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INTRODUCTION

Le Virus de I'lmmunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus infectant I'nomme et le
conduisant a plus ou moins long terme au Syndrome d'Immunodéficience Acquise (SIDA).
Les premiers cas ont été décrits pour la premiere fois au cours des années 80 aux USA par le
Centre of Diseases Control (CDC) aprés une recrudescence des cas de pneumonies et de
sarcomes de Kaposi. Le VIH est un virus a ARN (acide ribonucléique) appartenant a la
famille des Retrovirideae qui est caractérisée par une étape de rétro transcription du génome
en ADN (acide désoxyribonucléique) qui va s’intégrer au génome de 1’hote. Le génome viral
est caractérise par deux brins ARN associé a une enzyme de transcription inverse (la retro-
transcriptase). Le génome comprend 3 principaux génes codant pour les protéines de
structures et les enzymes virales et 6 genes accessoires intervenant dans la régulation du cycle
de réplication. La pandémie est ainsi caractérisée par la circulation de plusieurs sous-types
génétiques et des recombinants inter-sous-types. Cette grande diversité génétique ne cesse
d’augmenter avec des doubles infections entre les sous types du VIH mais également des cas

de co-infections entre le VIH et les autres infections.

L’infection par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) a une épidémiologique
continental variable en fonction des pays et des zones géographiques. Le continent africain est
le plus touché par cette infection. En 2015, 36,7 millions de personnes [34 millions—
39,8 millions] vivaient avec le VIH (ONUSIDA 2015). En décembre 2015, 17 millions de
personnes vivant avec le VIH (PVVIH) avaient acceés a la thérapie antirétrovirale, contre
15,8 millions en juin 2015 et 7,5 millions en 2010 (ONUSIDA 2015). Plus de 75 % de ces

personnes vivent dans des pays a ressources limitées.

Ainsi pour une meilleure évaluation de I'efficacité du traitement et le moment opportun
pour un changement thérapeutique, la charge virale est indispensable et est devenue une
recommandation forte de ’OMS. La charge virale constitue donc un marqueur prédictif
important pour le suivi biologique de I’infection a VIH (ONUSIDA, 2012, UNAIDS, 2010).

Toutefois, les laboratoires spécialisés sont pour la plupart en nombre limité au niveau
décentralisé et sous équipés pour supporter les contraintes liées au diagnostic et du suivi de

I’infection a VIH. Les difficultés logistiques telles que le transport des échantillons sanguins

v
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et le respect de la chaine de froid rendent difficile le monitoring des patients qui vivent en

milieu décentralisé.

Ainsi pour rendre la charge virale disponible au niveau décentralisé, les DBS (Dried Blood
Spot) constituent une bonne alternative au plasma par rapport aux contraintes liées a la

conservation et a I’acheminement.

C’est pour répondre & cette préoccupation que ce travail a été entrepris et avec comme
objectif de comparer la charge virale VIH-1 sur DBS par rapport aux prélevements sur tube
EDTA en utilisant la plateforme m2000 des laboratoires Abbott.

Pour mener a bien ce travail, le présent document s’articulera sur 2 grandes:

®,

% Une premiére partie de généralités sur du virus ;
% Une deuxiéme partie qui portera sur la description du matériel, de la méthodologie
utilisée, la présentation des résultats obtenus et qui seront discutées avec des données

de la littérature

-
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CHAPITRE | : GENERALITES
I.  STRUCTURE DES VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE
I.1. Morphologie

Le VIH-1 a été isolé et décrit en 1983 par 1’équipe francaise de Luc Montagnier (Barre-
Sinoussi et al., 1983). Méme si sa morphologie et son organisation moléculaire sont assez
bien connues, les fonctions de ses différents génes et leurs interactions avec les composants
de la cellule héte ne sont pas encore totalement étudiées.

Au microscope électronique, le virion mature se présente sous forme d’une particule
sphérique enveloppée de 80-120 nm de diamétre (Figure 1). Comme tous les lentivirus, le

VIH est constitué de :

v L’enveloppe virale :

Elle est constituée d'une bicouche phospholipidique et de deux glycoprotéines : la gp120°Y et
gp 41™. La molécule gp 41 traverse la bicouche lipidique tandis que la molécule gp120
occupe une position plus périphérique. L'enveloppe virale dérive de la cellule hote et contient
ainsi des protéines membranaires de cette derniere parmi lesquelles les antigenes du CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité), 1’actine et I’ubiquitine (Arthur, 1992). Pour le
VIH-2, les équivalents respectifs des glycoprotéines gp120 et gp 41 sont la gpl125 et de la

gp36.

v' Matrice virale p17MA

Constituée par la protéine pl7, la matrice participe a la stabilité de la structure virale, grace a
sa liaison avec la bicouche phospholipidique qui sert d’enveloppe virale. La protéine de la
matrice p17MA est impliquée dans les 2 phases (précoce et tardive) de la réplication virale et

dans la production de particules infectieuses. (Davis, 2006; Murakami, 2012).
v La Capside p24¢A

C’est la protéine majeure du core du virus. Il s’agit d’une protéine phosphorylée de 24kD qui
se présente sous forme d’oligomérique. Elle se condense autour du génome viral pour générer
la nucléocapside de forme conique qui comprend 2 domaines indépendants. (Gamble et al.,
1997)

-



v La protéine p7 NC

La p7 NC est une petite protéine fortement basique de moins de 100 acides aminés. Elle se lie

a ’ARN génomique dont elle assure 1’encapsidation dans le virion en assemblage (D'Souza

and Summers, 2005).

v La protéine p6
La protéine p6 est importante pour 1’incorporation de la protéine accessoire Vpr a laquelle elle
est associée (Kondo et al., 1995).

Enveloppe
~ T,

Protéine transmembranaire Protéine de surface
(TM, gp41) (ST, gpl20)

|

i

_ Matrice |
MA. p17)]
{

|

i

Protéase
(PR. p10)

Intégrase

Membrane (IN. p32)

Transcriptase inverse
(RT, p66/p31)

Figure 1 : Particule virale du VIH-1 mature
(Ganser-Pornillos et al, 2008)

I.2. Organisation génomique du VIH

Le génome du VIH-1 est d’une longueur de 9.2 kb et contenant des génes qui sont au nombre
de neufs. Ces génes sont classés suivant trois groupes fonctionnels en génes de structure (gag,
pol et env), genes accessoires composes par les genes régulateurs (tat et rev) et les genes
auxiliaires (vpu, vpr, vif et nef). Neuf cadres de lecture ouverts (Open Reading Frames, ORFS)
sont présents, chacun correspondant a un géne. L’ARN viral est flanqué a ses extrémités des
séguences non codantes contenant de nombreux sites potentiels de liaisons a des protéines

cellulaires : ce sont les LTR (Long Terminal Repeat).




+ Les LTR (Long Terminal Repeat)

Les LTR (Long Terminal Repeat) constituent deux domaines du génome viral non codants.
Elles sont composées de trois regions: U5, R, U3. Ces régions sont impliquées dans
I’initiation de la rétrotranscription et I’intégration du génome viral dans le génome de la

cellule hote (Perkins et al., 1993).
¢+ Les genes de structure
v Le géne gag (géne des antigénes de groupe)

Le gene gag est le premier cadre de lecture ouvert sur le génome du VIH. D’environ 1500 pb,
ce géne code pour la polyprotéine Pr55%% N-myristylée qui comprend quatre domaines
majeurs : la matrice (MA), la capside (CA), la Nucléocapside (NC) et la p6 (figure 2). La
protéine Gag est nécessaire a 1’assemblage et au bourgeonnement de particules virales a la

surface des cellules infectées (Shehu-Xhilaga et al., 2001).
v' Le Géne ENV (géne codant pour les protéines de I’enveloppe)

Il code pour les glycoprotéines d’enveloppe, gp120SU et gp41TM équivalents respectivement
pour le VIH-2 aux gp125 et gp36. Ils sont responsables de la fixation du virus sur le récepteur
cellulaire et son entrée dans la cellule héte. Leur emplacement sur la surface du virus fait
d’eux des cibles idéales pour les anticorps neutralisants (Center et al., 2002). Le géne env est

le gene viral le plus variable.

v" Le gene pol (gene codant pour les enzymes virales)

C’est le gene le plus conservé du génome viral avec une divergence intra sous-type d’environ
9 a 11% (Santos and Soares, 2010). Il code pour les 3 enzymes virales, protéase (PR),
transcriptase inverse (TI) et intégrase (IN) qui sont obtenues apres clivage du précurseur
Pr160%a9"ol | a Pr160%29-"° est une polyprotéine engendrée parallélement au précurseur

Pr55%%9 mais en moindre quantité.
+ La protéase virale (PR)

C’est I’enzyme essentielle a la maturation et la production de particules virales infectieuses.
Indispensable au processus post-traductionnel, elle assure le clivage des polyprotéines Pr55%%
et P160Ca0-Pol,

+ La transcriptase inverse Tl ou Reverse Transcriptase (RT)

-



Il s’agit d’'une enzyme ADN polymérase ARN/ADN dépendante, dotée d’une activité
RnaseH. C’est ’enzyme qui assure la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN proviral.
Lors du cycle de réplication, elle fait survenir de nombreuses erreurs de copie, du fait de son
taux ¢levé de réplication virale et en 1’absence d’une fonction correctrice, ce qui la rend

responsable de la grande diversité génétique du VIH.
#+ L’intégrase IN

C’est I’intégrase qui catalyse 1’insertion de I’ADN double brin néo-synthétisé dans le génome
de la cellule infectée. Il s’agit d’une protéine de 288 aa (acide aminée), obtenu par clivage

protéase-dépendante de la polyprotéine Gag-Pol qui comprend 3 domaines indépendants.

[ Y A A O
5 LTR 3 LTR
Hﬂ M
Jun Fi FRE LT
[ N
e —
N %
il S Clode pour;
mRNAs: geg, pio, pol
mRNA gag-pol (copie compléte
D mBMNA env
Précursenr gag p53 Précurseur gag-pol Précurseur env
| pl&n Pllﬁ"]
o I
Protéase Virale Protéase Virale Protéase Cellulaire
p24 Core p68-p51 Reverse Transeriptase  gpl20 de surface
p17 associée la la membrane  p32 intégrase gp41 transmembranaire
BT, P associées & I'ARN pl2 Protéase
CAPSIDE ENZYME ENVELOPPE

Figure 2 : Structure du génome viral.

Source : http://www.multimania.com/microbio/virologie/monographies/HIV/HIV sida.html)
consulté le 23 novembre 2016

Les génes gag, pol, Env sont régulés par des séquences terminales répétitives ou Long
Terminal Repeat(LTR) qui est créées lorsque la transcriptase reverse synthétise 1’ADN
proviral. Le VIH posséde également 6 autres genes : Vpu (Viral protein U), Nef (Négative



http://www.multimania.com/microbio/virologie/monographies/HIV/HIV_sida.html

factor), Tat (Transactivator of transcription), Rev (Regulator of viral expression), Vif (Viral
infectivity factor) et Vpr (Viral protein R) (HASELTINE, 1991 ; WANG et coll., 2000).

1. CYCLE DE REPLICATION DU VIH

Entre le moment ou il se fixe sur la surface de la cellule cible et I’intégration de son génome
dans le noyau cellulaire, pour se répliquer et assurer sa survie, le VIH va devoir déjouer
beaucoup d’obstacles et détourner le fonctionnement de sa cellule hote (Nisole and Saib,
2004). Le cycle de réplication est composé de plusieurs étapes pouvant étre divisées en 2
phases : Une phase précoce qui commence par 1’attachement du virus sur son récepteur
spécifique et finit par I’intégration de I’ADNCc dans le génome cellulaire. Et une phase tardive
qui débute par D’expression des geénes viraux et aboutit a la libération des virions par
bourgeonnement a la surface de la membrane cellulaire. La cible principale du VIH est la
cellule T CD4+ (Barre-Sinoussi, 1983).

11.1. Une phase précoce du cycle viral
+ La fixation par gp120
La gp120 du virus se fixe au récepteur cellulaire qui est la molécule CD4. La molécule CD4
caractérise les lymphocytes auxiliaires (les lymphocytes Th ou CD4+). Elle est également
présente sur les macrophages, les cellules dendritiques des ganglions, de la rate et de

I'épiderme (les cellules de Langerhans) ainsi que sur les cellules microgliales du cerveau (qui

sont les macrophages résidents du systéme nerveux central) (REVILLARD et al, 2001).

5 -. .: o ant icorps
anli-récepten r..__\i;gé%

N\

recepteur du fragment Fe compléement
récepteur
@ fixation directe @ Mxation indirecte @ fixation indirecte

recepteur anli-recepleur médiée par les anticorps médiée par le anticorps associés
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Figure 3 : Attachement ou fixation du génome viral

Source : (http://cdfsvt.free.fr/dossiers/svt0207b.pdf) consulté le 23 Novembre 2016
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+ La pénétration par fusion et la décapsidation

Apreés s'étre fixée a la molécule CD4, la gp120 du virus doit trouver un second récepteur
cellulaire, qui est un co-récepteur ; il se forme un complexe trimérique CD4-gp120-
corécepteur indispensable pour permettre a la glycoprotéine gp 41 d'exercer son activité

fusionnante.

Ces co-récepteurs du VIH sont des récepteurs cellulaires & diverses chimiokines (cytokines)
attirantes et recrutant les leucocytes au cours des réactions immunitaires : Ce sont les CCR5
sur les macrophages et les CXCR4 sur les lymphocytes Th (T). La région de gp120 qui se fixe
au co-recepteur s'appelle la boucle variable V3 (REVILLARD, 2001).

Une infection par le VIH s'établit avec une souche a tropisme macrophage, puis des variantes
vont apparaitre au cours de l'infection, dotés d'un double tropisme macrophage et lymphocyte
T CD4+. Mais a la phase terminale, la majorité des virus ont un tropisme pour les
lymphocytes T CD4+.

Dans le cytoplasme, la capside se désagrege afin de libérer le génome du virus dans le milieu
intracellulaire. Ainsi, la protéine gp120 est responsable de I'attachement et gp41 de la fusion,

puis de la pénétration au sein de la cellule.

+ La réplication

Dans le cytoplasme de la cellule hote, la transcriptase inverse virale copie I'ARN en ADN
simple brin, grace a son activité ARNase H, elle dégrade le brin d’ARN hybride ADN-ARN
et copie I'ADN simple brin pour former un ADN bicaténaire.

La réplication suit un mécanisme trés complexe qui conduit a la création de séquences

particulieres aux extrémités de I'ADN proviral : les LTR (Long Terminal Repeat).

R ..JE~|| ! ! ||LJ3 R

le genome viral (ARN)

[Uz R US| | | U3 R U5

le provirus (ADN)

Figure 4 : Génome viral et proviral.

(HURAUX, 2007).
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Bien que ces séquences soient identiques, elles ne vont pas jouer le méme réle. En effet, a
I’extrémité 5' le LTR est un promoteur puissant de la transcription et en 3' le LTR fournit le
signal de coupure qui précéde la polyadénylation (ARNm). C'est aussi un promoteur

potentiellement capable d'activer un géne cellulaire situé a proximite.

+ La circularisation

L’ADN viral est transporté dans le noyau, avec l'intégrase virale. L'intégrase se fixe au niveau

des LTR (KABORE R. Ibrahim, 2010).

+ L’intégration

L’intégrase coupe les deux brins de I'ADN cellulaire pour introduire I'ADN viral.
L'intégration semble pouvoir se faire dans de multiples sites de I'ADN cellulaire.

L’intégration dépend aussi de l'activation des cellules infectées.
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Figure 5 : Intégration de ’ADN virale dans le noyau cellulaire

Source : (http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida_infection.htm) consulté 3 juin
2016

11.2. Une phase tardive cycle viral
+ La traduction

Aprés avoir éte transcrits par I'ARN polymerase de la cellule, les ARN messagers viraux sont
traduits en trois précurseurs protéiques. Ces précurseurs sont clivés par des protéases, pour
donner les différentes protéines virales (KABORE R. Ibrahim, 2010).
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Figure 6 : Schéma de la traduction de I'”ARNmM

Source : (http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida_infection.htm) consulté 3 juin
2016

+ L’assemblage

Les protéines virales et I'ARN viral sont associés pour former de nouvelles particules virales
infectieuses. Les protéines virales membranaires sont intégrées a la membrane du lymphocyte
(Woodward CL, 21015).

+ Le bourgeonnement

Le virus bourgeonne, emportant un fragment de la membrane plasmique du lymphocyte sur

laquelle sont intégrées les protéines membranaires virales (Woodward CL, 21015).

+ La libération

Les nouveaux virus sont libérés dans le milieu intérieur. lls peuvent infecter de nouveaux
lymphocytes T CD4 (Woodward CL, 21015).
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Figure 7 : Cycle de réplication du VIH.

(Source : https://sites.google.com/site/tpemathematiquesetvih/home/presentation-du-
vih/presentation/generalites-vih) consulté 3 juin 2016
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I1l.  DIVERSITE GENETIQUE DU VIH

L'apparition d’une nouvelle variante génétique est due a un processus évolutif dont les
mécanismes sont semblables a ceux qui expliquent I'évolution de toute espece vivante. Une
des caractéristiques majeures des VIH est sa grande variabilité et elle est responsable de la
classification du virus en types, groupes, sous-types, sous sous-types et formes recombinantes
unique et circulantes. Cette grande variabilité génétique du VIH s’explique par un taux de
réplication tres élevé combiné a la survenue de mutations aléatoires fréquentes, la sélection

naturelle et les recombinaisons génétiques (Rambaut et al., 2004; Robertson et al., 1995).

I11.1. Origine de la variabilité génétique

Trois principaux facteurs peuvent étre a ’origine de la diversité génétique : les mutations

aléatoires, la pression de sélection et la recombinaison génétique.
v Les mutations aléatoires fréquentes

Le VIH présente un taux de mutations tres important, plus de mille fois plus importante
que dans le génome d'un humain. Ce phénomeéne est di au fait que la transcriptase inverse ne
présente pas d’activité 3°-5’ exonucléasique. Elle n’a donc pas de systeme de correction

d’erreurs survenant au cours de la synthése de I’ADNc (Bakhanashvili et al., 2005).
v' Les pressions de sélection

Elles sont de 2 types: négative et positive. La pression négative est favorisée par les
erreurs de transcription et les recombinaisons produisent de nombreux virions différents les
uns des autres. La plupart de ces mutations sont synonymes ou silencieuses, n’entrainant pas
de changement d’acide aminé ou de propriétés chimiques de I’acide aminé et produisent des
virions incapables de se répliquer correctement, ce qui les destine a disparaitre. Et la pression
de sélection positive est favorisée par substitutions d’acide aminé (mutations non-

synonymes). (Kuiken et al., 1993).

v Les recombinaisons génétiques

Lorsqu'une cellule est infectée par deux virions génétiquement différents, les séquences

peuvent se recombiner, ce qui donne naissance a des formes recombinantes. Ce processus,

.
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aléatoire, est favorisé par les comportements a risque parce qu'ils augmentent la probabilité de
contaminations multiples chez une méme personne (Jetzt et al., 2000).

111.2. Les différents groupes, sous types et formes recombinants

L’origine du VIH humain est retracée comme liée & de multiples infections zoonotiques et
probablement liés aux contacts des chasseurs et bouchers avec les fluides corporelles des
primates infectés par les SIV (Kalish et al., 2005; Wolfe et al., 2004). Deux types de VIH
sont distingués, le VIH-1 provenant du SIV des chimpanzés (SIV cpz) (Gao et al., 1999) et le
VIH-2 provenant du SIV de sooty mangabeys (SIV sm) (Gao et al., 1992). La multiplicité des
passages des SIV a I’homme est a ’origine de I’existence des différents groupes du VIH. Le
VIH-1 est a I’origine de la grande pandémie du SIDA et peut étre subdivisé en quatre groupes
(M, N, O et P).

v' Les différents groupes du VIH-1

Le VIH-1 groupe O (Outlier) est le groupe le plus divergent et des études ont suggéré qu’il
aurait pour origine des SIV infectant les gorilles (SIV gor) ((Van Heuverswyn et al., 2006).

Le VIH-1 groupe N (New) a été identifié en 1998 (Simon et al., 1998) et aurait pour origine
une lignee de SIV cpz retrouvée chez les chimpanzés Pan troglodytes troglodytes de la partie

centrale et du Sud Cameroun (Keele et al., 2006).

Récemment, un nouveau groupe (P) a été décrit chez une femme d’origine camerounaise
(Plantier et al., 2009). Ce groupe serait proche du SIV gor sans évidence de recombinaison

avec les autres groupes du VIH-1

Le VIH-1 groupe M (Major) est responsable de la pandémie actuelle du SIDA avec plus de
95% des personnes vivant avec le VIH. Son origine a été clairement établie et il proviendrait
d’un SIV cpzPtt qui est encore retrouvé chez les chimpanzés Pan troglodytes troglodytes du
Sud-Est du Cameroun (Keele et al., 2006).

v’ Les différents sous-types et formes recombinantes du groupe M

Selon la classification actuelle, le groupe M du VIH-1 comprendre neuf differents sous-types
« purs » ou formes non recombinantes (A-D, F-H, J et K). La divergence des nucléotides
entre les sous-types du VIH-1 est de 25 a 30% au niveau du gene env alors que dans le géne

pol (la partie la plus conservée du génome des rétrovirus), elle est d’environ 9-11% (Santos

and Soares, 2010).
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L’apparition de discordance dans I’analyse phylogénétique entre le géne env et gag suggerent
la présence de formes recombinantes. Les premiers cas de recombinaison identifiés concernés
le sous-type E qui formait un cluster unique particulier dans 1’analyse du géne env alors que
sur I’analyse du géne gag il se regroupait dans le cluster du sous-type A. Ainsi le sous-type E
«pur » était le résultat d’un événement de recombinaison entre le sous-type A d’une région
gag et de la région env d’une autre souche (McCutchan et al., 1996). Cette virus recombinant
a été donc renommé CRFO1_AE du nom des sous-types qui le composent. D’autres cas de
formes recombinantes ont été décrites comme le sous-type G qui est classe A en env et G en
gag (Carr et al, 1998/McCutchan et al, 1999/Santos et al., 2006). Le sous-type | « pur » a
été identifié comme étant un recombinant complexe impliquant entre les sous-types A, G et |

(Nasioulas et all, 1999)
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Figure 8 : Diversite genetique du VIH-1.

(Alizé PROUST, 2013).
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Les souches du groupe M représentent presque toutes les souches circulantes. Les virus du
groupe O ne représentent qu’une minorité de souches circulantes. Ils sont trouvés en Afrique
centrale et plus spécialement au Cameroun ou ils représentent 2 % des VIH-1. Le groupe N a
été identifie chez une quinzaine de patients camerounais. Le groupe M est actuellement
subdivisé en neuf sous-types: A, B, C, D, E, F, G, H, J, dits «purs» et de nombreuses formes
recombinantes dites mosaiques de différents sous-types. Certains virus mosaiques jouent un
role majeur dans 1’épidémie mondiale de SIDA, d’ou leur appellation de «Circulating
Recombinants Forms» ou CRFs ; c’est I’exemple de la forme recombinante entre les sous-
types A et G, dite CRF02 ; responsables d'un grand nombre d'infections en Afrique de I'Ouest
(ROQUEBET, 2009).
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Figure 9 : Distribution mondiale et diversité génétique des neuf sous-types principaux

des recombinants du VIH-1

(Taylor, 2008)
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Les différents sous-types predominants du VIH-1 se répartissent ainsi suivant les régions :
Afrique de I’ouest (A), Afrique de ’est et du sud (C), Afrique centrale (A, C, D, CRF 01AE,
F, CRF_02AG, H, J), Inde (C), Asie du sud-est (B, CRF_01AE), Amérique latine : B, F. Des
situations d’échec des anticorps anti-VIH liées a des mutations de certains isolats ont été
rares, mais réguliérement rapportées. Les tests moléculaires de détection et de quantification
de I’ARN viral plasmatique sont également affectés par la diversité génétique du VIH-1.

V. EPIDEMIOLOGIE

Pour suivre I'évolution de I'épidémie du VIH et évaluer l'efficacité des stratégies de
prévention, le Programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA (ONUSIDA) estime
le nombre de personnes vivant avec le VIH (prévalence) et le nombre de nouvelles infections
par le VIH se produisant chaque année (incidence) (UNAIDS, 2015).

Le VIH continue d’étre un probléme majeur de santé publique.

En 2015, 1,1 [940 000-1,3] million de personnes sont décédées d’une cause liée au VIH dans

le monde.

Fin 2015, comptait environ 36,7 [34-39,8] millions de personnes vivant avec le VIH, dont 2,1

[1,8-2,4] millions de nouvelles infections dans le monde.

L’ Afrique subsaharienne, ou 25,6 [23-28,8] millions de personnes vivaient avec le VIH en
2015, est la région la plus touchée. Elle concentre également prés des deux-tiers des nouvelles
infections dans le monde (Aide-mémoire N°360 Juillet 2016)
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs360/fr/) consulté le 23 novembre 2016.

Chez les adultes, la baisse des nouvelles infections est hélas nettement moins conséquente :
1,8 million en 2014 contre 2 millions en 2008. « Un nombre in-acceptablement élevé de
nouvelles infections a VIH et de décés liés au sida surviennent encore chaque année »,
rappelle 1’organisation onusienne. 2 millions de personnes au total ont en effet été infectées
par le VIH en 2014 tandis que 1,2 million est décédé du sida. Chaque jour, 5600 personnes
sont donc nouvellement infectées. Parmi elles, un tiers a entre 15 et 24 ans, et 12% sont des

enfants.

(ONUSIDA,2015)http://www.unaids.org/sites/default/files/media_asset/20150901_FactSheet
2015 fr.pdf: (consulté le 07 décembre 2016)
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V. MODES DE TRANSMISSION DU VIH

Depuis le début de 1’épidémie, trois principaux modes de transmission ont été observés : la
transmission par voie sexuelle, la transmission par voie sanguine et la transmission

mére-enfant.

V.1. La transmission par voie sexuelle

A I'échelle mondial, la grande majorité des infections par le VIH ont été acquises a l'occasion
de rapports sexuels non protégés, qu'ils soient hétérosexuels ou homosexuels. La transmission
sexuelle de I'infection a VIH se fait par I’intermédiaire des muqueuses buccale, génitale ou
rectale, lorsqu'elles sont en contact avec des sécrétions sexuelles ou du sang contenant du
virus. La muqueuse présente une certaine perméabilité vis-a-vis du VIH et on peut retrouver
des cellules infectées (cellules dendritiques) dans la sous mugueuse apres une exposition non
traumatique de I'épithélium vaginale au VIH. La muqueuse rectale, par son épithélium

monocellulaire, c'est la plus susceptible a I'infection (Pierre-Marie et al, 2004).

V.2. Transmission par voie sanguine

La transmission par voie sanguine concerne principalement trois groupes de population: les
usagers de drogues par voie intraveineuse, les hémophiles et les transfuses, et plus rarement
les professionnels de santé en milieu de soins et laboratoires, victimes d'accident d'exposition

au sang (Pierre-Marie et al, 2004).

V.3. Transmission verticale

Il s’agit d’une transmission du virus de la meére a ’enfant. Ce mode de transmission peut
survenir a différentes étapes de la grossesse. Dans un tiers des cas, il survient in utero, dans
les semaines précédant lI'accouchement et dans deux tiers des cas il survient en intra-partum,

au moment de lI'accouchement UNAIDS 2013 (http:// www. unaids. org/ sites/ default/ files/

media asset/ prevention fr 0.pdf) consulté le 23 novembre 2016.

L’infection va par la suite évoluer en trois grandes phases qui vont étre décrits dans le

chapitre physiopathologie.

VI. ETHIOPATHOLOGIE
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< Evolution physiologique de I'infection & VIH-1

D'un point de vue clinique, immunologique et virologique, L’infection a VIH se manifeste
principalement en trois phases : la phase de primo-infection, la phase asymptomatique et la

phase chronique
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Figure 10 : Evolution physiologique de I'infection & VIH

(http://lwww.cegidd.fr/VIH-SIDA.htm) consulté 17 janvier 2016

VI.1. La phase de primo-infection

Elle est symptomatique ou asymptomatique, c'est a dire cliniquement silencieuse. Elle a lieu
entre 1 a 3 semaines apreés le contact avec le virus. Mais, comme ces symptdmes ressemblent
a ceux qu'on observe au cours de diverses affections virales aigués (mononucléose
infectieuse), la primo-infection risque souvent de passer inapercue. Les premiers signes de
primo-infection apparaissent en moyenne 20 jours apres la contamination et dure de 1 a 7
semaines. Cette phase correspond a une multiplication virale intense et a la dissémination du
virus et est caractérisée par une forte viremie. Cette période est dite dangereuse car on estime
que 52 a 90% des personnes contaminées 1’ont été par une personne en phase de primo-

infection.
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L’évolution vers le Sida est plus rapide apres une primo-infection symptomatique (on constate
en effet une charge virale tres élevée). Le systeme immunitaire réagit a l'infection et, en
quelques semaines, des anticorps apparaissent dans le sérum, dirigés contre I'ensemble des

protéines du VIH : c’est la seroconversion. Le sujet infecté devient seropositif.
V1.2. Phase de latence ou d’infection chronique

La deuxiéme phase est asymptomatique (phase de séropositivité) et peut étre tres prolongée
(10 a 15 ans). Elle dure 8 a 11 ans en moyenne dans le cas du VIH-1 et peut durer 15 ans dans
le cas du VIH-2. Mais peut étre bréve, 3 ans seulement. Le virus se réplique continuellement
dans les gites lymphoides. Les lymphocytes TCD4 vont lentement, mais inexorablement,
diminuer. Il peut y avoir des adénopathies (tuméfaction d’un ou plusieurs ganglions

lymphatiques) disséminées.

V1.3. La phase clinique

La phase clinique correspond au SIDA proprement dit. Pendant cette période le nombre de
lymphocytes TCD4 devient inférieur a 200 cellules / mm3. Le syndrome d'immunodéficience

apparait et ses manifestations les plus fréquentes sont les infections opportunistes séveres.

Une infection opportuniste est une infection grave provoquée par un micro-organisme,
habituellement non pathogene mais qui profite de I'opportunité offerte par

I'immunodéficience. La mort survient entre 9 mois a 2 ans en absence de traitement.

.



CHAPITRE Il. LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE ET MONITORING
BIOLOGIQUE DU VIH

I. LES DIFFERENTS TECHNIQUES DE QUANTIFICATION DU VIH-1

I.1- Les techniques de diagnostic de ’infection a VIH/SIDA

Deux types de techniques sont utilisés : les techniques indirectes permettent la détection des
anticorps et les techniques directes permettent la mise en évidence des virus (par culture), des
protéines virales (Ag p24) et du génome viral (ARN plasmatique ou ADN proviral).

Chez I’adulte, le diagnostic de I’infection a VIH repose essenticllement sur la mise en
évidence des anticorps par sérologie sauf dans le cas d’infection par un variant non détectable
par les trousses disponibles et dans le cas primo-infection (ARN viral, Ag p24). Et chez les
nouveaux nés, le diagnostic de l’infection se fait par I’utilisation des techniques directes
(ARN plasmatique ou ADN proviral) (http://www.sante.dz/jmsida2014/guidenational.pdf
2013) consulté 15juillet 216.

1.2- Les techniques de suivi virologique

Le test de charge virale constitue la méthode de référence pour le suivi des patients vivant
avec le VIH sous traitement ARV. Elle permet de mesurer la réplication virale et de prédire
I’évolution de Iinfection. La quantification de la charge virale est devenue une

recommandation forte de I’OMS pour le monitoring des patients vivant avec le VIH.

Les technologies de charge virale peuvent étre diviseées en techniques basées sur les acides
nucléiques (qui détectent et amplifient les acides nucléiques). Dans le contexte des pays a
ressources limitées, ce sont les technologies de charge virale basées sur I’amplification des
acides  nucléiqgues qui  sont les  plus utilisées  (ONUSIDA, 2013)
http://www.sante.dz/jmsida2014/guide_national.pdf2013.

Les plateformes de charge virales disponibles sont :

v'La technologie de Roche Cobas AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1

Le test Roche® CAP/CTM HIV-1 est un test quantification consistant & la détection
simultanée de ’ARN du VIH-1 et du contrle interne (CI). Le test cible des régions
hautement conservées du gene gag P24 et la partie LTR du VIH-1. Ce test combine
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I’extraction automatisée I’ADN a une étape d’amplification-détection sur un systéme

entierement intégré.
v" La technologie Abbott RealTime HIV-1® (Abbott), des laboratoires Abbott

Abbott RealTime HIV-1 quantification est un dosage in vitro par amplification d’acides
nucléiques du HIV-1 (ARN ou ADN). C’est une technique qui est entiérement automatisée et
amplifie la région pol/intégrase et la détection se fait a ’aide de sonde marquée partiellement

double brin.

v" La technologie de NucliSens EasyQ HIV v1.1®

La technologie de NucliSens EasyQ HIV v1.1® des laboratoires Biomérieux permet la
quantification de ’ARN viral par amplification-détection d’une séquence cible du géne gag
selon les instructions du fabricant (Biomérieux, Lyon, France). L’extraction utilise le principe
de la technique de Boom grace a de particules de silice magnétique ajoutées au lysat. Une
amplification de type NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) de I’ARN viral
et du contrdle interne se feront simultanément avant la détection en temps réel a 1’aide de

balises moléculaires (Ndiaye O, 2015).

v Latechnologie BIOCENTRIC

Le kit générique HIV-1 quali (BIOCENTRIC, Brandol, France) realise une amplification par
RT-PCR ciblant les régions gag et LTR du génome du HIV et détection se fait grace a une
sonde de type Tagman. Cette technique détecte les groups M, O et plusieurs CRFs.
L’extraction se fait de facon manuel avec le Qiagen spin column (QlAamp Viral RNA Mini
Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France) et I’amplification se fait grace a I’automate PRISM 7300
(Applied BioSystems, Foster City, CA, USA) (Ndiaye O, 2015).

v" VERSANT™ KPCR Molecular System (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc.)

Le test Versant HIV de Siemens est une technique entierement automatisée. L’extraction
utilise des billes magnétiques apres une etape de lyse avec la protéinase K et un tampon
chaotropic. L’amplification est une RT-PCR ciblant la région pol et la détection se fait par des
sondes de type Taman. Le test Versant HIV de Siemens utilise la technologie “one-room” et

détecte les VIH-1 groupes M, O et les CRFs.

v’ The artus™ HIV-1 RG/QS-RGQ RT-PCR System (QIAGEN N.V.)

e



Le test Artus de QIAGEN utilise une amplification par RT-PCR en temps réel ciblant la
région LTR. L’extraction peut étre automatisée grace a la plateforme d’extraction
automatique : le systéme QIAsymphonyTM SP/AS. L’extraction peut également étre

manuelle avec I’automate : le systeme QlAamp® DSP Virus Kit

% Les POC en développement (Operational Characteristics of Diagnostic Platforms)

(https://drive.google.com/file/d/0B MX8gAwrFucbhmhnb18za0tuSEk/view) consulté le 30

novembre 2016

Type de technologie Systeme de purification, d'amplification et de détection
portable basé sur le banc, basé sur le NAT ARN du VIH

Intérét Mesure de la charge virale quantitative du VIH-1, des groupes
M, N et O et de I'ARN du VIH-2

Temps d'exécution Environ 30 a 60 minutes
Capacité Maximum de ~ 10 échantillons par jour
Débit par technicien / par jour ~ 10 échantillons par technicien par jour; Aucune capacité de

traitement par lots; Marche a pied.

Echantillon nécessaire et stabilité -25 ul de sang capillaire (! Ngerstick) injecté directement dans

le collecteur d'échantillon contenu

-Dans la cartouche dédiée. Alternativement, on peut utiliser 25

pl de sang ou de sang veineux

-Dans le dispositif. Pour le sang veineux, aucun dosage n'est

nécessaire sur la cartouche. Cartouche

-Contenant I'échantillon peut étre stocké et expédié si

nécessaire, car I'échantillon devrait étre

-Stable pendant des semaines.

Préparation des échantillons et -Aucune préparation d'échantillon n'est requise. Pour le sang

complexité du protocole capillaire : (i) lancette ; (i) meche entiere

-Sang directement dans la cartouche ; (lii) fermer la cartouche ;



https://drive.google.com/file/d/0B_MX8gAwrFucbmhnb18za0tuSEk/view

(Iv) insérer la cartouche dans I’analyseur ; (V)

-Entrer I'opérateur et I'ID d’échantillon ; (Vi) lI'analyse

commence automatiquement ; (Vii) retirer la cartouche

-De I'analyseur et en disposer ; Et (viii) lire le résultat de

I'écran. Temps de marche

-Devrait étre ~ 10 minutes.

Stabilité des réactifs

Les réactifs lyophilisés ne nécessitent aucune réfrigération.
Stable pendant 12 moisa2-30°C

Colt / test

A déterminer

Co(t / instrument

a déterminer

Statut réglementaire

Alere demandera I'approbation réglementaire pour le marquage
CE-IVD et I'approbation de la FDA en 2012 et 2013

Poids

Dimensions physiques (analyseur
uniquement) (L x H x P)

LH MCT
-Longueur : 28 cm (11 po)
-Hauteur : 17 cm (6,7 po)

-Profondeur: 17 cm (6,7 po)

Fournitures de tiers

Pour les échantillons capillaires: lancettes stériles, tampons

d'alcool, écouvillons secs (également disponible chez Alere)

Il. TRAITEMENT

A T’heure actuelle, aucun traitement ne permet d’éradiquer le VIH de I’organisme. Il existe
cependant des traitements qui diminuent fortement la quantité de virus dans le sang. Ce sont

les «traitements antirétroviraux ». Une personne qui commence un traitement doit le

poursuivre toute sa vie.

Au fil du temps, grace aux progres scientifiques, les traitements sont devenus plus simples et

plus efficaces.

Les traitements antirétroviraux sont toujours prescrits en association, et le plus souvent en

trithérapie, ¢’est-a-dire en combinaison de 3 molécules.

B



En 2015, ’OMS a publi¢ des recommandations sur le moment indiqué pour démarrer un
traitement antirétroviral et sur la prophylaxie préexposition du VIH. Elles préconisent que
toute personne infectée par le VIH doit commencer le traitement antirétroviral des que
possible apres que le diagnostic soit posé (Aide-memoire N°360 Juillet 2016). Avec cette
recommandation de « traiter tout le monde », ’OMS supprime toutes les limitations aux
conditions requises pour pouvoir bénéficier du traitement antirétroviral quand on est porteur
du VIH ; le traitement est désormais justifié dans toutes les populations et dans toutes les
tranches d’age (OMS 2016).

Cet usage généralisé du traitement antirétroviral s’appuie sur les résultats récents d’essais
cliniques confirmant que son administration précoce permet de garder les patients en vie, en
meilleure  santé, et diminue le risque de transmission aux partenaires

(http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2015/hiv-treat-all-recommendation/fr/)

consulté le 23 novembre 2016.

Pour cela, le traitement antirétroviral doit étre débuté avant que le taux de CD4 ne soit trop
abaisse, de maniére a éviter les infections opportunistes et a préserver le devenir & long terme
de la personne. De nombreux facteurs sont a prendre en compte pour décider du moment
d’initiation du traitement. Idéalement, celui-ci Se prépare a I’avance, et se discute
sérieusement lorsque le taux de CD4 passe en-dessous de la barre des 500 CD4/mm3
(ARCAT 2015). Ceci s’applique :

o chez tout patient séropositif pour le VIH présentant une maladie symptomatique
(stades OMS 3 et 4), quel que soit le niveau de CD4 ou lorsque leur dosage n’est
pas disponible. Il est donc tout a fait possible de débuter des TARV méme si le

dosage des CD4 n’est pas disponible ;

o chez tout patient séropositif pour le VIH ayant un nombre de lymphocytes CD4

<500/ mm3 ou compris entre 350 a 500/mm3, qu’il y ait ou non des symptomes.

Fin 2015, 17 millions de personnes vivant avec le VIH bénéficiaient de la thérapie
antirétrovirale dans le monde, soit 46% [43% - 50%] de couverture mondiale (Aide-mémoire
N°360 Juillet 2016).

Sur la base des nouvelles recommandations de ’OMS, pour traiter toutes les personnes vivant
avec le VIH et proposer les antirétroviraux comme moyen supplémentaire de prévention aux

personnes exposées a un risque «important», le nombre des personnes remplissant les

X
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conditions requises pour ce traitement passera de 28 millions a 37 millions. L’extension de

I’acces au traitement est au ceeur d’une nouvelle série de cibles pour 2020 ayant pour but de

mettre fin a I’épidémie de sida d’ici a 2030 (Aide-mémoire N°360 Juillet 2016).

11.1. Le choix thérapeutique (OMS, 2015)

Le traitement ARV administré est basé sur les recommandations de I’OMS. Dans les pays a

ressources limitées comme le Sénégal, un TARV de lere intention doit comporter un INNTI

plus deux INTI dont I’'un doit étre la Zidovudine (AZT) ou le Tenofovir. Le tableau 2 ci-

dessous présente les schémas de TARV de premiére intention privilégiés et les autres options

conseillées chez 1’adulte, chez la femme enceinte ou allaitant et chez 1’adolescent.

Tableau 1 : Schémas de TARV de premiere intention privilégiés et autres options

conseillées

(OMS 2015)

TARYV de premiére intention

Schémas de premiére
intention privilégiés

Schémas de premiére intention
alternatifs

Adultes

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV

AZT + 3TC + EFV (or NVP)
TDF + 3TC (ou FTC) + DTG
TDF + 3TC (ou FTC) + EFV
TDF + 3TC (ou FTC) + NVP

Femmes enceintes ou allaitantes

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV

AZT + 3TC + EFV (ou NVP)
TDF + 3TC (ou FTC) + NVP

Adolescents

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV

AZT + 3TC + EFV (or NVP)
TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + DTG
TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + EFV
TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + NVP

=,




En cas d’échec de la premicre intention de traitement, ’OMS préconise un changement de

schéma passant de la premicre a la deuxiéme intention qui, en cas d’échec, la troisieme

intention est mise en route (tableau 2). Au Sénégal le schéma de 3iéme intention n’est pas

encore disponible ou trés rare

Tableau 2 : Changement de schéma ARV en cas d'échec thérapeutique

(OMS 2015)

Schéma de lére

Schéma de 2eme

Population intention intention Schéma de 3éme intention
2 INTI+ ATV/rou
2 INTI + EFV LPV/r DRV/r + DTG (ou RAL) +1-2
Adultes et INTI
adolescents 2 INTI + DRV/r
2 INTI+ ATV/rou
2 INTI + DTG LPV/r DRV/r + 2 INTI £ INNTI
Optimisation du schéma
thérapeutique a 1’aide du profil
2 INTI + DRV/r génotypique
2 INTI+ ATV/rou
2 INTI + EFV LPV/r DRV/r + DTG (ou RAL) +1-2

Femmes
enceintes/allaitantes

2 NRTI + DRV/r

INTI

La prise en charge thérapeutique des PvVIH doit étre accompagnée par un monitoring

virologique, plus particulierement par une quantification de la charge virale afin de s’ informer

sur I’efficacité du traitement.




CHAPITRE 11l : UTILITE DU PAPIER BUVARD DANS LE
MONITORING VIROLOGIQUE

Le papier buvard est un papier poreux capable d’absorber par capillarité une quantité de
liquide. Le prélévement sur papier buvard (DBS) est une approche simple et efficace ayant éte
utilisé dans le diagnostic de nombreuses maladies. Depuis les années 1960, il a été utilisé pour
I'étude de plusieurs pathologies chez les nourrissons ( Guthrie R, 1963). Au fil du temps le
DBS a été utilisé non seulement pour collecter le sang des nourrissons mais également celui
des adultes a des fins d'analyses sérologiques ( Gwinn M et al, 1992) ou moléculaires ( Maritz
J et al, 2012) ainsi que dans le suivi virologique des PVVIH (Personnes Vivant avec le VIH)
(Rottinghaus EK et al, 2012). C’est une méthode de prélévement facile, souple et moins
couteuse pour la mise en ceuvre des programmes d'étude du VIH dans les pays a ressources
limitées. Elle trouve son application dans les études de séroprévalence, de détermination de la
transmission meére enfant du VIH, de la détermination de la charge virale, des tests de

génotypage et de résistance aux antirétroviraux.

Les nombreuses difficultés rencontrées au cours des prélevements et traitements des
échantillons veineux sur tube (prélevement de sang invasif, volume de sang insuffisant,
nombre limite de laboratoire de référence, la séparation lymphocytaire dans les 6 heures qui
suivent le prélévement, la rupture de la chaine de froid etc.) ont favorisé 1’utilisation du papier
buvard comme support alternatif de prélevement de sang pour le suivi virologique des
PVVIH dans les pays a ressources limitées. Cette méthode performante de prélevement, de
réalisation facile, permet de pallier a ces nombreuses difficultés liées aux prélévements
veineux sur tubes. Ainsi 'utilisation du DBS au Sénégal, a permis de facilité la prise en

charge des PVVIH en milieu décentralisé.

I. Propriétés du papier buvard

Le papier buvard doit présenter certaines propriétés (voir figure 11)

e lasurface doit étre lisse et résistante, sans fibre perdue ;
e doit étre résistant aux acides et bases fortes ;
e doit avoir une composition en cendre (extrémement faible) (0,006%) ;

e étre fabrique a partir de linters de coton et de cellulose ;

.



doit avoir une certaine capacité de rétention et une résistante accrue a I’humidité.

Il. Les avantages du papier buvard

L’utilisation du papier buvard présente de nombreux avantages :

facile a manipuler et a transporter des zones reculées vers le laboratoire de
référence ;

possibilité d’envoi par la poste ;

conservation facile a température ambiante (jusqu’a 37°C ou plus), donc adapté
aux tempeératures tropicales ;

moins onéreux donc accessible pour les pays a ressources limitees ;

les études ont montré une bonne corrélation avec le sang total en tube pour
I’extraction de I’ADN proviral dans le diagnostic néonatal et dans la
caractérisation génétique du VIH ;

la stabilité des anticorps et de I’ADN dans le sang total sur papier buvard a été
largement prouvee ;

des études de génotypage ont montré une bonne corrélation avec le plasma et une
bonne stabilité des ARN avec les DBS conservés a -20°C pendant 4 ans et ceux

conservés a — 4°C pendant 1 an (les DBS ont été utilisés avec succes dans

beaucoup de travaux pour la quantification de I’ARN viral)

Figure 11 : Photographie de papier buvard

E
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CHAPITRE | : METHODOLOGIE
1. CONTEXTE
1.1. Informations générales sur le Sénégal

La République du Sénégal est située dans la partie la plus occidentale du continent Africain
dans la zone soudano sahélienne comprise entre 12°8 et 16°41 de latitude Nord et 11°21 et
17°32 de longitude Ouest. D’une superficie de 196.722 km?, il est limité au Nord par la
Mauritanie, au Sud par la République de Guinée et la Guinée Bissau, a I’Est par le Mali et a
I’Ouest par I’Océan Atlantique. Le Sénégal compte des circonscriptions administratives (14
régions, 45 départements et 117 arrondissements) et des collectivités locales (45 départements
et 557 communes) (http://www.au-senegal.com/les-regions-du-senegal,3605.html) consulté
17 janvier 2016.

En 2015, sa population était estimée a 13.508.715 habitants avec un taux d’accroissement
moyen annuel de 2,48%. Le nombre des femmes est Iégerement plus élevé que celui des

hommes dont 49,9% d’hommes et 50,1% des femmes.

Cette population se caractérise par sa jeunesse : I’age moyen de la population est de 22,4 ans
et la moitié de la population a 18,7 ans (dge median). La population rurale y apparait plus
jeune avec un age médian se situant a 15 ans contre 21 ans en milieu urbain. Cette population
croit rapidement, avec un indice de fécondité de 5 enfants par femme. Les personnes en age
d’activité représentent 53,8% et celles agées de 60 ans et plus constituent 5,2%.
(http://www.ansd.sn/publications_SES.html) (Site consulté en avril 2013). Les taux de
natalit¢ et de mortalité sont respectivement: 35,09 naissances/1.000 habitants et 8,65
déces/1.000  habitants  (http://www.indexmundi.com/fr/senegal/population_profil.html)

consulté 23 novembre 2016.

1.2. Présentation du cadre d’étude

Notre étude a pour cadre le laboratoire du Centre Régionale de Recherche et de Formation a
la Prise en charge Clinique (CRCF) de CHU de FANN et le laboratoire de Bactériologie-
Virologie (LBV) du CHU Aristide Le Dantec de Dakar/Sénégal. Ces laboratoires ont pour
vocation le diagnostic biologique des infections bactériennes et virales, la recherche et la
formation dans le domaine de la bactériologie et de la virologie. Ces sont des centres de

référence des infections sexuellement transmissibles et un centre collaborateur ONUSIDA

e
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1.3. Type etude et Echantillonnage

Il s’agite d’une étude prospective comparative portant sur des échantillons de plasma et de
DBS collectés entre Avril et Mai 2016 au laboratoire du CRCF du CHU de FANN afin
d’évaluer la CV. Notre échantillonnage est constitué de 52 échantillons de patients suivis ou

bien référés au CRCF pour des tests de sérologies ou de CD4.

CHAPITRE Il : MATERIELS/METHODES

1. MATERIELS/REACTIFS

1.1. Matériels

+ Pour plasma:

Equipements et consommables

- Gants sans talc ;

-Embouts stériles a filtre p200 et p1000 ;

-Micropipettes de 50-200pl et 100-1000ul ;

-WellDeep Plates spécifique de m2000sp ;

-Embouts de 200 pl spécifique de m2000sp ;

- Appareil Abbott m2000rt pour la RT- PCR a temps réel.
+ Pour DBS:

Le matériel requis se compose de :
-Hotte microbiologique ;
- Puncher ;
-Agitateur rotatif ;
- Une Centrifugeuse ;
-vortex ;
-Tubes de 15ml ;
- Sac plastique avec possibilite de le sceller ;

- Dessicants ;




-Tampon de lyse.

» Matériel pour la confection des DBS

Pour confectionner les DBS, il faut disposer des éléments suivants (figure 12).

2 Cartes de DBS, chacune dans un Micropipette calibre
sachet :fena‘blc

l Un grand Sachet eon Un petit sachet contenan
glastique sceliable 3 dessicants
< o

Etape 1

Préparation

> de

prélévement

Etape 2
Confection des DBS a
I’aide des micropipettes a
partir du tube de sang
EDTA

J

Figure 12 : Photo des différents étapes de la confection des

< Pour la numération des TCD4 :
- Des Tubes EDTA de 4ml ;

- Une Centrifugeuse ;

> Séchage et

Etapes 3

emballage

DBS

E




- Un Vortex, et une Perforeuse ;

- Cytomeétre a flux : le FACS Count et son kit comprenant le tampon CD4-CD8 et un fixateur.

Figure 13: : FACS Count

(http://www.bdbiosciences.com/sg/instruments/facscount/index.jsp) consulté le 23

novembre 2016
+ Lacharge virale

La charge virale (Plasma/ DBS) a été déterminée pour ceux dont le test était positif pour le
VIH et ayant un taux de CD4 inferieurs a 350 celluless mm3, afin de suivre la
multiplication de la particule virale et/ou 1’évolution de la maladie, en utilisent Abbott

m2000 pour I’amplification et la détection en temps réel (ABBOTT) (figure 14A et B).

E
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Figure 14 : Appareil Abbott m2000sp Figure 14B : Real Time PCR m2000rt (Abbott)

(http://www.chemiereport.at/echtzeit-test-fuer-hepatitis-b-erhaelt-ce-kennzeichen) consulté le
23 novembre 2016

1.2. Réactifs et solutions
- Abbott Real Time HIV-1 Sample Preparation Kit;
- Abbott Real Time HIV-1amplication Reagent Kit;
- Tampon de Lys ;

- Des calibrateurs et contréles internes et externes VIH-1 négatif ; VIH-1 faiblement positif ;
VIH-1 fortement positif ;

- Les microparticules ;
- Tampons de lavage mWash-1 et mWash-2 ;

- Le master mix : coffret réactifs contenant le réactif d’activation VIH-1 (réactif 1),
thermostable rTth DNA polymérase Enzyme (réactif 3) et le réactif d’oligonucléotides VIH-1
(réactif 2) ;

- Hypochlorite de sodium 1%, Eau distillée, Alcool...
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2. METHODES

2.1. Préléevement

Les prélevements ont été réalisés du lundi au vendredi entre 7 heures et 11 heures du matin
sur des patients découverts VIH+ non traités ou bien en qui sont en échec de traitement ARV

venus pour les examens biologiques de suivi.

Les prélevements sont réalisés sur tube EDTA pour la numération du taux de CD4 et la
charge virale plasmatique et ses prélévements vont permettre également de confectionner les
DBS chez les patients ayant donné leurs consentements sur 1’étude de faisabilité du DBS pour
la détermination de la charge virale VIH-1 ainsi que dans le suivi virologique des personnes
vivants avec le VIH (PVVIH).

2.2. Numération CD4/CDS :
v" Principe :

Les CD4, spécifique détermine 1’état immunitaire de la personne infectée en nombre absolu,
le taux de CD4 est important. Ils se préservent les répertoires, c'est-a-dire que les Cd4 sont
spécialisés contre les infections, des agresseurs étrangers en particulier et que chaque Cd4 est
spécifique et dirigé contre une cible particuliére. Néanmoins au cours de ’infection par le
VIH, les CD4 sont détruits de maniére asymétrique. Ainsi, il y a des lignées de CD4 qui

souffrent plus que d’autres.
v’ Technique :

2.2.1. Préparation des échantillons

1- Marquer la paire de tube des réactifs (CD4 - CD8)

2- Vortexer les réactifs renversés pendant 5 secondes

3- Vortexer les réactifs debout pendant 5 secondes

4- Perforer les tubes de réactif en utilisant la station de perforation

5- Bien homogénéiser par le rotateur, chaque tube d’échantillon prélevé dans un tube de
prélevement EDTA.

6- Prélever 50 ul de sang total dans un tube d’échantillon et ajouter les dans chacun des
tubes du réactif

7- Refermer les tubes et vortexer le réactif pendant 5 secondes

8- Incuber pendant 60 & 120 mn a température ambiante et a 1’abri de la lumiére

e



9- Enlever les bouchons des tubes et ajouter 50 pl de la solution de fixation dans chaque
tube
10- Refermer chaque tube et vortexer les pendant 5 seconde

11- Lire dans les 48 heures ou directement passer au lecteur (Analyse).

2.3. Confection des DBS (figure 12) et Plasmas:

v’ Les prélévements sur les tubes EDTA sont homogénéisés et 50 pl de sang total est
déposeé sur chaque cercle sur le DBS (au total 5 cercles) apres étiquetage. Les DBS
sont ensuit séchés sous la hottes a l'abri de la lumiére jusqu’au lendemain. Tout en
vitant de toucher les spots, les DBS sont par la suite mis dans les sacs plastiques
individuels scellés en présence de dessicants et d’un indicateur d'humidité. Et enfin,
les DBS sont mis a — 80°C jusqu’a acheminement au Laboratoire de Bactériologie
Virologie du CHU Le Dantec.

v’ La séparation lymphocytaire a lieu au plus tard 6 heures apres le prélévement. Les
tubes EDTA sont centrifugés a 2000 tr/mn pendant 10 minutes et les plasmas sont
récupérés dans des cryotubes bien identifiés. Les cryotubes sont par la suite rangés
dans des cryoboites et conserves a - 80°C jusqu’a acheminement au Laboratoire de
Bacteriologie Virologie du CHU Le Dantec

2.4. Acheminement et conservation

Les DBS et plasmas sont acheminés au laboratoire de Bactériologie Virologie dans des
glaciéres en présence d’Ice-pack avec la voiture dédié du service. Une fois au laboratoire de
référence, la conformité du prélevement est vérifiée, les échantillons sont traités

immédiatement ou bien conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation.
2.5. Charge virale par la technologie Abbott RealTime HIV-1 ® (m2000sp/rt)

Abbott Real Time HIV-1 assay (Abbott molecular diagnostics, Wiesbaden, Germany) est un
test in vitro d’amplification par RT PCR en temps réel de I’ARN viral ciblant la région de
l'intégrase du geéne pol hautement conservé griace a une sonde d’hybridation. L’amplification
est couplée a la détection en temps réel utilisant une sonde partiellement double brin marquée.
Ce test détecte les VIH -1 groupes M, N, O et P et plusicurs CRF. L’extraction entiérement

automatisée a ¢été réalisée sur 600 pl de plasma avec 1’automate Abbott m2000sp et

g



I'amplification suivie d'une détection en temps réel avec I’analyseur Abbott m2000rt. Les

limites de détection de la technique sont de 1.60 a 7.0 logio copies/ml.

D’abord, avant chaque manipulation, il consistera a inclure :

-Dans chaque échantillon, un contrdle interne (fourni dans le Kit) qui sera extrait et amplifiée

puis détecté en méme temps que les échantillons a analyser.

-Dans chaque série, un contréle négatif, un controle positif faible et un controle positif fort

de charge viral connue (inclus dans le Kit).

La premiere étape de la charge virale (DBS/Plasma) est 1’extraction d’acide nucléique qui se

fait en quatre étapes. Suivis par une étape amplification/détection en temps reel.
v Extraction d’acide nucléique

L’Extraction d’acide nucléique se passe dans 1’automate d’extraction (m2000sp) et se fait par

des étapes suivantes :

e La lyse des particules virales : se fait a I’aide de tampon de lyse qui assure la
dénaturation des protéines, la lyse de capside virale et I’inactivation des
RNAses/DNAses ;

e La capture de ’ARN se fait a I’aide de microparticules magnétiques ;

e Suivis du lavage des acides nucléiques par wash1/Wash2 ;

e [’¢lution des ARN purifiés se fait par le tampon d’€¢lution qui crée un

détachement compétitif de I’ARN de la silice magnétique.

NB : A la différence du plasma, la charge virale sur DBS nécessite une premiere étape de lyse

du DBS grace a un tampon de lyse spécifique au DBS.

La lyse se doit étre réalisée en utilisant une procédure standardisée. Deux spots de 50ul de
chaque DBS/patients sont découpés avec un Puncher spécifigue sous une Hotte
microbiologique et placés dans un tube de 15ml contenant un tampon de lyse de 2 ml. Les
tubes sont ensuite placés sur I’agitateur rotatif et laissés en incubation pendant 2 heures. IS

sont ensuite tourner pendant dix minutes sur une centrifugeuse a 2500t/min.

Enfin les DBS peuvent étre chargés dans l’automate d’extraction pour subir le méme

processus que le plasma.

v Amplification et détection de I’acide nucléique

.



Les tests Real Time sont basés sur une amplification par RT-PCR en temps réel grace a une
sonde d’hybridation (sonde partielle double brin). Donc, en plus de 1’étape d’amplification, il
y a une étape de détection qui se fait dans chaque cycle de PCR. L’amplification se fait dans

I’automate d’amplification (m2000rt).

Le seuil de détection pour m2000 est de 40copies/ml et les résultats de la charge virale

peuvent étre exprimés en log copies/ml ou bien en copies/ml.

v" Critéres de validité des résultats de m2000rt
Pour qu’un résultat soit rendu valide, il faut que :

e les contrdles externes (négatif, faible et fort) soient dans les intervalles de
valeurs données par la notice du fabriquant pour valider la série.
e Pour qu’un échantillon soit validé, il faut que le controle interne soit amplifié¢ et

quantifié dans les intervalles de valeurs données par la notice du fabricant.

En cas d’invalidité d’un échantillon ou d’une série d’échantillons, le ou les échantillons

concernés de la série non validé est/sont testés a nouveau.

En cas d’invalidit¢ d’une série de résultats, un controle de qualité¢ est effectué par une
nouvelle série sur un lot de six échantillons de la série non validé en utilisant le méme lot de

réactif. Ce contr6le de qualité devra reprendre entierement toutes les étapes de la procédure.

= Si le probleme persiste avec ce lot de réactif, nous devons reprendre les
manipulations en changeant de lot.
= Si le probleme persiste malgré ce changement de lot, nous avons alerté le

service de maintenance technique pour une révision de la machine.
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CHAPITRE Il : RESULTATS/DISCUSSION
1. RESULTATS
1.1. Caractéristiques de I’échantillonnage

Notre échantillonnage est constitué de 52 échantillons, des personnes vivant avec le VIH-1,
suivis dans la région de Dakar au niveau de CHU FANN. Tous ces échantillons ont fait

I’objet d’analyse comparative des deux types de prélévements : DBS contre Plasma.

Les &ges étaient compris pour notre échantillonnage entre 7 et 74 ans, la médiane d’age était

de 28 ans. La population était composée de 30 Femmes contre 22 hommes.

Sur les 52 patients de notre échantillonnage, 18 sont des patients nouvellement infectés et non
traité et 34 sont des patients sous traitement antirétroviral avec une médiane de suivi de 41

mois.

1.2. Résultats de CD4 :

Les CD4 ont été réalisés pour 52 patients. Elle a permis de répartir notre échantillonnage en

quatre groupes en fonction de leur statut immunitaire :

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des valeurs de CD4

<200 cellules/mm? 32

] 200 cellules/mm3 - 350 cellules/mmg] 16
> 350 cellules/mm3 2
Invalides 2

TOTAL 52

Les valeurs de CD4 étaient comprises entre [1 cellule - 628 cellules] Avec une médiane de

CD4 égale a 32.
e 32 patients ont des CD4 inférieurs a 200 cellules/mm3

e 16 patients ont des CD4 compris entre] 200 cellules/mms3 - 350 cellules/mm?]




e 2 patients ont des CD4 supérieurs a 350 cellules/mm3

e FEt 2 échantillons invalides.

1.3. Résultats de charge virale plasmatique :

La charge virale plasmatique a été déterminée pour les 52 patients avec la plateforme

m2000sp/rt des laboratoires Abbott et les résultats suivant ont été obtenus :

e 19 echantillons avaient des charges virales indétectables c'est-a-dire inférieures a 40

copies/ml.

e 3 échantillons avaient des charges virales faibles c'est-a-dire comprises entre 40 et

1000 copies/ml

e 10 échantillons avaient des charges virales modérées c'est-a-dire comprises entre 1000

copies/ml et 100 000 copies/ml.

e 20 échantillons avaient des charges virales élevées c'est-a-dire supérieurs a 100 000

copies/ml.
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Figure 15 : Répartition des patients en fonction de la CV plasmatiques
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1.4. Résultats de charge virale sur DBS

52 DBS de méme patients ont été sélectionnée et testés sur le méme Plateforme, 33

détectable avec les plasmas et 19 de non détectable, les résultats suivant ont été obtenus :

e 21 échantillons avaient des charges virales indétectables c'est-a-dire inférieures a 40
copies/ml (19 réellement indétectables avec PLASMA/DBS et 3 sont indétectables
avec le DBS et détectable avec le Plasma).

e 3 échantillons avaient des charges virales faibles c'est-a-dire comprises entre 40 et

1000 copies/ml.

e 7 échantillons avaient des charges virales modérées c'est-a-dire comprises entre 1000
copies/ml et 10000 copies/ml.

e 18 échantillons avaient des charges virales élevées c'est-a-dire comprises entre 10000

copies/ml et 100000 copies/ml.

e 3 échantillons non amplifié

DBS
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Figure 16 : Répartition des patients en fonction de la CV sur DBS.
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1.5. La comparaison des valeurs de CV des deux techniques DBS Vs plasma

La comparaison des valeurs de charges virales sur les différents échantillons de DBS/Plasma
a permis de retrouver : Pour le plasma, sur 52 échantillons testés, 19 échantillons avaient des
charges virales inférieures a 40 copies/ml (Indétectable) et 33 échantillons avaient des
charges virales supérieures a 40 copies/ml (Détectables). Et pour les DBS sur les 52 testés, 21

étaient indétectables, 28 Détectables et 3 n’ont pas pu étre amplifié.
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Figure 17 : Comparaison des valeurs de CV des deux techniques DBS contre plasma

La comparaison des valeurs de charges virales sur les différents échantillons de DBS a été a la

fois qualitative et quantitative.
La comparaison qualitative permet de vérifier la concordance entre les deux types de

prélévement en termes de détectabilité ou non (tableau 2).
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Tableau 4 : Similarité des deux méthodes en termes de détectabilité et de non
détectabilité des valeurs de CV

pLASMA | P ND
DBS
D 28 3
ND 7 19

D : Détectable
ND : Non Détectable

- 28 échantillons ont été a la fois détectables pour les DBS et pour les Plasma
- 19 échantillons ont été a la fois indétectables pour les DBS et pour les Plasma
- 7 échantillons ont été détectables pour les Plasma et non détectables pour les DBS

- 3 échantillons ont été non détectables pour les Plasma et détectables pour les DBS

Apreés cette comparaison qualitative, une comparaison quantitative a été effectuée en calculant

les différences de log des valeurs de CV des deux prélévements (Plasma et DBS).

% Correlation et concordance des charges virales plasmatiques et DBS

Les mesures de charge virale sur DBS des 49 échantillons ont été comparées a celles
obtenues sur les prélevements plasmatiques correspondants. Car 3 échantillons n’ont pas pu

étre amplifié et ne sont pas pris en compte dans 1’analyse.

Les moyennes de charges virales sont de 3,81 log10 copies/ml pour les plasmas et 3,22 1og10

copies/ml pour les DBS.

Les figures 18 et 19 présentent respectivement la droite de régression linéaire et I’analyse de

concordance de Bland-Altman pour les résultats de CV DBS VS Plasma.

La régression linéaire comparant les valeurs CV obtenus en testant DBS par rapport au
plasma en utilisant I'Abbott Real Time HIV-1. L’analyse de la droite de régression linéaire
entre les valeurs de CV de DBS et plasma a donné un coefficient de corrélation de R= 0,92 et

une pente a 0,73 et l'interception en 0 (figure 18).
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Figure 18 : Corrélation des charges virale ARN VIH+ plasmatique et DBS

L’analyse de la concordance entre les deux types de prélévements et le graphe de Bland-
Altman a donné un biais negatifs faible de -0,589 [- 0,832 a - 0,347] avec 2 échantillons sur
les 49 qui sortent de I’intervalle de confiance (figure 18). Chaque point de données dans des

courbes ci-dessous représente 1'un des 49 échantillons d'étude individuels
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Figure 19 : Bland-Altman, différence entre les concentrations d’ARN VIH+ plasma et DBS

Au total, 35 échantillons présentaient des valeurs de CV concordantes entre les deux types de
prélevement contre seulement 14 qui présentaient une discordance selon leur différences de

log et le diagramme de Bland-Altman.
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» ECHANTILLONS D’INTERET CLINIQUE

D’apres les différences de log de CV de deux technique (plasma vs DBS), 14/49 echantillons

ont des différences de log supérieures a 0.5 log copies/ml avec :
v lavecCV<3log;
v' 3avec CV [3log-5log];

v' et 10 avec CV >5 log.

Pour un échantillon avec CV<3 log et 10 avec CV > 5 log, il n’y a pas d’incidence clinique

pour ces 11 échantillons.

Tandis que pour les 3 échantillons avec une CV [3 log - 5 log] avec une valeur de CV de

3,74 ; 3,16 et 4,17, il y a une incidence clinique.




2. DISCUSSION

Cette étude a porté sur 52 patients HIV-1 sous traitement antirétroviral ou des patients
nouvellement dépistés. Cet échantillonnage est constitué de 30 femmes (56,7 %) et 22

hommes (43,1 %) soit un sexe ratio de 1,36.

Les CD4 ont été réalisés au cours de notre étude et les 52 patients retenus avaient des taux de
CD4 inferieurs & 350 cellules. Des faibles taux de CD4 (> 200 cellules) indiquent un stade

avanceé de la maladie et une immunodéficience.

Pour la réalisation de la charge virale, les échantillons utilisés a cet effet étaient des DBS et
des plasmas. Le DBS a également été recommandé par 1’OMS pour le diagnostic précoce des
enfants nés des meres séropositives a travers le monde mais surtout en Afrique. Il a été
également utilisé pour la détermination de la charge virale (Kane CT et al, 2008 ; Vidya M
et al, 2012), dans la détection de I’antigéne p24 et la numération des lymphocytes T CD4
(Amellal B et al, 2007) mais aussi dans les tests de génotypage (Charpentier C et al, 2011).

Dans notre étude, 50 pl ont été utilisés par spot pour les DBS et dans la plupart des études qui
ont permis d’évaluer la charge virale sur DBS, un volume de 50 pl obtenu avec une
micropipette calibrée a été retenu comme suffisant et idéal pour la quantification des acides

nucléiques viraux (Kane CT et al, 2008).

En 2013 un travail a été mené aux USA par Rottinghaus et coll, ou les prélevements étaient
réalisés avec 100 pl de sang total au lieu de volume de 50ul (Rottinghaus EK et al, 2012).
Dans 1’étude de Johannessen et coll, le volume de dépdt était de 75 et 80 ul de sang total
(Johannessen A et al, 2011). Apres confection, les DBS ont été séchés a température
ambiante pendant au moins 24h et a I’obscurité avant 1’emballage comme dans la plupart des
travaux publiés (Andreotti M et al, 2010/0Ouma KN et al, 2013).

Dans notre étude, les prélevements ont été conserves a-80°C et aux USA en 2013, dans une
étude de résistance aux ARV, des conditions de conservations similaires ont été utilisés
(Rottinghaus E, 2013).

Cependant la température et le temps de conservation ne sont pas toujours les mémes dans les
différents travaux. Kane et coll, dans leur étude de quantification de I’ARN du VIH-1 sur
DBS par la technique NucliSENS EasyQ, ont conservé leur DBS a 37°C pendant 8 et 15 jours
(Kane CT et al, 2008).
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Toutefois, en 2012 Arredondo et coll, dans une étude de comparaison de CV entre plasma et
DBS, ont conservé et stocke leur DBS et plasma a -20°C jusqu’a I’utilisation (Arredondo M et

al, 2012). Plus la température est basse et plus I’ARN du VIH se conserve mieux.

En 2012, des études similaires ont été menées par Arredondo et al, et ont évalué le DBS
contre plasma sur Abbott m2000, et ils ont obtenu une bonne corrélation de r=0,91. Marconi
M. et al en 2009 ont également évalué 1’utilisation des DBS sur Abbott Real-Time et ont
obtenu une correélation de 0,882. En 2012 également, des études menées par DIOUARA et al.
A montré une corrélation CV Plasma contre DBS de 0,81 et en 2009 Mbida et al, ont obtenu

une corrélation égale r=0,889 et qui porté sur 49 échantillons de DBS/plasma.

Notre échantillonnage est constitué de 52 paires d’échantillons. Cette population était
inférieure a la population d’étude de Kébé et coll en 2013 a Dakar et celle de Salou et coll au
Togo en 2016 portant respectivement sur 125 et 283 échantillons mais inférieure a celle de
Zanoni et coll en 2012 avec 880 échantillons (Zanoni BC, 2012).

Dans notre étude, la population était composée en majorité de femmes (57,7%), méme
distribution observée dans I'étude de Lubega et coll (Lubega et al, 2010) avec 53% de
femmes. L’age n’a pas été renseigné pour certains et pour ceux dont I’age est connu, la
médiane d’age était de 8 ans, valeur supérieure a celle retrouvée dans la série de Kébé et coll
en 2013 et dans la série de Isaakidis et coll en 2009 qui étaient respectivement de 7 et de 6 ans

mais proche de celle retrouvée (8,9 ans) dans la série de Zoufaly et coll ( Zoufaly A, 2013).
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CONCLUSION

Le VIH responsable du SIDA, constitue un véritable probléeme de santé publique touchant
adultes, adolescents et enfants avec des prévalences considérablement élevées en Afrique
subsaharienne méme si au Sénégal, la tendance reste trés faible de 1’ordre de 0,7%.
L’engagement de la prise en charge des personnes vivantes avec le VIH avec notamment le
programme ISAARV (Initiative Sénégalaise d’Accés aux Antirétroviraux) au Sénégal a

amélioré la qualité de vie de ces personnes.

La mesure de la charge virale est un parametre essentiel dans la prise en charge des personnes
infectées par le VIH. Le monitoring virologique peut étre aussi amélioré par 1’utilisation des
DBS comme support de prélevement. La confection de DBS est moins contraignant que le
prélevement de sang sur tube car son transport et la conservation exigent le maintien de la
chaine de froid entre le lieu de collecte et le laboratoire d’analyse. L utilisation du DBS peut

constituer ainsi un apport significatif dans le suivi des personnes vivant avec le VIH.

Notre étude a porté sur 1’évaluation d’une technique de prélevement sur la plateforme m2000.
Ainsi, nous avons obtenu une bonne corrélation et une bonne concordance entre les DBS et le
plasma. Les résultats de notre étude ont montré que les DBS utilisés comme support de

prélevement peuvent étre une alternative technigue aux prélévements de sang sur tube.

Dans la lutte contre le VIH/SIDA, de nombreux progrés ont été menés en vue de réduire la
prévalence et d'améliorer la prise en charge globale des personnes infectés et affectées par le
VIH/SIDA. L'utilisation des DBS aussi bien pour le diagnostic que pour le suivi des
personnes infectées trouve sa place dans notre contexte de pays a ressources limités, car offre
un moyen de prélevement, de transport, de conservation et de stockage facile et moins

couteux que le plasma.

Malheureusement, a ce jour, relativement peu d'études ont été menées en Afrique sub-
saharienne afin de déterminer si cette stratégie d'emploi des DBS est fiable et faisable sur le
terrain. Ces résultats justifient, encore une fois, I’importance de 1’utilisation de DBS a la place
de plasma pour la quantification de la charge virale VIH-1. Ceci est d’autant plus important
au niveau des pays a ressources limitées comme Sénégal et/ou au niveau des zones
décentralisées afin de facilité le diagnostic précoce pour les enfants et pour les personnes

adultes sous traitement ARV vivant dans des zones décentralisées.

.



LES RECOMMANDATIONS

Ce travail nous a permis de formuler quelques recommandations suivantes.

- la formation des techniciens de laboratoire sur 1’utilisation des DBS.

- la mise a disposition des Papier Buvard dans les laboratoires de référence pour le
suivis de PVVIH,

- La mise a disposition dans les laboratoires et les centres de recherche des
appareils, des équipements: des réactifs des laboratoires

- Faciliter le diagnostic au niveau des zones décentralisé.
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RESUME

Problématigue : Le VIH constitue un véritable fléau de santé publique. La mesure de 'ARN

VIH-1 plasmatique nécessaire au suivit biologique des patient sous ARV et au diagnostic
précoce des enfants exposés au VIH, nécessite un equipement colteux, un personnel qualifié
et des conditions particulieres de prélévement. La technique de prélévement sur papiers filtre
(DBS) pour réaliser la mesure de la CV de I'ARN VIH-1 a partir de sang total constitue une

alternative intéressante pour toutes les plateformes commerciales.

Objectif : L’objectif de 1’étude était d'évaluer la charge virale VIH-1 sur DBS par rapport aux
prélévements sur tube EDTA en utilisant la plateforme m2000 d’Abbott.

Méthode : Une étude prospective comparative utilisant DBS et plasma a été entreprise. A
partir des prélevements des sangs totaux recueillis sur des tubes EDTA, les DBS et les
plasmas ont été respectivement confectionneés et recueillis, conservées a -80°C au niveau de
Laboratoire de CHU FANN. Puis transportés vers CHU Le Dantec pour déterminer la CV.
Les mesures des charges virales ARN VIH-1 ont été réalisées sur le plasma et les DBS pour
chaque patient avec plateforme m2000 d’Abbott. L'extraction de I'ARN VIH-1 a éte réalisée
par lP’automate m2000sp et [D’amplification avec [I’automate m2000rt, outil

d’amplification/détection en temps réel.
Reésultats :

La comparaison des valeurs de charge virale obtenues entre DBS et plasma été faite sur la
base de leur différence de log. Seuls 14 échantillons avaient présenté une discordance avec
une différence de log > +/-0,5. Ces 14 échantillons discordants ont été confirmé par le graphe
de Bland-Altman en se positionnant en dehors de la limite de confiance avec un biais trés
faible de -0.589 [- 0,832 a - 0.347] et un coefficient de corrélation R=0,92.

Conclusion : Au regard de nos résultats I'utilisation des DBS trouve sa place dans notre
contexte de pays a ressources limités, aussi bien pour le diagnostic que pour le suivi des

personnes infectées.

Cette étude a montré que le DBS est un bon outil alternatif en zone décentralisée pour la
détermination de la CV HIV-1.

.



ANNEXE



MODE D’UTILISATION DE BD FAScount

% Analyse des échantillons (figure 13)

®,

Appuyer sur la touche [SAMPLE] indiquée sur 1’écran

Entrer si cela n’a pas été fait ou vérifier si ¢a était fait le code du lot et celui des beads
inscrits sur le kit réactif ; Puis appuyer sur [CONFIRM]

Entrer le numéro d’identification de 1’échantillon

Vortexer la paire de réactif de I’échantillon debout pendant 5 secondes

Enlever le bouchon sur le tube CD4 et placer le sur le levier de lecture

Appuyer [RUN]

Retirer la paire de tubes, refermer le tube CD4

Enlever le bouchon sur le tube CD8-Low, placer le sur le levier de lecture et appuyer
[RUN]

Laisser la machine imprimer les résultats

¢ Entretien journalier de la machine

Appuyer [UTILITY] sur I’écran de la machine

Appuyer ensuite [CLEAN]

Placer le tube marqué solution de lavage” sur le levier de lecture et appuyer [RUN]
Retirer le et placer ensuite le tube marqué “solution de ringage” sur le levier de
lecture et appuyer [RUN]

A la fin de la manipulation, appuyer sur [UTILITY] sur 1’écran de la machine, puis sur
[SHUT DOWN]

Placer le tube marqué “eau distillée” sur le levier de lecture et appuyer [RUN]

Eteindre la machine




