The strongest negative association involved preterm status, which saw
its coefficient and p-value change dramatically with the introduction of the interaction term.
The strongest positive assaociation involved schooling, consistent with the bivariate analysis.
Neither BLL nor ID were significantly associated with KABC-II MPI scores in any of the
models, including when BLL was adjusted for ID. However, whilst the B coefficients for ID
remained >0 in all models, similarly to unadjusted analyses, those for BLL were <0 in all
adjusted analyses. Yet, their values were not very high in these models, with f=-0.44 (95%ClI
[-2.85;1.97], p=0.72) and B=-0.50 (95%CI [-2.96;1.95], p=0.69), in parsimonious models

respectively unadjusted and adjusted for ID.

Comparing unadjusted and adjusted parsimonious models for ID, the variation in 8 coefficient
for BLL was 12%, going from -0.44 to -0.50, and the adjusted R2 were close (respectively
R2=0.352 and R2=0.349). Comparing full models led to similar conclusions, with a 13.04%
variation in BLL B coefficients and close R? (respectively R?=0.339 and R2=0.336 for the full

model unadjusted and adjusted for ID).

Noteworthily, a statistically significant association was found between log BLL and ID in an
unadjusted linear regression (results not shown): p=0.21 95CI% [0.06;0.36], p=0.01.
However, in the absence of an association between ID and MPI and of a change in log BLL
coefficients in adjusted analyses, ID did not seem to confound the association between

continuous BLL at age 1 year and MPI scores at age 6 in the study population.
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Table 4 - Multiple regressions involving KABC-Il MPI according to two different models

BLL alone BLL adjusted on ID ID alone
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% CI B p 95% CI B p 95% Cl B p 95% Cl B p 95% CI [ p 95% CI

2,85 ; 1,97 0,46 072 -2,98;206 050 0,69 -2,96;1,95 T

Log BLL atagel -0,40 0,75 -2,87;2,07 -0,44 0,72
Presence of ID at age 1
No ef. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 041 0,79 -2,57; 3,38 0,44 0,77 -2,48 ;335 0,31 083 -2,61;323 0,33 0,82 -2,53; 3,19

=

Preterm status at birth

Term ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm -69,45 0,00 -115,79 ; -23,11 -68,21 0,00 -113,35 ; -23,07 -69,11 0,00 -115,64 ; -22,58 -67,74 0,00 -113,11 ; -22,37 -69,53 0,00 -115,89 ; -23,18 -68,17 0,00 -113,38 ; -22,95
BMlatagel 0,48 0,31 -0,46 ; 1,42 0,53 0,26 -0,39; 1,45 0,46 0,34 -0,48; 1,41 0,51 0,27 -0,41; 1,44 0,47 0,33 -0,48 ;1,41 0,52 0,27 -0,41; 1,44
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes 4,54 0,00 1,54 ; 7,54 4,46 0,00 1,53 ;7,39 4,51 0,00 1,50 ; 7,53 4,42 0,00 1,48 ; 7,37 4,54 0,00 1,53 ; 7,54 4,45 0,00 1,51 ;7,38

HOME score atage 1 0,05 0,87 -0,59; 0,70 T 0,05 087 -0,59;0,70 T 0,07 084 -0,57;071 )

Schooling at age 6
No ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 11,53 0,00 8,39 ; 14,67 11,73 0,00 8,72 ; 14,74 11,56 0,00 8,41 ; 14,72 11,75 0,00 8,73 ; 14,78 11,51 0,00 8,37 ; 14,64 11,70 0,00 8,69 ; 14,71

HP score at age 6
<4 ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
5 1,09 0,59 -2,88 ; 5,05 1,10 0,59 -2,87 ; 5,08 1,03 0,61 -2,92 ; 4,97
6-8 -0,62 0,77 -4,83 ; 3,58 -0,68 0,75 -4,91 ; 3,55 -0,72 0,74 -4,94 ; 3,49
>8 1,20 0,55 -2,73 ; 5,13 1,17 0,56 -2,77 ; 5,12 1,19 0,55 -2,75 ; 5,12

Maternal education level

No education ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Primary school education or higher 4,15 0,02 0,71 ; 7,60 4,34 0,01 1,10; 7,57 4,18 0,02 0,72 ;7,64 4,35 0,01 1,11 ; 7,59 4,17 0,02 0,72 ; 7,62 4,34 0,01 1,11 ; 7,58
Assessor for the tests
Assessor 1 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor2 2,28 0,31 -2,11; 6,67 1,89 0,38 -2,37;6,14 2,33 0,30 -2,09;6,75 1,95 0,37 -2,33;6,23 2,36 0,29 -2,04;6,77 1,97 0,36 -2,30; 6,24
Assessor3 6,53 0,14 -2,06 ; 15,12 6,38 0,14 -2,06 ; 14,81 6,61 0,13 -2,03 ; 15,24 6,47 0,13 -2,01 ; 14,95 6,53 0,14 -2,07 ; 15,13 6,40 0,14 -2,05 ; 14,85
Assessor4  -1,57 0,58 -7,09 ; 3,96 -1,99 0,47 -7,37 ; 3,39 -1,54 0,58 -7,09 ; 4,00 -1,96 0,48 -7,36 ; 3,44 -1,51 0,59 -7,04 ; 4,02 -1,93 0,48 -7,31; 3,46
Assessor5 4,00 0,07 -0,30; 8,31 3,65 0,09 -0,55; 7,85 4,02 0,07 -0,29; 834 3,67 0,09 -0,54;788 4,03 0,07 -0,28; 8,33 3,68 0,09 -0,53 ; 7,88
Assessor6 5,12 0,05 0,01 ; 10,24 4,70 0,06 -0,28 ;9,68 507 0,05 -0,07; 10,21 4,65 0,07 -0,36; 9,65 510 0,05 -0,02; 10,23 4,67 0,07 -0,32 ; 9,66
Sample size 193 194 193 194 193 194
Adjusted R? 0,339 0,352 0,336 0,349 0,339 0,352

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 ug/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL:
blood lead levels. HP score: household possession score. HP scores categories were based on quartiles.

Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model



3.3 Cognitive function assessed through KABC-II NVI

The results of bivariate analyses are displayed in Table 5. Consistent with the results for
bivariate analyses involving the MPI, no significant association was found in unadjusted
analysis between the presence of ID (=-0.77 95%CI [-2.76;1.21], p=0.44) or BLL (=0.19
95%CI [-1.56;1.94], p=0.83) and NVI scores, with their § coefficients being close to 0.
Significant bivariate associations were found between the NVI score and BMI (p=0.02),
schooling status (p=0.00), and the highest quartile of HP score (p=0.03). The strongest

association also involved schooling status (3=4.80 95%CI [2.96:6.65], p=0.00).

Table 5 - Bivariate logistic regression involving KABC-II NVI score and covariates of interest

N B p 95% ClI
LogBLL atagel 234 019 083 -156 ; 1.94
Presenceof IDatagel 234
No 144 ref. ref. ref.
Yes 90 -0.77 044 276 ; 1.21
Preterm status at birth 203
Term 188 ref. ref. ref.
Preterm 15 037 086 -3.76 ; 451
BMlatagel 232 0.76  0.02 014 ; 138
HOME scoreatagel 234 0.09 068 -035 ; 0.54
Schooling at age 6 233 4.80 0.00 296 ; 6.65
HP scoreatage 6 233
<4 91 ref. ref. ref.
5 45 1.77 019 -0.90 ; 4.45
6-8 45 0.75 058 -193 ; 343
>8 52 2.87 0.03 032 ; 5.42
Maternal education level 232
No education 161 ref. ref. ref.
Primary school education or higher 71 172 010 -0.36 ; 3.80
Assessor for the tests 233
Assessor 1 37 ref. ref. ref.
Assessor 2 58 0.17 091 -293 ; 3.27
Assessor 3 7 2.96 0.34 -3.11 ; 9.03
Assessor 4 22 -2.44 023 -6.40 ; 1.53
Assessor 5 78 -0.12 094 -306 ; 2.82
Assessor 6 31 0.82 0.65 -2.76 ; 4.41

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. NVI: non-verbal index. Preterm status:
gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of
inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels. HP score: household possession
score. HP score categories were based on quartiles.

Shown in Table 6 are the results of the multiple regression analyses involving the NVI score
at age 6 years. Included in all parsimonious models for having p-values <0.25 were preterm

status and BMI at age 1 year, schooling, and test assessor. Maternal education level was

only included in the model unadjusted for ID. The interaction term for preterm status and BMI
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was significant in every model but the parsimonious model unadjusted for ID, where it was
borderline significant (3=2.14 95CI% [-0.10;4.38], p=0.06), with preterm status and BMI being
non-significant in every model. The strongest negative association involved preterm status,
although it was only significant in the full model adjusted for ID and in models involving 1D
alone. The strongest positive association involved schooling, as had been the case for the

MPI.

Consistent with the results for the MPI, neither BLL nor ID were significantly associated with
KABC-II NVI scores in any of the models, including when BLL was adjusted on ID. The
coefficients for ID were < 0 in all models, suggesting iron deficient children at age 1 year
have lower NVI scores at age 6 years. Coefficients for log BLL were close to 0, with $=-0.15
(95%CI [-1.98;1.67], p=0.87) and p=-0.18 (95%CI [-1.67;2.03], p=0.85) in parsimonious
models respectively unadjusted and adjusted for ID, suggesting no influence of BLL on NVI

Scores.

Adjusting for ID in the parsimonious model yielded a 16.67% variation of the 3 coefficient for
log BLL, going from -0.15 to -0.18, although the p-value remained very high (respectively
p=0.87 and p=0.85). Adjustment for ID in the full model brought a 20% variation in
coefficient (f=-0.20 95%CI [-2.06;1.65], p=0.83, and (=-0.04 95%CI [-1.92;1.84], p=0.97 in
models unadjusted and adjusted for ID respectively). The adjusted R2 were unchanged in the
parsimonious models (R?=0.113 and R2?=0.113 in parsimonious models unadjusted and
adjusted on ID) and in the full models following adjustment (R2=0.105 and R2=0.105 in full
models unadjusted and adjusted on ID). In the absence of an association between ID and
the NVI, ID did not seem to confound the association between continuous BLL at age 1 and

NVI scores at age 6 in the study population.
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Table 6 - Multiple regressions involving KABC-Il NVI according to two different models

BLL alone BLL adjusted on ID ID alone
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI
LlogBLLatage1 -0,20 0,83 -2,06;1,65 015 087 -1,98;1,67 0,04 097 -1,92;184 018 085 -1,67;203 T
Presence of ID at age 1
No / %/ ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes -1,19 0,29 -3,41; 1,02 -1,33 0,23 -3,52; 0,86 -1,20 0,28 -3,38; 0,98 -1,30 0,24 -3,45; 0,85
Preterm status at birth
Term ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm -35,21 0,05 -70,48 ; 0,06 -32,50 0,07 -67,05; 2,05 -36,02 0,05 -71,31;-0,73 -34,52 0,05 -69,34; 0,30 -36,06 0,04 -71,21;-0,91 -34,38 0,05 -69,08 ; 0,32
BMlatagel 0,35 0,33 -0,36; 1,06 0,38 0,29 -0,32;1,08 0,41 0,27 -0,31;1,12 0,37 0,30 -0,34;1,08 0,41 0,27 -0,31;1,12 0,37 0,30 -0,34;1,07
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes 2,31 0,05 0,03 ; 4,60 2,14 0,06 -0,10; 4,38 2,38 0,04 0,09 ;4,67 2,27 0,05 0,01; 4,53 2,38 0,04 0,11 ; 4,66 2,26 0,05 0,01; 4,51
HOMEscore atage 1 0,17 050 -065;032 77 7 7 7 7/ 011 05 065032 7 7/ 77 7//7 /7 011 050 065,02 7 77 77 7/ 77
Schooling at age 6
No ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 4,60 0,00 2,22;6,98 4,59 0,00 2,30; 6,87 4,52 0,00 214; 6,90 5,00 0,00 2,82; 717 4,52 0,00 216 6,88 5,02 0,00 2,86; 718
HP score at age 6
<4 ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
5 1,27 040 -1,68; 4,22 1,30 0,39 -1,65; 4,25 1,30 0,39 -1,64; 4,23
6-8 -1,05 051 -420;211 -0,86 0,59 -4,03; 2,31 -0,87 0559 -4,02; 2,29
>8 0,86 0,57 -2,12; 3,84 0,94 0,53 -2,04; 3,93 0,94 0,53 -2,03; 3,92
Maternal education level
No education ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. / ref.  ref. ref. /
Primary school education or higher 1,59 0,22 -0,98; 4,15 1,44 0,24 -0,99; 3,87 1,49 0,25 -1,07; 4,06 1,49 0,25 -1,07; 4,06
Assessor for the tests
Assessor 1 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor2 1,22 0,47 -2,13; 4,57 0,82 0,62 -2,44; 4,07 1,05 054 -2,31; 4,41 0,55 0,74 -2,73 ;3,83 1,05 0,54 -2,30; 4,40 0,54 0,75 -2,73;381
Assessor3 2,06 0,51 -4,11; 8,23 1,82 0,56 -4,25; 7,88 2,00 052 -4,17; 8,17 1,82 056 -4,28 ;7,91 2,00 052 -4,16; 8,15 1,82 0,56 -4,25; 7,90
Assessor4 -3,83 0,07 -7,98; 0,33 -4,35 0,04 -8,40; -0,30 -3,88 0,07 -8,03;0,28 -3,98 0,05 -7,98; 0,03 -3,87 0,07 -8,01;0,27 -3,99 0,05 -7,98; 0,01
Assessor5 0,40 0,81 -2,87; 3,66 0,19 0,91 -3,01; 3,39 0,35 0,83 -291; 3,62 0,58 0,72 -2,61; 3,77 0,36 0,83 -2,90; 3,61 0,58 0,72 -2,60; 3,76
Assessor 6 2,36 0,23 -1,52; 6,23 1,95 0,31 -1,84; 5,74 249 0,21 -1,39; 6,37 2,42 0,21 -1,36; 6,20 2,49 0,21 -1,38; 6,36 2,41 0,21 -1,36; 6,19
Sample size 198 199 198 201 198 201
Adjusted R? 0,105 0,113 0,105 0,113 0,110 0,117

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. NVI: non-verbal index. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 ug/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation.
BLL: blood lead levels. HP score: household possession score. HP scores categories were based on quartiles.

Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model



3.4 Behavioural function through SDQ assessment

Table 7 shows the results of bivariate analyses involving SDQ score.

Table 7 - Bivariate logistic regression involving SDQ scores and covariates of interest

N B p 95%ClI
Log BLL atage 1 244 -1.51 0.01 -264 ; -0.38
Presence of ID at age 1 244
No 153 ref. ref. ref.
Yes 91 -1.09 0.12 -245 ; 0.27
Gender 235
Male 126 ref. ref. ref.
Female 109 0.07 092 -128 ; 142
Preterm status at birth 212
Term 197 ref. ref. ref.
Preterm 15 1.82 0.20 -099 ; 4.63
BMIl at age 1 241 -0.26 0.24 -0.69 ; 0.17
HOME score at age 1 244 -0.13 040 -043 ; 0.18
HP score at age 6 242
<4 95 ref. ref. ref.
5 46 -049 060 -235 ; 1.37
6-8 46 -0.64 050 -251 ; 1.22
>8 55 -0.23 080 -199 ; 152
Maternal depressive symptoms at age 6 241
Absent or low 200 ref. ref. ref.
High 41 0.18 084 -157 ; 1.93
Maternal education level 242
No education 166 ref. ref. ref.
Primary school education or higher 76 -0.52 0.06 -1.07 ; 0.03
Number of siblings 241
No siblings 7 -0.76 0.71 -475 ; 3.22
1-3 135 ref. ref. ref.
4-5 72 -1.68 0.03 -3.18 ; -0.18
>6 27 050 065 -1.67 ; 266
Assessor for the tests 244
Assessor 1 37 ref. ref. ref.
Assessor 2 58 3.80 0.00 181 ; 5.79
Assessor 3 10 -476 001 -813 ; -1.39
Assessor 4 27 1.58 0.20 -0.81 ; 3.97
Assessor 5 80 1.54 0.11 -0.34 ; 342
Assessor 6 32 5.37 0.00 3.09 7.65

SDQ: Strength and Difficulties questionnaire. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI:

Depressive symptoms: Edinburgh Postnatal Depression Scale =9.

Body Mass Index.
BLL: blood lead levels. ID: iron deficiency, ferritin levels <12pg/L in the absence of inflammation, <70pg/L in the
presence of inflammation. HP score: household possession score. HP score categories were based on quartiles.

It should be reminded higher SDQ scores mean higher intensities of behavioural difficulties.

A significant association was found between log BLL and SDQ score, with a negative B

coefficient (B=-1.51 95%ClI [-2.64;-0.38], p=0.01), meaning children with a higher BLL at age

1 had a lower score of behavioural difficulties at age 6 than children with lower BLL in the

study population. No significant association was found for ID, although the coefficient was

also negative ($=-1.09 95%CI [-2.45;0.27], p=0.12) suggesting children with ID at 1 year had
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a lower score of behavioural difficulties at 6 years than children without ID. Significant
bivariate associations were found between SDQ score and having 4 to 5 siblings (3=-1.68
95%CI [-3.18;-0.18], p=0.03), assessor 2, assessor 3 and assessor 6 (respectively p=3.80
95%Cl [1.91;5.79], p=0.00 ; PB=-4.76 95%Cl [-8.13;-1.39], p=0.01 ; and [(=5.37

95%CI [3.09;7.65], p=0.00). The strongest association involved assessor 6.

Results for the multiple regression analyses are displayed in Table 8. The same covariates
were present in all parsimonious models: preterm status and BMI at 1 year, quality of the
environment (HOME score), household possessions score, maternal education level, number
of siblings and test assessor. Contrary to cognitive function assessments, the interaction
term between preterm status and BMI at 1 year was not significant, nor were preterm status
and BMI suggesting no influence of these factors on behavioural difficulties and no
interaction.

Consistent with the bivariate analysis, a significant negative association was found between
BLL and SDQ score in models both adjusted and unadjusted for ID (respectively =-1.36
95%CI [-2.51;-0.21], p=0.02, and B=-1.21 95%CI [-2.37;-0.05], p=0.04 in parsimonious
models), showing children with higher BLL at 1 year had lower behavioural difficulties scores
at age 6 years. No association was found between ID at age 1 and SDQ scores (=-1.33

95%CI [-2.75;0.10], p=0.07), although p-value was borderline.
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Table 8 - Multiple regression involving SDQ score according to two different models

BLL alone BLL adjusted for ID ID
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% ClI

LogBLLatage 1 -1,39 003 -2,62;-0,16  -1,36 002 -251;-021 1,24 0,05 -2,48; 0,00 1,21 0,04 2,37 ; -0,05 T

Presence of ID at age 1 %/

No ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes -1,24 0,10 -2,72 ;0,25 -1,06 0,15 -2,49 ; 0,37 -1,45 0,06 -2,93; 0,03 -1,33 0,07 -2,75; 0,10
Gender
Male  ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Female 0,79 0,30 -0,70; 2,28 0,82 0,28 -0,66 ;231 0,69 0,36 -0,80; 2,18
Preterm status at birth
Term ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm 18,18 0,13 -5,39 ; 41,75 19,26 0,10 -4,02 ; 42,53 17,25 0,15 -6,23 ; 40,74 18,42 0,12 -4,81 ; 41,66 16,13 0,18 -7,52; 39,79 17,01 0,15 -6,39 ; 40,40
BMl atage 1 -0,01 0,97 -0,49; 0,47 -0,02 0,92 -0,47 ;0,43 0,03 0,89 -0,44;0,51 0,02 0,93 -0,43 ; 0,47 0,02 0,95 -0,46; 0,50 0,00 0,99 -0,46 ; 0,45
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No  ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes -1,11 0,15 -2,64; 0,42 -1,18 0,12 -2,69; 0,33 -1,03 0,18 -2,55; 0,49 -1,11 0,15 -2,62 ; 0,39 -0,97 0,21 -2,50; 0,57 -1,03 0,18 -2,55 ; 0,49
HOME score atage 1 -0,22 0,20 -0,55; 0,12 -0,13 0,43 -0,45;0,19 -0,22 0,18 -0,56; 0,11 -0,14 0,41 -0,46 ; 0,19 -0,20 0,23 -0,54;0,13 -0,11 0,52 -0,43; 0,22
HP score at age 6
<4 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
5 031 0,76 -1,66; 2,28 0,20 084 -1,72;211 0,31 0,75 -1,65; 227 0,21 0,83 -1,70 ; 2,11 0,09 0,93 -1,88; 2,05 0,01 0,99 -1,90 ; 1,93
6-8 090 041 -1,25; 3,06 0,52 0,61 -1,51;255 1,10 0,32 -1,06 ; 3,25 0,66 0,53 -1,38 ; 2,69 0,89 042 -1,27; 3,05 0,45 0,66 -1,59 ; 2,49
>8 2,20 0,03 0,22;4,18 1,91 0,04 0,05; 3,78 2,30 0,02 0,32; 4,27 1,97 0,04 0,11 ; 3,83 2,23 0,03 0,24;4722 1,88 0,05 0,01 ; 3,75
Maternal depressive symptoms at age 6
Absent or low  ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
High 0,11 091 -2,15;1,92 -0,11 0,92 -2,14 ;1,92 0,03 0,98 -2,01; 2,07
Maternal education level
No education  ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Primary school education or higher -1,67 0,05 -3,33; 0,00 -1,69 0,04 -3,32;-0,07 -1,83 0,03 -3,50;-0,16 -1,80 0,03 -3,43;-0,18 -1,91 0,03 -3,59;-0,23 -1,93 0,02 -3,56 ; -0,29
Number of siblings
No siblings -1,29 0,58 -5,83 -1,29 0,54 -5,45 -1,60 0,49 -6,14 -1,39 0,51 -5,54 -1,86 0,42 -6,43 -1,62 0,44 -5,81
1-3 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
45 -1,78 0,03 -3,40;-0,16 -1,62 0,04 -3,17; -0,06 -1,84 0,03 -3,45;-0,23 -1,67 0,04 -3,22; -0,12 -1,73 0,04 -3,36;-0,11 -1,58 0,05 -3,14 ; -0,02
>6 -0,10 0,93 -2,41;221 0,72 0,52 -1,48;2,92 -0,12 0,92 -2,42 ;2,18 0,73 0,52 -1,47 5 2,92 0,11 0,93 -2,20; 2,42 0,88 0,44 -1,33 ; 3,08
Assessor for the tests
Assessor 1  ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor2 4,31 0,00 2,01; 6,60 4,06 0,00 1,85; 6,27 4,15 0,00 1,86;6,44 3,92 0,00 1,71; 6,14 4,21 0,00 1,90 ;6,53 4,04 0,00 1,81; 6,27
Assessor3 -3,29 0,11 -7,35; 0,77 -3,68 0,05 -7,33; -0,03 -3,33 0,11 -7,37; 0,72 -3,74 0,04 -7,38 ; -0,10 -3,04 0,14 -7,11; 1,03 -3,95 0,04 -7,61 ; -0,28
Assessor4 1,98 0,17 -0,86 ; 4,82 2,18 0,11 -0,49; 4,85 1,89 0,19 -0,93; 4,72 2,12 0,12 -0,54 ; 4,79 2,12 0,14 -0,72; 4,96 2,38 0,08 -0,29 ; 5,06
Assessor5 1,43 0,19 -0,73; 3,59 1,37 0,21 -0,76 ; 3,50 1,40 0,20 -0,74; 3,55 1,34 021 -0,78 ; 3,46 151 0,17 -0,66 ; 3,67 1,45 0,18 -0,69 ; 3,58
Assessor6 5,04 0,00 2,49 ;7,59 5,17 0,00 2,65;770 519 0,00 264;774 5,29 0,00 2,77 ; 7,81 539 0,00 283; 795 5,48 0,00 2,94 ; 8,01
Sample size 193 204 193 204 193 204
Adjusted R? 0,179 0,210 0,187 0,214 0,173 0,201

SDQ: Strength and Difficulties questionnaire. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. BLL: blood lead levels. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. HP score: household possession
score. HP score categories were based on quartiles. Depressive symptoms: Edinburgh Postnatal Depression Scale 29.
Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model



Comparing parsimonious models unadjusted and adjusted on ID, the variation in B coefficient
for BLL was 12.40%, going from -1.36 to -1.21, and the adjusted R2 were close (respectively
R2=0.210 and R2=0.214). Comparing full models, the variation in log BLL B coefficient was
12.10% (-1.39 to -1.24). Adjusted R? were close, with respectively R?=0.179 and R?=0.187
for the full model unadjusted and adjusted for ID. In the absence of a substantial change in
log BLL B coefficient in adjusted analyses, and of an association between ID and SDQ, ID
did not seem to be a confounder in the association between continuous BLL at age 1 year

and SDQ scores at age 6 years in the study population.

3.5 Assessment of interaction between BLL and ID

The models involving interaction factors between log BLL and ID for each model are listed in
Table 9 for KABC-II scores. Regarding MPI scores, both log BLL and ID were significantly
associated with the MPI in the full model, although only ID was in the parsimonious model,
with BLL being borderline significant. In particular, a strong negative association was found
between ID and MPI score (f=-25.80 95%CI [-46.58;-5.03], p=0.02), whilst a positive
association was suggested between log BLL and the MPI (B=-2.91 95%CI [-5.97;0.16],
p=0.06). A significant positive interaction was found for each model involving the MPI
(B=6.41 95%CI [1.38;11.44], p=0.01 in the parsimonious model). These results suggest the
MPI score at 6 years increases with BLL amongst ID children, whilst the MPI score
decreases with BLL in non-ID children. However, a significant negative association between
MPI scores and ID was found in these models, with a large B coefficient value (f= -25.80
95%CI [-46.58;-5.03], p=0.02) outweighing that of the interaction factor, in spite of a wide
confidence interval. These findings did not apply to NVI scores, for which no association was
found with log BLL or ID (respectively 3=-0.88 95%CI [-3.23;1.46], p=0.46, and (=-10.91
95%CI [-26.66;4.84], p=0.17 in the parsimonious model). No significant interaction between

BLL and ID was found with regard to NVI scores (f=2.38 95%CI [-1.45;6.20], p=0.22).
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Table 9 - Multiple regression involving KABC-Il scores and an interaction term for ID and BLL according to two different models

KABC-Il MPI KABC-II NVI
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% ClI B p 95% ClI B p 95% Cl B p 95% ClI
Log BLL atage 1 -2,91 0,07 -6,02;0,21 -2,91 0,06 -597 ;0,16 -1,00 0,41 -3,38 ;1,37 -0,88 0,46 -3,23 ;1,46
Presence of ID at age 1
No ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
Yes -26,60 0,01 -47,71 ; -5,49 -25,80 0,02 -46,58 ; -5,03 -11,64 0,15 -27,56 ; 4,28 -10,91 0,17 -26,66 ; 4,84
ID at age 1 ## BLL atage 1
BLL if ID is absent ref. 1,00 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BLL if ID if present 6,61 0,01 1,49 ; 11,73 6,41 0,01 1,38 ; 11,44 2,57 0,19 -1,31; 6,44 2,38 0,22 -1,45; 6,20
Preterm status at birth
Term ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref.
Preterm -67,57 0,00 -113,41 ; -21,73 -65,04 0,01 -109,81 ; -20,28 -35,29 0,05 -70,53 ; -0,05 -32,57 0,07 -67,17 ; 2,02
BMl atage1l 0,43 0,36 -0,50 ;1,37 0,50 0,28 -0,42;1,41 0,39 0,28 -0,32;1,11 0,42 0,24 -0,28 ;1,13
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes 4,45 0,00 1,48 ; 7,43 4,29 0,00 1,39 ; 7,20 2,35 0,04 0,07 ; 4,63 2,17 0,06 -0,07 ; 4,42
HOME score atage 1 0,08 0,80 -0,56 ; 0,72 7/ o105 064,038 7777 7/ /"
Schooling at age 6
No ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 11,37 0,00 8,26 ; 14,48 11,50 0,00 8,51 ; 14,49 4,45 0,00 2,07 ;6,83 4,44 0,00 2,15 6,73
HP score at age 6
<4 ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
5 085 067 -3,07; 4,77 1,28 0,39 -1,67 ; 4,22
6-8 -1,36 052 -556 ; 2,84 -1,11 0,49 -4,30 ; 2,07
>8 0,86 0,66 -3,03; 4,75 0,83 0,58 -2,15; 3,81
Maternal education level
No education ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
Primary school education or higher 4,35 0,01 0,94 ;7,76 4,39 0,01 1,19 ; 7,59 1,56 0,23 -1,00 ; 4,13 1,42 0,25 -1,00
Assessor for the tests
Assessor 1 ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
Assessor2 2,28 0,30 -2,07 ; 6,63 1,80 0,40 -2,42 ;6,02 1,03 0,55 -2,33 ;4,38 0,60 0,72 -2,67 ; 3,86
Assessor3 6,37 0,14 -2,13 ; 14,87 6,25 0,14 -2,11 ; 14,61 2,01 0,52 -4,15; 8,16 1,74 0,57 -4,31; 7,80
Assessor4 -1,66 055 -7,12 ; 3,80 -2,16 0,43 -7,48 ; 3,17 -3,92 0,06 -8,07 ; 0,22 -4,48 0,03 -8,52 ; -0,43
Assessor5 3,62 0,10 -0,64 ; 7,88 3,25 0,13 -0,91; 7,41 0,21 0,90 -3,06 ; 3,47 -0,02 0,99 -3,22; 3,18
Assessor 6 5,14 0,05 0,08 ; 10,21 4,66 0,06 -0,28 ;9,59 2,49 0,21 -1,38 ; 6,37 2,06 0,28 -1,73 ;5,85
Sample size 193 194 198 199
Adjusted R2 0,356 0,368 0,109 0,116

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. NVI: non-verbal index. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID:
iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of inflammation, <70pg/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels. HP score: household possession score. HP scores categories

were based on quartiles.

Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model



Results of multiple regression models including an interaction factor between log BLL and 1D
for SDQ score are shown in Table 10. No association was found between log BLL or ID and
SDQ score (respectively B=-0.94 95%CI [-2.46;0.59], p=0.23, and [(=1.67
95%CI [-8.19;11.53], p=0.74 in the parsimonious model). Furthermore, no interaction
between BLL and ID was found with regard to the SDQ (B=-0.67 95%CI [-3.07;1.73],

p=0.58).

As an illustration of these findings, stratified multiple regressions using ID as strata are
displayed in Table 11. The B coefficient for KABC-II MPI went from a positive, significant
value in ID children, to a negative non-significant value in non-ID children (B=3.78
95%CI [0.39;7.18], p=0.03 and B=-2.31 95%CI [-5.63;1.01], p=0.17, respectively). This
suggests MPI scores increase with BLL in ID children but not in non-ID children. Whilst the
coefficient for KABC-II NVI changed sign in a similar pattern when comparing ID to non-ID
children, both coefficients were non-significant (3=1.56 95%CI [-1.04;4.16], p=0.24 and
B=-0.27 95%CI [-2.67;2.13], p=0.82 respectively). Coefficients for SDQ did not change sign
with ID status, although the (3 coefficients for ID children were significant whilst those for non-
ID children were not (3=-1.97 95%CI [-3.76;-0.02], p=0.03 and $=-0.58 95%CI [-1.96;0.81]
p=0.41). This suggests a potential interaction of ID on the relationship between BLL and
SDQ scores, although this did not seem to be the case when using an interaction factor (see
Table 10). According to Table 11, behavioural difficulties scores decreased when BLL

increased, in ID children but not non-ID children.
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Table 10 - Multiple regression involving SDQ score and an interaction term for ID and BLL according to two

different models

SDQ
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% CI B p 95% CI
Log BLL atage 1 -0,71 0,37 -2,27; 0,85 -0,94 0,23 -2,46; 0,59
Presence of ID at age 1
No  ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 4,54 0,40 -5,96 ; 15,03 1,67 0,74 -8,19; 11,53
ID at age 1 ## BLL atage 1
BLL if ID is absent ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BLL if ID if present -1,43 0,27 -4,00; 1,14 -0,67 0,58 -3,07 ;1,73
Gender 7
Male  ref. ref. ref.
Female 0,81 0,29 -0,68 ; 2,29 /
Preterm status at birth
Term ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm 16,88 0,16 -6,60 ; 40,36 18,38 0,12 -4,90 ; 41,66
BMlatage1l 0,04 0,87 -0,44; 0,52 0,03 0,90 -0,43;0,48
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes -1,01 0,19 -2,54 ; 0,51 -1,11 0,15 -2,62; 0,40
HOME score atage 1 -0,23 0,18 -0,56; 0,10 -0,14 0,40 -0,46; 0,19
HP score at age 6
<4 ref. ref. ref. ref. ref. ref.
5 0,32 0,74 -1,63; 2,28 0,20 0,84 -1,71; 2,11
6-8 1,25 0,26 -0,92; 3,42 0,71 0,49 -1,33; 2,76
>8 2,36 0,02 0,38 ; 4,33 2,02 0,04 0,15; 3,89
Maternal depressive symptoms at age 6 7
Absent or low  ref. ref. ref.
High -0,21 0,84 -2,24; 1,82 /
Maternal education level
No education ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Primary school education or higher -1,85 0,03 -3,52;-0,18 -1,82 0,03 -3,45;-0,19
Number of siblings
No siblings -1,56 0,50 -6,10 -1,34 0,53 -5,50
1-3 ref. ref. ref. ref. ref. ref.
4-5 -1,76 0,03 -3,38 ; -0,14 -1,62 0,04 -3,18; -0,05
>6 -0,04 0,97 -2,34; 2,27 0,79 0,48 -1,42; 3,00
Assessor for the tests
Assessor1  ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor2 4,13 0,00 1,84 ; 6,42 3,93 0,00 1,71; 6,14
Assessor 3 -3,17 0,13 -7,22 ; 0,89 -3,60 0,06 -7,29 ; 0,08
Assessor4 1,99 0,17 -0,84; 4,81 2,16 0,11 -0,52; 4,83
Assessor5 1,47 0,18 -0,68 ; 3,62 1,38 0,20 -0,75; 3,51
Assessor6 5,19 0,00 2,65; 7,74 531 0,00 2,78 ; 7,83
Sample size 193 204
Adjusted R2 0,188 0,211

SDQ: Strength and Difficulties questionnaire. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index.

BLL: blood lead levels. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the
presence of inflammation. HP score: household possession score. HP score categories were based on quartiles.
Depressive symptoms: Edinburgh Postnatal Depression Scale 29.
Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model
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Table 11 - Multiple regressions involving KABC-II and SDQ scores, according to two different models, stratified on ID

KABC-II MPI KABC-11 NVI SDQ
ID children Model 1 - full model Model 2* Model 1 - full model Model 2* Model 1 - full model Model 2*
B p 95% CI B p 95% CI B p 95% CI B p 95% CI ¢] p 95% CI B p 95% CI
LogBLLatagel 3.55 0.05-0.02;7.12 3.78 0.03 0.39; 7.18 1.80 0.18 -0.84 ; 4.45 1.56 0.24 -1.04 ; 4.16 -2.22 0.05 -4.39 ; -0.04 -1.97 0.03 -3.76 ; -0.02
Sample size 75 76 78 78 74 89
Adjusted R2 0.575 0.577 0.356 0.386 0.306 0.293
KABC-II MPI KABC-II NVI SDQ
Non-ID children Model 1 - full model Model 2* Model 1 - full model Model 2* Model 1 - full model Model 2*
B p  95% CI B p  95% CI B p 95% CI B p 95% CI B p  95% ClI B p  95% ClI
LogBLLatagel -2.29 0.18 -5.64 ; 1.05 -2.31 0.17 -5.63 1.01 -0.56 0.65 -3.00 ; 1.87 -0.27 0.82 -2.67 ; 2.13 -0.53 0.50 -2.11 ; 1.04 -0.58 0.41 -1.96 ; 0.81
Sample size 118 118 120 122 119 146
Adjusted R2 0.290 0.297 0.134 0.157 0.151 0.165

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. NVI: non-verbal index. ID: iron
deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels.
*Model 2 (parsimonious model) included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model, namely :

KABC-II MPI - non-1D children : BMI at age 1, preterm status, interaction factor between BMI and preterm status, schooling at age 6, HP score, maternal education level, assessor.
KABC-II MPI - ID children : BMI at age 1, preterm status, interaction factor between BMI and preterm status, schooling at age 6, maternal education level, assessor.

KABC-II NVI - ID children : BMI at age 1, preterm status, interaction factor between BMI and preterm status, schooling at age 6, HP score, maternal education level, assessor.
KABC-1I NVI - non-ID children : BMI at age 1, preterm status, interaction factor between BMI and preterm status, schooling at age 6, HP score, assessor.

SDQ - ID children : HOME, HP score, maternal education level, number of siblings, assessor.
SDQ - non-1D children : gender, HP score, number of siblings, assessor.



3.6 Assessment of non-linearity

Five knots were automatically defined according to Harrell, alongside a manually defined
knot. Their values are displayed in Table 12.

Table 12 - Restricted cubic spline knot values

BLL at 1 year (g/L)

Knot 1 29.00
Knot 2 54.00
Knot 3 111.40

Table 13 shows the result from the unadjusted linear regression involving the spline
variables corresponding to the automatically defined knots. No spline variable was
significantly associated with any outcome. Moreover, the Wald test p-values were
non-significant, and as such the null hypothesis could not be rejected. Furthermore, log
likelihood of models including the spline variables were not found to be different than those
from simpler models involving continuous BLL. Consequently, non-linearity between log BLL

and KABC-Il or SDQ scores could not be shown.
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Table 13 - Unadjusted linear regression involving spline variables and each outcome

KABC-Il MPI B p 95%ClI Wald test p-value Likelihood ratio p-value
Spline variable 1 -0.06 0.46 -0.18 ; 0.08
. . 0.285 0.281
Spline variable 2 0.10 0.29 -0.09 ; 0.29
KABC-II NVI B p 95%ClI Wald test p-value Likelihood ratio p-value
Spline variable 1 -0.03 0.55 -0.11 ; 0.06
. . 0.451 0.448
Spline variable 2 0.04 0.45 -0.07 ; 0.16
SDQ B p 95%ClI Wald test p-value Likelihood ratio p-value
Spline variable 1 -0.03 0.30 -0.08 ; 0.02
0.722 0.720

Spline variable 2 0.01 0.72 -0.05 ; 0.08
Analyses included the outcome and the restricted cubic spline variables.
Wald test Ho: 8=0 for all spline variables.
Likelihood ratio compared the unadjusted model with the spline variable to the unadjusted model with continuous blood lead level.

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. NVI: non-verbal index. SDQ: Strength and Difficulties questionnaire.



4. DISCUSSION

4.1 Characteristics of the study

This study involved a longitudinal children cohort in a prospective design for which clinical
and biological data had been gathered at birth and at 1 year, with an assessment at 6 years
of age. This design was adapted to a focus on potential long-term associations between BLL
in early infancy and child development, in particular cognitive and behavioural impairments.
The use of biological markers at 1 year and child development assessment at 6 years
ensured temporality. Long-term behavioural performances of children exposed to BLL had

not, to the best of our knowledge, been the focus of any study yet.

Furthermore, it assessed ID directly through ferritin measurement and not through proxies
such as anaemia. The use of anaemia as a proxy for ID could lead to misclassification given
the multiplicity of other causes of anaemia in sub-Saharan Africa, such as malaria, intestinal

helminths, chronic infections, other nutritional deficits, or haemoglobinopathies (84,85).

Of particular interest was the role of ID as a potential confounder or modifier in the
association between BLL and child development. The setting was an African country, a

region with yet few studies focusing on the determinants of child development.

4.2 Main findings

This study found an association between BLL at 1 year of age and child behaviour at 6
years, assessed by SDQ scores. Unexpectedly, children with higher BLL tended to have
lower behavioural difficulties at age 6 years when compared to children with lower BLL. ID at
1 year of age did not seem to confound this relationship, although a potential interaction was
suggested in stratified analyses but not when using an interaction factor between ID and
BLL. Given the context of multiple analyses, it cannot be ruled out this discordant finding was

due to alpha risk inflation on one side, or merely a lack of power on the other.

No association was found between cognitive KABC-II scores and BLL or ID in the overall

study population, which could also have resulted from a lack of power. Consistent with the
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findings for SDQ, children with higher BLL had higher cognitive KABC-II MPI scores than
children with lower BLL, albeit only amongst ID children. The introduction of an interaction
term between ID and BLL revealed a significant interaction, a significant association between
ID and MPI, and a borderline significant association between BLL and MPI. This could
suggest BLL in early infancy affects later childhood cognition only in the presence of ID. ID

did not seem to confound the relationship between KABC-II MPI and BLL.

No association was found between KABC-II NVI scores and ID or BLL. ID did not seem to

confound, nor modify the relationship between NVI and BLL.

4.3 Comparison with the literature

It is the first time ID is reported to be an interaction factor in the association between log BLL
and cognitive performance, a finding which involved the MPI, but not the NVI. Moreover, the
association between log BLL and KABC-Il MPI score was not significant in the overall
population, suggesting BLL only has an influence on cognitive development in the presence
of ID. The fact that BLL would be positively associated with cognitive scores in ID children is
surprising. Indeed, higher early infancy BLL was shown by Jusko et al. to be associated with
cognitive impairment at 6 years, with a dose-response pattern (108). ID status had not been
assessed, leading the study to report what was effectively a joint effect for ID regarding BLL
and cognitive function. This result could be compared with the full and parsimonious models
for MPI and NVI, unadjusted for ID, which were non-significant with a low negative 3
coefficient. Furthermore, the authors had used the Wechsler Preschool and Primary Scale of
Intelligence, Revised, to measure cognitive performance, and not KABC-II, with no known
correlation between the two measures. KABC-Il MPI and NVI scores were designed for
children and teenager populations and had been elected for their low sensitivity to language
or culture. The extent to which this choice influenced the results is difficult to estimate,
although it is likely the difference has been non-differential between ID and non-ID children.

Moreover, the presence of a significant association between KABC-Il scores and schooling,
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HOME score, SES and maternal education, at least for MPI, argues in favour of an

acceptable construct validity.

A 2011 study had also found positive correlations between lead levels and child development
at low BLL, although the median BLL they reported (17.4ug/L) was lower than that of the
present study (54pg/L) (190). The authors hypothesized an effect of the diet, which might be
positively associated with child development yet increased lead intake. Whilst this might
typically be the case in the present cohort, for which consumption of game killed with lead
ammunition was a major source of exposure, the fact that adjustments were performed on

SES makes it unlikely to be the reason behind this association.

Noteworthy are the high significant negative B coefficients for ID in the regression models for
MPI score including the interaction term, far outweighing both those of log BLL and the
interaction factor. Indeed, holding every other covariate constant, ID children actually had
lower MPI scores than non-ID children, under the threshold of log BLL=7.37, corresponding
to a BLL of about 1590ug/L. Such high BLL were not reached in the cohort, with the 99%"
percentile being 260ug/L and the maximum BLL value 578ug/L. Consequently, at common
BLL values, the positive association between BLL and MPI scores in ID children did not
offset the negative association between ID and MPI scores. It might be interesting to check
whether this finding is consistent when assessing cognitive function with other instruments,

such as 1Q.

Regarding behavioural performance, BLL was found to be negatively associated with SDQ
scores, although the B coefficient was not very high. This implies children with higher BLL
had slightly lower scores of behavioural difficulties and were thus less likely to present with
behaviour disorders. The presence of ID did not seem to confound or modify this association.
These findings are unexpected, given that the literature reported more externalizing
behaviours, such as hyperactivity, attention deficits, or opposition in children with elevated
BLL (109,110). Other studies highlighted increased aggressivity or delinquency, which were
not directly measured by the SDQ (111,112). However, very few of these studies focused on
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early infancy BLL and long-term behavioural consequences. Further studies are warranted to

assess whether this negative association is consistent.

Testing for non-linearity of the relationship between BLL and the outcomes using restricted
cubic splines with 3 knots did not yield any significant result, arguing against a non-linear
relationship. Reports were conflicting with regard to the shape of the association between
BLL and child development. One study described a non-linear cubic or quadratic association,
whilst another reported a linear association (153,186). Lanphear et al. found a log-linear
relationship, with BLL<100ug/L having a steeper slope than higher BLL (107). The 2016
study by Earl et al., in particular, described a linear association for BLL and IQ, performance
scores and motor integration but not attention scales, which also showed a negative log
relationship (191). It is therefore possible the construct chosen for child cognition or child

behaviour might have influenced the shape of the relationship.

The prevalence of ID in the cohort was 37.3%, much lower than that of anaemia (66.8%),
which does not reflect the figures described by Lutter in 2008 of ID being 2.5 times more
prevalent than anaemia (89). Furthermore, the prevalence of anaemia in the cohort was

lower than that described by the same author for Benin (88.6%) in 12-23 months old children.

KABC-II scores in the study were difficult to compare to those reported in the literature for
several reasons. Although the score had been validated for use in African population, there
was still a paucity of African studies involving KABC-II (165). Some studies focused on the
description of specific cognitive domain alterations and only reported subtest scores, which
were sometimes modified to exclude or include a subtest and thus could not easily be
converted into MPI or NVI scores (165,192-194). Their populations differed from the study
population, including children with a history of cerebral malaria, with HIV infection, or orphans
and abandoned children. Some other studies did not disclose the results of the KABC-II but
only the measure of their association with covariates, or used a different index than MPI or

NVI (195,196).
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SDQ score was considered a continuous variable, in the absence of validated cut-off values
in African populations. The mean SDQ score was 17.25 (SD=5.23), higher than what the
literature described for African youth. However, these populations were older than the study
population. In particular, studies reported 14.67 (SD=5.20) in 10-18 years old children in
Ghana and 10.15 (SD=5.28) amongst 6-15 years old non-orphans in Tanzania (197,198). A
Nigerian study found a higher mean (19.7, SD=4.4) amongst aggressive male school pupils
aged 9 to 14 (199). As the populations were not directly comparable to the study population,

the seemingly high SDQ scores were difficult to interpret.

4.4 Limitations

A critical limitation of the study was the very high rate of children lost to follow-up (49.34%).
This was due to 6-year assessments still being ongoing and this figure is expected to shrink
as more children are evaluated. Children lost to follow-up did not seem to differ from children
included on main covariates. In the absence of differential loss to follow-up for ID or BLL, the
resulting effect would have been reduced power, hence an underestimation of the
association between BLL and outcomes, potentially explaining the lack of significativity for

some results.

The assessment of ID relied on ferritin at 1 year, alongside CRP measurements for
inflammation status. In the absence of other iron metabolism markers, it was impossible to
discriminate between long installed ID and more recent ID. Furthermore, ID status in the
study relied on a single measurement at age 1 year, as did the assessment of BLL. These
measures might not have reflected peak or even average ferritin and BLL in early infancy,
leading to the risk of misclassification. BLL at 6 years was not measured, thus preventing
one from ruling out that some children with high BLL at that age and low early infancy BLL
had lowered performance as a result of a short-term influence of BLL on cognition or
behaviour and not a long-term one. This issue might be particularly important in this cohort
as the consumption of meat is expected to increase significantly between the age of one and

six years, with the potential of a dramatic increase in BLL during that period. Nonetheless,
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the literature showed early BLL generally reflected BLL at later ages, which would limit the
extent of BLL misclassification (200,201). Ferritin levels, however, can vary much more
rapidly over time, leading to the possibility of an unmeasured influence of concurrent ferritin

levels on children performance.

Both ID and high BLL were reported to be protective factors against malaria, which is highly
prevalent in Benin (202,203). This protection may have led to underestimation, or even to a
change in direction of association between child development scores and ID or BLL.
Similarly, the prevalence of other causes of impaired neurological development, amongst
which malaria, could also lead to underestimation of the association between neurological
impairment and BLL. Last, the analyses could have been impacted by survival bias, as
children with the highest BLL or the least protective factors might not have survived to be
assessed at 6 years of age. This issue is also one of competing risks, as children who died
were thus not at risk of impaired development anymore, leading to an underestimation of the

association between BLL and impaired development.
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5. CONCLUSION

This study assessed the relationship between BLL at 1 year, ID at 1 year and cognitive or
behavioural performance of children at age 6 years. The KABC-Il MPI and NVI had been
used to measure cognitive performance, whilst the SDQ had been used for the behavioural
performance. A significant relationship was found between early infancy BLL and SDQ
scores at 6 years in models both adjusted and unadjusted on ID. Surprisingly, this
association showed decreased SDQ scores, thus lower behavioural difficulties, in children
with higher BLL. Overall, ID was not found to confound the relationship between BLL and
cognitive or behavioural scores. However, ID was found to modify the association between
BLL and KABC-II MPI, but not NVI, with a significant association between BLL and MPI
scores in the presence of the interaction factor. Unexpectedly, but consistent with the
findings regarding SDQ, higher BLL were associated with higher MPI scores amongst ID
children. ID children always had lower MPI scores than non-ID children at the BLL values
found in the cohort. Given the high prevalence of ID in sub-Saharan Africa, with possibly high
associated BLL values in children, this finding could bear importance in defining health
policies targeted at preserving child cognitive development. Nonetheless, the consistency of
this interaction should be checked with other cognitive scores, such as IQ.
Recommendations could be made to include ID status in studies assessing the association

between BLL and cognitive or behavioural child development.
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Ill. CONCLUSION DE LA THESE

Cette étude prospective s’est ajoutée a la littérature scientifique africaine concernant le
développement comportemental de I'enfant. Une revue récente a souligné le manque de

recherche dans ce contexte géographique (174).

En particulier, la plupart des échelles cognitivo-comportementales ayant été développé dans
des pays occidentaux, un important travail de validation auprés des nombreuses cultures et
langues africaines est encore requis. Développé a partir du score KABC, validé dans ces
populations, le score KABC-Il est trés fréquemment utilisé pour son adaptabilité
transculturelle et son inclusion de l'apprentissage et de la planification, bien que peu

d’études aient évalué sa validité conceptuelle dans cette région (165).

Un probléme identique se pose pour le score SDQ, pour lequel peu de pays en Afrique
disposent d’'une traduction et de cut-offs validés (165,174). D’aprés ces mémes sources, la
plupart des études africaines sur le sujet ont eu lieu en Afrique du Sud, pays dont le niveau
socio-économique et la culture ne sont pas ceux des pays d’Afrique intertropicale. La
Banque Mondiale estime le PIB sud-africain par habitant a environ 6 160$ en 2017, plus de
sept fois celui du Bénin la méme année, qui s’élevait a environ 830$ (94,204). Leurs index
de développement humain en 2017 sont de 0.515 au Bénin et 0.699 pour I'Afrique du Sud,

les plagant respectivement au 163€ et 113° rang mondial (96).

Bien qu’elle n’y soit pas validée, I'utilisation du cut-off britannique pour la définition d’'un
score SDQ anormal (score 217) reste fréquente dans la littérature africaine (174). Cette
valeur avait été choisie par Goodman afin d’obtenir une prévalence de 10% pour les scores
anormaux ainsi que pour les scores borderline dans sa population (171). Appliquée a la
présente étude, cette limite aurait retrouvé une prévalence de 56.56% de scores anormaux
évalués par les parents. En outre, un score de 25 ou plus aurait été nécessaire pour
discriminer les 10% de scores les plus élevés. En comparaison, I'étendue des valeurs
retrouvées dans d’autres études africaines est plutét large, bien que les populations aient été

tres hétérogénes d'une étude a l'autre et que les versions du SDQ (parent, enseignant ou
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auto-évaluation) utilisées aient différé. En 2016, une étude tanzanienne menée aupres
d’enfants de 6 a 15 ans, dont plus de 20% d’orphelins, retrouvait 8% de scores anormaux
avec le questionnaire SDQ d’autoévaluation (205). Cette méthode d’évaluation n’avait pas
été validée pour des enfants aussi jeunes, ce qui explique peut-étre ce faible pourcentage
(206,207). Une étude ougandaise rapporte le chiffre de 37.1% de scores SDQ anormaux
chez des enfants et adolescents de 3 a 19 ans, bien qu’elle ait utilisé un cut-off plus bas
(SDQ=16), sans précision sur la version du questionnaire utilisée (208). Deux études
nigérianes réalisées chez des enfants de 4 a 18 ans souffrant d’'un handicap mental et chez
des enfants de 4 a 17 ans consultant auprés d’'une clinique neuropsychiatrique retrouvait
29.5% et 25% de scores SDQ anormaux, respectivement avec I'évaluation par le professeur
et par les parents. Par comparaison avec I'ensemble de ces études, la cohorte n’incluait
aucun adolescent et I'évaluation du SDQ était faite par les parents, assistés par un
professionnel entrainé. Bien que le score SDQ puisse étre standardisé sur I'age, il est
possible que les populations infantiles et adolescentes soient hétérogenes et que leurs

scores respectifs ne soient pas associés aux mémes covariables.

Une revue systématique de 2013 a retrouvé une plombémie moyenne pondérée de 162ug/L
chez les enfants de moins de six ans en Afrique sub-saharienne (9). Ce chiffre est bien
supérieur a la moyenne géométrique des plombémies de la cohorte suivie (56.5ug/L). Les 9
études inclues dans la revue concernaient le Nigeria, le Kenya, I'Afrique du Sud et la
République Démocratique du Congo. Seules 2 études retrouvaient une moyenne
géométrigue de plombémie inférieure a 100ug/L, au Kenya et en Afrique du Sud. La
consommation de viande tuée par munition plombée n'est pas évoquée comme source
potentielle dans cette revue, bien qu’elle ait été une source probable de contamination des
enfants inclus dans la présente étude, aux cotés de I'ingestion de peinture plombée et de
l'allaitement maternel (91). Il s’agit la peut étre d’'une cause moins bien documentée de
contamination infantile par le plomb. Néanmoins, la vente et la consommation de viande

contaminée par le plomb semblent courantes dans la province d’Allada, au Bénin, souvent
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dans le contexte de la chasse clandestine (209). Il est cependant possible que ces pratiques,

et les plombémies associées, ne refletent pas 'ensemble du pays.

La présente étude compte parmi le peu d’études ayant montré une association entre
plombémie dans la petite enfance et développement comportemental au long terme et la
premiére a montrer une interaction de la carence martiale sur I'association entre plombémie
et développement cognitif a long terme. A noter que I'hypothése d'une interaction entre
carence martiale et impact sur le développement de I'enfant avait déja été mise en avant par
Kordas dans une revue de 2010, appelant a plus d’études sur ce sujet (120). Cependant, le

sens de l'interaction retrouvée dans la présente étude est surprenant.

Le critére de temporalité est ici retenu, la mesure des plombémies ayant eu lieu 5 ans avant
la passation des scores cognitivo-comportementaux. Une analyse post hoc impliquant la
plombémie catégorisée par quartiles et le KABC-II MPI, utilisant des covariables similaires
aux analyses impliquant la plombémie continue est disponible dans le Supplement 2.
Toutes les catégories de plombémies avaient des B négatifs pour le score MPI. Cependant,
aprés introduction d’'un facteur d’interaction entre la plombémie et la carence martiale, les
coefficients B de la plombémie pour les enfants carencés en fer (BsLyio=PeLL+PBsLLxD, avec
BsLixp le coefficient du facteur d’interaction) étaient tous supérieurs a 0, reflétant les résultats
obtenus pour la plombémie continue. Plusieurs facteurs d’interaction étaient borderline
significatifs avec respectivement =4.96 95%CI [-3.55,13.48], p=0.25; B=7.45 95%CI [-
1.07 ;15.97], p=0.09 et B=6.69 95%CI [-1.94,15.32], p=0.13 pour le 2°, 3° et 4° quartile de
BLL comparé au premier. Ces analyses n’ont pas montré d’effet dose-réponse, avec ou sans
facteur d’interaction, bien qu’une association négative plus forte soit suggérée pour le
deuxiéme quartile. D’autres études sont nécessaires avant de pouvoir affirmer la causalité
entre plombémie et impact comportemental a long terme chez I'enfant, et définir 'impact du

bilan martial sur cette association.

L’utilisation des mesures de ferritinémie pour définir la carence martiale est une des forces
de I'étude, 'anémie étant en effet souvent utilisée comme proxy (82,84,88,89). Il pourrait étre

77



intéressant d’observer si 'anémie est également un facteur d’interaction, au méme titre que
la carence martiale. Plus que I'anémie, la variable considérée est en réalité I'anémie par
carence martiale, dont le diagnostic nécessite une numération formule sanguine et ne saurait
se contenter d'un Hemocue. La forte prévalence d’autres causes potentielles d’anémie en
Afrique sub-saharienne rend l'utilisation de I'anémie comme proxy a la carence martiale
délicate, bien qu'il s’agisse de sa cause principale (82). En effet, les principaux facteurs
retrouvés comme contribuant a 'anémie au Bénin étaient nutritionnels (carence martiale ou
folique, malnutrition) mais également infectieux (paludisme, infections helminthiques) (85).
D’autres causes d’anémie en Afrique sub-saharienne peuvent également étre évoquées :
ankylostomiase, schistosomiase, VIH ou encore hémoglobinopathies telles que la
drépanocytose (82,119,210). En labsence d'évaluation de ces facteurs, I'étude de
I'association entre anémie par carence martiale et développement de I'enfant pourrait sous-

évaluer I'impact de la carence martiale sur le développement.

Une autre hypothése est que I'anémie soit un intermédiaire entre carence martiale et
troubles du développement de I'enfant. Les difficultés a mettre en évidence une association
entre carence martiale et troubles cognitifs chez des enfants non anémiés pourraient
appuyer cette hypothése (132,136). Il n’est pas encore établi si, dans un tel scénario, les

différentes causes d’anémie interagiraient, ni dans quelle mesure.

La confirmation d’une plus grande vulnérabilité au plomb des enfants carencés en fer peut
avoir des conséquences en termes de politiques de santé publique. Il s’agirait d’'un argument
fort pour renforcer la prévention de la carence martiale, notamment par la supplémentation
en fer ou le renforcement en fer d’aliments. Cette prévention, décrite comme efficace et
rentable, pourrait éviter plus de 2.5 millions de DALYs (« Disability Adjusted Life Years »,
espérance de vie corrigée en incapacité) en Afrique et en Asie avec une couverture
géographique de 95% (211). Malgré l'interdiction de I'essence au plomb au Bénin en 2005,
d’autres sources d’exposition persistent encore a ce jour (91). L’'information des parents sur

les dangers et les sources de plomb reste capitale, bien que celles-ci ne puissent avoir de
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conséquences que si I'exposition est évitable et que des alternatives existent aux produits
plombés. Le plomb est connu pour sa lente élimination, en raison d’'un stockage osseux, et
est donc susceptible daltérer le développement de I'enfant bien aprés [I'éviction. Des
politiques complémentaires de supplémentation martiale des jeunes enfants pourraient étre
mises en place aux cbtés de I'éviction du plomb, sans pour autant s’y substituer, ainsi que
dans celles ou la réduction de I'exposition est encore a parfaire. Cette supplémentation
pourrait étre une mesure complémentaire accessible aux organisations non
gouvernementales dans les zones ou les décideurs politiques ne potentialisent pas la
substitution du plomb. Il doit cependant s’agir d’'une mesure ciblée, car la supplémentation
martiale de populations pédiatriques en I'absence de programme de surveillance palustre et
de la disponibilité de traitements adaptés augmente le risque de paludisme, autre cause

potentielle de mortalité et de troubles du développement de I'enfant (78,139-141,203).
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V. SUPPLEMENT

Supplement 1 - Questionnaires used

1.1 SDOQ in French

Entourez pour chague énoncé la case « pas vrai », « un peu vrai » ou « trés vrai ». Cela nous aiderait

si vous répondiez, pour chague énoncé, du mieux Que vous pouvez, méme si vous n'étes pas

absolument sir ou si I'énoncé vous parait inadéguat | Répondez, £'il vous plait, en vous basant sur le

comportement de Fenfant au cours des six derniers mois.

P- u- T
Pas Un Trés
vrai peu wrai

vrai

843 Attentif{ve) aux autres, tient compte de ce gu'ils ressentent P u T

8.44 Agitéle), hyperactifive), ne tient pas en place P u T

8.45 Se plaint souvent de maux de téte ou de ventre ou de nausées P u T

846 Partage facilement avec les autres enfants (friandises, jouets, P u T

crayons, etc.)

847 Fait souvent des crises de colére ou s'emporte facilement P u T

B.48 Plutdt solitaire, a tendanice 3 jouer seul(e) P u T

849 En général obeéissant(e), fait habituellement ce que les adultes P u T

demandent

8.50 S'inquigte souvent, parait souvent souciews(se) P u T

8.51 Aide volontiers quand guelgu’un s"est fait mal ou ne se sent pas bien | P u T

8.52 Me tient pas en place ou se tortille constamment P u T

8.53 A au maoins unie) amile) P u T

8.54 Se bagarre souvent avec les autres enfants ou les tyrannise P u T

855 Souvent malheurewx(se), abattu(e) ou pleure souvent P u T

B.56 Généralement aiméle) des autres enfants P u T

8.57 Facilement distrait{e], a du mal a se concentrer P u T

858 Anxieux(se) ou se cramponne aux adultes dans les situations P u T

nouvelles, perd facilement ses moyens

859 Gentille) avec bes enfants plus jeunes P u T

8.60 Ment ou triche souvent P u T

8.61 Harceléle) ou tyranniséle) par d'autres enfants P u T

852 Toujours prétie) a aider les autres (parents, professeurs, autres P u T

enfants)

B.63 Réfléchir avant d'agir P u T

8.64 Vole & la maison, 3 Pécole ou ailleurs P u T

865 5'entend mieux avec les adultes qu'avec les autres enfants P u T

8.56 A de nombreuses peurs, facilement effrayé(e) P u T

B.67 Va jusqu’au bout des tiches ou devoirs, maintient bien son P u T

attention

B.68 Avez-vous d'autres préoccupations ou remarques a faire ?
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1.2 SDQ interpretation grid in French

Cotation du Questionnaire Points fort - Points faible (SDQ-Fra) rempli par les jeunes

Les 25 items au SDQ-Fra comprennent 5 échelles de 5 items chacune. 1l est en général plus facile de coter d'abord
les 5 échelles avant de calculer la note totale obtenue au questionnaire. Les items "parfois ou un peu vrai" sont
toujours cotées 1 tandis que la cotation aux réponses "pas vrai" et "trés vrai" peut varier selon l'item. Pour ces
notes, veillez vous référer aux 5 échelles ci-dessous. Pour chacune des 5 échelles, le score peut varierde 0 a 10 &
condition que tous les 5 items soient complétés. Les score des échelles peuvent étre inférées & condition qu'au
moins 3 items soient complétés.

Echelle de troubles émotionnels Pas Parfois ou Trés
vrai un peu vrai vrai
Je souffre souvent de maux de téte ... 0 1 2
Je me fais beaucoup de soucis 0 1 2
Je suis souvent malheureux(se) ... 0 1 2
Les situations nouvelles me rendent nerveux(se) ... 0 1 2
J'ai beaucoup de peurs ... 0 1 2
Echelles de troubles comportementaux Pas Parfois ou Tres
vrai un peu vrai vrai
Je m'énerve facilement ... 0 1 2
En général je suis obéissant(e) 2 1 0
Je me bagarre beaucoup ... 0 1 2
On m'accuse souvent de mentir ou de tricher 0 1 2
Je prends des chose que ne m'appartiennent pas ... 0 1 2
Echelle d'hyperactivité Pas Parfois ou Trés
vrai un peu vrai vrai
Je suis agité(e), j'ai du mal & me tenir en place 0 1 2
J'ai la bougeotte et me tortille constamment 0 1 2
Je suis facilement distrait(e) 0 1 2
Je pense avant d'agir 2 1 0
Je finis ce que j'ai commencé 2 1 0
Echelle de troubles relationnel avec les paires Pas Parfois ou Tres
vrai un peu vrai vrai
Je suis plutdt solitaire et me tiens 4 moi ... 0 1 2
J'ai au moins un(e) ami(e) 2 1 0
Les gens de mon Age m'aiment bien 2 1 0
Des jeunes de mon &ge s'en prennent 4 moi ... 0 1 2
Je m'entends mieux avec les adultes qu'avec ... 0 1 2
Echelle prosocial Pas Parfois ou Trés
vrai un peu vrai vrai
Jessaie d'étre gentil(le) envers les autres 0 1 2
Je partage d'habitude avec les autres 0 1 2
Jaide volontiers quand quelqu'un s'est fait mal ... 0 1 2
Je suis gentil(le) avec les enfants plus jeunes ... 0 1 2
Toujours prét(e) a aider les autres 0 1 2

Score total de difficultés:
Celui-ci est obtenu en sommant les notes aux autres echelles excepté celle de I'échelle prosocial.
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Interprétation du score des symptémes et définition du cas des scores de symptomes

Les limites provisiores figureant ci-dessous ont été choisies de fagon a ce que 80% des enfant dans la population en
général soient normaux, 10% soient limits et 10% soient anormaux. Dans une étude d'échantillon & haut-risque et
ou les faux positifs ne représentent pas un probléme sérieuse, on peut identifier des cas conformes par un score
limite ou par un score élevé & une des échelle de difficultés globale. Dans une étude sur un échantillon a risque peu
élevé ou il était plus important de réduire les faux positifs, on peut identifier les cas conformes par un score élevé
sur l'une des échelles de difficultés globales.

Normal Etat limite Anormal
Score total de difficultés 0-15 16-19 20-40
Score troubles émotionnels 0-5 6 7-10
Score troubles comportementaux 0-3 4 5-10
Score d'hyperactivité 0-5 6 7-10
Score troubles relationnels 0-3 4-5 6-10
Score prosocial 6-10 5 0-4

Elaboration et interprétation des scores d'impact

Quand on utilise la version A'""'® du SDQ-Fra qui comporte un "supplément d'impact", les items concernant les
perturbations générales et sociales peuvent étre additionné pour élaborer un score d'impact, qui peut varier de 0 a
10.

Pas du tout Un peu Assez  Beaucoup
Les difficultés dérangent ou génent le jeune 0 0 1 2
Troubles dans la vie a la maison 0 0 1 2
Troubles dans les amitiés 0 0 1 2
Troubles dans les apprentissages a I'ecole 0 0 1 2
Troubles dans les loisirs 0 0 1 2

Les réponses aux questions sur la chronicité et le fardeau ne sont pas incluses dans le score d'impact. Lorsque les
sujets ont répondu non a la premiére question au supplément d'impact (c'est & dire lorsqu'ils ne pergoivent aucun
trouble émotionnel ou du comportement chez I'enfant), alors on ne leur demande pas de répondre aux questions
suivantes et le score d'impact est automatiqument coté 0 dans cette situation.

Un score d'impact total de 2 ou plus est anormal, tandis qu'un score de 1 est limite et un score de 0 est normal.
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1.4 Edinburgh Postnatal Depression Scale

ECHELLE D'EDINBURGH (EPD%)
Mous aimerions savoir comment vous vous sentez. Nous vous demandons de bien vouloir remplir ce questionnaire en encerclant la réponse qui vous semble
le mieux décrire comment vous vous 8es sentie durant la semaine qui vient de s'écouler (c'est-a dire les 7 derniers jours) et pas seulement aujourd’hui.

Encerclez la réponse gui vous semble le mieux décrie comment vous vous &tes sentie durant la semaine qui vient de s'écouler et pas seulement aujourd’hui.
9.35. V'ai pu rire et prendre les choses du bon coté ; | 9.40. )'ai eu tendance & me sentir dépassée par les événements : |
O 0 Aussi souvent que d’habitude O 3 Owi, la plupart du temps, je me suis sentie incapable de faire face aux situations
O 1 Pas tout a fait autant O 2 Qui, parfois, je ne me suis pas sentie aussi capable de faire face que d’habitude
0 2 Vraiment beaucoup moins souvent ces jours-ci O 1 Mon, j"ai pu faire face a la plupart des situations
0O 3 Absolument pas OO0 Mon, je me suis sentie aussi efficace que d'habitude
Y.3b. Je me suis sentie confiante et joyeuse en pensant a I'avenir : P | 49.41. Je me suis sentie si malheureuse que |"ai eu des problémes de sommeil :  |__|
00 Autant que d'habitude 0 3 Cui, la plupart du temps
O 1 Plutdt moins gue d'habitude 0O 2 Qui, parfois
0O 2 Vraiment moins gue d’habitude O 1 Pas trés souvent
O 3 Pratiquement pas O 0 Mon, pas du tout
9.37 Je me suis reprochée, sans raison, d'étre responsable guand les choses allaient mal : |__| 9.42. Je me suis sentie triste ou peu heureuse: |__|
0O 3 Oui, la plupart du temps O3 Qui, la plupart du temps
0O 2 Oui, parfois O 2 Cui, trés souvent
O 1 Pastrés souvent O 1 Pas trés souvent
0O 0 Mon, jamais O 0 Mon, pas du tout
9.38. le me suis sentie inquiéte ou soucieuse sans motifs : 11 9.43. le me suis sentie si malheureuse que j'en ai pleuré : |
O 0 Mon, pas du tout 0O 3 Quwi, la plupart du temps
0O 1 Presque jamais 0O 2 Oui, trés souvent
O 2 Oui, parfois O 1 Seulement de temps en temps
0O 3 Oui, trés souvent O 0 MNon, jamais
9.39 Je me suis sentie effrayée ou paniguée sans vraiment de raisons : |.- 1 9.44. Il m"est arrivé de penser a me fairedumal:  |__|
0O 3 Oui, vraiment souvent 0O 3 Qui, trés souvent
0 2 Oui, parfois 0 2 Parfois
01 Mon, pas trés souvent 0 1 Presque jamais
O 0 Mon, pas du tout OO0 Jamais
945 Total:|__ |_ |
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1.5 Household possessions score in French

ITEM| Oui / Non |SCORE (si Oui)
Electricité | 3
Chaussures de sortie (Appartenant a la femme) | 1
Radio | 1
Télévision | 2
Vélo| |_| 1
Moto | 2
Voiture | 3
Boeufs ou vaches (>2) | 2
Total Score | /15
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Supplement 2 - Post-hoc analyses involving BLL as a categorical variable
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Supplement 2.1 - Multiple regressions inwlving KABC-Il MPI and quartiles of log BLL according to two different models

BLL alone BLL adjusted on ID
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% Cl B p 95% ClI B p 95% Cl B p 95% Cl
Log BLL atage 1
Quartile 1 (BLL <37.0) ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Quartile 2 (BLL 37.1-54.0) -4,07 0,05 -8,14;-0,01 -4,26 0,04 -8,21;-0,31 -4,19 0,056 -8,29; -0,09 -4,39 0,03 -8,38;-0,40
Quartile 3 (BLL 54.1-85.0) -2,12 0,29 -6,06; 1,81 -2,04 0,29 -5,88; 1,79 2,29 0,26 -6,29; 1,71 -2,23 0,26 -6,13; 1,68
Quartile 4 (BLL >8.51) -2,74 0,17 -6,67; 1,20 -2,75 0,16 -6,58; 1,08 -2,88 0,16 -6,87;1,11 -2,91 0,14 -6,79;0,97
Presence of ID at age 1
No ref.  ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 7 / 0,72 0,63 -2,24; 3,68 0,77 0,60 -2,13; 3,67
Preterm status at birth
Term ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm -69,25 0,00 -115,31 ; -23,19 -68,97 0,00 -113,79 ; -24,16 -68,69 0,00 -114,91 ; -22,47 -68,19 0,00 -113,20 ; -23,19
BMlatagel 0,54 0,26 -0,40; 1,48 0,56 0,23 -0,35; 1,48 0,51 0,29 -0,44; 1,46 0,54 0,25 -0,39; 1,46
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes 4,57 0,00 1,59 ; 7,56 4,56 0,00 1,65; 7,46 4,53 0,00 1,53 ;7,53 4,50 0,00 1,58 ;7,42
HOME score atage 1 -0,02 0,96 -0,66; 0,63 / -0,02 0,96 -0,66; 0,63 /
Schooling atage 6 11,87 0,00 8,73 ; 15,01 12,09 0,00 9,07 ; 15,10 11,92 0,00 8,76 ; 15,07 12,12 0,00 9,10; 15,15
HP score at age 6
<4 ref.  ref. ref. ref.  ref. ref.
5 1,05 060 -2,92; 5,03 1,08 059 -2,91; 5,06
6-8 -0,09 0,97 -4,30; 4,12 -0,18 0,94 -4,41; 4,06
>8 1,24 053 -2,67 ;5,15 1,19 055 -2,73; 5,12
Maternal education level
No education ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Primary school education or higher 4,11 0,02 0,66 ; 7,55 4,32 0,01 1,09 ; 7,55 4,16 0,02 0,70; 7,61 4,34 0,01 1,10; 7,57
Assessor for the tests
Assessor 1 ref.  ref. ref. ref. ref. ref. ref.  ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor2 1,52 0,50 -2,90; 5,95 1,20 0,58 -3,07 ;5,48 1,61 0,48 -2,84; 6,06 1,29 0,55 -3,00; 5,59
Assessor3 6,12 0,16 -2,44; 14,68 5,87 0,17 -2,53; 14,26 6,26 0,15 -2,34; 14,85 6,02 0,16  -2,41; 14,45
Assessor4 -2,87 0,32 -857; 2,82 -3,27 0,25 -8,80; 2,26 -2,86 0,33 -8,57 ;2,85 -3,25 0,25 -8,79; 2,29
Assessor5 345 0,12 -0,87; 7,77 3,15 0,14 -1,05; 7,35 348 0,12 -0,85;7,81 3,18 0,14 -1,03; 7,39
Assessor6 4,70 0,07 -0,40 ; 9,80 4,34 0,09 -0,62; 9,30 4,60 0,08 -0,54; 9,73 4,24 0,10 -0,75; 9,22
Sample size 193 194 193 194
Adjusted R? 0,347 0,361 0,344 0,359

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. Preterm status: gestational age <37 weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12

ug/L in the absence of inflammation, <70ug/L in the presence of inflammation. BLL: blood lead levels. HP score: household possession score. HP scores categories were based on quartiles.

Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model




Supplement 2.2 - Multiple regression involving KABC-Il MPI, quartiles of log BLL and an interaction term for ID and log BLL according
to two different models

KABC-Il MPI
Model 1 - full model Model 2 - parsimonious model
B p 95% ClI ) p 95% ClI
Log BLL atage 1
Quartile 1 (BLL <37.0) ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Quartile 2 (BLL 37.1-54.0) 5,21 0,04 -10,14 ; -0,29 -5,36 0,03 -10,13 ; -0,60
Quartile 3 (BLL 54.1-85.0) -4,46 0,08 -9,42 ; 0,50 -4,42 0,07 -9,27 ; 0,43
Quartile 4 (BLL >8.51) -4,66 0,06 -9,52 ; 0,19 -4,70 0,05 -9,43 ; 0,04
Presence of ID at age 1
No ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes -4,33 0,20 -10,97 ; 2,31 -4,37 0,19 -10,89 ; 2,15
ID at age 1 ## BLL at age 1
Quartile 1 (BLL <37.0) if ID = Yes ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Quiartile 2 (BLL 37.1-54.0) if ID = Yes 4,99 0,27 -3,87 ; 13,85 4,96 0,25 -3,65 ; 13,48
Quartile 3 (BLL 54.1-85.0) if ID = Yes 7,35 0,10 -1,33 ; 16,04 7,45 0,09 -1,07 ; 15,97
Quartile 4 (BLL >8.51) if ID = Yes 6,57 0,14 -2,24 ; 15,39 6,69 0,13 -1,94 ; 15,32
Preterm status at birth
Term ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Preterm -67,84 0,01  -114,44 ; -21,25 -67,08 0,00 -112,64 ; -21,52
BMI at age 1 0,45 0,35 -0,50 ; 1,41 0,48 0,31 -0,45 ; 1,41
Preterm status ## BMI at age 1
BMI if Preterm status = No ref. ref. ref. ref. ref. ref.
BMI if Preterm status = Yes 4,48 0,00 1,46 ; 7,51 4,43 0,00 1,48 ; 7,39
HOME score at age 1 -0,05 0,88 -0,70 ; 0,60
Schooling at age 6
No ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Yes 11,57 0,00 8,38 ; 14,75 11,71 0,00 8,64 ; 14,79
HP score at age 6
<4 ref. ref. ref.
5 1,08 0,60 -2,91 ; 5,06
6-8 -0,29 0,90 -4,59 ; 4,01
>8 1,05 0,61 -2,96 ; 5,07
Maternal education level
No education ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Primary school education or higher 4,09 0,03 0,53 ; 7,65 4,18 0,01 0,88 ; 7,48
Assessor for the tests
Assessor 1 ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Assessor 2 1,60 0,48 -2,87 ; 6,06 1,30 0,55 -3,00 ; 5,59
Assessor 3 6,38 0,15 -2,24 ; 15,00 6,12 0,15 -2,32 ; 14,57
Assessor 4 -2,80 0,34 -8,52 ; 2,93 -3,17 0,26 -8,72 ; 2,37
Assessor 5 3,16 0,15 -1,19 ; 7,51 2,90 0,18 -1,32 ; 7,11
Assessor 6 4,52 0,09 -0,62 ; 9,66 4,19 0,10 -0,79 ; 9,18
Sample size 193 194
Adjusted R? 0,345 0,360

KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index. Preterm status: gestational age <37
weeks. BMI: Body Mass Index. ID: iron deficiency, ferritin levels <12 pg/L in the absence of inflammation, <70pg/L in the presence of
inflammation. BLL: blood lead levels. HP score: household possession score. HP scores categories were based on quartiles.

Model 2 included BLL and/or ID, and all covariates with a p-value<0.250 in the full model
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Supplement 3 - Normality of residuals in the main analyses

3.1 KABC-II MPI

Supplement 3.1 - Kernel density plots and normal probability plots involving the parsimonious
models for KABC-1I MPI and BLL, BLL adjusted on ID, and ID
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KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. MPI: mental processing index.
ID: iron deficiency. BLL: blood lead levels.
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3.2 KABC-II NVI

Supplement 3.2 - Kernel density plots and normal probability plots involving the parsimonious
models for KABC-1I NVI and BLL, BLL adjusted on ID, and ID

Kernel density plot - KABC-11 MY - BLL - Model 2 - Normal probability plot - KABC-11 MY - 1D - Model 2
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KABC-II: Kaufman Assessment Battery for Children—Second Edition. NVI: non-verbal index. ID: iron
deficiency. BLL: blood lead levels.
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3.3 SDQ

Supplement 3.3 - Kernel density plots and normal probability plots involving the parsimonious

models for SDQ and BLL, BLL adjusted on ID, and ID

Kernel density plot - S0DQ - BLL - Model 2
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iron deficiency. BLL: blood lead levels.
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RESUME DE LA THESE :

L’intoxication au plomb, méme a plombémies <100ug/L est reconnue comme délétére au développement
cognitivo-comportemental de I'enfant a court terme. Le rble de la carence martiale dans ces associations et
les conséquences a long terme d’une intoxication précoce au plomb dans I'enfance sur le développement,
notamment comportemental sont encore mal connues. Une étude de cohorte béninoise, basée sur la cohorte
obstétricale MiPPAD, été menée entre avril 2016 et mars 2018 afin d’évaluer I'association entre plombémie a
1 an et développement cognitif et comportemental a 6 ans, ainsi que de déterminer le réle de la carence
martiale a 1 an dans cette association. 247 enfants, dont la plombémie, la CRP et la ferritinémie avaient été
mesurés a I'age de 1 an, ont été évalués a I'age de 6 ans par le test KABC-Il avec l'indice des processus
mentaux (IPM) et I'indice non verbal (INV), ainsi que par le Strength and Difficulties questionnaire (SDQ) dans
la province d’Allada. Un ajustement a été réalisé sur le niveau socio-économique, I'IMC a 1 an, le niveau
scolaire de la mére, la qualité de I'environnement, I'examinateur. Par ailleurs, les analyses ont été ajustées la
scolarisation de I'enfant, le nombre de personnes dans la fratrie ou la présence de symptémes dépressifs
chez la mere, selon le score considéré. Une association significative a été retrouvée entre plombémie a 1 an
et score SDQ & 6 ans mais pas les scores KABC-Il a 6 ans ($=-1.36 IC95 [-2.51;-0.21], p=0.02 ; f=-0.44 1C95
[-2.85;1.97], p=0.72 ; B=-0.15 IC95 [-1.98;1.67], p=0.87 pour SDQ, IPM et INV respectivement). La carence
martiale ne semblait pas étre un facteur confondant dans I'association entre plombémie et scores cognitifs ou
comportementaux. En revanche, une interaction significative a été retrouvée par la carence martiale sur
I'association entre plombémie et score IPM ($=6.41 CI95% [1.38;11.44], p=0.01) compensée par une forte
association négative entre carence martiale et score IPM dans ce modele (f=-25.80 95%CI [-46.58;-5.03],
p=0.02). D’autres études sont nécessaires avant de pouvoir confirmer ces résultats. L’inclusion du bilan
martial pourrait étre recommandée dans les études concernant ['association entre plombémie et

développement de I'enfant a long terme.
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