3TC

AA

ABC

ADN

ADNCc

AM

AMP
APOBEC3G

ARN
ARNg
ARNm
ARN;
ART
AZT
ca
CCRS
CD4
CDC
CMH
CRF
CSLS-MSHP

CXCR4
d4T
dATP
DBS
dCTP
dGTP
dNTP
DO
dTTP

SIGLES ET ABREVIATIONS

: Lamivudine
: Alimentation Artificiel
: Abacavir
: Acide Désoxy Ribonucléique
: ADN complémentaire
: Allaitement Maternel
: Allaitement Maternel Protégé
Apo lipoprotein B mRNA-editing, enzyme-catalytic,
polypeptide-like 3G
: Acide Ribonucléique
: ARN génomique
: ARN messager
: ARN de transfert
: Aerosol Resistant Tips
: Zidovudine
: capside
: Récepteur a C-C chimiokine de type5
: Cellule T portant les clusters de différenciation de type4
: Centers for Disease Control and prevention
: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
: Circulating Recombinant Forms
: Comité Sectorielle de Lutte Contre le Sida du Ministere de la
Santé et de I’Hygiene Publique
: Récepteur a C-X chimiokine de type4
: Stavudine
: Desoxyadenosine Triphosphate
: Dried Blood Spot
: Desoxycytidine Triphosphate
:Desoxyguanosine Triphosphate
: Desoxynucleotide Triphosphates
: Densité Optique
: Desoxythymidine Triphosphate

Rapport- gratuit.com @

1




ELISA
Env
ESB
Gag
Gor
gpl120
HAART

hautement actif)

IC

IF
IMAARV
INNTI
INRSP
INTI

IP

LTR

MWP
NCP
nef

NIP

NP

NVP
OMS
ONUSIDA
PCR
Pol
PTME
rev

RT
RT-PCR
SIDA
SIV
SIVcepz

: Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay
: Protéine de I’enveloppe

: Enceinte de Sécurité Biologique

: géne des antigénes de groupe

: Gorille

: glycoprotéine 120

: highly active antiretroviral therapy (traitement antirétroviral

: Interne Control

: Inhibiteurs de fusion

: Initiative Malienne d’ Acces aux Antirétroviraux
: Inhibiteur Non Nucléosidique de la Transcriptase Inverse
: Institut National de Recherche en Santé Public

: Inhibiteurs Nucléosidique de la Transcriptase Inverse
: Inhibiteurs de la protéase

: Long Terminal Repeat

: Matrice

: Micro well plate

: Nucléoprotéine

: Negative expression factor

: Numéro d’Identification du Patient

: Non précisé

: Névirapine

: Organisation mondiale de la Santé

: Organisation des Nations Unies pour le SIDA

: Polymerase Chain reaction

: polymérase

: Prévention de la Transmission Mére-Enfant

: Regulator of expression virus

: Reverse Transcriptase ou Transcriptase Inverse

: Reverse Transcription -PCR

: Syndrome d’Immuno Déficience Acquise
: Virus de I’'Immuno Déficience des Singes

: Virus de I’Immuno Déficience simienne du Chimpanzé

-



: cellules T portants les clusters de différenciation de type 4
: Traitement Anti Retrovial

: Trans-activator of transcription

: Transcriptase Inverse

: Transmission Mere-Enfant

: Viral Infectivity Factor

: Virus de I’'Immuno-Déficience Humaine

: Viral protein R

: Vpu Viral Protein U

.



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Morphologie et structure du VIH ..o 6
Figure 2: schéma de I’organisation génomique du VIH- 1 ......c.ccooiiiiiiiiiiiniiieeee e, 8
Figure 3: cycle de réplication du VIH-1 .......cccooiiiiiiiiiiiie e 9
Figure 4: Techniques de prélévement sur papier buvard ...........ccceovveeeiienieeiiieniieeiieeieeeene 27
Figure 5: Etapes du traitement du papier buvard ............ccccveeciieeiiieeiieeceecee e 28
Figure 6: DBS de bonne qualité du CHU GT ......ccooooiiiiiiieceeceeeeeee e 29
Figure 7: répartition des enfants selon le nombre de PCR..........c.occoiviiiiiiiiiiiniiiieeeee 33
Figure 8: Evolution des enfants et prélévements recus par les années............ccceeeveerveennennee. 34
Figure 9: Répartition des enfants en fonction du SEXe€ .........ccoeeeiieriiiiiiinieniienieeeeee e 34
Figure 10: taux de TME du VIH par an entre 2009 et 2013 ........ccoceiiiiiiiieiieieeeeeeeee 38

Figure 11: Taux de transmission en fonction des schémas prophylactiques des enfants

infectés ...




LISTE DES TABLEAUX

Tableau I: Critéres de réalisation d’un diagnostic présomptif d’une infection a VIH chez les
enfants de moins de 18 mois lorsque les tests virologiques ne sont pas disponibles... 13
Tableau II: Différentes options pour le programme PTME ...........cccoociiiiiiiniiniiiieee 18
Tableau III: Le traitement antirétroviral en fonction de la situation de la femme enceinte
I (0] oJO R L8 AT 11 B VA U 5 TP 20
Tableau IV: Les mesures médicamenteuses (ARV) préconisées en fonction de 1’option
d’alimentation du NOUVEAU-NE .........cceiiiiiiiiieriieieetestee ettt 21
Tableau V: Distribution des enfants par tranche d'age de 2009 2 2013 ..........ccceeviieiienrennen. 35
Tableau VI: Prise en charge, Evolution des schémas prophylactiques et Mode d'alimentation
des enfants Nés de METES SETOPOSIEIVES ... .uveeerieerrieeriieeerieeesieeesieeeetreeereeesreeesereeenenes 35
Tableau VII: Complétude des données par année et selon les caractéristiques prophylactiques
et le mode d’alimentation. ...........oecuerieriieiiiiere et 37

Tableau VIII: Le taux de TME selon les caractéristiques des enfants infectés...................... 40

viii



SOMMAIRE

INTRODUCTION. . ceeeeceeseeccesseccossesssssessssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
PREMIERE PARTIE :..cceeecceeeeeccrsnccccsaecscssecsessncssssssscssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 4
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ....cccteeecennnccerencccrsncccssecccssnecssssesssssesssssssssssssssssssscsses 4
Chapitre I: Généralités sur le VIH 5
- DEfinition et ClasSIfICatION. .....ccc.eeiiiiiiieiie ettt 5
2- Structure et Cycle de réplication VIral i..........ccceeieciiiiiiiiiicieecee e 6
2-1-MOTPhOLOZIC AU VITUS :.eeviiiiiieiieeiieeiie et eriie et e ettt e eaeesteesbeessaeesbeessaeenseesseeenseennns 6
2-2- Organisation g€NOMIQUE AU VITUS © ...ooevieriiiriieiieeiierieeieenieeereesieeeseessneeseeseneesseenens 8
2-3-Cycle de réplication du VIH @ ...t 8

3- Epidémiologie de I'infection @ VIH ..ot 10
3-1-Histoire naturelle de I’infection @ VIH chez ’enfant............ccccoccoviiiniininininnnn. 10
3-2- Modes de transmissions du VIH : ..o 11
4-Diagnostic de I'infection @ VIH :.....ooiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeee e 12
4-1- DI1agnostiC CHNMIQUE. ... .eeruiiiiieiiieeiieiie ettt ettt sttt et aeeeaeeas 12
4-2-Diagnostic direct ou DIOIOZIQUE .......eouvievieriiiiieiieeieecee et ere e 13
4-3-Place du DBS dans le diagnostic précoce de I’infection a VIH/SIDA....................... 16
S-Traitement par 1S antir€trOVITAUX ........c.eeeriureeriieeerieeesieeesreeesreeesreeesreeesreessseeessseesnsseens 16
CHAPITRE II: prévention de la TME 17
ToDEEINTTION ittt ettt ettt et st e e st e et e et esabe e aeeenbeenseeenseas 17

B @ o) <12 ¥ OSSOSO PRUSRPRRRPRPR 17
3- Stratégies d’intervention par le programme de la prévention de la TME au Mali........... 19
DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL ..ceeeeeecccessaeeccscsssscccccssssoccocses 23
CHAPITRE I:..........ccueevueeureuennnen. 23
[-Contexte et JUStIFICAION: ......oiiuiiiiiiiieiie ettt 24
2-ODbjectifs de PEtude: ....cuueeieceririeriisricssnicssnnicssnnicsssncssssncsssncsssssessssscsssssssssssssssssssssasses 25
TJOBJECTIF GENERAL......uiiiiiiiiiiii ettt ettt eeee e e 25
TJOBJECTIFS SPECIFIQUES ....uiiiiiiii ettt e eeeas 25
CHAPITRE I1: Approche méthodologique:.........cccueeeevueiccrunicssericssnnecsssnssssansssanssssssssssassses 26
1-Cadre de IEtUAR ......ooueeiiiieiieece ettt 26
2-Population d’EtUAE........ccueeiiieiieeie ettt enees 26

.

1



file:///D:/MEMOIRE%20OFFICIEL%20KONTAO.doc%23_Toc441318381
file:///D:/MEMOIRE%20OFFICIEL%20KONTAO.doc%23_Toc441318383
file:///D:/MEMOIRE%20OFFICIEL%20KONTAO.doc%23_Toc441318384
file:///D:/MEMOIRE%20OFFICIEL%20KONTAO.doc%23_Toc441318411

3-ECRANTIIIONNAZE ...t eee e ene e s eeeeees
4-Variables StUIEES .......ccueruieriiriiriieieeieeitete ettt sttt
5- Matériel et techniques de COLLECte :......ooviiiiiiiiiiiiieiee e s
6-Analyse statistique des dONNEes GENEIEES .......ccuerrueeriirniieriieieeieesie e

CHAPITRE III: Résultats

1-Provenance des enfants et répartition des prélévements sur le territoire;..........

2-Répartition des enfants selon les caractéres sociodémographiques et pro 34
3-Résultats biologiques........cceeveerieriiiniiiiienieeiieeeeeieesee e bl et 38
3-1-Taux global de transmission mere-enfant (TME) du V‘. ............................. 38
3-2-Taux de transmission meres-enfants du VIH selon les
sociodémographiques et prophylactiques des enfants infe€tés .....coerevveviieiienieniiiennnns 39
CHAPITRE 1V : Discussion N 42
CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS ........ /A 43
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.....cctteeeeeeiefoneecssreanccccessseenssssssseesssssssenssssses 43
ANNEXES . ccuitteeiereeeccerencrrencssencsssneccssnsseestsssstnsccsssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssee 43



file:///D:/MEMOIRE%20OFFICIEL%20KONTAO.doc%23_Toc441318443




Le SIDA, Syndrome de I’Immunodéficience Acquise, est une maladie infectieuse virale
transmissible par voie sexuelle, sanguine et de la mére infectée a son enfant de fagon
verticale. L'agent étiologique de ce syndrome fut isolé en 1983 successivement il s’agit du
VIH-1 ou virus de I’'immunodéficience humaine d’abord connu sous le nom de LAV pour
Lymphadenopathy Associated Virus (Barre Sinoussi et al., 1983). En 1985, un second virus,
le VIH-2 proche mais distinct génétiquement et qui semble moins agressif pour 1’organisme

que son prédécesseur fut isolé et décrit en 1986 (Barin et al., 1985 ; Clavel et al., 1986).

L’infection par le VIH est un véritable probléeme de santé publique. En effet selon
ONUSIDA, le nombre de personnes (adultes et enfants) vivant avec le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) a travers le monde est estimé a 36.9 millions [34.3
millions — 41.4 millions] en fin 2014. Les enfants 4gés de moins de 15 ans représentaient 2.6
millions [2.4 millions — 2.8 millions]. L’épidémie pédiatrique touche beaucoup plus 1’ Afrique
subsaharienne avec 2.3 millions [2.2 millions — 2.5 millions] d’enfants infectés (ONUSIDA,
2015). La transmission Mére Enfant (TME) du VIH constitue la voie de contamination la plus
fréquente. Bien que beaucoup d’efforts aient été constatés dans les programmes de prévention
de la transmission meére-enfant (PTME), la TME reste a ce jour une réalité¢ dans les pays a
ressources limitées alors qu’elle est pratiquement ¢éliminée aux Etats-Unis et en Europe. Des
besoins importants en services de prévention de la TME du VIH non couverts sont encore
visibles en Afrique au sud du Sahara avec plus de 90% de infections a VIH pédiatrique
résultent pour la plupart d’une transmission de la mere a ’enfant (TME). La TME est liée a
une prévalence ¢élevée de ce virus chez les femmes en age de procréer (OMS, 2013). La
plupart des infections & VIH de la mére a I’enfant surviennent sans intervention au cours de la
grossesse et de 1’accouchement (15 a 30%), ou durant I’allaitement (10 a 20%). (Rapport

ONUSIDA, 2014).

L’¢limination de la transmission mére-enfant du VIH constitue une des interventions
prioritaires de la stratégie internationale et des pays pour une riposte efficace contre
I’épidémie du VIH et le Sida. En effet, la prévention a permis une baisse significative de la
TME de 25,8% en 2009 a 15,7% en 2014 dans le monde (ONUSIDA, 2014). Les stratégies de
prévention combinent 1’administration d’antirétroviraux pendant la grossesse et I’allaitement.
D’importants efforts sont en train d’étre menés dans les pays en développement pour atteindre
les objectifs pour 2015 a savoir une ¢élimination de la transmission verticale du VIH

(ONUSIDA, 2010). Le succes des programmes PTME peuvent conduire a des taux <5% dans
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certains sites de recherche et de santé publique en Afrique subsaharienne (Tejiokem et al.,
2011).

Au Mali, le programme de prévention de la transmission meére-enfant a démarré en
2001 et a connu depuis des avancées significatives. Ceci s’est manifesté a travers
I’augmentation des sites qui sont passés de 1 site en 2001 a 338 en 2011. L’extension des sites
a permis d’accroitre le nombre de femme enceintes dépistées lors des consultations prénatales
et par conséquent le nombre de femmes enceintes séropositives qui regoivent les ARV pour
prévenir la transmission mere —enfant du VIH. En vue d’une élimination de la TME sur le
territoire de par les objectifs de 2015. Les données programmatiques de 1’année 2011 ont été
utilisées pour la revue PTME car elles refletent mieux la réalité de la situation sanitaire du
pays (2012 ayant été une année de crise, et les données de 2013 non encore validées au
moment de la revue) (Plan d’élimination de la transmission du VIH de la Mére-enfant du
Mali (2015-2019) ., avril 2014). Cependant le taux de transmission a partir de diagnostic

précoce n’a pas été évalué pour voir les performances du programme. .

Pour répondre a cette préoccupation, nous avons entrepris dans ce travail de mémoire de
Master dont I’objectif général est d’évaluer le taux de transmission (TME) entre 2009 et
2013 et déterminer les facteurs associés en se basant sur les résultats du diagnostic précoce.
Le présent manuscrit est structuré comme suit : Il sera abordé une revue de la littérature axée sur
les généralités du VIH. Elle sera suivie d’une partie sur la prévention de la transmission de la mére a
I’enfant. La deuxiéme partie de ce manuscrit sera consacré a la présentation des résultats seront
discutés avec les données de la littérature. Enfin des recommandations visant a améliorer la PTME

seront formulées avant de décliner quelques perspectives.







Chapitre I: Généralités sur le VIH

1- Définition et Classification

— Le VIH est classé dans le genre des Lentivirus des primates de la famille des Retrovirideae
(ou rétrovirus) et la sous famille des Orthoretrovirineae responsables de pathologies a
évolution lente. Les Retrovirideae sont représentés par une large famille de virus dont le
matériel génétique est composé d’ARN monocaténaire. Ils sont définis par leur mode de
réplication qui passe par une étape de rétrotranscription de leur matériel génétique
constitué¢ de deux molécules d’ARN identiques en ADN. Cette étape obligatoire a la
multiplication du virus est possible grice a une enzyme qui entre dans la structure du
virus : la transcriptase inverse (TI) ou reverse transcriptase (RT). L’ADN néoformé, est
intégré dans le génome de la cellule hdte qui se comporte comme partie intégrante de ce
dernier et se réplique en méme temps que lui (Coffin J et coll., 2003). Ainsi il est transmis
aux cellules descendantes a chaque mitose.

Deux types de VIH sont actuellement décrits comme agents étiologiques du sida chez

I’homme :

- Le VIH-1, proche des virus SIVcpz et SIVgor infectant naturellement les chimpanzés
(Pantroglodytes troglodytes) et les gorilles (Gorilla gorilla) de la partie occidentale de
I’ Afrique centrale (Peeters et Chaix, 2013).

- Le VIH-2, proche des virus SIVsmm retrouvés chez les mangabeys enfumés

(Cercocebusatys) d’ Afrique de I’Ouest (Peeters M et Chaix ML, 2013).

Les virus du VIH-1 sont classés en quatre groupes. Le groupe M ou majeur responsable de la
pandémie actuelle, le groupe O ou Outlier (divergeant), le groupe N ou non O, non M et le
groupe P décrit en 2009 (Plantier et al., 2009). Les trois derniers groupes sont rares et
retrouvés quasi exclusivement chez les patients originaires d'Afrique Centrale (Vallari A et
al., 2011). Le Cameroun qui constitue le seul pays ou les 4 groupes coexistent, présente la
diversité génétique du VIH la plus grande, incluant les formes recombinantes (Ndung’u T et

Weiss RA, 2012).

Le groupe M est subdivisé en 9 sous-types purs ou clades et plusieurs formes recombinantes
ou CRFS. Les 9 sous types pures du VIH-1 sont nommés : A B, C, D, F, G, H, J, K. (Gao F et
al., 2001).

-



2- Structure et Cycle de réplication viral :
2-1-Morphologie du virus :

Au microscope ¢lectronique, les virus VIH-1 et VIH-2 matures, se présentent sous forme de
particules sphériques de 80 a 120 nm qui sont produits par bourgeonnement a la surface des
cellules infectées. Il est constitué¢ de 1’extérieur vers l’intérieur d’une enveloppe, d’une

matrice, d’une capside et du génome (cf. figure 1).

Figure 1: Morphologie et structure du VIH www.niaid.nih.gov/factsheets/howhiv.htm

(consulté le 17/03/2015)
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v" L’enveloppe virale :

Elle est constituée d'une bicouche phospholipidique et de deux sortes de glycoprotéines : la
gpl20su et gp41tm. La molécule gp41 traverse la bicouche lipidique tandis que la molécule
gpl120 occupe une position plus périphérique. La gpl20 a une affinité avec la molécule
membranaire CD4 des cellules hotes. 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), I’actine et 1’ibiquitine (Arthur LO et al., 1992).
Pour le VIH-2, les équivalents respectifs des glycoprotéines gp120 et gp41 sont la gp125 et de
la gp36.

v' La matrice :

Elle est Collée a ’enveloppe, elle se compose d’environ 2000 copies de la protéine ma codée
par le géne gag. Elle est liée a la surface interne de I'enveloppe par 1'intermédiaire d'un acide
myristique et stabilise la structure du virus. Elle sépare physiquement I’enveloppe de la

capside virale.
v La capside :

De symétrie conique, elle est localisée au centre de la particule du virus et protége I’ARN
viral. Elle est constituée d’environ 2000 copies de la protéine codée par le géne gag. Elle est

constituée de :

e La nucléocapside ou core, constituée principalement de 2000 molécules de la protéine
basique, enveloppant le génome pour former un complexe ribonucleoproteique.

e Trois enzymes : la protéase PR, la transcriptase inverse RT et I’intégrase IN.

D’autres ¢léments comme la protéine, nécessaire au passage du génome viral dans le noyau de
la cellule infectée et la protéase PR qui permet la maturation de la particule virale aprés son
bourgeonnement, sont également présents dans la particule virale (Turner BG et Summers

MF, 1999).
v Le génome :

Le génome est constitu¢ de deux copies identiques d’ARN simple brin, linéaire codant pour

les protéines structurales et les protéines non structurales.

.



2-2- Organisation génomique du virus :

Elle fait apparaitre trois geénes : Pol, Gag et Env qui codent respectivement les protéines
internes du virion, les enzymes nécessaires a la réplication et les protéines de surface. Ils sont
associés a des genes de régulation nommés tat, rev, nef, vif, vpu, vpr dont les protéines
correspondantes sont impliquées dans des phénoménes de régulation de 1’expression des

protéines virales (cf. figure 2)

Figure 2: schéma de I’organisation génomique du VIH- 1 adapté de Amiel C et al., 2011
2-3-Cycle de réplication du VIH :

Les cellules cibles du VIH sont les lymphocytes T-CD4, les macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules de Langherans et les cellules de la microglie (Girard PM et al,.
2011).

Par sa gp120, le VIH s’adsorbe a la surface des cellules cibles, précisément sur le Cluster
différenciation 4 (CD4); d’autres corécepteurs (CCRS5, CXCR4) interviennent dans cette

fixation. Lors de la pénétration par fusion-lyse, la gp41 intervient.

Une fois dans la cellule, la décapsidation se fait et I’ARN monocaténaire viral libéré dans le
cytoplasme cellulaire est rétrotranscrit en ADN bicaténaire viral (ADNv) par la RT. Par la
suite, cet ADN est importé dans le noyau cellulaire ou il est intégré grace a 1’Intégrase virale :
il est alors appelé ADN proviral. Le VIH peut rester a vie sous cette forme dans le noyau des
cellules infectées ou répliquer.

Lors de I’étape de la réplication, le provirus est transcrit en ARN messagers viraux (ARNmv)

et ARN génomiques par I’ARN polymérase II de la cellule hote. Les ARNmv sont alors

-



traduits en protéines virales structurales et non structurales. La dernicre étape du cycle conduit
a la formation de nouveaux virions. Les polyprotéines sont maturées en protéines virales suite
a leur clivage par la protéase virale. Les protéines régulatrices, I’ARN génomique, la RT et
I’Intégrase sont encapsidés et donnent les virions fils qui vont bourgeonner a la surface de la
cellule infectée. Ainsi libérés dans le milieu extracellulaire, ces virus fils vont infecter de

nouvelles cellules cibles. (cf. figure 3)

Figure 3: cycle de réplication du VIH-1

https://fr.wikipedia.org/wiki/Virus_de 1%27immunod%C3%A9ficience humaine

(Consulté le 07/01/2016)
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3- Epidémiologie de I’infection a VIH

Le VIH se propage sous forme d’épidémie a travers le monde. La contamination survient par

des voies d’entrées qui déterminent les modes de transmission.
3-1-Histoire naturelle de ’infection a VIH chez I’enfant

Elle se rapporte a 1’évolution de I’infection a VIH en I’absence de toute intervention pouvant
retarder la progression vers la maladie. Dans son ensemble, I’infection & VIH de I’enfant n’est
gucre différente de celle de 1’adulte. Le déficit immunitaire séveére aboutit aux mémes

complications infectieuses.(Chakraborty, R., 2005).

v Forme rapidement évolutive

Elle concerne environ 15 % (Mayaux M.J. et al., 1996) des enfants infectés et se caractérise
par la constitution, en quelques mois, d’un déficit immunitaire sévere qui touche, en général,
aussi bien I'immunité cellulaire que 'immunité humorale. Les premiers symptomes notés
entre 1 et 3 mois sont une hépatosplénomégalie ou des adénopathies notamment axillaires. Le
délai d’apparition du SIDA est estimé entre 3 et 5 mois. Les complications infecticuses
séveres de type opportuniste sont précoces, voire inaugurales (mycose cesophagienne ou
pneumocystose pulmonaire le plus souvent). La complication spécifique de cette situation est
I’encéphalopathie (Chakraborty R., 2005). En I’absence de traitement antirétroviral, les
signes neurologiques s’aggravent progressivement et le déces survient en général avant 1’age

de 4 ou 5 ans.
v" Forme lentement évolutive

Chez 80% des enfants infectés, les perturbations immunitaires significatives n’apparaissent
qu’apres plusieurs années d’évolution (Blanche S. et al., 1997), parfois méme aprées 1’age de
10 ou 15 ans. La symptomatologie clinique peut débuter assez précocement, avant 1’age de 6
mois, sous forme d’une polyadénopathie, avec ou sans hépato splénomégalie, mais ces
symptomes restent stables ou méme disparaissent pour faire place a une longue période
asymptomatique. Les complications infectieuses entrainent la lente dégradation du statut
immunitaire. Des infections bactériennes, ORL ou bronchiques, sont observées dans un
premier temps puis, lorsque le taux de lymphocytes TCD4+ est effondré, surviennent des
infections opportunistes identiques a celles de 1’adulte. L’atteinte neurologique ne prend pas

la forme de I’encéphalopathie du nourrisson mais correspond plutot a ce qu’est observé chez




I’adulte en situation de déficit immunitaire sévere. La progression en termes de mortalité et de
morbidité est similaire a long terme a celle des adultes infectés par le VIH et la survie

moyenne est de 95 % a Sans en I’absence de TARV mais imprécise a plus long terme.

Quelle que soit la forme clinique, le diagnostic de I’infection a VIH ne peut étre posé que

par la biologie.

3-2- Modes de transmissions du VIH :

11 existe plusieurs modes de transmission du VIH. Les plus connus sont :

» La transmission sexuelle, par contact entre les muqueuses vaginales, rectale et les
sécrétions sexuelles ou du sang contaminé (Belec L., 2007)
» La transmission par voie sanguine, par partage de matériel d’injection de drogues
contamingé, d’accidents par exposition au sang ou par transfusion de sang contaminé.
» Transmission mére-enfant
La transmission mere-enfant du VIH ou transmission verticale représente la principale cause
de I’infection pédiatrique. En effet, plus de 25% des enfants nés de meres séropositives
deviennent infectés par le VIH en I’absence de prophylaxie ARV dans les pays en voie de
développement (Mofenson L.M., 2010) La transmission du virus a I’enfant a lieu
principalement en fin de grossesse (un tiers des cas) et autour de 1’accouchement (2 tiers des
cas) (Rouzioux, C. et al., 1995). La transmission peut survenir in utero dans les semaines
précédant I’accouchement ou ante partum, intra partum pendant I’accouchement, et en post

partum pendant I’allaitement ( Neubert J. et al., 2013).

e Transmission in utero

Le placenta constitue en soi une barriére active contre le passage du virus. Cependant
elle peut étre prise en défaut lors d’une infection d’origine virale bactérienne ou parasitaire.
Ces infections diminuent la fonction protectrice du placenta et augmentent le risque de
transmission du VIH pendant la grossesse. Une affection de la cavit¢é amniotique peut
favoriser la transmission in utero ainsi qu’une réplication virale maternelle trés élevée liée a
une situation de primo-infection ou a un stade avancé de la maladie. Les cellules maternelles
infectées telles que les macrophages placentaires peuvent étre diffusées au travers de breches

de la barriere trophoblastique au cours des échanges sanguins feeto-maternels (Girard P.M.,

etal., 2011).




e Transmission au cours de I’accouchement
La contamination par le VIH intervient en majorité en per-partum, lors du passage de
I’enfant dans la filicre génitale probablement liée aux micro-transfusions materno-foetales
fréquentes durant le travail. Par ailleurs, les sécrétions vaginales contiennent du VIH sous
forme de cellules infectées et de particules virales libres au contact desquelles 1’enfant peut
étre infecté lors de I’accouchement par voie basse. Les échanges sanguins foeto-maternels se
poursuivent jusqu’a ce que le cordon ombilical soit coupé. La encore, le niveau de réplication
virale chez la mere est le facteur de risque essentiel de contamination de I’enfant bien qu’il
n’y ait pas de valeur seuil en-dessous de laquelle la transmission serait nulle (Jourdain G. et
al., 2007).
e Transmission par le lait maternel
La transmission post-natale du VIH peut survenir au cours de 1’allaitement de I’enfant.
Le lait maternel contient des virus libres et des cellules infectées. Le risque de transmission
est important dans les premiéres semaines et persiste pendant toute la durée de 1’allaitement.
L’allaitement occasionne quelque fois des crevasses au niveau du sein. Les ulcérations
buccales possibles chez I’enfant peuvent favoriser la transmission de ce dernier exposé par le
sang de la mére. Plusieurs travaux menés en Afrique ont montré que le taux de transmission
¢tait deux fois plus élevé chez les enfants allaités au sein, 1’allaitement artificiel étant le seul
moyen d’éviter tout risque de transmission postnatale (Chasela C.S. et al., 2010). La
transmission post partum demeure problématique dans les pays en voie de développement, ou
il n’est pas toujours possible de recourir a I’allaitement artificiel en raison de son colt élevé,

du manque d’eau potable et des normes sociétales.

Ces différentes voies de transmission ont déterminé la diffusion du VIH et sa rapidité

d’expansion sur tous les continents.
4-Diagnostic de I’infection a VIH :
4-1- Diagnostic clinique

La réplication virale chez les enfants est plus ¢levée que chez 1’adulte. Il en résulte une
grande destruction des lymphocytes TCD4+ chez les enfants et une progression plus rapide
vers la maladie. La plupart des enfants sont asymptomatiques a la naissance et n'ont pas
d’anomalies visibles (Sagar A. and Vasudevan B., 2012). Un diagnostic présomptif doit

donc étre effectué. L’OMS a décrit quelques critéres cliniques pour un diagnostic de




présomption d’une infection par le VIH chez les enfants de moins de 18 mois donnés dans le

tableau I.

Tableau I: Critéres de réalisation d’un diagnostic présomptif d’une infection a VIH chez les
enfants de moins de 18 mois lorsque les tests virologiques ne sont pas disponibles (OMS,
2010)

Un diagnostic présomptif d’une infection a VIH doit étre effectué si :

e [’enfant a des anticorps anti-VIH et

Le diagnostic de tout autre indicateur de I’infection effectué

Ou

L’enfant est symptomatique avec deux ou plusieurs des indicateurs suivants

Muguet

Pneumonie sévere

Infection séveére

Autres facteurs indicateurs d’une infection a VIH chez un enfant séropositif
e Déces récent de la mere 1ié au VIH ; ou stade avancé de I’infection a VIH maternelle
e Taux de lymphocytes T CD4+ < 20%

Une confirmation de I’infection doit étre envisagée aussi tot que possible

4-2-Diagnostic direct ou biologique

Les tests directs font appel a des techniques de détection directe du virus, des protéines ou du
génome viral soit par culture cellulaire, ou par diverses techniques de biologie moléculaire

dont la PCR.
v’ Antigéne p24

L’antigéne p24 est un marqueur direct de I’infection a VIH. L’intérét de sa recherche
porte sur le diagnostic de I’infection avant la séroconversion des anticorps qui survient vers la

sixieme semaine. En effet, les anticorps sont indétectables au cours de la primo-infection.

1

g



v'Recherche du virus par culture cellulaire

La culture cellulaire consiste a isoler le virus a partir de lignées de cellules mononuclées
dont le génome renferme 1’ADN proviral du VIH. Les cellules TCD4, étant la cible des VIH,
peuvent étre prises a visée de culture. En effet une variante de la culture virale est fondée sur
la purification des cellules TCD4 et leur activation. La présence du virus dans les
lymphocytes est décelée par détection de la réplication virale en mesurant I’AgP24 ou une
activité transcriptase reverse. Cette culture est fastidieuse et nécessite des laboratoires

spécialisés.
v'Diagnostic moléculaire par amplification génique

Il est effectué grace a des techniques permettant de détecter le matériel génétique viral.
La recherche de I’ADN dans les cellules blanches et de I’ARN (Cunningham C.K. et al.,
1999) dans le plasma sont les méthodes moléculaires utilisées pour réaliser le diagnostic de
I’infection a VIH chez I’enfant de moins de 18 mois (Young N.L. et al., 2000). Cela permet
aussi de clarifier une sérologie douteuse. Plusieurs méthodes ont ét¢ mises au point pour
amplifier soit une séquence d’ADN, soit une séquence d’ARN. La plus utilisée des méthodes
d’amplification sélective est la polymérisation en chaine (PCR).

v' Amplification génique par PCR

La PCR pour réaction de polymérisation en chaine est une technique d'amplification génique
in vitro de biologie moléculaire. Elle est utilisée pour amplifier de ’ADN en milliers de
copies identiques par une succession de réactions de réplication de la matrice d’ADN (Saiki
R.K. et al., 1985).La PCR est basée sur le mécanisme de réplication de I’ADN. Elle
comprend 3 étapes dont une dénaturation thermique de I’ADN, une hybridation par des
amorces oligonuléotides, et une élongation par une enzyme de polymérisation. Chaque

réaction emploie deux amorces spécifiques qui bornent la séquence d’intérét a amplifier.

Les méthodes d’amplification sont nombreuses et nous pouvons citer deux méthodes

principales :

o Amplification d’une cible par PCR qualitative : la PCR qualitative est une
technique tres sensible de détection du virus méme en tres petite quantité dans le sang.
e Amplification par RT-PCR quantitative : le principe est une réaction de reverse
transcription suivie d’une amplification de I’ADNc. Elle ne détecte pas des quantités de virus
aussi faibles que la PCR qualitative. Elle permet de mesurer la quantité de virus dans

I’organisme.

.



e Amplification d’une cible par NASBA (Nucleic Acid Sequence Basic
Amplification) : c’est une technique d’amplification isothermique dont le produit

final est de I’ARN antisens.

s Exemple de quelques trousses de détection moléculaire du VIH
= Amplification détection par Amplicor ADN VIH-1 (roche)

Le test Amplicor HIV-1 ADN test®, versionl.5 est basé sur I’amplification par PCR d’une
séquence de 155 pb du géne gag suivie d’une détection par hybridation de sondes spécifiques
en présence d’un contrdle interne. Tout d’abord, une étape de préparation des échantillons est
réalisée en présence de détergent suivie de I’extraction de I’ADN viral & chaud. Apres
I’amplification par PCR, une détection de ’ADN viral et du contrdle interne est réalisée
séparément aprés une dénaturation chimique. La fixation d’un conjugué marqué a 1’Avidine
peroxydase permet la lecture de I’absorbance a une longueur d’onde de 450nm.

= La technologie Abbott Real time HIV-1 des laboratoires Abbott

C’est une technique qui est enticrement automatisée grace a deux appareils : Abbott
m2000sp® qui assure la préparation des échantillons avec pour objectif d’extraire et d’isoler
les acides nucléiques et ’appareil Abbott m2000rt ®qui réalise I’ Amplification et la détection
qualitative du virus. . L’amplification se fait sur une séquence cible du géne pol. La quantité
de séquence cible du VIH-1 présente a chaque cycle d’amplification est mesurée a I’aide de
sondes oligonucleotidiques marquées par fluorescence. Les sondes ne génerent aucun signal a
moins d’étre spécifiquement liées au produit amplifié. Le cycle d’amplification, au cours
duquel le signal fluorescent est détecté par m2000rt®, est proportionnel au log de la

concentration d’ARN du VIH-1 présente dans I’échantillon d’origine. (Voir Figure annexe)
* NuliSENS EasyQ HIV V1.1® de Biomerieux

Le test NucliSENS EasyQ HIV-1 v1.1 combine une extraction magnétique de I’ARN par la
chimie de Boom suivie d’une amplification isothermique (par la technique NASBA) et utilise
des balises moléculaires pour la détection. Elle cible la séquence gag et permet la

quantification aussi bien du VIH-1 que du VIH-2 dans une marge de 25 a 1000000.

Le diagnostic de I'infection a VIH est basé sur la recherche des acides nucléiques du
VIH par la technique de PCR chez nouveau né et enfant, ou par la recherche des anticorps
maternels. Le diagnostic est sans nul doute une étape importante dans le suivi du patient pour

assurer une bonne prise en charge de la maladie et mieux évaluer 1'état du malade.
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4-3-Place du DBS dans le diagnostic précoce de ’infection a VIH/SIDA.

Le prélévement de sang sur papier buvard ou papier filtre DBS (Dried Blood Spot) a permis

une approche simple et efficace dans le diagnostic de nombreuses maladies néonatales.

Les nombreuses difficultés rencontrées au cours des prélévements et traitements des
¢chantillons veineux sur tube (réalisation du prélévement chez 1’enfant, volume de sang
insuffisant, non disponibilité d’un laboratoire de biologie moléculaire, délai de traitement des
¢chantillons de sang veineux, rupture de la chaine de froid) ont rendu souvent inaccessible le
dépistage précoce des enfants avant 1’age de 18 mois. L utilisation des DBS dans la détection
moléculaire de I’ADN et ’ARN du VIH-1, décrite en 1991, constitue une aide précieuse au
diagnostic biologique décentralisé. Ainsi, les difficultés liées au transport et a la conservation
des prélévements veineux sur tube ont diminuée (Diouara A.A. et al., 2014, Kebe K. et al.,

2011)
5-Traitement par les antirétroviraux

Le traitement ARV est indispensable a la prise en charge de l’infection a VIH/SIDA.
L’objectif principal du TARV est d’empécher la progression vers le SIDA et le décés en
maintenant ou restaurant les CD4 a un nombre de CD4> 500/mm’. Selon les
recommandations de ’OMS, D'initiation du traitement ARV est indiquée chez toute personne

3. Ce traitement est recommandé

dont le nombre de CD4 est inférieur ou égal a 500/mm
quelle que soit la numération des CD4 et un traitement a vie pour les femmes enceintes
séropositives ou qui allaitent leur enfant (OMS, 2014). Le TARV doit rendre la charge virale
plasmatique (CV) indétectable (<50 copies/mL), ce qui favorise la restauration immunitaire,
diminue le risque de sélection de virus résistants et réduit la morbidité associée au VIH
(Peeters M., et al., 2013). Le TARV est regroupé sous trois schémas thérapeutiques codifiés

par ’OMS selon les niveaux de résistance.

Ce traitement consiste en 1’association de plusieurs molécules ayant une action sur le cycle de
réplication du virus. Les molécules antirétrovirales agissent en interférant avec le cycle de
réplication de ce dernier. Il est utilis¢ comme moyen de prévention depuis 1994 dans la

PTME

1
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CHAPITRE II: prévention de la TME
1-Définition

La transmission de la Mere a I’enfant(TME) par le VIH est la contamination du feetus ou de
I’enfant par une Mére infectée par le VIH, la PTME est la prévention de la transmission M¢re-
enfant qui comporte donc toutes les actions permettant de diminuer ou d’empécher cette
transmission, pour ce faire il poursuit a I’atteinte des interventions qui regroupent I’ensemble

des moyens qui concourent a la réduction du risque de (TME).
2- Objectif

La PTME a pour objectif de diminuer le risque de transmission du VIH de la mere infectée a
son enfant pendant la grossesse, 1’accouchement et le post-partum.

Elle doit s’intégrer dans un programme global qui comprend :

- La prévention primaire de I’infection par le VIH.

- La prévention des grossesses non désirées chez la femme infectée par le VIH.

- La prévention de la transmission du VIH de la femme infectée a son enfant.

Selon la mise a jour programmatique de I’OMS en 2012 sur [’utilisation des
antirétroviraux pour traiter la femme enceinte et prévenir I’infection a VIH chez le
nourrisson. Il existe 3 options pour les programmes de PTME : Option A, Option B et

Option B+. (cf. tableau 1)
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v" Recommandations de ’OMS

Tableau II: Différentes options pour le programme PTME (OMS., 2013)

La Femme recoit

Traitement si CD4 <350 | Prophylaxie si CD4 > 350

cellules/mm3 cellules/mm3

Trois ARV commencés Avant I’accouchement: AZT

sitot le diagnostic posé, dés la 14°™ semaine de
Option A poursuivis toute la vie grossesse

Pendant I’accouchement: au
début du travail, NVP en
dose unique et premiére
dose I’AZT/3TC
Post-partum: AZT/3TC tous
les jours pendant 7 jours
post-partum

ARY identique au début dans les deux cas :

Trois ARV commencés Trois ARV commencés dés
sitot le diagnostic posé, la 14°™semaine de grossesse
Option B poursuivis toute la vie et continués pendant

I’accouchement jusqu’a la
naissance de ’enfant en
I’absence d’allaitement au
sein ou jusqu’a 1 semaine
apres ’arrét de tout
allaitement au sein

ARY identiques pour le traitement et la prophylaxie:

Option B+

Quel que soit le nombre de CD4, trois ARV commencés

sitot le diagnostic posé, poursuivis toute la vie

L’Enfant recoit

NVP tous les jours
depuis la naissance
jusqu’a 1 semaine apres
I’arrét de tout
allaitement au sein ; en
I’absence d’allaitement
au sein ou si la mere est
sous traitement, jusqu’a

I’age de 4 a 6 semaines

NVP ou AZT tous les
jours depuis la
naissance jusqu’a I’age
de 4 a 6 semaines
quelle que soit la
méthode d’alimentation

du nourrisson

NVP ou AZT tous les
jours depuis la
naissance jusqu’a I’age
de 4 a 6 semaines
quelle que soit la
méthode d’alimentation

du nourrisson




Ce tableau présente un résumé des options de prophylaxie par ARV recommandées chez les
enfants et femmes infectées par le VIH en dépit des parametres immunologiques tels que les
valeurs de CD4 ou le traitement est instauré quel que soit le stade clinique pour CD4<350

cellules/mm? et pour CD4>350 cellules/mm?.

Dans le cadre des objectifs de la PTME, I’OMS recommandait de commencer la prophylaxie
par ARV au cours de la grossesse, du travail et de 1’accouchement ainsi que pendant
I’allaitement et sur une période prolongée. Les options recommandées permettent une

réduction importante du risque de TME.

L’option A était basée sur une administration quotidienne d’AZT a la mere a partir du
troisiéme trimestre de grossesse et une dose unique de NVP au moment du travail et de
I’accouchement. Une prophylaxie a base de NVP était aussi administrée au nourrisson
pendant 6 semaines aprés la naissance. Cette prophylaxie pour le nourrisson doit étre

continuée jusqu’a la fin de I’allaitement maternel.

L’option B qui propose une association de trois ARV dés la 14°™ semaine de grossesse
jusqu’a la naissance de I’enfant. Cette prophylaxie est poursuivie jusqu’a ce que la maman

décide de ne pas allaiter au sein ou a ’arrét de 1’allaitement.

L’option B+ est de préconiser le méme schéma a base d’association de trois ARV pour toutes
les femmes enceintes infectées par le VIH, mais aussi de continuer ce traitement a vie quel

que soit le taux de CD4 (OMS, 2013).

3- Stratégies d’intervention par le programme de la prévention de la TME au Mali
(Politique et Protocoles de prise en charge antirétrovirale du VIH et Sida du Mali. Avril

2014).

v Prophylaxie ARV et schémas thérapeutiques dans la prévention de la TME
+ Protocoles thérapeutiques
= Chez la mere
La conduite a tenir doit prendre en compte plusieurs facteurs:
[J L’état clinique et immunologique de la mére
[J Le moment auquel elle se présente a la structure de santé par rapport a la date prévue pour
I’accouchement
(1 Les capacités de la structure en matiere de traitement antirétroviral (disponibilité des ARV,

disponibilité des prescripteurs, accessibilité de la structure de référence)
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[0 L’option d’alimentation.

+ Schémas thérapeutiques (cf. tableau III)

Tableau III: Le traitement antirétroviral en fonction de la situation de la femme enceinte

séropositive au VIH

femme séropositive pendant

la grossesse

femme séropositive pendant

I’accouchement

Situation sans TARV | Débuter le TARV des que le Femme séropositive non suivie et
diagnostic est confirmé non traitée qui est en travail: il faut
initier une trithérapie suivant I’un
des schémas recommandé
Situation sous TARV | Continuer le TARV déja initi¢ | continuer le TARYV une fois le
s’il est efficace et bien toléré traitement ARV initié, il est poursuivi
(Option B+ OMS 2012) a vie (Option B+ OMS 2012)
Le schéma Cas du VIH-1
préférentiel
recommandé Tenofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)

Les schémas

optionnels possibles

-Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)
- Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)

- Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)

Le schéma
preéférentiel

recommandé

Cas du VIH-2

Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Lopinavir/Ritonavir (LPV/r)

Les schémas

optionnels possibles

Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Lopinavir/Ritonavir

(LPV/r)

Tenofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Zidovudine (AZT)

Cas du VIH-1+2

Traiter comme le cas du VIH-2

-



Tableau IV: Les mesures médicamenteuses (ARV) préconisées en fonction de 1’option
d’alimentation du nouveau-né

Cas du VIH-1

Nouveau-né sous allaitement

maternel exclusif

Nouveau-né sous-alimentation

artificielle exclusive

La prophylaxie | NVP sirop: 2mg/kg/j AZT sirop 2mg/kgX2 /jour a
recommandée En cas de toxicité ou de non débuter immédiatement aprés
disponibilité de la Névirapine I’accouchement et continuer pendant
utilis¢ de préférence : 6 semaines
3TC sirop: 2mg/kg/j a débuter | - Sila meére n’a pas regu les ARV
immédiatement aprés pendant la grossesse, la prophylaxie
I’accouchement et continuer chez le nouveau-né continuera
pendant 6 semaines. jusqu’a 12 semaine. Réajuster a partir
de 6 semaines la dose a administrer
en fonction du poids.
Cas du VIH-2
La prophylaxie | -Si mére est bien traitée donner AZT sirop 2mg/kgX2 /jour a
recommandée AZT pendant 6 semaines débuter immédiatement apres

-Si dépistage tardif de la mere
donné AZT+3TC pendant 1
mois

NB : Ne pas utiliser la NVP en
cas de VIH-2

I’accouchement et continuer pendant
6 semaines

-Si la meére n’a pas recu les ARV
pendant la grossesse, la prophylaxie
chez le nouveau-né continuera
jusqu’a 12 semaine. Réajuster a partir
de 6 semaines la dose a administrer

en fonction du poids.

Cas du VIH-1+2

Traiter comme le cas du VIH-2

NB : Le mode de calcul en ml est le suivant :

Névirapine (10mg/ml) : Poids de naissance X 0,2ml en une dose journaliere

3TC (10mg/ml) : Poids de naissance X 0,2ml matin et soir

AZT (Smg/ml) : Poids de naissance X 0,4ml matin et soir

)



+ Alimentation du nourrisson
[ Le conseil en alimentation doit se faire a tout moment (avant, pendant la grossesse et apres
I’accouchement).
[ Le choix du mode d’alimentation doit étre éclairé et se fera entre :
- Un allaitement maternel exclusif jusqu’a 6 mois avec sevrage a 12 mois.
- Une alimentation artificielle si les conditions suivantes sont réunies : alimentation
acceptable, faisable, abordable financiérement, durable dans le temps et sire.
NB:
[J L’alimentation mixte est proscrite
(1 L’aide a I’observance doit étre renforcée chez la mére optant pour I’allaitement maternel,
surtout si la charge virale est élevée
(Plan d’élimination de la transmission du VIH de la Mére-enfant du Mali (2015-2019) .,
avril 2014)
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CHAPITRE I:

1-Contexte et justification:

Le risque de transmission verticale du VIH est presque inexistant dans les pays industrialisés
ou les niveaux de transmission sont a moins de 2% depuis les années 2000, voire moins de
0.5% dans les situations optimales (Frange P., et coll., 2014 ). Si I’on considére que la TME
du VIH a été pratiquement ¢éliminée aux Etats-Unis et en Europe, 1’ Afrique au sud du Sahara
reste encore touchée avec des besoins importants en services de prévention de la TME du VIH
non couverts.

En Afrique plus de 90% des infections a VIH pédiatrique résultent d’une transmission de la
mere a ’enfant (TME), liée a une prévalence ¢élevée de ce virus chez les femmes en age de
procréer (OMS, 2013). La plupart des infections a VIH de la mére a I’enfant surviennent sans
intervention au cours de la grossesse et de I’accouchement (15 a 30%), ou durant I’allaitement

(10 2 20%). (Rapport ONUSIDA, 2014).

Au Mali, le programme de prévention de la transmission mere-enfant a démarré en
2001 et a connu depuis des avancées significatives. Ceci s’est manifesté a travers
I’augmentation des sites qui sont passés de 1 site en 2001 a 338 en 2011. L’extension des sites
a permis d’accroitre le nombre de femme enceintes dépistées lors des consultations prénatales
et par conséquent le nombre de femmes enceintes s€ropositives qui regoivent les ARV pour
prévenir la transmission meére —enfant du VIH. Pour la réduction de cette transmission,
différents protocoles ont été proposés par des institutions comme 1I’OMS. Le schéma
prophylactique a évolué de la monothérapie initiale par zidovudine (ZVD) a l'utilisation du
traitement antirétroviral combiné au cours de la grossesse, pendant 1’accouchement et durant
I’allaitement. En vue d’une élimination de la TME sur le territoire de par les objectifs de
2015. Les données programmatiques de I’année 2011 ont été utilisées pour la revue PTME car
elles refletent mieux la réalité de la situation sanitaire du pays (2012 ayant été une année de
crise, et les données de 2013 non encore validées au moment de la revue) (Plan
d’élimination de la transmission du VIH de la Mére-enfant du Mali (2015-2019) ., avril
2014).

Cependant le taux de transmission a partir de diagnostic précoce n’a pas €té évalué pour voir

les performances du programme.
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Pour répondre a cette préoccupation, nous avons entrepris ce travail de mémoire de Master
dont I’objectif général est d’évaluer le taux de transmission (TME) entre 2009 et 2013 et

déterminer les facteurs associé€s en se basant sur les résultats du diagnostic précoce.
2-Objectifs de I’étude:

e OBJECTIF GENERAL:

Contribuer a 1’évaluation du programme de la prévention de la transmission mere-enfant du

VIH au Mali de 2009 a 2013.

e OBJECTIFS SPECIFIQUES:
—Documenter les caractéristiques sociodémographiques, et thérapeutiques des patients.
— Déterminer le résultat des PCR
— Déterminer les facteurs associés a I’infection a VIH.

— Déterminer le taux de TME de ’infection a VIH.
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CHAPITRE II: Approche méthodologique:
1-Cadre de I’étude

Nos travaux se sont déroulés au niveau de I’unité de biologie moléculaire du laboratoire de
Bactériologie Virologie (LBV) du CHU Aristide Le Dantec au Sénégal a partir des résultats
réalisés dans les sites PTME au Mali a I’institut national de recherche en sante public

(INRSP) de Bamako. Il s’agit d’une étude rétrospective, sur les données de 2009 a 2013.
2-Population d’étude

Notre ¢étude a concerné au total 4960 enfants agés de 0 a 104 semaines nés de meres
séropositives ayant ou non bénéfici¢ des protocoles de PTME en vigueur durant la période

d’étude.
3-Echantillonnage

L’échantillonnage a été fait sur 4960 enfants nés de meres séropositives aux centres de santé
de références des régions: de Kayes; de Koulikoro; de Sikasso, de Ségou et les six
communes du district de Bamako selon un modéle simple de recrutement systématique des
enfants nés de méres séropositives au VIH dans le cadre du programme PTME.

Des spots ont été réalisés sur des papiers buvards (DBS)
4-Variables étudiées

Caractéristiques sociodémographiques et thérapeutiques :

- Age;

- Sexe des nouveaux nés ;

- Traitement-prophylaxie recus apres découverte de leur statut ;
- Mode d’alimentation ;

- Type prophylaxie ;

- Le résultat des PCR et le profil sérologique des enfants infectés.
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5- Matériel et techniques de collecte :
v' Liste du matériel nécessaire pour le prélévement (cf. ANNEXE)
e Identification de I’échantillon:

Dans les centres de santés un certain nombre de fiches et registres étaient rempli par 1’équipe

qui recevait les enfants et/ou celles qui effectuaient le prélévement:
Le registre de la clinique ou du centre de santé

La fiche de prélévement
e La fiche d’identification

Chaque échantillon a été identifi¢ avec son numéro d’identification et la date de prélévement.
Le numéro d’identification du patient (NIP) indispensable pour 1’identification des fiches et
du papier filtre se trouvait normalement dans le carnet de santé de la mére et de I’enfant. Il a
ét¢ demandé aux techniciens des centres de s’assurer avant tout prélévement que la mere
dispose du carnet de I’enfant et d’'un numéro PTME, au cas contraire, d’attribuer un nouveau

NIP a I’enfant.

Il s’agit d’un prélévement du sang sur papier buvard ou DBS réalisés a partir de gouttes
de sang prélevées du talon pour les enfants de moins de 10 kg ou du bout du doigt pour les

enfants de plus de 10 kg et recueillies sur papier buvard (cf. Figures 4,5).

a) Au niveau du talon pied b) Au niveau du doigt ¢) Au niveau de I’orteil

Figure 4: Techniques de prélévement sur papier buvard (CDC, Mai 2008).




a) Prélévement sur papier valide b) séchage des DBS ¢) Emballage des DBS pour le stockage

Figure 5: Etapes du traitement du papier buvard (CDC, Mai 2008)

Apres quatre heures ou une nuit de séchage chaque DBS a été protégé avec du papier glacine
pour éviter le contact entre DBS (et d’éventuelles contaminations croisées), un maximum de
20 DBS dans un sac ziplock. Dix sachets de déshydratant et une carte indicatrice du taux
d’humidité ont été ajoutés dans le sac et fermer hermétiquement. Le sac ziplock contenant les
DBS a été mis dans une boite de conservation hermétique dédiée a cet usage et rangé dans un

endroit sec avec les fiches correspondantes en attendant I’expédition au laboratoire d’analyse.

¢ Envoi des échantillons au laboratoire d’analyse (Labo PCR/INRSP):

Les DBS ont été acheminés au laboratoire par un coursier chargé de la collecte sur le site. Ce
coursier passait une fois par semaine sur le site pour la collecte des enveloppes et ramenait les
résultats de PCR sur les sites. Les sacs ziplock contenant les DBS, les fiches de prélevement,
d’identifications et la liste de transmission des échantillons ont été mis dans une grande
enveloppe. Chaque I’enveloppe a été identifié par: « Echantillons DBS des enfants », Le nom

du site et la date d’expédition au laboratoire.

e Réception des DBS au Labo PCR/INRSP:

Au laboratoire, a la réception, tous les échantillons de DBS ont été vérifiés afin de s’assurer
que toutes les fiches d’identification et le registre du site ont été remplis et que le DBS est de

bonne qualité (cf. figure 6).
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Figure 6: DBS de bonne qualit¢ du CHU GT

» Diagnostic moléculaire du VIH-1:

Nous avons utilisé la technique moléculaire qualitative a partir du sang total collecté sur DBS
pour la détection de I’ADN proviral de nos sujets. La dite technique a été réalisé sur deux
plateformes selon la disponibilité des réactifs il s’agit : d’Amplicor HIV-1 DNA Test, version
1.5 et m2000/rt(Abbott)

% Technique de PCR classique par la technologie Amplicor HIV-1
DNA Test

Extraction de I’ADN proviral et la technique de PCR:

L’ADN proviral du VIH-1 a été¢ extrait manuellement en utilisant le kit d’extraction

AMPLICOR HIV-1 DNA Test, version 1.5 suivant la procédure du fabriquant (cf. Annexe I).

» [’étape d’amplification
Le me¢lange de Base est le Master Mix est préparé aprés la procédure d’extraction. Ce

mélange (Master Mix) est stable pendant 4 heures a 2-8° C (cf. ANNEXE).

.



= Hybridation des amplicons
L’¢étape d’hybridation se fait a 1’aide de sondes spécifiques a I’ADN du VIH-1 et a celui du
CT (Chlamydia trachomatis), intégrées dans des cupules. L’ hybridation est précédée par une
dénaturation chimique des amplicons par une solution d’hydroxyde de soude afin d’obtenir

des matrices d’ADN simple brin.

= L’étape de détection
La détection des produits de PCR hybridés aux sondes se fait par une méthode immuno-
enzymatique telle que I’ELISA. Une solution contenant un conjugué, I’avidine peroxydase est
ajoutée dans chaque puits. L’avidine est une protéine thermolabile qui a une haute affinité de
fixation avec la biotine. Chaque amplicon biotinylé et hybridé a une sonde se fixe a un
conjugué. Une autre étape de lavage est effectuée puis une solution de substrats est distribuée
dans les cupules. Le substrat qui est de la tétraméthyl benzidine est dégradé par I’avidine
peroxydase pour donner une coloration jaune permettant la mise en évidence de I’hybridation.
Apres 10 mn de contact, la réaction est stoppée par une solution stop d’acide sulfurique.
* Interprétation des résultats
e Une réaction est positive : si la D.O du VIH-1 est supérieure ou égale a 0,8 (quelle que
soit la valeur du IC)
e Une réaction est négative : Si la D.O du VIH-1 est inférieure a 0,2 et celle du CI est
supérieure ou égale a 0,2.
e Une réaction est invalide : si la D.O du VIH-1 est inférieure a 0,2 et celle du CI est
inférieure a 0,2. On refait le test.
e Une réaction est Indéterminée : Si la D.O est entre les valeurs 0,2 et 0,8 et/ ou si un
¢chantillon de VIH-1+ se trouve proche d’un puits de controle positif ou si un nouveau
échantillon de VIH-1+ est proche d’un puits contenant un échantillon initialement

positif, on refait le test.
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¢ La technologie Real time HIV-1®test des laboratoires Abbott
Mode opératoire
= Lavage des spots

Cette ¢étape est toujours précédée par le découpage des spots mais contrairement a

I’ Amplicor® HIV-1 DNA la technique m2000rt® utilise deux spots par échantillon par série.

= Addition du master mix (cf. ANNEXE).
= Amplification / Détection (cf. ANNEXE).
» Exportation des résultats de m2000rt® (cf. ANNEXE).

Interprétation des résultats de la technologie Real time HIV-1®test des laboratoires Abbott
L’automate m2000rt® mentionne la présence ou I’absence du virus dans un échantillon.
6-Analyse statistique des données générées

Les données ont été traitées, saisies et analysées a I’aide des logiciels Word 2013,
Excel 2013 et Epi-info7. La recherche de lien entre les variables a été faite par le test de Khi-

deux et le seuil de signification a été fixé a p=0,05
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CHAPITRE III: Résultats

Les résultats de 1’étude ont étés rapportés selon les caractéristiques sociodémographiques et

thérapeutiques des enfants, ainsi que la détermination des résultats biologiques.

Au total, 4960 enfants nés des meéres séropositives ont bénéfici¢ du diagnostic précoce de

2009 a 2013.
1-Provenance des enfants et répartition des prélévements sur le territoire:

Les 4960 enfants qui provenaient de toutes les localités du Mali ont été recrutés sur les 5 sites

pilotes du Mali.
Régions Nombre Nombre  de
d’enfants prélévements
Circuit dacheminement des echantillons et des résultats Im
; 3517 4844
Prescripteurs Bamako
ﬂ w

b Laborataire ou sites de prélevement

U Kayes 205 287

t E

2 & Koulikoro 250 306

g :

: Transport en commun E

£ 2

Bl ¥ Sikasso 547 752

2 U

£

U

»““f Coursier (CSLS/MS) Ségou 441 554
!
L

= it NISP Total 4960 6743
- Circuit Bamako
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Bamako, était la région qui avait enregistrée plus de prélévements avec 71,8%, suivi
respectivement de Sikasso avec 11,2%, de Ségou avec 8,2%, de Koulikoro avec 4,5% et de

Kayes avec 4,3%.

e La répartition des enfants recrutés qui avaient bénéficié¢ des PCR a été établie suivant

la figure ci-dessous (figure 8)

Figure 7: répartition des enfants selon le nombre de PCR
Les enfants qui ont bénéfici¢ d’un seul test de diagnostic du VIH étaient de 65,3 %. Ceux qui

ont bénéficié¢ de 2 et 3 tests PCR VIH étaient respectivement de 33,5 %, et de 1,2 %.
v Variation du nombre d’enfants testés par an et de prélévements regus:

Le nombre des enfants enregistrés a été réparti selon les nombres de prélévements par année

de 2009 a 2013 présenté dans la figure suivante (figure 9).
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Figure 8: Evolution des enfants et prélévements recus par les années

Le maximum de prélévements a été effectué chez 1400 enfants en 2011
2-Répartition des enfants selon les caractéres sociodémographiques et prophylactiques

e Répartition des enfants par sexe:

Parmi les 4960 enfants nés de meres séropositives, Il y a presqu’autant de filles que de

garcons. (cf. figure 10).

Figure 9: Répartition des enfants en fonction du sexe
e Répartition des enfants selon I’age:
Elle a porté¢ sur 4047 enfants et la médiane d’age au premier test PCR était de 12

semaines [1 semaine- 104 semaines] entre 2009 et 2013. (cf. tableau V)
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Tableau V: Distribution des enfants par tranche d'age de 2009 a 2013

Age a la 2009 2010 2011 2012 2013 TOTAL
1 PCR

on n=564 n=853 n=1400 n=829 n=1314 N=4960
semaines oy n(%) n(%) n(%) n(%)

<6 7(1,2) 7(0,8) 282(20,1) 148(17,9) 310(23,6) 754
[7-12] 184(32,6) 345(40,4) 468(33,4) 290(35)  430(32,7) 1717
[13-24]  108(19,2) 136(15,9) 187(13,4) 172(20,7) 144(11) 747
[25-48]  146(25,9) 166(19,5) 132(9,5) 111(13,4) 130(9,9) 685
[49-72]  34(6) 26(3,1)  41(2,9)  16(1,9)  26(2) 143
[72-104]  0(0) 0 1(0,1) 0 0 1

NP 85(15,1)  173(20,3) 289(20,6) 92(11,1)  274(20,8) 913

Le maximum d’enfants qui avaient bénéficié d’une PCR étaient agés de 7 a 12 semaines soit

34,6%.

Concernant la prise en charge, 1I’évolution des schémas utilisés de méme que le mode
d’alimentation dans la prévention est consignée dans le tableau VI.



Tableau VI: Prise en charge, Evolution des schémas prophylactiques et Mode d'alimentation
des enfants nés de meéres s€ropositives

2009 2010 2011 2012 2013
caractéristiques n=564 (%) n=853 (%) n=1400(%) n=829(%) n=1314(%) 4960(%)
Enfants sous prophylaxie
Oui 335(59,4) 589(69,1) 955(68,2)  466(56,2) 814(62)  3159(63,7)
Non 83(14,7) 152(17,8)  269(19,2)  228(27,5) 305(23,2) 1037(20,9)
NP 146(25,9) 112(13,1)  176(12,6) 135(16,3) 195(14,8) 764(15,4)
Schémas prophylactiques
AZT NR NR 15(1,1) 3(0,4) 3(0,2) 21(0,4)
NVP NR NR 5(0,4) 6(0,7) 11(0,8) 22(0,4)
AZT/NVP NR 5(0,6) 252(18) 68(8,2) 265(20,2) 600(12,1)
AZT/3TC/NVP NR NR 30(2,1) 29(3,5) 84(6,4) 133(2,7)
D4T/3TC/NVP  NR NR 3(0,2) NR NR 3(0,1)
AZT/(LPV/R) NR NR NR 1(0,1) NR 1(0)
NP 564(100) 848(99,4) 1095(78,2) 722(87,1) 951(72,4) 4180(84,3)
Mode d’alimentation
AAE 250(44, 3) 399(46,8) 441(31,5) 153(18,5) 282(21,5) 1525(30,7)
AM 295(5,1) 61(7,1) 103(7,3) 46(5,5) 73(5,5) 312(6,3)
AMP 268(45,7) 348(40,8) 806(57,6) 567(68,4) 901(68,6) 2890(58,3)
NP 17(3,1) 45(5,3) 50(3,6) 63(7,6) 58(4,4) 233(4,7)




AAE : Alimentation artificielle exclusive; AMP : Allaitement maternel protégé,
NP : Non précisé ; AM : Alimentation mixte NR : Non regu

— le nombre d’enfants sous prophylaxie était 3159 soit 63,7% contre 1037 soit 20,9%

enfants sans prophylaxie et les autres non regues
— le schéma prophylactique le plus utilisé chez les enfants était AZT/NVP soit 12,1%

Le mode d’alimentation des enfants le plus représenté était ’allaitement maternel protégé
avec 58, 3% suivi de 1’alimentation artificiel avec 30,7% et trés peu d’enfants étaient sous

alimentation mixte avec 6,3%.

Par ailleurs la complétude des données a été établie grace aux taux de renseignement sur les

bulletins d’analyses qui est présenté dans le tableau VII.

Tableau VII: Complétude des données par année et selon les caractéristiques prophylactiques et le

mode d’alimentation.

2009 2010 2011 2012 2013 TOTAL

Caractéristiques n=564 n=853 n=1400 n=829 n=1314 4960

NP(%) NP(%) NP(%) NP(%) NP(%)

Enfants sous 146(25,9) 112(13,1) 176(12,6) 135(16,3) 195(14,8) 764(15,4)
prophylaxie

Schéma 564(100)  848(99,4) 1097(78,4) 722(87,1) 951(72,4) 4180(84,3)
prophylactique

Mode d’alimentation  17(3,1) 45(5,3) 50(3,6) 63(7,6) 58(4,4) 233(4,7)

NP: non précisé.
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La complétude des données selon les enfants sous schéma prophylactique était
considérablement élevé soit 84,3%, ce qui pourrait s’expliquer par un mauvais remplissage
des fiches de renseignement qui doivent prendre en compte toutes les informations

nécessaires au suivi des patients.

Il n’y avait pas de différence significative pour les enfants sous prophylaxie et le schéma
prophylactique utilisé au cours des années étaient respectivement P=0,76 et P=0,16. Il n’avait

pas aussi de différence entre les enfants sous le mode d’alimentation de 2010 a 2013 (P=0,47).
3-Résultats biologiques
3-1-Taux global de transmission mére-enfant (TME) du VIH

Au total, 448 enfants ont été détectés positifs au VIH contre 4512 enfants négatifs au test

entre 2009 et 2013 soit un taux global 9% ; dont 8,4% de filles et 9,7% de garcons

Figure 10: taux de TME du VIH par an entre 2009 et 2013

Le Taux de TME a subi une baisse non significatif en 2011 soit 8,6% malgré I’évolution du
nombre d’enfants et des prélevements enregistrés, contre respectivement un pic de 9,4% et
10% en 2010 et 2012. Le taux de TME entre les années n’est pas statistiquement significatif
(p=0,82)

0



3-2-Taux de transmission meres-enfants du VIH selon les caractéristiques

sociodémographiques et prophylactiques des enfants infectés

e Répartition des enfants infectés par sexe

Parmi ces 448 enfants infectés, 240 étaient de sexe masculin et 208 de sexe féminin. Le taux
de transmission meére-enfants est similaire chez les garcons avec 9,7 % (n=240/2478) et les
filles avec 8,4 % ((n=208/2482). Aucune différence significative n’a ét¢ notée entre les deux

sexes concernant le taux de transmission.
e Détermination de la période d’infection

Le diagnostic de I’infection au VIH a été porté positif pour 445 enfants deés leur premier
diagnostic et 3 enfants au deuxiéme diagnostic. Aucun n’enfant ne fut détecté positif au VIH
sur une 3™ PCR. Ainsi, 13,7% (n=445/3237) des enfants ont été détectés positifs au VIH dés
la 1°*PCR, pour 0,18% (n=3/1663) des enfants infectés a la 2™ PCR.

Concernant la prise en charge 1’évolution des schémas utilisés et le mode d’alimentation des

enfants infectés sont consignés dans le tableau VIII.
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Tableau VIII: Le taux de TME selon les caractéristiques des enfants infectés

Caractéristiques

Total 4960

Taux de transmission 448 (9%) P-value

Ages a la 1°"¢ PCR en semaines
<6

[7-12]

[13-24]

[25-48]

[49-72]

[73-104]

NP

Enfants sous prophylaxie
Oui

Non

NP

Mode d’alimentation
AAE

AM

AMP

NP

754

1717

747

685

143

1

913

3159

1037

764

1525

312

2890

233

35

92

132

40

62

99

261

88

102

80

243

23

4,6

5,1

12,3

19,3 P>0,000
28

0

6,8

3,1
25,2 P>0,000

11,5

6,7
25,6 P>0,000
8,4

9,9

L’age des enfants infectés variaient de moins de 6 semaines a 104 semaines de vie, avec

une moyenne de 26,2 semaines et une médiane d’age de 24 semaines, dont le taux de

transmission Mere-Enfant était plus chez les enfants dans les tranches d’age de [25-48] et de

[49-72] semaines soit respectivement 19,3% et 28%; cependant la différence est significative

(p = 0.000).




Le taux de transmission était beaucoup plus €levé chez les enfants sans prophylaxie soit

25,2% contre 3 ,1% sous prophylaxie avec une valeur significative de p=0,000.

Le taux de transmission était plus élevé chez les enfants sous I’alimentation mixte soit

25,6% suivi de I’allaitement| maternel |protégé et de [’alimentation artificielle soit

respectivement 8,4% et 6,7%. En principe, I’infection du virus est théoriquement faible au
cours d’un I’allaitement dont le lait est protégé et d’une alimentation artificielle de 1’enfant
qui est supposé ne pas €tre en contact avec le lait maternel. Il a également été renseigné que
certains enfants sous alimentation artificielle ont été tardivement mis sous ARV. Ce qui
pourrait expliquer que le taux de TME sous ce mode d’alimentation soit ¢levé d’autant plus
que nous pouvons estimer I’inobservance des meres séropositives a 1’acces et a la prise des
ARV et que les femmes ne respectent pas les indications pour 1’alimentation artificielles a

savoir ne pas donner le sein et que cela n’exclut pas la prophylaxie.
e Répartition des enfants infectés selon les schémas prophylactiques:

Les enfants infectées par le VIH-1- avaient comme schémas prophylactiques : AZT soit
(3/21) ; AZT/NVP soit (19/600) et AZT/3TC/NVP soit (3/133). (cf. Figure 12)
En considérant le taux transmission selon les schémas prophylactiques des enfants

infectés était 3,2%, avec une valeur significative entre les schémas utilisés (p=0.015).

Par ailleurs la complétude des données était basée sur 74 enfants infectés sous prophylaxies
dont les schémas prophylactiques n était pas connus; 261 sans prophylaxies et 88 enfants

infectés dont les schémas prophylactiques non précisés (oui? ou non?).

Figure 11: Taux de transmission en fonction des schémas prophylactiques des enfants
infectés
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CHAPITRE 1V : Discussion

La majorité des infections a VIH-1chez les enfants de moins de 2ans est due a la transmission
mere-enfant. L’enfant peut étre infecté en absence de toute prévention soit, pendant la
grossesse, 1’accouchement, au moment de 1’allaitement maternel ou mixte. Nous avons
cherch¢ a diagnostiquer par PCR, l'infection a VIH-1 chez les enfants nés de meres
séropositives. Notre étude a porté sur 4960 enfants nés de meres séropositives qui auraient
recus le protocole de prophylaxie selon les recommandations de ’OMS 2006. Nous ne
disposons pas de données sur la prophylaxie des meres, ce qui constitue une des limites de

cette étude.

La technique PCR nous a permis de détecter 448 (9%) enfants positifs au VIH-1 sur un total
de 4960. Des études similaires menées par Mwendo et al. Renseignent un taux global de
transmission verticale de 9,6% en Tanzanie entre 2009 et 2012, de méme par Gupta et al. en
Inde ou le taux global de transmission était de 8,3% (Gupta et al., 2013, Mwendo et al.,
2014); néanmoins, le taux de transmission dans notre étude était & peu pres a ceux rapportés
dans ces pays. Par contre, ce taux est presque le double de K. J. Tsingaing, et al., 2010 soit
4,6% a Douala au Cameroun. Ce résultat montre que le taux de transmission M¢re-enfant du
VIH est stable au Mali. Dans notre étude le sexe masculin était largement dominant avec un
sexe ratio égal a 1,2. Conformément avec ceux retrouvé par N Noubiap et al., au
Cameroun. Le taux de transmission mere-enfant en fonction de I’age était de 19,3% et 28%
respectivement dans les tranches d’age de [25-48] semaines et [49-72] semaines. Le résultat
confirme un retard dans le diagnostic des enfants car 1’age médian est de 24 semaines. En
effet, I’age recommandé pour effectuer une PCR se situe entre 4 a 6 semaines de vie (OMS,
2013) pour une prise en charge précoce dans la transmission mere-enfants. Cette situation
n’est cependant pas exceptionnelle dans les pays africains car les données de littérature
montrent que le diagnostic précoce de 1’enfant est fait plus ou moins précocement. Anoje et
al. ont réalisés une étude similaire a la notre au Nigeria avec une médiane d’age de 3 mois
dans une population de 702 enfants et Razina au Niger a noté un age médian de 6,3 mois dans
son étude en 2008. Un impact significatif a été observé chez les enfants ayant regu de la
prophylaxie soit 3,1% contrairement aux enfants qui n’ont pas recu la prophylaxie 25,2%;
Une étude réalisée en Chine par Bing et al., ont trouvés aussi que la transmission était de
10,34% et de 28,57% chez les enfants respectivement sous ARV et non sous ARV (Bing et
al., 2013, Anoje C. et al., 2012). Ces résultats montrent que la prise en charge prophylactique
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peut prévenir une contamination verticale et les schémas d’efficacité existant sont variables.
Dans notre étude plus de 84,3% (4180/4960) des enfants avaient des schémas prophylactiques
non précisés. La prophylaxie ARV se définit comme étant la fourniture d’ARV pour
I’utilisation a vie (option B+) afin de prévenir la transmission du VIH-1 de la mére a I’enfant.
Dans notre exemple, sur les 448 enfants déclarés positifs, vingt cinq étaient sous schéma
prophylactique et le plus utilisé était I’AZT + NVP soit 3,2% le taux de TME ; cependant 74
enfants infectés étaient sous prophylaxies dont le schéma prophylactique n était pas connus;
261 sans prophylaxies et 88 enfants infectés dont les schémas prophylactiques non précisés
(oui? ou non?). L’efficacité de la prévention par les antirétroviraux permet de réduit
efficacement la TME et a moindre colit. L’organisation des nations unies recommandent de
prévenir la transmission verticale au VIH par une stratégie qui inclut I’administration
d’antirétroviraux aux couples mere-enfants (OMS 2013). Dans notre étude le taux de
transmission était plus élevé chez les enfants ayant regu ’alimentation mixte par rapport a
ceux ayant re¢u 1’allaitement maternel protégé et 1’alimentation artificiel soit respectivement
25,6%, 8,4% et 6,7%; résultat qui confirme le risque de transmission en cas d’alimentation
mixte (artificiel et maternel) deux fois plus important qu’en cas d’allaitement maternel
protégé. Pour la transmission du VIH, I’alimentation mixte comporte plus de risque que
I’allaitement maternel protégé. Un taux similaire de (25,6%) chez les enfants sous
alimentation mixte que ceux exclusivement sous allaitement maternel protégé (11,8%), Anoje
et al démontraient ainsi qu’il est possible de réduire la TME par des interventions efficaces de
PTME avec notamment des pratiques appropriées d'alimentation du nourrisson (Anoje et al.,

2012).







Le programme PTME dans les centres de consultations prénatales au Mali a permis aux
femmes enceintes d’accéder au counseling et au dépistage du VIH. La performance du
programme PTME dans le pays a été marquée par le diagnostic précoce du nourrisson et le
dépistage des femmes enceintes sont en faveur d’une meilleure prise en charge en cas de
contamination. Ce qui nécessite un acces massif des couples mere-enfants vers les services de
santé materno-infantile a travers la décentralisation des activités de PTME en vue d’atteindre
I’objectif zéro

L’objectif de cette étude était d’évaluer le programme PTME du VIH par le taux de
TME au Mali entre 2009 et 2013. Au total, 4960 enfants nés de méres séropositives ont été
inclus dans le programme durant cette période. La prévalence globale de transmission mere-
enfant était de 9%. Au fil des ans, on remarque une stabilité de la transmission. Il ressort
¢galement dans cette étude que le taux de TME augmentait au fur et & mesure que le
diagnostic du VIH était posé tardivement chez les enfants a un age avancé. Les taux de
TME étaient dans les tranches d’age de 0 a 6 semaines de 4,6%, de 5,1% entre 7 et 12
semaines de vie, de 12,3% entre 13 et 24 semaines de vie, de 19,3% entre 25 et 48 semaines
de vie et plus ¢élevée dans la tranche de 49 a 72 semaines de vie avec 28 %.Au-dela des 72
semaines de vie, le taux de TME était de 0%. De plus, le taux de TME était de 5,1% dans les
tranches d’ages d’au plus trois mois (7-12 semaines). Ce qui montre les efforts du Mali dans
la prévention de la transmission du VIH de la mére a I’enfant, suivant les recommandations
par ’OMS du suivi de la femme enceinte et du diagnostic précoce entre 6 et 8 semaines de
vie. Notre étude montre également 1’utilité de la prévention par prophylaxie antirétrovirale et
par la mise de I’enfant sous allaitement maternel protégé comme recommandé par I’OMS. En
ce qui concerne la prophylaxie des enfants, les schémas de traitement répondent aux normes
de POMS. Le taux de TME ¢était de 3,1% chez les enfants sous prophylaxie antirétrovirale
contre 25,2% sans prophylaxie. En ce qui concerne le type d’alimentation, les taux de TME
¢taient respectivement de 8,4% et de 6,7% chez les enfants sous AMP et AA et plus ¢élevé
chez les enfants sous AM de 25,6%. Les résultats sous le régime de 1’allaitement maternel
protégé et de l‘alimentation artificielle montrent 1’inobservance de meres séropositives a
I’acces et a la prise des ARV et le non respecte des consignes pour ce type d’alimentation de
I’enfant qui est supposé ne pas étre au contact du lait maternel. Par ailleurs, 1’information sur
le dépistage tardif d’un enfant a 5 mois de vie et qui est mis sous ce mode d’allaitement
montre qu’il faut renforcer la sensibilisation des femmes enceintes a aller vers les structures
de santé le plus tot possible et d’encourager les femmes a adopter le mode de 1’allaitement

maternel protégé pour leur enfant.
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Cette évaluation du taux de transmission a permis aussi de mettre en évidence certaines
insuffisances dans le fonctionnement du programme PTME, notamment une défaillance
considérable dans le suivi des enfants et dans la collecte des informations relatives aux
couples mere-enfant. Toutefois, les recommandations de ’OMS estiment a moins de 5%

I’¢limination de la TME. A cet effet, il est important d’évaluer les programmes PTME.

Des efforts restent a faire pour une diminution considérable du taux de transmission et tendre

vers I’objectif zéro.
Recommandations

e Au Ministére de la santé
— Renforcer le programme de prévention de la transmission mere-enfant du VIH.

— Evaluer réguliérement le programme PTME.

e Aux cliniciens et autres prestataires en PTME

Respecter la complétude des données sur les demandes d’analyses de laboratoire pour une

prise en charge optimale.

e A PINRSP
Mettre en place une bonne base de données qui permet d’évaluer le taux de transmission du

VIH de la meére a I’enfant par le diagnostic précoce des enfants.
e A la Cellule Sectorielle de Lutte contre le Sida/ Ministére de la Santé et de
I’Hygiéne Publique (CSLS/MSHP)

Respecter en vigueur les recommandations OMS 2012 dans le protocole prophylactique de la

PTME.

.
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Liste du matériel nécessaire pour le prélévement:

Avant tout début de collecte d’échantillon, les centres de santés disposaient des ¢léments

nécessaires a la réalisation d’un bon prélévement (Figure):
Gants non-poudrés

Cartes de papiers filtres (ProteinSaver ™ 903®Ref : 10531018).
Lancettes rétractables de 2 mm

L’alcool a 70%

Coton hydrophile

Container pour objets tranchants

Stylo a bille.

Exemple d’un air de prélevement avec le matériel
nécessaire.
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ANNEXE I[:

PROTOCOLE D’EXTRACTION PCR ADN

[. Procédure

1. Porter un sarrau ou blouse de laboratoire et des gants stérile sans talc

2. Désinfecter I’Enceinte de Sécurité Biologique (ESB) avec de 1’eau de javel (10%) suivi

d’éthanol (70%)

3. Ajouter 700 pl du tampon de lavage de spécimens de Roche dans le tube contenant le DBS
4. Agiter les tubes par rotation a la température ambiante pendant 10 min.

5. Apres 10 minutes, centrifuger les tubes pendant 2 min. a 15.000 tours/min.

6. Retourner les tubes dans I’ESB

7. A T’aide d’une pipette de transfert a extrémité fine stérile aspirer complétement le
surnageant contenant [’hémoglobine et le jeter dans une solution d’eau de javel. Jeter la

pipette de transfert dans le petit sac d’autoclave placé dans I’ESB.
8. Répéter les étapes de lavage et d’agitation par rotation.

9. Répéter le troisieme lavage. Faire seulement les étapes de lavage (sauter I’étape de

rotation).
Incuber a température ambiante pendant 10 min.

10. Apres ’aspiration complete du tampon de lavage de Roche, s’assurer que les cercles de
papiers — filtres soient bien secs et libres de tout liquide résiduel. (S’il le faut presser I’embout

de la pipette sur le papier — filtre)

Nota : A cette étape la procédure peut étre discontinue et les spécimens congelés a -70°C

jusqu’au prochain test. Au cas contraire, procéder a 1’étape d’Extraction (5.2)
11. En cas d’arrét, désinfecter I’ESB avec de I’eau de javel 10%, suivi de 1’éthanol 70%
12. Fermer la vitre avant et allumer la lampe ultra — violette pour environ 15 minutes.

II. Extraction — Secteur de Pré Amplicor (ESB située dans une salle non contaminée)




II.1 Procédure
1.1 Porter des gants propres et désinfecter 1’enceinte de sécurité biologique
1.2 Préparer le tampon de travail d’extraction de Roche version 1,5.

Pour 24 tests : Utiliser une pipette de 10 ml et verser 6ml de tampon d’extraction dans un tube

de polypropyléne stérile.
B) Ajouter 80 ul du contréle interne d’ADN (CI ADN)
C) Bien mélangé avec le vortex

Mettre 200u] de Réactif de travail d’Extraction dans chaque fiole cryogénique contenant un

disque de papier filtre.

1.3 Agiter vigoureusement pendant 15 secondes (vortex)

1.4 Préparation du contrdle positif et négatif
A) Mettre 200ul du Réactif de Travail d’Extraction dans 2 fioles cryogéniques de
2 ml (marquées positif et négatif controle) a I’aide d’une pipette Rainin L-200.

Verser 50 ul du positif dans le tube du control positif et 50ul du négatif dans le tube du

controle négatif.

1.5 Incuber toutes les fioles a60°C (bloc chauffant) pendant 60 minutes et aprés 30 minutes,

mélangé a I’aide du vortex.

1.6 Incuber toutes les fioles a 100°C (bloc chauffant) pendant 30 minutes, et aprés 15 minutes,

mélanger a 1’aide du vortex.

1.7 Me¢élanger brievement les échantillons au vortex, centrifugé a haute vitesse (15.000 rpm)

pendant 2 minutes (micro centrifugeuse)
1.8 Ajouter 50 pl du surnageant directement dans le tube de réaction de RCP.

I1.2  Préparation du Master Mix.

1II



Le mélange de base (Master Mix) peut étre préparé soit avant la procédure d’extraction soit
durant les étapes d’incubation des blocs chauffants. Ce mélange est stable pendant 4 heures a

2-8 degrés Celsius.

2.1 Procédure

2.2 Porter des gants propres

2.3 Préparer la solution de travail du Mélange de Base « Working Master Mix »

En ajoutant 100 pl de la solution de Manganese (VIH-1 MN?+ version 1,5) a un Flacon de la
solution VIH-1 MMX version 1,5 a I’aide d’une pipette Rainin L-200

2.4 Refermer le flacon du nouveau mélange et bien mélangé en I’inversant 10 a 15 fois ou au

vortex pendant 3 a 5 secondes
2.5 Pipeter 50 ul du Mélange de base de travail dans chaque tube.

2.6 Placer le plateau du Micro Amp dans un sac en plastique rescellable. La solution de

mélange de Base (Master Mix) reste stable pendant 4 heures a 2- 8° C

2.7 Ne pas oublier de désinfecter la surface de travail aprés usage et d’allumer la lampe

ultraviolette pendant 15 minutes.

2.8 Préparation des spécimens a amplifier — Salle de préparation des spécimens
3. Procédure

3.1 Porter des gants propres sans poudre

3.2 Pipeter avec précaution 5S0ul de chaque échantillon et 50ul du surnageant de contrdles
dans les tubes appropriés et marques contenant initialement le mélange de base (Amplicor

version 1,5 Master Mix).

Note : Eviter de transférer du produit non suspendu

3.3 Bien mélanger le liquide en I’aspirant et éjectant avec pipette et fermer les tubes.
3.4 Sceller les tubes en exercant une pression sur les couvercles avec I’outil.

3.5 Marquer la position des tubes dans le plateau

v



3.6 Congeler le reste du surnageant non amplifié¢ a - 70° C
3.7 Amplification — Secteur de Post-Amplification
4. Procédure

4.1 Installer le plateau d’échantillon dans le bloc pour échantillons du “ABI GeneAmp
9700 » Thermocycleur

4.2  Créer la programmation suivante :

Garder pour : 2 minutes a 50°C

Cycles : 5 cycles) 10sec. @ 95 C, 10sec @ 52 C, 10 sec @ 72C
Cycles : (35 cycles) : 10 sec @ 90C, 10 sec @ 55C, 10 sec @ 72C,
Garder pour : 15 minutes @ 72C,

Nota : Ne pas laisser les échantillons pour plus de 15 minutes

4.3 Enlever le plateau

4.4 Avec précaution enlever les couvercles afin d’éviter la création d’aérosols a partir du
mélange de Produits amplifiés. Immédiatement pipeter 100 pl de la solution dénaturante dans
chaque tube de réaction de PCR avec une pipette a multiple channels, mélanger, et en

aspirant et éjectant le liquide 5 fois.
4.5 Refermer les tubes.

4.6 Procéder a la procédure de Roche Amplicor HIV-1 DNA PCR (version 1,5) détection ou

réfrigérer les produits amplifiés dénatures a 2-8°C pour 1 maximum d’une semaine.




5. Détection

5.1 Réactifs et approvisionnements consommables

Trousse de RCP (PCR) d’ADN de Roche Amplicor VIH-1 version 1,5
Tampon de lavage — mélanger 100 ml de tampon a 900 ml d’eau des ionisée

Microplaques de controle interne (témoin — étalon) de Chlamydia (MWP) microplaques d’

VIH-1
Réactif — 2 tampon d’hybridization d’VIH-1
Réactif - 3 Avidine conjugue a la peroxydase de raifort

Réactif - 4A et AB Substrat (pipeter 12 ml de 4A + 3 ml de 4B dans un tube en
polypropyléne de 15 ml.

Réactif — 5 Réactif d’arrét (terminaison de réaction)
5.2 Procédure
5.3  Equilibrer tous les réactifs a température ambiante

5.4  Préparer la solution de lavage en mélangeant 1 volume de tampon de lavage 10x avec 9
volumes d’eau ionisée. Bien mélanger. Conserver a température ambiante la solution est

stable pendant 2 semaines.

5.5 Enlever respectivement la microplaque de (HIV-1 MWP) ainsi que celle du (Chlamydia
IC MWP) de leur emballage respectif.

5.6 Ajouter 100ul du tampon d’hybridation a chaque puits de réaction des 2 Microplaques a

analyser. Utiliser une pipette a multiple Channel.

5.7 Aprés la dénaturation, pipeter en double exemplaire 25 pl d’un méme produit amplifié
dénature (amplicon) cote a cote dans les puits des différentes barrettes). Utiliser les embouts
ART. Tapoter doucement la microplaque 10 a 15fois jusqu'a ce que la couleur change du

bleu au jaune clair, indication de ’homogénéité¢ du mélange

5.8 Couvrir la microplaque (MWP) avec son couvercle et I’incuber a 37°C pendant lheure

A%




5.9 Procéder a un prélavage bien avant la fin de la période d’incubation, en utilisant des

barrettes de puits vides afin de vérifier 1’efficacité du laveur de plaques.

5.10 Ensuite procéder au lavage du MWP (5 fois) a I’aide du Tecan Columbus Plate Washer

(ou procéder a un lavage manuel).

5.11 Tapoter le MWP sur une table en I’enveloppant avec du papier tampon pour éliminer

tout résidu liquide.

5.12 Ajouter 100 pl du réactif 3 a chaque puits de réaction (pipette a multiple channels)
5.13 Couvrir le (MWP) avec un nouveau couvercle et incuber a 37°C/15 minutes

5.14 Laver le MWP et procéder comme en 5.6.10 et 5.6.11

5.15 Préparer la solution de substrat réactif 4 (étape 5.6.1 a voir) durant la période de lavage
5.16 Pipeter 100 pul de solution Substrat réactif 4 (pipette a multiple Channels)

5.17 Incuber a température ambiante dans la noirceur pendant 10 minutes

5.18 Arréter la réaction en ajoutant 100 pl de solution d’arrét (Réactif 5) a chaque puits de

réaction a l’aide d’une pipette a multiple channels.
5.19 Lire la densité optique en utilisant un filtre de densité optique de (A 450nm)
6. Interprétation des résultats

6.1 Positif : Si la densité optique du VIH-1 est supérieure ou égale a 0,8 (quelle que soit la

valeur du IC DO)

6.2 Négatif : Si la densité optique du VIH-1 est inférieure a 0,2 et celle du CI est supérieure

ou égale a 0,2

6.3 Invalide : Si la densité optique du VIH-1 est inférieure a 0,2 et celle du CI est inférieure a

0,2 refaire le test.

6.4 Indéterminé : Si la valeur de la densité optique du VIH est entre les valeurs 0,2 et 0,8
et/ou si un échantillon de VIH-1+ se trouve proche d’un puits de contrdle positif ou si un
nouvel échantillon de VIH-1+ est proche d’un puits contenant un échantillon initialement

positif : refaire le test.
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La technologie Real time HIV-1®test des laboratoires Abbott

Figure : Appareil m2000sp/rt®

Mode opératoire

- Lavage des spots

Cette ¢étape est toujours précédée par le découpage des spots mais contrairement a

I’ Amplicor® HIV-1 DNA la technique m2000rt® utilise deux spots par échantillon par série.
v Addition du master mix

Dés ’appareil affiche « READY », cliquer sur « Order », ensuit sur « Master Mix Addition »

Sélectionner le Run concerné puis cliquer sur « Set Up Run »

L’identité de votre plaque et ses détails vous sont rappelés. Cliquer ensuite sur « Next » pour

continuer.

Entrer le nom de la plaque PCR dans « PCR Plate Name» (initiales de I’opérateur suivies de

la date du jour par exemple)
Retirer les bouchons du kit d’amplification et le placer a sa position.
Mettre un tube Master Mix

Placer une plaque de PCR
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Vérifier les containers (déchet liquide et solide et systéme fluide)

Sur I’étagere, vérifier I’absence de portoir sur I’étagére en position 1 et charger les portoirs de
cones 1000pl entierement remplis dans les positions 2 a 8 (le détrompeur métallique doit étre

situé¢ au fond de 1’étagere et par conséquent invisible)

Sur le plan de travail, sélectionner les positions des racks vides en cliquant sur le petit carré
associé. Echanger les racks vides par des racks pleins (le détrompeur métallique doit se situer

vers la gauche)

Au moins un des deux portoirs en position 1000ul doit étre plein mais également, un des deux

portoirs en position 200ul doit étre plein.
cliquer sur « Update » pour initialiser la table de travail et cliquer sur « Next » pour continuer.
Cliquer sur « Scan » puis sur « Next »

Avant de cliquer sur « Start », vérifier que : Les bouchons du kit d’amplification sont retirés,
le tube Master Mix est chargé, La DeepWell Plate est chargée et que La plaque de PCR est

chargée

A la fin, double cliquer sur « close », puis sur « resumeprocess » et enfin sur « yes »

Exportation des données a la fin du run de Master Mix Addition :

Cliquer sur I’onglet « Result » puis « View by PCR plate»

Sélectionner la plaque a exporter et cliquer sur «Export»

Insérer un CD ou sélectionner le réseau (Network) puis cliquer sur Start

NB : I’initialisation de 1’appareil M2000rt doit étre lancée 15 minutes avant I’amplification
v Amplification / Détection

Démarrer ’amplification et la détection en s’assurant que 1’appareil Abbott m2000rt est
initialisé. Sceller la plaque en utilisant le couvercle adhésif optique Abbott m2000rt et le fixer

a I’aide de I’applicateur

Dés que le m2000rt est en mode « Ready », cliqué sur 1’onglet « Orders » puis sélectionner «

test Orders »
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Cliquer sur « Import Order » pour importer les données de la plaque de PCR.
Cliquer « Next » puis « finish » pour enregistrer la plaque.
Ensuit cliquer sur « Set up run » dans « RunTasks » pour démarrer le run.
Vérifier que le plan de travail est bien chargé et cliquer sur « Next » pour continuer.
Ouvrir la porte du M2000rt, placer la microplaque de 96 puits et refermer la porte.
Cliquer sur « Start » pour lancer 1’amplification.

v Exportation des résultats de m2000rt®
A la fin de I’amplification-détection, cliquer sur « close » puis arréter I’appareil M2000rt.
Cliquer sur « Results » puis sur « Result by plate ».
Cliquer sur « Printresultlist » pour imprimer les résultats.

Les résultats peuvent étre sauvegardés sur CD en cliquant sur « Archive », ensuite mettre le

CD dans le lecteur et enfin cliquer sur « Start ».
Interprétation des résultats de la technologie Real time HIV-1®test des laboratoires Abbott

L’automate m2000rt® mentionne la présence ou 1’absence du virus dans un échantillon donné
contrairement a la charge virale ou I’automate m2000 quantifie le nombre de virus par ml de

sang.




Annexe II

MINISTERE DE LA SANTE REPUBLIQUE DU MALI

ootk koo UN PEUPLE- UN BUT-UNE FOI

SECERETARIAT GENERAL ookl
CELLULE DE COORDINATION DU COMITE

FICHE DE DEMANDE POUR LE DEPISTAGE ADN PCR DE L’INFECTION PAR LE
VIH CHEZ LE NOUVEAU-NE ET L’ENFANT DE MOINS DE 18 MOIS

Réservé au site demandeur

Allaitement : maternel U PCR1 Q4

Artificiel Q PCR2 Q

Mixte (]

Réserve a l’agent chargé du prélévement




Code de prélevement de ’enfant :...........ooooiiii i
Nom de la personne ayant fait le prélévement...................oooiiiiiiiinnn.n..

Date et ST@NaAtUIC. ...ttt ettt e
Réservé a I'INRSP

Date de réception du prélévement ©............oooiiiiiiiiiiiiii e
Observation sur le prélevement............oooiii it
RESultat du test ©. ...
Nom et prénoms de la personne ayant fait le test..................cooceiiiiin.L.

Date et STIZNAtUIC. ....o.utet it e e s
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Annexe 11
MINISTERE DE LA SANTE REPUBLIQUE DU MALI
Rk sk sk kR Rokokok ok UN PEUPLE- UN BUT-UNE FOI

SECRETARIAT GENERAL

sk ok sk sk sk skeoske sk sk skok

CELLULE DE COORDINATION DU COMITE|

SECTORIEL DE LUTTE CONTRE LE SIDA

FICHE TECHNIQUE POUR LA DEMANDE DE PCR ADN CHEZ LES ENFANTS NES
DE MERES SEROPOSITIVES

CONDITIONS PREALABLES

ENFANTS NES DE MERES SEROPOSITIVES DE MOINS DE 18 MOIS
QUAND FAIRE LA PCR

1R PRELEVEMENT A PARTIR DE 6 SEMAINES DE VIE
SIRESULTAT PCR1 NEGATIF : 2™ PRELEVEMENT

1 MOIS APRES LE 1¥ PRELEVEMENT SI L’ENFANT EST SOUS ALIMENTATION DE
REMPLACEMENT

2 MOIS APRES L’ARRET DE L’ALLAITEMENT

SIRESULTAT PCR1 POSITIF : DEMANDER LA CONFIRMATION IMMEDIATEMENT
INTERPRETATIONS DES RESULTATS

PCR 1 ET PCR 2 POSITIVES : ENFANTS INFECTES PAR LE VIH

PCR 1 ET PCR 2 NEGATIVES : ENFANTS NON INFECTES PAR LE VIH

RESULTATS DISCORDANTS ENTRE PCR1 ET PCR2: FAIRE UNE 3¢ PCR, LE
DIAGNOSTIC SERA ALORS LES 2 RESULTATS IDENTIQUES

CONDUITE A TENIR
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PCRI ET PCR 2 NEGATIVES : CONTINUER A SUIVRE CET ENFANT COMME LES
AUTRES ENFANTS NON INFECTES

PCR1 ET PCR2 POSITIVES : REFERER L’ENFANT DANS UN SITE DE PRISE EN
CHARGE PEDIATRIQUE
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