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Plus de trente ans aprés sa découverte, malgprdgees considérables enregistrés, le
virus de limmunodéficience humaine responsable lde pandémie du Syndrome de
I'ImmunoDéficience Acquise (SIDA), constitue 1&™S cause de mortalité dans les pays a
faibles revenus. Ce fléau demeure un challenge lpoaommunauté scientifique, malgré les
campagnes de prévention et de sensibilisation rsgnégque-la. L'ONUSIDA en 2012, estime
a 34,2 millions le nombre de personnes vivant dee¥IH/SIDA dans le monde avec 2,8
millions de nouvelles infections et environ 1,7lroils de déces liés au VIH/SIDA.

L’Afrique subsaharienne demeure la région du motaelus touchée avec 23,5
millions de personnes vivant avec le SIDA dont Byllions d’enfants. Toutefois des efforts
considérables ont été notés en particulier darcsd® au traitement dans les pays a revenus

faibles et intermédiaires, de I'ordre de 6,6 milBade personnes, soit pres de la moitié de ceux
éligibles.®

Les premiers cas de la maladie ont été décrit98m aux Etats Uni¢) De nombreuses
recherches ont permis d’isoler en 1983 le VIH-1 omragent responsable de la pandé(ilﬁ?e
Un second virus apparenté au premier mais géneétiguie distinct, a été décrit pour la

premiere fois en 1048 puis isolé en 1986 a partir de PBMC (PeripheraloBl Mononuclear

Cell) de patients Cap-verdiens et Bissau Guin&h©énommé VIH de type 2 (VIH-2), ce
virus est endémique en Afrique Occidentale, quieshl’épicentre de ce nouveau virle
VIH-2 présente de nombreuses similitudes avec k-Ylelles que I'arrangement des géenes de
base, les modes de transmission, les voies decaéph intracellulaire et les conséquences
cliniques. Toutefois, le VIH-2 est caractérisée pae transmissibilité faible et une évolution
vers le SIDA comparée au vIH-£9

Le VIH-1 est divisé en 4 groupes M, N, O et P. lreupe M, dont la plupart des
souches sont impliquées dans la pandémie acteslieonstitué de 9 sous types : A, B, C, D,
F, G, H, Jet K®? Le groupe P de découverte récente, n'a été idempifen 2009, et il n’a
montré aucun signe de recombinaison avec les agroepes de VIH-£Y

Au sein du groupe M, il existe des variants résuilthes combinaisons inter sous types :
ce sont leCirculating Recombinant FormERFs), qui sont au nombre de'5f des formes

recombinantes uniques (URI%%‘. %) Certains de CRFs recombinants occupent une place

importante dans I'épidémie: c'est le cas du redoart CRF02_AG, qui résulte d'une

! http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (Consulté le 19.07.13)
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recombinaison entre les sous-types A et G ; cembomnt est le variant prédominant en
Afrique de I'Ouest en général et au Sénégal enqodidr. (80, 117)

La gravité de l'infection & VIH/SIDA est liée auitfgue le virus cible principalement et
entraine la destruction des cellules du systemeumitaire portant la molécule CD4+ en
particulier les lymphocytes TCD4, les monocytetestmacrophages. De ce fait, la mesure du
taux de CD4 constitue I'un des marqueurs essentielsuivi biologique. Mais I'élément
essentiel dans la pathogénése du VIH est le nimessif de la production virale (dizaines de

milliards de particules virales libérées chaquer jobez le sujet infecté non trait§pi est
responsable daldestruction des cellules immunitairdg®

C'est dans le but de contréler cette réplicatiotenmive du virus et de freiner la
destruction massive des lymphocytes T CD4 que lgstss ayant un déficit immunitaire
important sont mis sous un traitement antirétré\{ildARV) hautement actif associant au
moins 3 molécules. Cependant, ce traitement doé faobjet d’'un suivi afin d’évaluer I'état
d'immunodépression du malade mais aussi d’appréci@&ponse au traitement.

Le niveau de la réplication virale est mesuré patdtermination de la charge virale qui
est également un marqueur indispensable dans léariog du TARV. Les premiers tests

commerciaux ont vu le jour en 1996. Depuis, ils drgaucoup évolués et ont été

considérablement améliorés pour tenir compte deata@bilité du VIH-1(124); leur seuil de

détection est de 10 a 50 copiesﬁm.

Dans les pays a ressources limitées, les obstardgsurs de la réalisation du suivi des
patients sous TARV restent le colt (50 a 100 USDtgxt), le nombre limité d'infrastructures
adéquates, et la logistique (difficultés liées rmngport et a la conservation des prélevements
sur tube).

Tous ces obstacles, posant un réel probléme posuilé virologique des personnes
vivant avec le VIH (PVVIH) en zone décentraliséet favorisé la promotion de I'utilisation du

papier buvard ou DB®ried Blood Spot comme support alternatif de prélevements sanguins.

g
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60 . , <, . \
©9) e recours au papier buvard pour l'analyse deieyeénents sanguins remonte a

1960 avec le test de Guthr(lseo); il permet le recueil du sang et la conservationssforme
desséché sans détérioration des acides nucléiymssles DBS peuvent étre aisément réalisés
et envoyer au laboratoire apres respect des conditie sécurité et d’hygieéne. De nombreuses
études ont également rapportées l'usage des DB&edechnique performante pour le suivi
virologique (charge virale et génotypage de réscdpdes PVVIH en zone décentralisée et

recevant un TARV afin de prévenir le développentenla résistance aux AR 60)(100. 101)
Au Sénégal comme dans la plupart des pays en Afridjexiste a ce jour un nombre
limité de laboratoires capables de réaliser cei saimvlogique,(Go) tous localisés au niveau de

la capitale. Pour tous les patients vivant en debderDakar, la charge virale est réalisée depuis
2008 sur DBS en utilisant la technologie NucliseasyQ HIV-1 Version 2.0 des laboratoires
Biomérieux.*?

La plupart études de charge virale sur DBS ontagpps la validité de I'utilisation de 2
spots de 50ul de DBS (de 12mm de diametre) poqguéantification de la charge virale ; et
c’est dans ce contexte, que nous nous sommes @opdsvaluer I'impact du volume de sang
déposé sur le papier buvard, sur la valeur dedagehvirale mesureée.

Pour atteindre cet objectif, nous avons comparédsgitats de charge virale de 2 spots
de 50pul, 75ul, 100ul et 150ul de sang déposés apiempbuvard a un volume de 100ul de
plasma.

Ce sont les résultats de cette évaluation qui podgentés dans ce travail que nous
aborderons comme suit :

= Une premiére partie avec les chapitres :
v’ Généralités sur linfection a VIH/SIDA, sa physitipalogie et son
diagnostic biologique.
v Prise en charge des PVVIH au Sénégal.
= Une deuxieme partie avec les chapitres :
v' Contexte, Justificatif et Objectifs de I'étude.
v' Matériel et Méthodes.
= Une troisieme partie ou les résultats obtenus semoalysés, commentés et
discutés avec la revue de la littérature.

= Une conclusion avec des recommandations et degqutinges qui en découlent.
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Chapitre | : L’infection a VIH/SIDA

1. HISTORIQUE DE L’'INFECTION A VIH/SIDA

En 1981, des chercheurs du CDC (Center for Dis€as¢rol ; USA) d’Atlanta dans le
Mortality and Morbidity Weekly Reportdécrivaient 'apparition chez des jeunes homosksxu

masculins d’une infection rare, présentant un tabldinique inhabituel. A cette méme époque,

les pneumonies Bneumocystifiroveci anciennementarinii @) puis les sarcomes de Kaposi

observés chez les malad&sétaient corrélés a un déficit immunitaire proforagja reconnu
comme étant lié a une disparition d’'une populaties cellules de I'immunité : les lymphocytes
T CD4. Ces observations orienterent la recherchiéadent responsable vers celle d’'un virus
dont le refuge serait les cellules immunes desrmagdéymphoides.

Le Syndrome d’'ImmunoDéficence Acquise (SIDA) a &gidement considéré comme
une maladie virale transmissible par voie sexuglé, voie sanguine et plus tard par le lait

maternel & ¢° 115

C’est ainsi qu’en 1983, I'équipe du Professeur M@SNIER (0. 24 de Tinstitut
Pasteur de Paris isola pour la premiére fois didsle® lymphoides ganglionnaires d’'un patient
atteint de lymphoadénopathie généralisée persestamt rétrovirus humain encore inconnu a
'époque. Ce virus fut dénommé quelques années fals Virus de I'lmmunodéficience

Humaine.

Des 1985, la notion de variabilité génétique du \AHeté évoquée par la découverte
chez les patientes travailleuses du sexe, origisairAfrigue de I'Ouest, d'un second virus
apparenté au premier mais génétiguement didinéP ces virus de la meme famille,

considérés comme agents responsables du SIDAtfdégrommés apres une harmonisation

taxonomique, VIH-1 et VIH-2.

En 1985, l'utilisation de peptides liés au mémepsupen polystyréne comme dans la
synthése des peptides a permis la mise en planesgdtéme de test hautement spécifique et
sensible, sans risque de réaction croisée nonfgp&cien raison d'une contamination par des
matieres de protéine bactérienne ou celluléﬂ%Depuis le début des années 90, différentes
techniques ont permis de réaliser des tests dstdgpia résultat rapide. Au milieu des années
2000, des tests rapides, utlisant les techniquémndinofiltration ou d'immuno-

Y
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chromatographie a la recherche d’anticorps anti-VIH ont vu le jour et permettent d’obtenir un
résultat dans un délai inférieur a 30 minutes grace a un kit de réactifs sans avoir besoin d’avoir
recours aux equipements sophistiqués d’un laboratoire. lls peuvent étre réalisés sur différents
fluides biologiques dont le sérum, le sang total ou la salive.

En 1996, les premiers tests commerciaux pour la détermination de la charge virale de

linfection a VIH-1 ont été disponiblegz) ainsi que les premieres trithérapies. Les résultats

apres leur mise en place ont été encourageants.

2. BIOLOGIE ET TAXONOMIE DU VIH-1

2.1. Définition et classification du VIH-1

Le VIH-1 est unLentivirusappartenant a la famille dBtroviridaeet a la sous-famille
desLentivirinae.

Les Retroviridae(ou Rétrovirus) constitue une famille de virus @ ARN caractérisés par
la présence d’'une enzyme structurale, la transcriptase inverse ou reverse transcriptase (RT)
capable de synthétiser, a partir de ’ARN viral, un ADN bicaténaire qui va s’intégrer dans le
génome de la cellule hote.

Les Rétrovirus étaient subdivisés en 7 genres regroupés dans 3 sous-familles selon
'ancienne classification. La nouvelle classification basée sur leur pathogénicité et leur

morphologie ne considére plus que 2 familles : celledidsovirinaeregroupant les 6 premiers
genres y compris les Lentivirus et celle Smumavivrinaéls)

Les Rétrovirus sont capables d’infecter toutes les especes animales, notamment les
vertébrés parmi lesquels : les bovins, les caprins, les équidés, les chats et les primates. Le VIH-
1 est classé dans le « sous-genre » ldastivirus des Primates a l'instar des virus de

'immunodéficience simienne ou SIV (Simian Immunodeficiency Virus).

2.2. Morphologie et structure du VIH-1

Le VIH-1 se présente schématiquement en microscopie électronique sous forme de

particule sphérique de 90 a 120 mm de diamétre comme le montre la figure 1.

)

Rﬂﬁgaﬂf‘- grd?‘af'f.cam @
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Figure 1: Structure du VIH  http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HIV Virion-fr.svg

La particule virale comprend de I'extérieur verstérieur :

Une enveloppeconstituée d’'une bicouche lipidique qui provient lde membrane
plasmique de la cellule héte, acquise par le Totsde sa sortie par bourgeonnement.
Cette membrane porte 2 types de glycoprotéinegg [E20 et la gp 41.

La glycoprotéine 120 (gpl120) est une partie impaeales pointes de I'enveloppe qui
ornent la surface du VIH-1 et une des principalbies des anticorps neutralisants.
Cette glycoprotéine de surfadgpl20) est attachée de fagcon non covalente a la
glycoprotéine transmembranagp41.

Les protéines d'enveloppe gpl20 et gp4l jouentdien arucial de récepteur dans la
liaison et la fusion membranaire du virus avec liiogytes CD4 +. Le fragment 254-
274 de la gpl20 est conservé dans toutes les souaieh®/IH, et faisant partie de la
protéine gpl120, il se comporte d’'une part comme<immuno silencieux » et d’autre
part comme un « immuno réactif ». Lorsque ce fragrse lie a son récepteur, il active
le domaine de fusion de la gp4l qui permet la pétiéh du virus dans les cellules
CD4 + des cellules-hote§

Une matrice constituée par la protéinel 7, est retrouvée sous la bicouche lipidique. La
protéinel7 MA est liee a la surface interne de I'enveloppe jpairermédiaire d’'un
acide myristique et stabilise la structure.

La protéine pl17 du VIH-1 est une principale prodéde structure impliquée dans les
différentes étapes du cycle de vie du rétrovirlie. fiarticipe aux premieres étapes de la
réplication du virus et dans l'enveloppement desng néoformés et I'assemblage des

particules. Outre ses fonctions bien établies 1A @git comme une cytokine virale qui
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fonctionne sous forme pro active. Les cellules maunes favorisent la production et la
libération des cytokines pro-inflammatoires etdplication du VIH-1 apres liaison.a un
récepteur cellulaire (p17R). Ainsi, la pl17 pourrgitier un réle clé.dans leyréseau
complexe de facteurs de stimulation héte et dériksirus qui contfibuent @ créer un
environnement favorable pour 'infection et la liéalion.(40)

La pl7 a une capacité d’induire une activationret mflammation desdmonocytes ; il a
été démontré que le CXCR1 est un récepteur moiéeutesponsable de I'activité des
chimiokines de la p17 sur les monoc;ff‘e%.

La protéine pl7 agit en aval de la protéine kin@set inhibe la kinase du facteur
neurotrophique B-brain-derived de la voie du géeepttyrosine (TrkB-BDNF). Il
empéche les facteurs de survie et augmente/l'estpregle la protéine précurseur de
lamyloide suggérant ainsi son implication ‘dans Veses Abeta pro-apoptotiques

présentes dans la maladie d'Alzheint&P

Une capsidesituée au centre du virus, de structure coniqueegeol’ARN viral et est
constituée de la protéing24. Ellef possede 2rrégions fonctionnelles essentiellas
région majeure d’homologie (MHR) et la région Nrtémale (Amino-terminale). La
région majeure d’homologie en position centraléadgrotéine, intervient avec la région
Carboxy-terminale (C-terminale); dans la formaties oligomérep24 CA conduisant
a l'assemblage de la partieules virale. La régionteNnrinale intervient dans la
morphogénese de la capsi88.5)

e Une nucléocapsideconstituée principalement par une protéine basiguelLa p7
possede 2 motifs en doigts de zinc, le premier pdemt 'emballage de 'ARN par
interaction avecflesnacides nucléiques ; le secestdrequis pour la stabilité des
particules virales.

Le role de lanucléocapside (NC) dans les étap&sopes de la réplication rétrovirale
semble étre celui d'un facilitateur pour l'intégmatet la transcription inverse'un des
principaux, roles.du NC est d'améliorer I'efficacité I'infection précoce, augmentant

ainsi la probabilite de réplication productive fatalement, de la survie des rétrovirus.
(116)

NCp7 est une protéine qui a un réle de chaperoraig aussi un important réle dans la
dimerisation de 'ARN et son encapsidation. La pne® et le type du doigt Zn est
important pour l'activité chaperon du NCp7 mais pasire des doigts Zn.

e
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La protéine p6 : elle joue un réle dans I'incorporation de VPR (ViPaotein R) lors de
'assemblage de particules virales indique que p@lute les interactions membranaires
du géne gag du VIH-1. Il régule I'étape finale adibbération des virions naissants de la
membrane cellulaire une action tardive. Il a ététméoque la p6 module les interactions
membranaires du gégagdu VIH-1.2%)
e Un génome viralreprésenté par 2 brins d’ARN monocaténaires deipblaositive.
* Des enzymes virales savoir,la reverse transcriptase (RT), l'intégrase (IN) etia
Protéase (PR).
Outre les protéines virales, on retrouve aussi dangarticule virale des molécules

d’origine cellulaire.

2.3. Organisation génomique du VIH-1

Le génome du VIH-1 est caractérisé par une grardhilité et un polymorphisme
d'une souche a une autre ; cependant la structéngtigue est toujours similaire et, de
l'extrémité 5’ — P vers I'extrémité 3'- OH, on retrve 'organisation suivante : LTR-gag-pol-
vif-vpr-vpu-env-tat-rev-nef- LTR.

Les LTR (Long Terminal Repeat) sont des séquenaes godantes contenant de
nombreux sites potentiels de liaisons avec deimes cellulaires.

Neuf cadres de lectures ouverts (ORFs, Open reddamges) sont présents, chacun
correspondant a un gene. Certains de ces genesitcpdar plusieurs protéines via un
précurseur : ce sont les génes de strugagg pol etenv. D’'autres genes sont présents sur le
génome : ce sont les génes régulateurs (tat eetdes genes accessoil@s-vpr-vpuet nef).

Deux protéines sont codées en exons : Tat et Reté(pes régulatrices).

)
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2.3.1. Les genes de structure

B : tat et rev

(regulation de transcription);
nef, vpu (assemblage des
particules virales); vif, vpr

(MGTE) fhe infermnatonal irhuncGereTies information sysfern® hifcdwaw gt o, E Gemol, 2008

Le génegag (génes des antigénes de groupe) : c’est le praradre de lecture ouvert sur

le génome VIH. Il a une longueur d’environ 1500 (Phires de bases) et code pour la poly

protéine Pr 55gag qui, aprés clivage par la pretédsnne de I'extrémité N-terminale vers C-

terminale, les protéines structurales du virionureat p17MA, p24CA, p7NC, p6 et 2 petits

peptides pdag et pgyag Une mutation introduite dans le géegeg (dans la partie codant pour

la protéine p24) entraine I'incapacité du virus énutse répliquer.

Le domaine MA (matrice) de la poly protéine gaggaqulusieurs réles importants au

cours de I'assemblage du virus. La poly protéirmgeegh connue pour cibler le feuillet interne de

la membrane plasmique pour le bourgeonnement dig,vinais des études récentes ont révélé

que MA contribue également a I'emballage séledafiwd’ARN génomique (ARNg) dans les

virions. (90)

Le ciblage et la reliure de Gag a la membrane ptasensont les premiéres étapes de ce

processus d'assemblage et sont médiés par le dodwia matrice de Ga

6)

Le genepol (pour polymerase) c’est le gene le plus conservé du génome, avec un

longueur d’environ 3000 Pb, codé sous forme de podyéine Pri60gagpol. A son extrémité




Evaluation des différents volumes de sang déposés papier buvard pour la quantification de 2013

I'’ARN viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

existe un petit gene qui code pour une protéastldaile est de cliver les protéines produites

par le gengag Le genepol code pour les 3 enzymes virales :

La transcriptase inverse Tl: c’est une ADN polymérase ADN/ARN dépendante qui
est 'une des enzymes les plus importantes. Etleesponsable de la transformation de
'ARN simple brin en ADN proviral simple brin, puide la formation de 'ADN
complémentaire qui va donner naissance a un ADNblddorin capable de s’intégrer
dans le génome cellulaire. Elle est aussi respdmshbla grande diversité du VIH, du
fait de la survenue de nombreuses erreurs pendantycles de réplication et de
I'absence de fonction de correction.

La protéase virale PRjoue un réle important dans la maturation de kiqade virale.

Il est obtenu apres clivage de la polyprotéine Pes. polyprotéines Gag et Gag-Pol qui
sont incorporées dans les virions immatures doiggetclivées par la PR pour produire
des virions matures qui sont infectieux. Cette madion se produit pendant ou peu
apres les bourgeons du virus de la cellule h6teclRR au niveau de plusieurs sites au
sein de la polyprotéine Gag-Pol pour produire legssunités MA, CA, NC, et les
protéines P6.

L'intégrase IN va permettre l'intégration dans le génome de ldukeelinfectée de
I’ADN néo synthétisé par la TI. Pour cela, I'enzycmupe le génome cellulaire pour y

intégrer le provirus par les séquences LTR qui tituest les points d’ancrage.

Le géneenv(pour enveloppe) c’est le gene le plus variable avec une longueur

d’environ 2500pb. Il permet la synthese des glyotfines de I'enveloppe virale a partir d'un

précurseur intracellulaire. Il est caractérisé parpolymorphisme important qui permet au

virus d’échapper au systeme immunitaire.

Les glycoprotéines Env sont synthétisées sous fatmmee poly protéine (gpl60) qui

est clivée par des protéases cellulaires vont danngaturité la glycoprotéine de surface gp120

et la glycoprotéine transmembranaire gp4l. Lorsl'aesemblage du virus, le complexe

gp120/gp4l est incorporé sous forme de pointegdidtéériques dans la bicouche lipidique

. . 3
des virions nalssantg. )

Le VIH-1 est entierement dépendante de la protémepour pénétrer dans les cellules.

Le précurseur Env (ou gpl160) géneére les 2 glycépres qui forment I'enveloppe virkt® -

La glycoprotéine de surface Gp120est composée de 5 domaines (C1-C5) trés bien
conservés d’'une souche a l'autre et, de 5 doméipiesrvariables (V1-V5) qui forment




Evaluation des différents volumes de sang déposés papier buvard pour la quantification de 2013
I'’ARN viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

a leur base des boucles. La boucle V3 apparait ldaclsoix du tropisme viral et elle
détermine l'efficience avec laquelle, le CD4 sotulgleut bloquer linfectivité de la
souche virale.

 La glycoprotéine transmembranaire Gp4l, contient un domaine N-terminal
promoteur de la fusion membranaire entre le vituk eellule hote. Elle est liée aux

régions hydrophobes des extrémités N-terminal dgp12Q0

2.3.2. Les genes de régulation et les genes accessoires

Les genewif, vpr, vpu, nekont des génes accessoires alorsrquet tat codent pour
les protéines virales régulatrices donc tous léssrée sont pas encore tout a fait élucidés ;
mais leur implication dans le cycle réplicatif diiug a été décrite. Ces protéines semblent
également participer a l'infectiosité du virus etaapathogénicité en modifiant I'expression des
genes cellulaires.

» Le génetat (trans-activator of transcription), formé de dewores, il code pour les
protéines pl6Tat et pl4Tat, toutes deux fonctidaselLa pl4, synthétisée la
premiere, se lie a I'élément TAR du LTR pour aatile transcription des ARNm
viraux. Tat, petite protéine de base (86-102 résidus), ianeélconsidérablement
I'efficacité de la transcription virale.

Tat est une protéine de transactivation robustd Bactivité de transactivation n'est
pas limitée a des génes du VIH-1 seul. En plusadaddulation des génes du VIH-1,
Tat semble réguler positivement un certain nomlergé&hes viraux non-VIH, résultant
en une activation du virus. En plus des missionsrétilation de Tat dans la
transactivation des genes des virus, elle a étdiquge comme un modulateur de

niveau d'expression d'un certain nombre de gérihaﬁaixes.(lll)

> Le generev (regulator of expression virus) est le secondeiactle régulation nécessaire
a I'expression du virus. Il code pour la phosphtdine pp20Rev qui s’accumule dans le
nucléole de la cellule hote et qui intervient denségulation post-transcriptionnelle des
genes de structure assurant le transport des titsnpomaires ou mono-épissées du
noyau vers le cytoplasme.
La protéine Rev a été longtemps reconnue commaetésdspour la phase tardive du
cycle de réplication du virus, en raison de saef@tigmentation de I'expression des

protéines structurales. Tout de méme, un certainbme d'études récentes ont démontré
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gue Rev peut également interférer avec l'intégnadi® 'ADNc par transcription inverse
dans le génome de la cellule hétR)

» Le genevif (viron infectivity factor) est une petite phosphatgine de base de 23kD,
qui est essentielle a la réplication virale et ap#hogénése. La fonction la mieux
caractérisée de Vif est sa capacité a neutrakstackeur antiviral de la cellule héte qui
est TAPOBEC3G, ce qui rend les particules virgiess infectieuses. En outre, Vif peut
réguler la transcription inverse et la phase avamegla réplication de la particule virale

et provoquer la cessation du cycle cellulaire eﬁsprGZSm

» Le génevpr (viral protein R) code pour une protéine de 14kBonporée dans le virion
et qui est localisé dans le noyau. Cette protéamdribue a la pathogenéese du VIH-1 a
travers la transactivation des LTR, le transportcdmplexe de pré intégration dans le
noyau, I'arrét de la croissance cellulaire en pla2et I'induction de I’apoptosés.G)

> Le genevpu (viral protein U) est retrouvé dans le génome did-¥ et du SI\4z et non
chez le VIH-2. Elle est la plus petite des protéinedées par le VIH-1. Cette protéine
transmembranaire interagit avec la molécule CDdiaeau du réticulum endoplasmique
rugueux (RER), entrainant sa dégradation par la goiprotéasome. Vpu joue un réle de
facilitateur pour la libération des virions a pades cellules infectées. Cependant, la
libération du virus est spécifique de certaineduted, ce qui suggére que certaines
cellules peuvent exprimer un facteur de restricjanempéche la libération du virus en
absence devpu La BST-2 (Bone Marrow Stromal antigen 2) ou tethe a été
identifiée comme étant ce factéti”

» Le génenef (negative expression factor) code pour une protée@7kD myristillée et
qui est une des premieres synthétisées dans lesesdahfectées. Il est I'un des genes
accessoires les plus importants. Le gene nef estse@ire pour une forte réplication
virale et par conséquent, contribue indirectemdatdestruction des cellules T CD4+.

2.3.3. LesLTR

Le génome du VIH-1, comme tout rétrovirus, présenthacune de ses extrémités une
séquence appeldsng Terminal Repedl TR) ou longue répétition terminale. Les LTR, qui
sont des régions non codantes, contiennent lesélsmromoteurs qui contrélent I'intensité de
I'expression des genes du virus et l'intégratiox ganes de la cellule hdte. Des séquences

cibles sont présentes au sein des LTR :
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* Laséquence TAR est activée par le geane
* La séquence NFEB, capable d'initialiser la rétrotranscription, eattivée par les
lymphokines (TNF) ou par des facteurs viraux (vided’hépatite B par exemple).

Le réticulum endoplasmique est le principal chapetes LTR"®

2.4. La variabilité génétique du VIH-1

La variabilité géenétique du VIH-1 fut reconnue ttét aprés sa découverte. Les virus
isolés chez différents patients n’étaient pas ggnément identiques et au sein d’'un méme
patient, de multiples formes virales étaient idexds. Dés 1986, on connaissait I'existence de
deux types de virus, le VIH-1 le plus répandu dBnsnonde et le VIH-2 a localisation
restreinte et essentiellement retrouvée en Africeié@uest.

Bien que le VIH-1 et le VIH-2 appartiennent au mésoes-groupe desentivirus ils

ne présentent que 40 a 50% d’homologie génorﬁf’d’bet chaque type de virus est lui-méme

représenté par des virus génétiquement éloﬁ@lr)lés!\insi le VIH-1 est divisé en 4 groupes de
virus : les VIH-1 du groupe M (majoritaire), quircespondent aux virus les plus répandus dans
le monde, les VIH-1 du groupe N (non M et norﬂleﬂ et du groupe O (Outlie(?)z) qui ont été
identifiés respectivement au Cameroun et dantigisms de I'Afriqgue Centrale, les VIH-1 du
groupe P découvert recemment en 2609

Les VIH du groupe M sont eux-mémes représentésliffarents sous-types (A, B, C,
D, F, G, H, J et K) et sous sous-types (Al, A2, A8, A5, F1, F2...); le sous-type C est le
plus répandu dans le monde. Linfection simultamen individu par deux sous-types
différents de VIH-1 est possible et peut étre respble des événements de recombinaisons
virales et engendrer des CRFs. De nos jours, 5508 été décrits dont le CRF02_AG est la
plus répandue des CRFs dans le mofd2. Par ailleurs, on note les URFs pour Unique

Recombinant Forms qui sont des formes recombinaetesuvées de facon sporadique chez

des individus isoléd’% %8

? http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (Consulté le 19.07.13)
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virions.

2.5. Le cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 est un processéiguentiel soumis a la régulation

par des protéines virales et cellulaires.

Le VIH est un rétrovirus qui a besoin d’intégrerrioyau de la cellule infectée pour

(99)

détourner le fonctionnement cellulaire afin d’assusa réplication.

L’infection virale peut étre décomposée en plusieétapes correspondant chacune a un

maillon essentiel du cycle de réplication du viatsaboutissant a la formation de nouveaux

» L’attachement (Figure 3) du virus a la cellule hoéte se fait par une intecact

spécifique entre la gp120 et son récepteur, la catdéCD4. Cette fixation induit des

changements conformationnels permettant la recesaace de la gpl120 par les co-

récepteurs. Il y'a alors fusion entre la membrainales et la membrane cytoplasmique

cellulaire

@ Georges Dolisi Frotéines de membrane ou

protéifnes : 120 et gp 41
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AR et
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irver se
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Action des corécepteurs et fusion des membranes
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Figure 3: Schéma de la fixation (3a) et de I'entrée du VIH3b)

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» La décapsidation et la transcription inverse (Figue 4) :au cours de cet événement,

le virus est partiellement et progressivement d&sablé dans le cytoplasme. C’est a

partir des complexes obtenus qu’a lieu dans leptgsme la transcription inverse du

génome viral. Grace a un ARNt lysine comme amolaeRT synthétise un brin

d’ADN complémentaire de I'ARN viral et génere a gha extrémité de longues

répétitions terminales identiques (Long Terminap&a). La RNAse H dégrade le

brin d’ARN pendant qu’un deuxiéme brin d’ADN estnstitué. Le génome viral
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s’associe avec des protéines virales et cellul@rean complexe nucléoprotéique, le

complexe de pré-intégration.

ARN viral
Reverse transcrip tase
s (R [} (6] = i) on
ADN viral monohrin
ﬂ ADN polymérase
—LTR ADN viral i deuxhrins — TR —>
@ Creorges Diolisi

| Transcription de ARN viral en ADN 4 1 puis 4 2 brins |

Figure 4 : Schéma de la transcription inverse

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» L'import nucléaire et l'intégration (Figure 5): apres la transcription inverse, le
génome viral est acheminé dans le noyau de laleedbus forme de complexe de pré-
intégration au noyau. L’ADN viral est intégré dafSDN chromosomique de la

cellule infectée par I'action de l'intégrase virale virus est alors sous sa forme de

provirus.
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Entrée del” AT dans le noyan Intégration de 17 AT wiral

Figure 5 : Schéma de l'intégration

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» Transcription et traduction (Figure 6) : & partir du promoteur viral situé en 5’ du
LTR, les copies intégrées d’ADN du VIH-1 servent whatrice pour la synthése
d’ARN messagers viraux grace a ’'ARN polyméraset lles interactions coordonnées

de la protéine Tat et des facteurs de transcription
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Figure 6 : Schéma de la transcription (6a) et de laaduction (6b) du génome viral

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» L’'assemblage et le bourgeonnement (Figure 7)les poly-protéines Pr55Gag et
Pr160Gag-Pol, en association avec les protéinesssoites (Vif, Vpr et Nef) et le
génome viral nouvellement synthétisé, se regroupdamtmembrane puis s’assemblent
avec les protéines de I'enveloppe, la gpl120 etpklgC’est le Vpu qui stimule la
relache des nouvelles particules virales. La peatéairale clive les précurseurs
protéigues Pr55Gag et Pr160Gag-Pol et la capsid®sdense puis adopte sa forme

caractéristique en cone. Le virus peut alors emtam@&ouveau cycle de réplication.
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Figure 7 : Assemblage et bourgeonnement des nouweavirions
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2.6. Le tropisme du VIH-1

Les cellules sensibles a l'infection VIH sont pipadlement celles qui expriment a leur
surface le récepteur CD4+ et l'un des co-récepte@ER5 et/ou cxCR#Y Toute

modification dans les préférences des coréceptams que l'efficacité et le mécanisme
d'interaction entre le VIH-1 et le CCR5 et/ou le ©X4 a une influence significative sur le
tropisme viral, la progression de la maladie e&f@onse aux antagonistes du corécepfgﬁr.

La découverte du VIH-1 fut rapidement suivie parc#actérisation de son principal
récepteur cellulaire, le CD4. Chacun des monomgeegpl120 contient un site de liaison pour
le CD4. Cette molécule s’exprime fortement surtlegnocytes et les lymphocytes TCD4+
matures, et plus faiblement sur les monocytesmasrophages, les cellules dendritiques, les
cellules neuronales et les cellules gliales. P@uas, le CD4 agit aussi comme ligand pour le
Complexe Majeur d’Histocompatibilité de class€@MH 11). Le CCR5 et le CXCR4, deux
co-récepteurs de chimiokines, sont apparus, aeuniles années 90, comme des éléments clés
du processus d’entrée virale. Il s’est avéré queecoerécepteurs coopérent avec le CD4 lors du
processus de fusion. Bien que d’autres réceptauchimhiokines ont été également décrits (le
CCR2b, le CCR3, le CCR8, le CXCRS3, le CXCL16) le @4 et le CCR5 sont les plus
utilisés. L’'emploi préférentiel de I'un ou de I'aetdes co-récepteurs détermine le tropisme des
souches virales (X4, R5, X4R5). Les souches Rxiaf¢ uniguement des cellules exprimant
le CCR5 a leur surface (macrophages, cellules deqndes, cellules TCD4+ activées). Par
contre les souches X4 ciblent et infectent exckrmignt les cellules exprimant le CXCR4

(cellules T CD4+ naives).

3. Physiopathologie de I'infection a I'infection a VIH1

L’infection par le VIH-1 induit un déficit progresconduisant a I'apparition
d’infections opportunistes, et de néoplasies carmseint le SIDA clinique. Le VIH a pour
cibles les cellules du systeme immunitaire prinieipeent celles exprimant le marqueur CD4+
c’est-a-dire les lymphocytes T CD4+, le monocytesrophage et les cellules dendritiques. La
conséqguence est une diminution importante du nombde la fonctionnalité de ces éléments

protecteurs qui deviennent ainsi incapables der@lentles agents microbiens. De plus, chez

les sujets infectés, les lymphocytes T CD8+ nogiret entrent en apopto@é).
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L’infection a VIH-SIDA évolue en trois phases :damo-infection, la phase de latence
clinique et la phase d'immunodépression symptoroatapoutissant au SIDA. Chacune de ces

phases est associée a une modification particudigtaux de CD4+.

3.1. La phase de primo-infection

La primo-infection correspond a la période situétreela transmission du virus et
lapparition d'une réponse immunitaire spécifiquentte le virus. La primo-infection
correspond a un ensemble de manifestations clisigeiebiologiques s’apparentant a la
mononucléose (fievre, rougeur cutanée, fatigue rypigite, myalgie) accompagnés d'une
virémie importante. Cette période est aussi carnaét par une chute marquée du compte de
cellules T CD4+ dans le sang périphérique et dertaation d’'un réservoir de cellules T CD4+
infectées de fagon latente par le VIH-1.

Le moment entre I'infection virale initiale et ltatnte du niveau viral de base constitue
la phase aigué de la maladi® Bien qgue certains individus soient asymptomatiqliesnt
cette période, 50-90% des individus infectés déppat des symptbmes non spécifiques
ressemblant a la grippe. La primo-infection se a#érése par une réplication trés active du
virus, notamment dans les organes lymphoides sagesd(rate, ganglions lymphatiques)
donnant naissance a une virémie considérable. &&glis-ci est vite contrdlée par une intense
réactivité lymphocytaire T cytotoxique clonale, gpeut cependant, induire des effets

immunopathologiques contribuant au déficit immungtacar dirigé contre d’autres cellules

. .- . LN . (9
Immunitaires exprimant les antigenes V|ra(u§<).

3.2. La phase de latence clinique

Il ne s’agit pas d’'une phase de latence virologioéene si les taux de CD4 et de charge
virale paraissent relativement constants. Le sujecté entre dans une période
asymptomatique définie comme la période de latefiogque (aussi appelée chronique) qui
persiste pendant plusieurs années (approximativieii@0 ans) avant que ne surgissent les
signes cliniques de la maladlea virémie, qui est trés basse au début de la ptimsmique,
demeure en lente progression tout au long de pbtise en raison d’'une réplication virale se
poursuivant inexorablemert®

Cependant, c’est durant cette phase que le viryzresadre progressivement le dessus

sur le systeme immunitaire. Les cellules follicteéai dendritiques, les lymphocytes et les
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macrophages constituent les principaux réservoirsvidus a partir desquels vont pouvoir
s’appliquer les stratégies virales de destructiosydteme de défense de I'organisme a savoir :
- induction progressive dune réponse CTL inappragriédéplétion et
dysfonctionnement des lymphocytes T CD4+.
- modification des propriétés biologiques du virus.
- variation antigénique conduisant a une diversiicatvirale qui aggrave

I'inefficacité de la réponse immunitaire.

3.3. La phase symptomatique aboutissant au SIDA

Ce stade se caractérise par l'apparition d’anomghieils ou moins graves et non
spécifiques, mais qui persistent chez les indivitifisctés. L'amaigrissement, le gonflement
des ganglions, la diarrhée et la fievre constitdestsymptomes frequemment rencontrés. Par
ailleurs, les individus peuvent également développezona, une candidose oropharyngée, des

crises d’herpés et une leucoplasie chevelue dmgub.(87)

Le SIDA correspond au moment de I'effondrement yitesme immunitaire (déclin des
lymphocytes T CD4+) et de l'augmentation de la wie Ce stade, le plus sévere de
I'infection, se caractérise par le développementndéadies graves touchant diverses parties du
corps. On retrouve notamment la Pneumorffmaumocystis jiroveci anciennement carinla
tuberculose et la toxoplasmose... or, chez les idd&iimmunodéprimés, le systeme
immunitaire ne peut plus arréter la multiplicataa ces micro-organismes, puisque les cellules
T CD4+ « mémoires » qui répondaient spécifiquenraerds antigenes ont été détruites et que le

systeme n’est pas assez fort pour régénérer lkseselymphocytes T effecteurs.
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» LES NON-PROGRESSEURS A LONG TERME2)

Quelques PVVIH dont le nombre approximatif se situantre 5 et 7%, ont vécu
pendant plus de 10 a 15 ans avec un taux de CDdahet sans manifester de symptomes de
I'infection par le VIH. Ce sont les non-progressearong terme.

Les sujets Non-Progresseurs a Long Terme (NPLTY siéfinis comme des personnes
infectées par le VIH, non traités et sans SIDAwacaun taux CD4 élevé et une faible charge
virale plasmatique pendant 10 ans ou plus aprésdtion. Les HIV Controllers (HIC) sont un
sous-ensemble de (NPLT) qui ont en outre une vizéndétectable?

Il semblerait qu’il existe des différences sigrafiwes en faveur des HIV Controllers
(HIC) comparées aux patients progresseurs, au unideal'expression des CD40L, de la
régulation des T (regs) et de CTLAZY
La lente évolution de l'infection a VIH chez les NIPde race caucasienne, semble étre due en
partie a I'hétérozygotie du CCR5 alled32, probablement par diminution de I'expression du

co-récepteur CCRS5 sur les lymphocytes T )

4. Modes de transmission

Le VIH a été isolé dans la plupart des liquidesdgmues humains : le sang, le plasma,
l'urine, le LCR, l'urine, le sperme, les sécrétiaagjinales, le lait maternel etc.
Toutefois, la transmission du VIH nécessite unetepdfentrée et le facteur déterminant du
risque infectieux est la charge virale du prodinidgique contaminant. Différents modes de

transmission ont été décrits, le mode verticak ehbde horizontal.

4.1. Transmission horizontale

4.1.1. Par voie sexuelle

La transmission sexuelle a l'infection VIH se fa@r I'intermédiaire des muqueuses
buccale, génitale ou rectale, lorsqu’elles sontentact avec les sécrétions sexuelles ou du
sang contenant du virus. La muqueuse présenteantseen® perméabilité vis-a-vis du VIH. De
ce fait, des cellules infectées peuvent étre rges sous la muqueuse apres une exposition
non traumatique de [I'épithélium vaginal. La muqueusectale, par son épithélium
monocellulaire est plus susceptible a l'infectiba. membrane rectale est beaucoup plus fine
gue la membrane vaginale et contient un grand nerdbrlymphocytes, de macrophages et

d’autres cellules susceptibles a I'infection VIH.
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» Chez les homosexuels
Chez les homosexuels, plusieurs études ont ragsogie le risque de contamination

augmente avec le nombre de partenaires. De phssetiides récents suggerent que 6% a 8%
pourraient étre liées a des rapports oro-génitgﬁrxr’.g)

En Afrigue Subsaharienne, la prévalence globalmfedtion VIH chez les hommes ayant les

rapports avec des hommes (HSH) était estimée &4l e¢htre 5% chez les adultes de la
population généralé?l) En effet, les relations anales peuvent facilemeowgruer des micro-

plaies de la membrane, ce qui entraine un conteexttdlu sperme de l'infecté avec le sang du

partenaire.

» Chez les hétérosexuels
Les rapports sexuels non-protégés constituent iteipale voie de transmission du

VIH-1. Le risque de transmission par rapport aeadis environ 10 fois supérieur a celui d’'un
rapport vaginal, du fait de la finesse et de lacitiration de la membrane rectd.

Selon une étude publiée en 1998, il sembleraitlgsiehommes en période de séroconversion
ayant des rapports sexuels par pénétration analelaurs partenaires (femmes), seraient plus

contagieux que les personnes infectées asymptameatiquel que soit le type de contfR.

4.1.2. Par voie sanguine

Elle concerne essentiellement trois groupes delpbpns : les usagers de drogues par
voie injectable (IV), les hémophiles et les trassil Les professionnels de santé sont
eégalement concernés mais beaucoup plus raremeatgdents d’exposition au sang (AES) en
milieu de soins et ou de laboratoire. Par ailleirexiste d’autres modes de transmission par
voie sanguine qui sont moins importantes tels deg,tatouages, scarifications rituelles,
excisions, circoncisions et infibulations.

Le dépistage systématique et obligatoire de tosigites de sang a permis de réduire
considérablement le risque de transmission du V#d tpansfusion de produits sanguins.
L’existence d’'un risque résiduel de transmissionvlild n’est pas a écarter et ceci du fait de
'existence d’'une fenétre sérologique. L’améliavaticonstante de la sensibilité des tests de
dépistage aurait permis un raccourcissement deriétrie sérologique, expliquant ainsi la
diminution progressive du risque résiduel de traasion du VIH par transfusion de produits

sanguinsg%)
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La transmission est liée a l'usage commun du matétiinjections ainsi qu'a
I'utilisation des objets nécessaires a la prépamate la drogue qui ont été préalablement
contaminés par un autre utilisateures usagers de drogues injectables seraient plchés
par I'épidémie, avec une séroprévalence de liidach VIH au sein de cette population est 22
fois plus élevée que celle au sein de la populajk'eméralé.s) Selon les résultats de certaines
études épidémiologiques, il semblerait que lesteffle la consommation de la drogue sur

hY

linfection a VIH-SIDA peuvent étre nocifs ou proteurs ou bien dans certains cas
équivoques(.sz)

L’accident d’exposition au sang (AES) est définmeoe étant tout contact percutané
(par une piglre, ou une coupure avec une aiguitle,lame de bistouri ou tout objet vulnérant),
ou tout contact cutanéo-muqueux (par projectionusigr muqueuse ou sur une surface de peau
lésée), avec du sang ou tout liquide biologiquetartant du sang et potentiellement
contaminant. L'infectiosité (potentiel contaminawkun liquide biologique est moindre s'il
s’agit d’un patient séropositif asymptomatique lujue d’un malade au stade de SIDR),
L’infectivité (capacité infectieuse) estimé a laitsud'une exposition par pigire d'aiguille
semble variée de 0,00 & 2,38%.

La transmission peut se faire dans les 2 senss: gatient - personnel de santé (risque
professionnel) ou dans le sens : soignant — patiemtrisque professionnel étant faible
(<0,01%) mais variable selon le stade clinique depérsonne source, de la gravité de
'exposition au sang et de la présence ou non ddésgde « Syndrome de burn out
(épuisement) » lié aux conditions de travail (manque de temps, rdpos, absence de
récupérations apres les gardes, harcélement oemtidstress quotidien, stress de

responsabilités, crainte de la contamination e#s un facteur favorisant les accidents

professionnels(.ss)

4.2. Transmission verticale

Elle représente environ 90% de l'infection de lamtf et les 10% autres sont imputables
aux abus sexuels, a la transfusion sanguine et sudte exposition possible.
Il existe trois possibilités de transmission dwside la mére a I'enfant :
- Transmissionn utérodu foetus par passage hémato placentaire ;
- Transmission a I'accouchement

- Transmission via I'allaitement maternel (plus fréquen Afrique)
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Les traitements ARV permettent une prévention qoasipléte de la transmission mére-
enfant (TME). Le ¥ tournant de cette prévention a eu lieu en 199qloil a été démontré
gu’un traitement par 'AZT permettrait de réduire deux tiers le risque de transmission mere-
enfant.®Y Un second tournant a eu lieu en 1996 avec I'avénedes trithérapies.

Cependant, le risque de progression vers le SIDAealéces n’est pas augmenté par la

survenue d’'une, du moins dans les pays indust&li® Le risque naturel de transmission du

VIH-2 a I'enfant est faible (1 a 4%) comparée aicdu VIH-1 (20 a 25%5%7)

La transmission meére-enfant a lieu principalementfie de grossesse (un tiers des cas) et
autour de I'accouchement (deux tiers des é’a?@].a transmission in utero a lieu surtout en fin
de grossesse. On sait que la transmission n'@qaau £’ trimestre, hormis peut-étre dans des
cas de fausse-couche. La transmission *4 tAmestre, hormis peut-étre des cas de fausse-
couche. La transmission aul™ trimestre est possible, mais concerne des ciranoss
exceptionnelles, notamment I'accouchement préméjtf}réa transmission peut aussi se faire
par voie transplacentaire malgré que le placematitae une barriére active contre le passage
du virus, qui peut étre pris par défaut par cefgdihts mécanismés”)

Des études chez des jumeaux nés de meéres séropmgitit montré que le risque de
contamination serait plus élevé chez le premiedwnéait de la durée du temps de délivrance et
donc du contact avec les voies génitales de la plasemarquée qu’avec le second. Un taux de
transmission plus faible lors de 'accouchementggsarienne a été nofg: 64 107
Dans des études africaines, le taux de transmis&st doublé chez les enfants allaités

(8

au sein. ) Le risque de transmission est Important dansrlemqeres semailnes, mals il perS|ste

pendant toute la durée de rallaitem&t.ce risque est augmenté en cas de déficit immumitai
maternel, de charge virale plasmatique materntdigéé. La charge virale dans le lait maternel
joue un réle important. La transmission par I'adaient peut étre diminuée par un TARV chez
la mere et par une prophylaxie étendue chez le.bébé

Actuellement 'OMS recommande l'option B+ qui suggeéque «toutes meres
séropositives doivent commencer une thérapie amviéale indéfiniment quel que soit le taux
de CD4 2

L'initiation précoce du traitement antirétroviralduit le taux de transmission sexuelle et

les manifestations cliniques du VIHZ)
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5. Epidémiologie
5.1.Apercu mondial

A I'échelle mondiale, 34 millions [31,4 — 35,9millis] de personnes vivaient avec le
VIH a la fin de 'année 2011, avec seulement 8iarib sous TARV pour 14,8 millions de
personnes éligibles au TARV. En 2011, 2,5 millid@s2 — 2,8 millions] de nouvelles
infections VIH et 1,7 millions [1,5 — 1,9 millionsle déceés liés au VIH avaient été enregistres.
Cela représente une baisse de 24% de la mortelééali SIDA par rapport a 2005 (ou 2,3
millions [2,1 — 2,6 millions] de déces avaient éigegistrés). Cette baisse du taux de mortalité
lié au VIH s’explique, par I'élargissement et l@misification des traitements antirétroviraux
ainsi que la diminution stable de I'incidence VIEpdis le pic de 1997

Selon les estimations, 0,8% des adultes agés de4d%bans dans le monde entier vit
avec le VIH bien que les circonstances de I'épi@equi pésent sur les pays et les régions
continuent de varier considérablement. L'AfriguebSaharienne reste I'une des régions les
plus gravement touchées avec prés d'un adulte Buf4®%) vivant avec le VIH, ce qui
représente 69% des personnes vivant avec le VIS ans le monde. La prévalence
régionale de l'infection a VIH est pres de 25 fplas élevée en Afrique subsaharienne qu’en
Asie mais environ 5 millions de personnes vivergcale VIH dans I'ensemble de I'Asie du
Sud, du Sud-Est et de 'Est.

Aprés I'Afrique subsaharienne, les régions les plogement touchées sont les
Caraibes, I'Europe de I'Est et I'Asie Centrale 8a des adultes vivait avec le VIH en 2081,

Les pays réalisent des progres historiques ddngtéacontre I'épidémie de SIDA avec en 2011
une réduction de 700 000 nouvelles infections a péidrapport a 2001 dans le monde entier.

5.2. En Afrique Subsaharienne

Au cours des dix derniéres années, le paysage pidéndies nationales de VIH a
radicalement changé, en mieux dans la plupart dmgs,pen particulier en Afrique
Subsaharienne. On note une réduction de 32%, dneode personnes décédées de causes
lices au SIDA entre 2005 et 20%bit 1,2 millions en 2007 ©

Entre 2001 et 2011, 25 pays a revenus faiblestetni@diaires ont réduit de 50% leur
taux de nouvelles infections a VIH. Plus de la moide ces pays se situent en Afrique

Subsaharienne, une région qui concentre la majeitgouvelles infections.
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Entre 2001 et 2011, le taux de nouvelles infect@nglH a diminué de 73% au Malawi ; de
71% au Botswana, de 68% en Namibie, de 58% en £ardbi50% au Zimbabwe. L’Afrique
du Sud, le pays le plus durement touché par I'épidéle VIH, a réduit son taux de nouvelles
infections a 41%. Au Swaziland, le pays affichanptévalence la plus élevée dans le monde,
les nouvelles infections ont baissé de 37%s.

En Afrique centrale et occidentale : le Ghana ag@stré les meilleurs résultats avec
une baisse de 66%, suivi du Burkina Faso avec 60ée éjibouti de 58%. La République
Centrafricaine, le Gabon, le Rwanda et le Togoatteints des réductions comparables de plus
de 50%. Au cours de dix derniéres années, I'Etbi@patteint une diminution de 90% dans le

taux de nouvelles infections. Malgré une baiss2¥¥ en Afrigue Subsaharienne, en 2011, la

région représentait 72% de nouvelles infectiongkhdans le mondé®

5.3. Au Sénégal

Au Sénégal, la prévalence du VIH dans la populagiénérale est estimée a 0,7%, et
elle est relativement stable dans la populatiorégﬂe.(4) Toutefois, la prévalence reste élevée
dans les groupes sensibles : 18,5% chez les pimfesies du sexe, 21,8% chez les MSM
(Men have Sex with Men) et 9,2% chez les usagesalgues injectables.

Il s’agit donc d’'un pays a « épidémie concentréavec d’'une part des prévalences différentes
entre la population générale et les groupes sassildt d’'autre part avec des prévalences
variables d’'une région a une autre (Dakar 0,6%0&@&,8%, Ziguinchor 3%..(.3)

L’infection a VIH au Sénégal est caractérisée pacd-circulation des deux types de virus et
par une épidémie peu évolutive. La séroprévalernmz des femmes de 15 — 49 ans est
supérieure a celle des hommes de la méme tranabesd’0,8% contre 0,6% soit un ratio de
1,6 en faveur des femméd.

Dans I'ensemble, la prévalence augmente avec pageant de 0,1% chez les personnes agées
de 15 — 19 ans a 1,9% chez celles de 45 — 49 assv&iations de prévalence selon I'age
différent selon le sexe avec un taux de 2,4% cegeZdmmes agées de 45 — 49 ans (taux plus
important par rapport aux hommes de la méme trad@ge. En somme, il est constaté que les
jeunes de 15 — 24 ans restent peu touchés paHe¥dc une prévalence de 0,2% (0,3% chez

les hommes et 0,1% chez les femm@%).
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6. Diagnostic biologique

En biologie médicale, le diagnostic des infectianglH chez I'adulte est dans la grande
majorité des cas, basé sur la détection des apsicdChez les nouveau-nés de meres
séropositives, le diagnostic est basé sur desitpods plus complexes pour mettre en évidence

la présence du virus.

6.1. Diagnostic indirect

6.1.1. Tests de dépistage

Les tests de dépistage sont basés sur la détedti®manticorps anti-VIH (réaction
Antigene/Anticorps). Ces tests sont effectués gerfasystématique au cours des dons de sang
depuis 1985.

Le principe repose sur une réaction immuno-enzyjuatide type ELISAEnzyme-
Linked Immuno-Sorbet Asgayll s’agit de la recherche d’anticorps anti-VIHuiqutilisait
comme antigéne, un lysat de virus obtenu par eultetiulaire (tests de®f génération) ou des
protéines recombinantes obtenues par biotechnoltests de gne génération). Ces tests ne
détectent que les anticorps de classe IgG. llexies tests d&"¥ génération qui permettent de
détecter toutes les classes d’anticorps, en pheidas IgM, et de déceler la séroconversion 5
jours en moyenne avant les tests 8% génération. Les tests d&™génération combinent & la
fois, la détection des anticorps anti VIH et laedébn de I'antigéne p24.

La sensibilité et la spécificité du test ELISA sagienviron 99% ; des résultats
faussement positifs se produisent chez les femmaspares, les sujets réecemment vaccinés
contre la grippe ou I'hépatite B ou en cas de malaito-immune. Les anticorps sont
détectables 6 mois apres l'infection chez 95% dsdemts ; au cours de I'évolution, lorsque
s'installe une immunodéficience marquée, on obseegerésultats faussement négafife.

6.1.2. Tests de confirmation

En cas de test ELISA positif ou incertain, le résudloit étre confirmé par ke Western
Blot » qui est la technique de référence, et ayant I'gend’étre plus spécifique. Il consiste en
la recherche des anticorps spécifiques dirigésredes différentes protéines virales codées par
les genes de structure. Dans la plupart des cassteonfirme I'ELISA et met en évidence la
réactivité avec toutes les protéines virales. lectigité isolée a 2 protéines (souvent gpl60 et

gp24/25, ou gpl120/110 et gp4l) s'observe en cagdronversion (dans les 6 a 12 semaines
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apres la contamination). La réactivité a une seutdéine (p25 isolée) peut signifier une
séroconversion en cours ou une infection au VIKGBez le sujet qui évolue vers le SIDA
déclaré, la réactivité anti-p24 décroit. Enfinbbance de réactivité au Western Blot permet
d’affirmer la séronégativité.

Mais il existe également d’autres tests de confiiona le LIA (Line Immune Assay
base de peptides synthétiques, le RIBA (Recombimamiuno Blot Assay) a base de protéines
recombinantes et le RIPA (Radio Immuno Precipitatissay) utilisant un lysat viral radio

marqué et ayant I'avantage de différencier lesctidas mixtes®®

6.2. Diagnostic direct

Dans certaines situations, le sérodiagnostic ndsticun secours pour apporter la
certitude d’une infection par le VIH ; c’est le cds la primo-infection ou pour le cas d’un
nouveau-né de mere séropositive avant la sérocsinver|l existe plusieurs alternatives : Ag

p24, I'isolement par culture virale et les techmisjal’amplification.

6.2.1. Détection de 'Ag P24

La recherche de I'antigene p24 est une techniquéétiection précoce de I'infection.
L’antigénémie p24, outre le dépistage précoce dinfextion par le VIH (lors de la phase de
primo-invasion ou chez le nouveau-né de mere séityp®), pourrait également avoir une
valeur pronostique : I'antigéne p24 disparait duiseapres la primo-invasion (présence chez
moins de 15% de séropositifs asymptomatiques) eéagparait que lorsque l'infection par le
VIH évolue jusqu’au SIDA (présence chez environ Gf¥$ cas de SIDAS.S‘ o7)

Le test de détection de l'antigéne p24 a été affinépoint que les banque de sang

I'utilisent sur tout le territoire des Etats-Unige& une combinaison de tests d’anticorps anti

VIH-1/VIH-2 pour contréler les dons de saﬁa

6.2.2. Isolement du VIH par culture cellulaire

Cette technique requiert un laboratoire ayant ateplu technigue élevé, ceci en raison
des risques liés aux manipulatio@g?

L’isolement du VIH en culture de cellules se fadtr go-culture, c’est-a-dire la culture

de lymphocytes de la personne qui doit étre testéeelle de lymphocytes provenant d’un

donneur sain. La co-culture est considérée comragiy® lorsque I'obtient des hauts niveaux
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de transcriptase inverse virale ou de protéined# le milieu de croissance aprés au moins

deux tests consécutifs.

6.2.3. Détection des acides nucléigues viraux

Elle peut étre qualitative ou quantitative et repssr des techniques d’amplification
génigue (ADN ou ARN) ou d’amplification du signal.

Il est admis que le niveau de réplication virale &sitement corrélée a I'aggravation
clinique progressive constatée au cours de liidacpar le VIH®® La détermination de la
guantité de virus présente dans l'organisme est donexamen essentiel, en ce sens qu'il
permet d’évaluer un traitement antirétroviral enrsocchez un patient.

Il existe de nombreuses trousses commerciales ftamhé détection/quantification de
la charge virale du VIH, parmi lesquelles, on petér entre autre :

v' Cobas Tagmarf des laboratoires Rochequi est une plateforme de PCR en
temps réel permettant de détecter/quantifier I'A& sous types du VIH-1 du
groupe M au niveau du gemgag et de la région LTR grace a l'utilisation d'un
standard interne. Les limites de détection vortda 10 000 000 de copies/ml.

v La plateforme m2000rt de Abbottqui utilise également la PCR en temps réel
afin de générer un produit amplifie du génome dul-¥Idans les échantillons
cliniques. Il permet de détecter/quantifier les sstypes du groupe M et les
isolats du groupe O grace a des sondes fluorescpattellement double brin et
cible la régionpol Intégraseen présence d’'un standard interne. Les limites de
détection vont de 40 a 10 000 000 de copies/ml.

v" Quantiplex ou Versant HIV RNA bDNA 3.0° de Siemens il s'agit d'une
technique semi-automatique d’hybridation de [I'acidaucléiqgue et
d’amplification du signal utilisée pour quantifi®ARN du VIH-1 dans le
plasma humain. La séquence cible se situe au nideagénePol avec des
limites de détection allant de 50 a 500 000 copied/’ARN génomique libéré
des virions est capturé sur un support solide @cits) par I'intermédiaire des
sondes de capture spécifiques constituées d'olméatides de synthése. Une
série de sondes cibles permet de réaliser I'hytiodade I'’ARN viral avec
différentes séries de sonde réalisant un compl&BNl branché (bDNA). La
détection résulte de I'émission de signaux lumingrovenant de la dégradation

d’un substrat grace a l'action d’'une enzyme fixéause des sondes.
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v NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) I'amplification par
NASBA est une technique d’amplification des acidascléiques pour la
détermination de I'’ARN viral, aprés une phase liréavec I'action combinée
de trois enzymes a savoir :

- La reverse transcriptase (AMV-RT) permettant latlsgae d’'une matrice d’ADN
a partir dARN ou d’ADN ;

- La RNase H permettant la dégradation de 'ARN Hghlride ADN/ARN ;

- La T7 RNA Polymérase (contenant le promoteuy germet la synthése d’ARN a
partir de la matrice d’ADN.

Seul, les laboratoires Biomérieux ont développé tomasse commerciale se basant sur
cette technologie NASBA. Le test Nuclisens EasyQ/-Hil Version 2.0, elle combine une
extraction magnétique de I'ARN suivie d’'une ampttiion isothermique (NASBA) et une
détection en temps réel. Elle cible la séqueayaget permet la quantification aussi du VIH-1
gue du VIH-2 dans une marge de 10 a plus de 10@00 copies/ml pour le plasma et de 500
a 21 000 000 copies/ml pour les DBS.

L’amplification thermique est couplée a une détetjuantification en temps réel de
'ARN. Cette détection se fait par les balises muoléires portant un marqueur fluorescent et
qui s’ouvrent en présence d'amplicons d’ARN. L'awgation de la fluorescence est
directement proportionnelle a la quantité d’ARN §é® pendant cette réaction. En plus, il
détecte le VIH-1 de groupe N, de groupe M de dgpss: A, B, C, D, F, G, H, J, K et les
formes circulantes CRF02_AG, CRF01_AE et CRF14 eB(e VIH-2.
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Chapitre Il : Traitement de l'infection a VIH

1.Les molécules antirétrovirales

Des 1987, la premiere molécule antirétrovirale (AR\&té mise sur le marché. Il s’agit
de la Zidovudine ou AZT. Par suite de résistantaisliés du virus a la seule molécule d’AZT,
plusieurs autres molécules sont aujourd’hui didplesi et utilisées en association. Les
nouvelles molécules disponibles, ayant de plus dekes virales différentes, ont permis
d'obtenir des résultats tres encourageants damadee des associations thérapeutiques et
d'améliorer considérablement I'évolution des pmi%ﬁ) Ces molécules sont regroupées en
guatre familles d’inhibiteurs actuellement :

- Des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptagerse (IN)

- Des Inhibiteurs non nucléosidiques de la transasgpinverse (INN)
- Des inhibiteurs de protéases (IP)

- Des inhibiteurs de fusions (IF)

- Des inhibiteurs d’intégrase (IIN)

1.1. Les inhibiteurs nucléeosidiques de la reverse trgnsse

Ce sont des analogues des nucléosides naturelsildodifferent par I'absence de
groupement I'hydroxyle en 3'. lls agissent en cotitiph, aprés divers métabolismes, au
niveau du site de polymérisation de I'enzyme etgbént ainsi I'élongation de I'ADN. lIs
agissent sur les deux types de virus: VIH-1 et ¥ZIHUne variante de cette classe est
représentée par les inhibiteurs nucléotidiques éeessitant pas toutes de métabolisme

d’activation. Elle est représentée par le Ténofaatif méme sur les virus résistants a cette

classe d’inhibiteurs nucléosidiqué%‘r’.)

1.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques de la reverse
transcriptase

Non compétitifs, ils agissent sans métabolismeransformation préalables sur le site
allostérique et modifient ainsi la conformation glte actif de la RT bloquant par ricochet sa

fonction de polymérisation. lls sont actifs uniquernsur le VIH-13)
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1.3. Les inhibiteurs de protéases (IP)

Ce sont des peptides synthétiques dont I'actionh @ea double : ils peuvent s’insérer
au niveau du site catalytique ou a I'interface ehds deux sous-unités du dimére qui constitue

'enzyme et blogue ainsi son activité protéolytigleefacon sélective et réversible.

La présence de cette IP empéche la maturation esirpeurs de protéines; ce qui
bloque alors la formation de particules virales ured ou bien entraine la formation de

particules virales immatures et non infectieuds’®

1.4. Les inhibiteurs de fusions et d’entréee (IF et IE)

Ces inhibiteurs agissent de maniére a empéchdrdedu VIH dans la cellule héte. lIs

sont congus de maniere a bloquer les récepteurssaa dont le VIH se sert pour s’accrocher

aux cellules. Il s’agit d’analogues de la chala@$membranaire cD49

1.5. Les inhibiteurs de I'intégrase (lIN)

La classe des inhibiteurs de l'intégras, ou améigras, comprend a I'heure actuelle
guatre molécules ciblant I'enzyme intégras du VIH :
- le raltégravir (commercialisé sous la marque I&=st© mais également connu sous le
nom de code MK-0518);
- l'elvitégravir (noms de code : GS 9137 ou bien B8), en phase llI;
- le dolutégravir (GSK-572 ou bien S/IGSK1349572)pbkase lll;
- le MK-2048, apparemment abandonné.

Ces molécules bloquent lintégration de I'ADN pralvau génome de la cellule infect&é. ™%

2. Le traitement

L’association recommandée comprend 3 ARV, ce tratd antirétroviral (ARV) ne
fait que ralentir le processus de réplication dwsi Il ne bloque en aucun cas la réplication
virale qui continue lentement avec la productiorvdeants (étant donnée la grande variabilité
génetique du virus) et par conséquent, une seulgificadion ponctuelle (mutation) peut
parfois induire une résistance a une moléculeémyirale.

Le traitement a pour but essentiel de réduire démablement et durablement la

réplication virale. C'est généralement une assoaiate deux inhibiteurs nucléosidiques de la
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transcriptase inverse et un inhibiteur de la ps#édlais il existe d'autres associations qui ont
prouve leur efficacité.

Dans les pays en développement les combinaisopsed@ére ligne de traitement sont
composées de deux inhibiteurs nucléosidiques ttadacriptase inverse et d'un inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse. Lescatans avec inhibiteurs de protéase sont

réservees pour les traitements de deuxieme de ligne

3. Prise en Charge des PVVIH au Sénégal
3.1. Présentation de 'ISAARV

L'ISAARV (Initiative Sénégalaise d’Accés aux Antiréviraux), née d'une volonté
gouvernementale, a été créé en 1998, dans un temtxe consensus international préconisait
dans les pays du Sud la prévention plutét quediement du SIDA. La mise en place de
programmes d’'acces aux ARV (Antirétroviraux) mettan avant un certain nombre de
problémes de santé publique, liés notamméht a linsuffisance des connaissances
scientifiques d’alors concernant I'efficacité desdhérapies a long terme et dans les contextes
sanitaires des pays du S#) la complexité de traitements devant a priori ptarsuivis a vie
et exigeant un suivi médical lour(B) a la nécessité d'un bon niveau de développement de
infrastructures sanitaires pour la mise en place tcatements(4) et ainsi qu’'au colt des
médicaments. Comme tout programme sanitaire, lgranome d’accés aux ARV devaient faire
la preuve qu’'il pouvait souscrire aux quatre ex@eEnde santé publique que sont : I'équité, un
rapport colt-efficacité optimal, I'accessibilitéleicceptabilité pour les populations concernées

et la pérennité.

3.1.1. Historique

C’est dans ce contexte dubitatif que le gouverneér8énégalais s’est fixé pour objectif
de relever le défi que représente I'utilisation A8 dans la prise en charge de l'infection par
le VIH au sein des structures de soins Africains.

C’est ainsi que le Sénégal fut I€ pays d’Afrique Sub-saharienne a mettre en place un
programme public de distribution de médicamentgé&nbviraux sur la base d’un engagement
gouvernemental, en créant’Initiative Sénégalaise d’Acces aux ARV (ISAARV )».

L’expérience positive des trois premieres annéedodetionnement du programme
d’acces aux ARV, limitée a 3 sites Dakarois (levieer de Médecine Interne de I'Hépital
Principal, le service des maladies infectieused’idépital Fann et le centre de traitement
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ambulatoire CTA) et a quelgues centaines de béaiéis ont encouragé les pouvoirs publics
dans leur engagement d’élargir I'acces au progran@mnace a cette expérience positive, le
CNLS a projeté I'extension du programme dans laoréege Dakar et la décentralisation des
sites de PEC dans les capitales régionales avemnnunt led site décentralisé en région
ouvert & Kaolack en 2047,

L’inscription des ARV et des réactifs de dépistatpns la liste des médicaments
essentiels ainsi que la gratuité des ARV et desmera immuno-virologiques ont été
déterminants dans le processus de décentralisasrefforts de décentralisation déja entrepris

par le Gouvernement du Sénégal ont été renforagsldacadre de sa participation a I'Initiative

«3en5 »de 'lomse®

3.1.2. Réalisations jusqu’a ce jour

Au bout de ces 15 ans de fonctionnement, I'ISAAR¥sente un bilan plutdt positif
avec la décentralisation de la PEC et de l'augntientaconsidérable des sites et un certain
nombre de sites offrant un paquet complet (ConBéihistage et ARV).

Selon le rapport de TONUSIDA 2012, la couverturdverselle de TARV est définie
par une couverture de trithérapieB0%. Le Sénégal quant a lui, présente un tauxgée. ?
Avec une couverture de 100% du test de dépistagevaau des centres de santé et hopitaux,

et de 72% au niveau des postes de santé.

v" Evolution des sites de PEC

Le programme de décentralisation de la dispensatesn ARV a débuté en 2001 au
niveau des hoépitaux régionaux, renforcée en 2003gpgratuité des ARV, du dépistage du
VIH et du taux de CD4, suite a une décision goumerentale. Cette politique entre dans le
cadre du Plan Stratégique National (PSN) 2002-2006.
D’aprés la figure 9, on note une augmentation d@ difes de PEC entre les années 2002 et
2011.
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Figure 9 : Evolution des sites de pec®

v Evolution du nombre de patients sous ARV

En 2004, 74% des patients étaient prise en chaigakar. Depuis 2008 on note une

inversion de la tendance avec plus de la moitiépdgients suivi dans les régions. En 2011,

62% des patients sous ARV provenaient des régﬁ@ns.
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Figure 10 : Evolution du niveau de décentralisatiorde patients sous ARV

v’ Taux de couverture en ARV
Malgré les efforts consentis, la couverture desibnssen ARV reste encore modeste sur
le plan national avec un taux de 78% en 2011. €egplique par I'augmentation considérable

des patients a mettre sous TAR aprés les nouvakkeEmmmandations de I'OMS
(CD4<350/mm3).

34
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Figure 11 : Taux de couverture de mise sous ARV dé3/VIH @

3.2. Prise en charge des PVVIH

Chez les patients dépistés positifs, les recomnmam$aconcernant le suivi biologique
des PVVIH, se résument a un bilan biochimique (Faamnases, créatinémie et glycémie), un
bilan hématologique avec un hémogramme complet,swini immunologique, un suivi
virologique, un diagnostic des infections opporstes, I'évaluation de la toxicité aux ARV,
'appréciation de la résistance aux ARV ; maisdks importants sont le suivi immunologique
et le suivi virologique.

Le suivi immunologique repose essentiellement aundmération des Lymphocytes T
CD4+ en utilisant essentiellement la techniqueydercétrie en flux et un taux de CD4850
cellules/mnd (avec ou sans symptomes cliniques) est un cid@mise sous ARV.

Le traitement ARV administré est basé sur les renandations de 'OMS. En®f
intention, il doit comporter un INNTI plus deux IN@ont I'un d’eux doit étre la Zidovudine
(AZT) ou le Tenofovir.

« AZT ou TDF + 3TC ou FTC + EFV* ou NVP

« Femmes enceintes : AZT + 3TC + EFV ou NY/Pe" timestre de grossesse
En cas d'échec de la premiére ligne de traitenerttaitement de %" intention doit associer
un IP potentialisé par du Ritonavir et deux INThtbun doit étre 'AZT ou le TDF.

e TDF+ 3TCou FTC + ATV/r ou LPV/Ir

e AZT + 3TC ou FTC +ATV/r ou LPVI/r

Sous traitement ARV, le suivi biologique des paseanclus également la détermination
de la charge virale plasmatique pour appréciefidatité du traitement et détecter au besoin
les cas d’échec virologique précoce. Cette détextioin est réalisée a la mise sous traitement
pour avoir la charge virale de base, au bout d'eispa 6 mois puis tous les 6 mois. Le succes
du traitement est donnée par une CVP indétectadd¢-a-dire <50 copies/ml aprés 6 mois de

L
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TARV selon les recommandations du RESABEA 'opposé, une CVP supérieure a 1 000

copies/ml de facon répétée suggére une mauvaisgvalpse du patient au traitement ou bien
un échec thérapeutique qui améne a changer de adhérmapeutique.

3.3.Utilisation du papier buvard comme support de menéent

Le papier buvard est un papier poreux capable disles par capillarité une quantité de
liquide. Le prélevement sur papier buvard (DBS)urst approche simple et efficace ayant été
utilisé dans le diagnostic de nombreuses malalesstravaux de GUTHRIE et GARRICK ont
montré leur utilisation dans le dépistage des niedgadhétaboliques et génétiques chez le

nouveau-né(.42’ 50)

Des études récentes montrent que les prélevem@fsdnt été largement utilisés ces

7

. , . . . 5 ~ . (56, 75) _. .
derniéres années dans le diagnostic seroloé?ﬁ et moléculaird>® " ainsi gue dans le

suivi virologique des PVVIH®® 0%

Les nombreuses difficultés rencontrées au courspdégvements et traitements des
échantillons veineux sur tube (prélevement de samgsif, volume de sang insuffisant,
I'existence d’'un seul laboratoire de référencesdparation lymphocytaire dans les 6 heures qui
suivent le prélevement, la rupture de la chain&ald etc.) ont favorisé I'utilisation du papier
buvard comme support alternatif de prélevementadg spour le suivi virologique des PVVIH
dans les pays a ressources limitées. Cette méffmtlmrmante de prélévement, de réalisation
facile, permet de pallier & ces nombreuses ditiésuliées aux prélevements veineux sur tubes.

Pour accompagner la prise en charge effective 84HP et de décentralisation des
soins et du suivi virologique, le Gouvernement déné&jal a opté pour des techniques
alternatives tel que le papier buvard, permettendémarrage et le suivi d’'un traitement

antirétroviral éventuel le plus rapidement possible

> Propriétés du Papier buvard
Le papier buvard est un papier poreux capable disles par capillarité une quantité de
liquide. Plusieurs types de papiers sont utilississda collecte et le transport des prélévements
de sang dont: le Whatman 903 (W-903), Ahlstromd@éra26 (A-226), Munktell TFN (M-
TFN), FTA etc. Selon I'étude dérin Rottinghaus et al, 2013des performances similaires
ont été obtenues avec ces 3 types de papier byvaud,la quantification de la charge virale

mais le M-TFN a montré une efficacité supérieurerpe test de génotypaé]é).o)
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Le papier buvard utilisé doit avoir les propriésésvantes.

>

(60, 67, 79)

la surface doit étre lisse et résistante, sans fierdue ;

doit étre résistant aux acides et bases fortes ;

doit avoir une composition en cendre quasi-ineri&tg0,006%) ;
fabriqué a partir de linters de coton et de cedlalp

doit avoir une certaine capacité de rétention et

une résistante accrue a I’lhumidité.

Les avantages du papier buvard

L'utilisation du papier buvard présente de nombrauantages :

facile & manipuler et a transporter des zones éesulers le laboratoire de

référence ;

possibilité d’envoi par la poste ;

conservation facile a température ambiante (jus§éd°& ou plus), donc adapté aux
températures tropicales ;

moins onéreux donc accessible pour les pays auessolimitées ;

les études ont montré une bonne corrélation avesatey total en tube pour

I'extraction de 'ADN proviral dans le diagnostiéonatal et dans la caractérisation
géneétique du VIH (,121)

la stabilité des anticorps et de 'ADN dans le séoigl sur papier buvard a été

largement prouvée(l;Zl)

des études de génotypage ont montré une bonndatioméavec le plasma et une
bonne stabilité des ARN avec les DBS conservé9aC-pendant 4 ans et ceux
conservés a — 4°C pendant 1 élr?l;)

les DBS ont été utilisés avec succés dans beaudsuptravaux pour la

quantification de ’ARN viral ©®® ®7 7®)

.
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Chapitre |: Contexte, Justificatifs et Objectifs de
I'Etude

1. Contexte et Justificatifs de I'étude

Depuis 'avenement de la pandémie a V IH SIDA, r@vpntion a été érigée comme le
meilleur moyen de lutte contre la pandémie. Lagpes charge des personnes infectées est
devenue ensuite une priorité de plus en plus pnessa

Les efforts consentis par le Gouvernement du Séndgas la prévention se sont
traduites par une prévalence basse et stable (&7Pb)olonté politique forte de I'Etat dans la
prise en charge qui s’est traduite en 1998 parite ran place d’un programme d’acces aux
ARV dénommé ISARRYV.

Au Sénégal, depuis le début de I''SAARV, plusielirsusses commerciales sont
utilisées pour la quantification de 'ARN viral gimatique du VIH, tel que le Cobas Tagman
des laboratoires Roche, Abbott Real Time HIV-1 @dxratoires Abbott, le Quantiplex ou
Versant HIV RNA bDNA 3.0 des laboratoires Siemente éNuclisens EasyQ HIV-1 Version 2
laboratoires Biomérieux.

Les laboratoires Biomeérieux ont validé I'utilisatid’'un volume de 100ul de plasma qui
serait I'équivalent de 2 spots de DBS saturés ahawec 50ul de sang total, pour quantifier la
charge virale. Les valeurs obtenues avec 100uladana et les 2 spots de DBS (saturés chacun
avec 50ul de sang total) avec la version 1.2 neeptént pas une différence statistiguement
significative, les valeurs obtenues restant acbdxpﬂ;ém)

La version 2.0 du Nuclisens EasyQ HIV-1 réecemméwvetbpper donne de meilleurs
résultats que la version 1.2 tant avec le plasnavga les spots de sang total séchgd.

Pour faciliter encore les prélévements sur DBS,snoous sommes proposé de
comparer les valeurs des charges virales obtenudsss préléevements DBS avec différentes
prises d’essai de sang total (50, 75, 100 et 15Qel valeurs des charges virales obtenues
avec ces différents spots de sang séchés ontrége quate comparées avec les valeurs obtenues
avec 100ul de plasma, considéré comme réeférenad. édevue d’identifier le volume de

saturation de sang sur carte, qui correle le mémec 100ul de plasma.

g
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2. Objectifs de I'Etude
2.1. Objectif général

L’objectif général de notre étude est de détermieaneilleur volume de sang total a

utiliser sur papier buvard pour la quantificatianld charge virale.

2.2. Objectifs spécifiques

De facon spécifique dans cette étude nous allons :

» Deéterminer la charge virale plasmatique et de ifftss DBS avec le Nuclisens EasyQ
HIV-1 V2.0 en saturant le papier buvard avec défds volumes de sang total (50, 75,
100 et 150 pl) ;

e Comparer sur une trentaine d’échantillons de satal, tla charge virale sur DBS des
différents volumes prédéfinis avec du plasma (1Q0ul

« Déterminer le volume de spot de sang ayant undeuel corrélation avec le plasma
(aooul).

=
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes
1. Type d’étude

Il s’agissait d’une étude prospective et évaluatiug consistait a quantifier la charge

virale des personnes infectées par le VIH @eltraitement antirétroviral.

2.Cadre de I'étude

Notre étude a eu pour cadre le Laboratoire de Baligie-Virologie du CHU Aristide
Le Dantec, plus précisément au sein de son uniBalegie Moléculaire.

Ce laboratoire hospitalo-universitaire a pour vioratle diagnostic biologique des
infections bactériennes et virales, la recherchdaeformation dans les domaines de la
bactériologie et de la virologie.

C’est un centre de référence des IST et un ceoti@orateur de TONUSIDA.

Il est le siege du Réseau Africain de Recherchdes®DA (RARS) et abrite en son
sein I'observatoire des résistances aux antirétayi et le programme de recherche sur les
vaccins anti-VIH en Afrique.

Institution partenaire du WAPHIR (West African Rfrm for HIV intervention
Research), il est également le siege de la WANET®&st African noE for TB, AIDS and
Malaria).

Le laboratoire est subdivisé en 5 unités technicgie3 unités de soutien (un service
administratif et financier, un service de maintazeart de métrologie, informatique et gestion
des données).

Les unités techniques sont :
. Unité de Bactériologie

. Unité de Virologie

. Unité de Biologie Moléculaire

. Unité d'Immunologie

. Unité d’essais et de recherches cliniques.

L’'unité de Biologie Moléculaire créé en 1997, comp@ sections, la section Malaria et
la section VIH.

La section VIH a pour missions le diagnostic moléca de l'infection a VIH et le
suivi virologique des patients sous ARV dans lereatk 'ISAARYV, avec la détermination de
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la charge virale plasmatique, la surveillance dareulation de souches de VIH et la résistance
acquise aux ARV des patients sous traitement. Daenéunité s’occupe de recherches basées
sur des études de cohortes, des essais théramsytigudéveloppement d’outils alternatifs de
diagnostic et de suivi virologique des patientgeatés par le VIH. Elle s’y intéresse également
a la quantification de la charge virale des hégstite diagnostic moléculaire des IST a
Chamydia trachomatis Neisserig gonorrhoeagt le diagnostic précoce de linfection chez les

enfants nés de meres séropositives.

=
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3. Echantillonnage

Notre étude a porté sur 31 échantillons de sarad tlat patients séropositifs, a JO de
TARV, provenant des sites de prise en charge dédHP\de Dakar. Nous avons inclus dans
notre étude, tout échantillon de 4ml de sang due &DTA prélevé sur des patients JO, naif de
tout TARV, confirmés VIH-1 positif.

4. Matériel

4.1. Materiel d’'usage genéral

* Hotte a flux laminaire (enceinte stérile de classe

* Micro pipettes de 10, 20, 200 et 1000ul ;

* Portoirs ;

* Agitateur a rouleaux avec action de balancemendeetroulement pour assurer un
mélange doux ;

* Embouts stériles avec et/ou sans filtre de 102Q0,et 1000ul ;

* Pipette — Aide, Pipette 5ml et Pipette Pasteur ;

» Conteneur déchets a couvercle ;

* Cryotubes de 1,8 a2 mil;

* Micro tubes stériles de 1,5 ml et de 2 ml ;

* Bain — marie ;

* Agitateur de type vortex ;

* Centrifugeuse ;

» Chronometre ;

» Gants jetables sans talc ;

* Tubes de 5 et 15 ml avec bouchons ;

« Sarrau ou blouse de laboratoire propre ;

* Essuie-tout ;

* Pissette d’éthanol 70% ;

* Burette graduée

* Pissette d’eau de javel (10% d’hypochlorite de soqi;

* Eau distillée ;

* Papier buvard : Whatman 90Brfteinsaver TM 903® Card);
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e Sachet de déssicant (sachet de sorbant MiniPax®2 dgrammes, MultiSorb

Technologies) ;

» Congélateur — 80°C et réfrigérateur +4°C.

4.2. Réactifs et equipements pour la technologie Nuadise

4.

EasyQ HIV-1V 2.0

2.1. Extraction

Les équipements et réactifs utilisés pour la réadadiextraction sont les suivants :

4.

Les tubes de lyse contenant 2ml de Lysis Buffer ;

L’agitateur horizontal ;
Les peignes et les navettes ;
Le portoir des navettes ;

Le vortex ;

Les tampons d’extraction : Nuclisens EasyMAG BuffeP et 3 ;

La silice magnétique Nuclisens EasyMAG ;

Le contréle interne et le diluant Nuclisens EasyMAG

L’automate Nuclisens EasyMAG.

2.2. Amplification et détection

Pour la réaction d’amplification — détection, lepipements et réactifs utilisés sont les

suivants :

Les réact

Les barrettes avec les bouchons ;
Le portoir des barrettes ;
L’incubateur Nuclisens EasyQ ;

Le vortex ;

La centrifugeuse des mini barrettes ;
L’analyseur Nuclisens EasyQ ;

Les enzymes (Enzll) ;

Le diluant d’enzymes (Enzdil H) ;

Kit Nuclisens EasyQ HIV-1V 2.0

Les amorces (PRM H) ;
Le diluant d’amorce (PRMdil H)w"
ifs doivent étre conservés entre 2 et 8°C.
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5. Méthodologie de I'étude

5.1. Vérification de [lidentification et attribution du
numero

A larrivée des prélévements, le réceptionniste rehigiste du laboratoire ou alors le
responsable de la séparation procede a une véoficde la conformité du bulletin de demande
d’analyses ainsi que la conformité du prélevemsang prélevé sur tube EDTA, un minimum
de 4 ml de sang par tube, 2 tubes de sang panpdtigorogramme ISAARYV).
Apres vérification de la conformité du bulletin da prélevement, un code (numéro interne)
unique est attribué. C’est ce code qui est utdisélébut du processus jusque la fin des analyses

effectués pour chaque prélevement.

5.2. Préparation des spots et conservation

Chaque carte de papier buvard (W-903) pour chagtierpp a JO est remplie avec les
informations suivantes : le numéro d'identificationterne, la date, le volume de sang de
saturation (50, 75, 100, 150ul).

Pour chaque patient, 6 cartes de DBS sont prépapgés homogénéisation du tube de
sang. Sur la®® carte de papier buvard, 50 pl de sang total séposts dans les 5 anneaux de
la carte et sur la*?®carte, 75 pl de sang total sont également dépizsésles 5 anneaux. Pour
les volumes de saturation de 100 et 150 ul, 2 €adat utilisés pour chaque volume et seules 3
anneaux sont saturés, espacés chacune d’'un andeaCeci d( au fait que le dépdt avec ces

volumes, déborde la surface de I'anneau.

- - .- S 2 ’

TT“C“‘ Tover tYore f
Name ‘u ‘
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Figure 12 : Photographies des cartes de DBS aves M@ifférents volumes déposés
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Les spots ainsi réalisés sous la hotte sont ségh&snpérature ambiante jusqu’au
lendemain, puis sont emballés dans des sacs dnglyippés contenant des sachets de

déssicants et conservés a — 80°C jusqu’a leusaiiitin.

Figure 13 : Photographie d'un sac zippé prét pour la conservabin ou pour I'envoi

5.3. Separation lymphocytaire et conservation

Aprés confection des spots, le reliquat de saral tointenu dans le tube est centrifugé a
2500 tours / min pendant 10 minutes. Le plasmaédkantillons ainsi obtenu est alors aliquoté
(sous la hotte) dans les cryotubes de 2ml. Lesiatsgde plasma sont conservés a — 80°C

jusqu’a leur utilisation.

5.4. Découpe des DBS et lyse

A leur sortie du congélateur — 80°C, les cartewvatti étre découpées et lysées dans
I'heure.
» Principe de la réaction de lyse

La réaction se fait a I'aide du Tampon de lyse KedS Lysis Buffer (contenant

principalement du thiocyanate, < 2% de Triton X-1801% EDTA) qui est utilisé pour la

libération totale des acides nucléiques des édlm#tibiologiques. Tous les acides nucléiques
présents dans I'échantillon sont libérés suite a lyse des particules virales ou matiéres
cellulaires contenues dans I'échantillon. Les Reatdes Dnases présentes dans I'échantillon

seront désactivée@.z)

46
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» Mode opératoire

A l'aide d’'un Puncheur 12 calibré certifié¢ CE dabdratoires Biomérieux, 2 spots de
chaque carte (de différents volumes) ont été dé&(ps spots obtenus ont un diamétre de 12
mm) et placé dans les tubes de Lysis Buffer Nuatismntenant 2ml de solution de lyse.

Les tubes Lysis Buffer de Nuclisens (conservatintree2 — 30°C) sont préalablement
incubés au bain marie a 37°C, afin de dissoudreedtels cristaux de Guanidine formés. Pour
chaque échantillon, la découpe se fait avec deescde volume croisant (50 a 150ul). Entre
deux coupes de spots d’échantillons différentpulecheur est décontaminé en découpant 2 a 3
fois du papier stérile.

Les tubes Lysis Buffer sont déposés sur un agitdtetizontal a rouleaux pendant 30
min, en prenant la précaution que les spots stiefnodurs en contact avec la solution de lyse.

Cette étape permet la lyse des éléments cellulp@enettant ainsi la libération de I'’ADN viral.
- : :

Figure 14 : Photographie des tubes de lyse sur 'agteur horizontal

Aprés 30 min d’agitation horizontale, les tubests@antrifugés a 1500 tours pendant 15
s, ceci en vue de faire descendre liquide au fantlible.
Un embout (sans filtre) de 100 ul fixé sur 'embauntc filtre de 5 ml, permet transférer les
lysats dans les navettes du Nuclisens EasyMAG yiané de pipeter les particules de papier,
et en laissant un reliquat de + 50 ul de lysat@dfdu tube afin d’éviter de transférer la
mousse.

Les lysats peuvent étre conservés a — 80°C podeélan maximal d'1 mois, ou pendant
14 jours a + 4°C au max ou bien a température artebjzendant 24h, mais jamais a — 20°C car

il en résulte une gélification de la solution dedyjui génera I'étape d’extraction.
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5.5. Extraction — Amplification et détection par la

technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

L’extraction du matériel génétique se fait grackaatomate de Nuclisens EasyMAG

des laboratoires Biomérieux et I'amplification d#ien est faite avec I'analyseur EasyQ.

5.5.1. Extraction des acides nucléiques sur I'automatgMAS

> Principe de la réaction d’extraction :

La réaction d’extraction est faite par la chimie Blgom, qui est basée sur le pouvoir

fixateur de la silice magnétique vis-a-vis des asiducléiques. Cette réaction est réalisée grace
a une série de réactifs : la silice, le tamponalage 2, le tampon de lavage 3 et le tampon
d’élution.

Dans les conditions de salinité élevée, La siliagnétique fixe les acides nucléiques
présents dans la solution de lyse. Elle a une da&pde fixation 20 supérieure a la silice
ordinaire.Ces particules de silice agissent comme une pludisie €t les composants étrangers
aux acides nucléiques sont retirés aprés plusiétapes de lavage dans le Nuclisens
EasyMAG ; enfin les acides nucléiques sont élués tiaphase solide.

A la fin de I'étape, un pur concentré d’ARN estari au fond de la navette.

Extraction Principle

AL During incubation of the Ivsed samples, all the target
nucleic acid is captured by magnatic silica particles.
B. The MNudiSEMS sasyNAG masnaetic device attracts all
the magnatic silica, enabling the systermn o purify
the nudleic acids through sewveral washing steps.
C. The heating step releases the nucleic acids from
the silica.
D. At the final step, the magnetic silica particles are
separated from the eluate by the magnetic dewvics.

- W
[ trs =% -=
e
- L =3 =
=l L ! £ 1 |
s magnet
A Incubation B. Washing
(A capture by silica)
- W w
—

. Elution D. Final purification

Figure 15 : Schéma de I'extraction sur Nuclisens BYMAG

&
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> Mode opératoire

Aprés maintenance de l'automate, une liste de tee sk travail est créé avec les
numeéros des échantillons au niveau de l'automatelidduns EasyMAG, en sélectionnant
comme protocole d’extraction HIV-1 2.0, en indiquda type de prélevement (primaire ou
lysé), la matrice de I'échantillon (plasma ou stutgl) et le volume de I'éluat (25ul).

Les peignes et les navettes sont placés dans teipppuis 2 ml de solution de lysat sont

déposés (ceci pour chaque échantillon de DBS) daaxgue puit de la navette. Par ailleurs, 100
pl de plasma (pour chaque échantillon) sont dépdaés le puit de la navette. La lyse du
plasma est réalisée par I'automate Nuclisens EasyMA 10 min.

Apres ajout de 100 pl du mix préparé extemporanéfoentréle interne + silice) dans
chaque puit, 'appareil procéde a I'extraction daténiel génétique. Cette étape dure environ
40 min.

Dans les 5min suivant la fin de I'extraction, ledraits doivent étre transférés dans les
barrettes EasyQ, car la silice présente sur lai parpuit risque de se désagréger et de tomber
dans I'extrait ce qui inhibera la réaction d’amipktion.

Ce sont 15 pl d’extrait qui sont déposés dans eeetbes en vérifiant I'absence de

bulles d’air et le méme niveau de volume de saftugiour chaque puit de la barrette.

5.5.2. Amplification et détection par la technologie Ngelns
EasyQ HIV-1 V2.0

» Principe de la réaction d’amplification

La réaction d’amplification par NASBA (Nucleic AcfBequence Based Amplification)
consiste en une amplification d’acide nucléique loimie a une étape de détection simultanée.

L'amplification des acides nucléiques sur Nuclis&asy@ HIV-1 v2.0 utilise des
amorces qui sont spécifigues des séquences dé&tettéBARN du VIH-1 de type sauvage
(WT) et de I'ARN du calibrateur synthétique de Neemhs Easy® HIV-1 v2.0. Cet ARN du
calibrateur ne differe de I'ARN du VIH-1 WT que pare petite séquence nucléotidique qui
permet les mémes cinétiques d'amplification. ToRNAJu VIH-1 WT présent dans les acides
nucléiques élués est co-amplifié avec le calibrataterne. Les autres séquences d'acides
nucléiques ne seront pas amplifiées. L'amplificaNtASBA® est basée sur un processus répété
d'accrochage d'amorce, une formation d'’ADN doubie ¢dontenant un promoteur T7 et une

transcription facilitée par 'ARN polymérase T7 pleisieurs copies antisens des séquences

cibles d'ARN WT et d'ARN calibrateur (amplicong’f).)
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Figure 16 : Principe de la réaction d’amplificationpar NASBA.

> Principe de la réaction de détection

Le processus de détection du test Nuclisens Eagyly-1 v2.0 utilise des balises
moléculaires spécifiques de la cible.

Une balise moléculaire est un oligonucléotide d'ARNmMprenant une séquence
nucléotidique spécifique qui reconnait une séquehB&N cible particuliere, couplée a un
fluorophore et & un quencher. En l'absence d'ARMpdé&mentaire, la balise moléculaire
restera dans une structure interne en épingle @eahele quencher reste alors a proximité
du fluorophore. La conséquence sera l'extinctioladieiorescence de la balise moléculaire.
En présence d'une séquence « cible » complémentairdalise s'ouvre et émet une
fluorescence, ce qui indique la présence de Iaessé:(mcible(.llg‘ 119)

L'utilisation de deux fluorophores différentes petnde suivre simultanément la
synthése de la cible WT et de I'ARN du calibrateuianalyse cinétigue des signaux
fluorescents permet de dégager les vitesses dsctition de la cible WT et de I'ARN du

calibrateur. Elle permet de déduire la quantitéRNAdu VIH-1 dans I'échantillon de plasma/

DBS (prélevements de sang total EDTA) de dé;S%aSrt.l

12, 126 , A
126 a charge virale peut alors étre
mesurée a l'aide d'un algorithme de réduction desmées dans le logiciel de test Nuclisens

Easy@ HIV-1 v2.01%2)
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Figure 17 : Principe de la détection par les balisemoléculaires

> Mode opératoire

Sur l'analyseur EasyQ, une série de travail avecneméros des échantillons est
préparée en choisissant le protocole de dosage 1HR/®, en indiquant le volume de
I'échantillon (100 pl) et la matrice de I'échariitl (plasma ou DBS).

La reconstitution de I'enzyme est réalisée en ajud5 pl de diluant enzyme a
'enzyme lyophilisée (un lyophilisat d’'enzyme capend a 8 échantillons) puis laisser reposer
15 min avant utilisation.

La préparation de la solution d’amorce se fait grutant 180 ul de diluant d’'amorce
aux amorces lyophilisées (2 dans chaque tube) éangeant immédiatement au vortex jusqu’a
obtention d’'une solution claire (ne pas utilisez wolution qui contient un précipité). La
solution doit étre utilisée dans les 30 min. Chaiyiie d’amorces correspond a I'amplification
de 8 échantillons.

20 pl de solutions d’amorces reconstituée sont spdans chaque puit de la barrette
qui est sur un portoir dans lincubateur Nuclisétesy(, qui est ensuite recouverte d’un
couvercle et démarrage du programme (2 min a 65 a 41°C).

Apres les 15 min d’attente pour I'enzyme reconsgf{lb il de la solution enzymatique
sont déposés dans chaque bouchon.

A lissue de la derniére étape d’incubation (2 raid1°C), les barrettes sont fermées
avec les bouchons (contenant la solution enzymetiqul'aide d’'un accessoire de fermeture

puis les barrettes sont identifiees de facon unique
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Le contenu des barrettes fermées est homogénéidéuettant les barrettes, puis
centrifugation pendant 2 secondes dans la cengufsg mini barrettes.

Les portoirs de barrettes sont ensuite chargées|@aralyseur Nuclisens Eas§Q@vant
la mise en marche de la réaction d’amplificatiashétection.

La réaction d’amplification basée sur la technaoJASBA qui cible la région du géne
gagdure une heure de temps. A la fin de la réactemrésultats s’affichent et il est possible de
vérifier I'absence d’erreur (No Amplification, Podmplification, insufficient liquid etc.). Les
résultats de la série seront exportés sur MicroEsftel pour exploitation statistique des

résultats.

6. Analyse statistique des résultats

La comparaison des résultats a été faite apresfaramation des valeurs de charge virale
en log.

Le logiciel Microsoft Excel 2010, a permis de falee conversion des résultats de la
charge virale en valeur logarithmique décimalesiaguie le calcul des différences de log.

Le logiciel MethVal a permis d’obtenir les tracésld droite de régression et les analyses
de concordance entre les valeurs des charges svichleplasma-DBS et entre différents
prélevements DBS.

La corrélation ou la régression linéaire consiste en présence de deux variables
guantitatives, a tester I'hnypothése de I'existedtme relation de proportionnalité entre elles.
Divers types de renseignements sont fournis paédgession linéaire. En premier lieu, le
coefficient r de Pearson évalue le degré de litate la relation testée, son carré)(R
représentant le pourcentage de variabilité expéquer le modeéle linéaire, plus la valeur du r
est proche de 1 plus les 2 techniques sont costdléepente et I'ordonnée a l'origine de la
droite sont fournies par le calcul de la meilledreite possible (selon la méthode des moindres
carrés), passant au sein du nuage de points. Cagérstiques de la droite sont trés utiles

pour prédire, si la technique a tester s'avaatable *®

La concordance de Bland et Altmanconsiste a apprécier I'écart observé (biais) eentr
les valeurs obtenues par une technique de réféparceapport a une technique a tester et les
limites de concordance qui représentent les écgsvaleurs d’'une technique par rapport a

'autre.
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La concordance permet d’apprécier I'écart obsenigedes 2 valeurs obtenues pour la mesure
et d’en déduire, sur 'ensemble de la populatiopepkée, le biais, la précision, et les limites de
I'intervalle de confiance a 95% afin de statuerlauroncordance des 2 séries de valeurs.

Les limites de concordance correspondent & un biai& Ecart-Type (ou déviation Il
représente la moyenne de I'écart systématique dadéme de valeurs par rapport a l'autre.
standard) et entre lesquelles se trouvent 95% alesing de différences.

Le principe de la méthode de Bland et Altman cdesisréaliser un graphe étudiant en
ordonnée la différence entre les valeurs obtenaetep deux techniques A et B (soit A — B) et
en abscisse la moyenne des valeurs obtenues egadaux techniques, soit (A + B)/2. Plus la

.. , . 48
valeur du biais tend vers zéro, plus la concordasteneilleure!*®
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Chapitre | : Résultats

1. Résultats de la charge virale plasmatique

Notre étude évaluative a porté sur 31 échantilldaspatients naifs de traitement
antirétroviral, ceci afin d’avoir des valeurs deaxdde virale élevées, qui permettraient une
analyse statistique plus aisée.

Les valeurs de charge virale détectables variaiette 670 et 2 700 000 copies/ml soit,
converties en valeurs logarithmiques, entre 2,83el06,43 log. Quatorze échantillons avaient
une CV tres élevée (> 5 log) et 11 avec une CVéadentre 4 et 5 log).

Pour faciliter les analyses et se conformer adtimtétation classique des résultats de
charge virale, nous les avons classés en valdilefamoyenne, élevée et tres élevee.

Ainsi les 31 échantillons se répartissent commegm& dans le tableau | suivant.

Tableau | : Répartition des échantillons en fonctio des valeurs de CVP

Classification Intervalles de Intervalles de N
des CV valeurs (en copies/ml  valeurs (en log)
Faible 100 — 1000 2—3log 2
Moyenne 1000 — 10 000 3—-4log 4
Elevée 10 000 — 100 000 4 -5 log 11
Tres élevée > 100 000 >5 log 14
Total 31

2. Comparaison globale des valeurs de CVP avec les DBS

La comparaison des valeurs de charges virale ptaumeades différents échantillons de
DBS a été realisée en calculant leur différencledavec le plasma.

Globalement quel que soit le volume de sang déddséchantillons ont présenté une
discordance entre plasma et DBS avec une différéadeg comprise entre 0.51 et 1. Parmi ces
12 échantillons, 6 ne sont discordants que poueuwh volume de DBS dont 3 pour les DBS
150, 4 sont discordants pour plus de 2 volumessein discordants pour plus de 3 volumes de
sang déposé sur carte (voir tableau en annexe).

Le résumé du tableau global des résultats estiigédans le tableau Il ci-dessous.
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Tableau Il : Différences de log entre plasma et legdifférents volumes sur DBS

Différence de | Alog PI-DBS 50 | Alog PI-DBS_75 | Alog PI-DBS_100 | Alog PI-DBS_150
log
Alog <0,5 25 26 27 25
0,5<Alog<1 6 5 4 6

Comme le montre le tableau pour chacun des voluteesang déposé sur les cartes, la
majorité des échantillons (entre 25 et 27) préseéeserésultats concordants avec une différence
de log en valeur absolue inférieure a 0,5 c’esir@tbn significative.

Le nombre d’échantillons discordantAldg>0,5 en valeur absolue) ne varie pas
beaucoup (entre 4 et 6) selon le volume de sangséép

v' 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_50
v 5 échantillons sur 31 (16,13%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_75
v 4 échantillons sur 31 (12,9%) pour la valeundhg entre le plasma et DBS_100
v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_150.

3.Analyse des discordances plasma DB®% en fonction

des valeurs de CVP

Les échantillons présentant des discordances entharge virale plasmatique qui varie
entre 670 et 750 000 copies/ml.

Tableau Il : Répartition des échantillons en fontion desAlog PlasmavsDBS en valeur

absolue
CVenlog| Alog PFDBS_50 | Alog PFDBS_75 | Alog PIFDBS_100| Alog P-DBS_150
<0,5 log >0,5log | <0,5log >0,5log | <0,5log >0,5log | <0,5log >0,5 log
2-3log 2 0 2 0 2 0 1 1
3-4log 4 0 4 0 4 0 4 0
4-5log 8 3 7 4 7 4 8 3
>5 log 11 3 13 1 14 0 12 2

Nous observons que les discordances sont notéastielement avec des échantillons

dont les valeurs sont supérieures a 4 log. Seuhargillon de charge virale plasmatique en

dessous de 4 log (670 copies/ml) présente unerdauace; celle-ci est observée uniquement

pour un dépot de 150ul de sang sur carte.

Pour tous les 12 échantillons correspondant a 2dodiances vis-a-vis du plasma, les

valeurs des CVP sont supérieures a celles obtawaedes différents volumes de DBS.
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4. Droite de régression linéaire et concordance plasmes

DBS
4.1. Régression linéaire et concordance PlaggiaBS 50

L’analyse de la droite de régression linéaire el@sevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 50ul de sang déposésrguaaionné la droite de régression suivante
avec un coefficient de corrélation linéaiRe 0,955 et une pente a 1.013

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer8S 50 a 100ul de plasma a
donné un biais négatif mais faible @k24 [- 0,346 a 0,135pvec 4 échantillons sur les 31 soit
12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (9% dessous de la limite inférieure. De plus,
la majorité des échantillons sont concentrés esaimsde la ligne basale montrant une Iégere

sous-estimation de la charge avec le DBS_50.

, DBS_50
. . . Difference
Unweighted linear regression N = 08r Difference plot N =
6 Slope: 1,013 0,894 to
1,133 ] 04} o
5| [}
(J
[} [ ] °
[ ) ® ° .
[ ) ° °
4 R= 0,955 i N ¢ o
- 0.4 ¢ o 0o o
-0, °
3 /../Q. )
Intercept : -0,305 [-0,888 to 0,278] ‘ ‘\_/l/ ‘
Plasma 3 4 5
22~' ) " 5 s - Mean difference : -0,24 [-0,346 to -0,135 ]

Figure 18 : Droite Régression et Bland-Altman Plasavs DBS 50

4.2. Régression linéaire et concordance PlagalaBS 75

L’analyse de la droite de régression linéaire el@sevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 75ul de sang déposésrgunaionné la droite de régression suivante

avec une bonne corrélation avec un coeffickn,956 et une pente a 1.000
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r Unweighted linear regression N = 31 04 °
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Slope : 1,000 [ 0,884 to 1,117 00 . °
51 Intercept : -0,307 [ -0,878 10 0,264 P ° 0. 20 ® o
¢ i ¢ C T % e 00,
[ )
-08 . i
3L [ J
R= 0,956 12 ‘ ‘
Mean 2 ee 3 4 5 6 7
: ‘ ‘ ‘ Mean difference : -0,305 [ -0,408 to -
2 3 4 5 6 7 0,202 ]

Figure 19 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS 75

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®8S_75 a 100uL de plasma a
donné un biais négatif mais faible @305 (-0.878 a 0.264vec 5 échantillons sur les 31 soit
16.13% qui sortent de l'intervalle de confiance%®5en dessous de la limite inférieure. De
plus, la majorité des échantillons sont concentréslessous de la ligne basale montrant une
légere sous-estimation de la charge avec le DBS_75.

4.3. Régression linéaire et concordance PlagaiaBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 100ul de sang déposéargiaadonné la droite de régression suivante
avec une bonne corrélation avec un coefficknd,968 et une pente a 1.017

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeerBBS 100 a 100ul de plasma a
donné un biais négatif mais faible @254 (-0.343 a 0.165vec 4 échantillons sur les 31 soit
12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (9% dessous de la limite inférieure. De plus,

la majorité des échantillons sont concentrés esalissde la ligne basale montrant une légere

. . 0, _
, sous-estimation de la charge avec le DBS_100. pifterence
- Difference plot N = 31
Plasma 04
6 | Unweighted linear regression N = 31 T R °
5 | Slope : 1,017 [ 0,916 to 1,118 I 0 ¢ ¢ * ¢
L pe:1, s , P ) .. .... [ ]
p °
° o o
04+ o ¢ © .. ° °
° [}
[
-0,8 L L o L I Mean
2 3 NS s 6
Mean difference : -0,254 [ -0,343 to -0,165 ]

Intercept : -0,336 [ -0,829 to 0,157 ]

Figure 20 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS_ 100

=
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4.4. Régression linéaire et concordance PlaggiaBS 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale de 100ul

de plasma et 2 spots de 150ul de sang déposéarsuaaonné la droite de régression suivante

avec une bonne corrélation avec un coefficken®,952 et une pente a 1.032

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®BS 150 a 100uL de plasma a

donné un biais négatif mais faible @268 (-0.379 a 0.154vec 4 échantillons sur les 31 soit

12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (95 dessous de la limite inférieure. De plus,

la majorité des échantillons sont concentrés esaissde la ligne basale montrant une Iégere

sous-estimation de la charge avec le DBS_100.

Difference plot N = 31

. (]
) : o ..: > o
o A T
0 0 0 .. °

08 |

Intercept : -0,4145 [-1,0278 to 0,198]
DBS_150

3 4 5 6 7

Mean difference : -0,268 [ -0,379 to -0,157 ]

Figure 21 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS_ 150

5. Comparaison des valeurs de charge virale obtenuesrs

DBS

Globalement quel que soit le volume de sang démms®sidére, 6 discordances

correspondant a 5 échantillons ont été notées é&dreifférents volumes de DBS avec une

différence de log en valeur absolue comprise éh&® et 0,76. Parmi ces 5 échantillons, 1 seul
présentait une discordance pour 2 volumes (DBS556t7/DBS_75/150) soit un total de 6

échantillons discordants (voir tableau en annexe 1)

Le résumé du tableau global des résultats des gampas entre différents volumes de

DBS est présenté dans le tableau IV ci-dessous.
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Tableau IV : Répartition des différences de log emaleur absolu entre les DBS en fonction
de leur concordance

Différence de log | Alog 50-75| Alog 50-100 | Alog 50-150 | Alog 75-100 | Alog 75-150 | Alog 100-150
Alog<0,5 28 31 30 31 29 31
0,5 <Alog <1 3 0 1 0 2 0

Les discordances notées concernent les volume®8&e BDvs DBS 75 (n=3), DBS 50s
DBS_150 (n=1) et DBS_7%s DBS_150 (n=2). Aucune discordance n’'a été notae jpes
DBS_50vs 100, DBS_ 755100 et DBS 100s150.

6. Analyse des discordances DB8s DBS en fonction des
valeurs de CVP

Les discordances observées se répartissent estdiffierentes valeurs de charge virale
a I'exception des valeurs faibles (comprises eftet 3 log) avec 2 échantillons discordants
entre 3 et 4 log, 3 discordants entre 4 et 5 Idgéthantillon discordant au-dela de 5log.

Tableau V : Répatrtition des DBS présentant des discdances en fonction des valeurs log

de CVP
R st e ] e i
2 — 3log 2 0 2 0 > 0
3 —4log 3 1 4 0 3 1
4 — 5log 10 1 10 1 10 1
>5 log 12 1 14 0 14 0

7. Droite de régression linéaire et concordance entrkes
prélevements DBS

7.1. Régression linéaire et concordance DBS 50 vs DBS_75

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 pl vs 75 pl de sang déposés sur carte memtria droite de régression une dispersion
assez importante de quelques points ; ce qui donreefficient de corrélatioR=0,956 avec

une pente a 0,943.
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Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®BS 50 vs DBS 75 a donné un
biais négatif mais trés faible d6,0645 (-0.169 a 0.040vec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance essbus de la limite inférieure. La valeur
négative du biais témoigne d’'une sous-estimatiorigB®BS 75 mais celle-ci est extrémement

faible. 08
" DBS_75 o ' Difference

Unweighted linear regression N = 31

04 | ® ®e
Slope : 0,943 0,833 to 1,053 ] oo °
' [ [ ) )
o e 00 - L —
° °

®
08 \ ® / Mean

DBS_50 ' 5 7
‘ : : é : Mean difference : -0,0645 [ -0,169 to 0,0402 ]

3 4 5
Intercept : 0,195 [ -0,317 to 0,707 ]

Figure 22 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS_75

7.2. Régression linéaire et concordance DBSv&DBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 ul vs 100 pl de sang déposés sur carte maméré&onne corrélation avec un coefficient
de R=0,961 avec une pente a 0,952.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donni@ais négatif mais tres faible de -
0,0139 (-0.113 a 0.085Hvec aucun échantillon en dehors de l'intervadleonfiance.

0,6

r Difference
04 | " 0
L 0.2 . . .~
Unweighted linear T o0
regression N = 31 0
N . 0 0
Slope : 0,952 [ 0,848 to 1,056 ] 000 J 0
R= 0,961 021 060 LY
0
04 | ' %
0 0
Mean
Intercept : 0,205 [ - 0,6 ‘ ‘ ‘ ‘
0,280 t0 0,691 | p s 6 7
| o s Mean difference : -0,0139 [ -0,113 to 0,0851 ]

2 4 6

Figure 23 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS 100

]
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7.3 Droite de regression linéaire et concordance DBS 5
vs DBS_ 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 ul vs 150 pl de sang déposés sur carte maméréonne corrélation avec un coefficient
deR=0,962 avec une pente a 0,981.

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeerBBS 50 vs DBS 150 a donné un
biais négatif mais trés faiblgde 0,0369 (-0.0615 a 0.13%vec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance essbus de la limite inférieure. La valeur du

biais est positive témoignant d’une tres légereestimation par le DBS.

Difference plot N = 31

| DBS_150 = ' [)
— (]
+ Unweighted linear regression N = 31 0 ‘0 [ 0
,.. °
| Slope : 0,981 [ 0,875 to 1,087 | ‘ ) ] o 0 Qo °
. [ ] ° [ ]
[ ] < ®
g )
I - L
® I ° ° .
. (R 0 0
[
DBS_50 o U .0
| | | | B ) Mea
3 4 5 6 7 L L L

Mean difference : -0,0276 [ -0,127 to 0,0718 ]

Figure 24 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS 150

7.4. Régression linéaire et concordance DBS§BBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire eletsevaleurs de charge virale des spots
de 75 ul vs 100 ul de sang déposés sur carte mamerbonne corrélation avec un coefficient
deR=0,977 avec une pente a 0,981.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donnBiais négatif mais trés faible de
0,0506 (-0.0255 a 0.123@vec 2 échantillons a la limite supérieure dddimalle de confiance.
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I DBS_100 [ Difference plot N = 31 /-\
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Figure 25 : Droite de régression et Bland-Altman DB_75vsDBS_100

7.5. Droite de régression linéaire DBS 75 vs DBS 15

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 75 ul vs 150 pl de sang déposés sur carte mamgréonne corrélation avec un coefficient
deR=0,963 avec une pente a 0,995.

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®8S_75 vs DBS_150 a donné
un biais négatif mais trés faibtke 0,0369 (-0.0615 a 0.138yec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance e@slis de la limite supérieure. La valeur du
biais est positive témoignant d’une tres lIégéreestimation par le DBS_150.

L @ Difference plot N = 31
Unweighted linear regression N = 31 o
o R ° °
° ° e
0,0 ® °
o
o o ° % %
([ o ° [ ()
[
Mean
I 2 3 4 5

Mean difference : 0,0369 [ -0,0615 to 0,135 ]

5
Intercept : 0,0585 [-0,431 to 0,548]

Figure 26 : Droite de régression DBS 75 vs DBS_150

&
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7.6. Ligne de régression linéaire DBS 1¥IDBS 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale des spots

de 100 ul vs 150 ul de sang déposés sur carte enamérbonne corrélation avec un coefficient
deR=0,975 avec une pente a 1.004.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donnBiais négatif mais tres faible de
-0,137 (-0.0938 a 0.0664\vec aucun échantillon en dehors de l'intervadle€ahnfiance.

| DpBS_100
r Unweighted linear regression N = 31

| Slope : 1,004 [ 0,918 to 1,090]...' .

DBS_150

Intercept : -0,0326 [-0,434 to 0,368]

7

0,0

Difference plot N = 31

0 o ¢
(] ..0
° ‘ ‘ )
R .o'o ‘..‘ ¢
% 0
°
[ ] 0 .

2 3 4
Mean difference : -0,0137 [ -0,0938 to 0,0664 ]

Figure 27 : Droite de régression et Bland-Altman DB_100vsDBS_ 150
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1. Utilisation du papier buvard et de Ila technologie
NUcliSENS

Le suivi virologique des PVVIH en zone décentraistans les pays a ressources
limitées fait face a de nombreuses difficultés diéentre autres au nombre limité
d’infrastructures adéquates et a des problemesdgistique. Parmi ces contraintes logistiques
on peut citer :

- la difficulté de conservation du plasma du faitrdmanque de source d’énergie fiable
et de réfrigération

- la labilité de P'ARN viral qui impose une séparatiolymphocytaire et une
conservation du plasma dans les 6 heures qui duev@nélévement.

Depuis la premiére validation de I'utilisation dapger buvard pour la quantification de
la charge virale avec une technique commercialel{SENS EasyQ v1.2) décrite pane et
coll. 2008 de nombreux travaux ont rapporté l'utilisatiors d2BS aussi bien pour la charge
virale que le génotypage de résistan®s.

Le papier Whatman 903 que nous avons testé est qeillest le plus couramment
utilisé et les travaux récents BOTTINGHAUS, E. et coll. ce quiconfirme sa grande qualité
en comparaison avec 2 autres types de papier bueanthercialisés (Ahlstrom Grade A-226
et Munktell TEN) pour la réalisation des DBS en deda charge virale. Cependant pour le test
de génotypage, les DBS réalisés sur le papiee fMeTFN a une plus grande efficacité et
apparait plus sensible dans la détection des rongathajeures de résistance du Vi

La technique de NucliSENS sur DBS version 1.2 &l'faldjet d’'une évaluation en zone
rurale en Tanzanie pdohannessen, A. et coljjui avait montré une bonne performance sur
DBS pour le suivi des patients recevant un TARVp&rlant sa sensibilité est réduite lorsque
la charge virale était faibl&"

Mais cette technique a évolué\én DEURSEN, P.et coll, en 2010 montré que la
version 2.0 utilisée dans notre travail présemgitiement d’excellentes performances sur DBS
lorsque les conditions de transport et de conservataient respectéégo)

Ces résultats ont été confirmés au Sénegal avdralesux deTouré-Kane, C. et coll.
qui a comparé les performances du Nuclisens Eady@1H/2.0 a celles du Nuclisens EasyQ
HIV-1 V1.2 Elle a montré que cette V2.0 était pfuécise et fiable pour la quantification de la

charge virale du VIH-1 par rapport a la version értermes de spécificité et de sensibilité
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mais aussi qu’elle présentait une bonne corrélatame bonne concordance sur le plasma et
sur DBS.9

Cette technique a également fait I'objet de conmiparaavec de nombreuses autres
techniques commerciales.

Sur le papier buvard, les comparaisons avec le Or2@es laboratoires Abbott ont
montré de bonnes corrélations sur différentes @tiouis :

- Garrido, C et coll. en 2009%n Espagneui acomparé les résultats de charge vidde
103 échantillons de sang, collectés et séchés apiempbuvard 903 et a obtenu une
bonne corrélation (R=0,87) avec la version 1.1 deliSENS. ¥

- ARREDONDO, M. et coll. en 2012 en Espagne a retr@@ une corrélation entre
plasma et DBS de R=0,91 (P<0,0Cﬁ)).

- David S et coll réalisé dans le Sud de I'lnde en 2012, a comjewévaleurs des
charges virales obtenues parallelement sur plasrdd8$ sur 62 patients et a obtenu
une corrélation R=0.9818"

Sur le plasmaXu, S. et coll.ont comparé en 2010 les performances du Nuclisens

EasyQ V2.0 avec six méthodes commercialgsbds Amplicor HIV-1 Monitor V1.5 (‘Amplicor),

Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 test V1.0 (‘'CAR/M"), Versant HIV-1 RNA V3.0 (branched DNA
[bDNA]-based assay; 'Versant bDNA"), Abbott RealnTé HIV-1 assay (‘Abbott Real Time'), Nuclisens HIY-

QT, et Nuclisens EasyQ HIV-1 V1)1 de quantification de la charge virale du VIH-1ar3
I'ensemble, EasyQ V2.0 présentait une corrélatigmfgcative et une concordance élevée avec
les six autres techniqué%?S)

En 2012 Xu, S. et coll.ont comparé les technologies Cobas AmpliPrep/Cohgslan
HIV-1 v2.0 et sa version 1 avec la technologie Meris HIV-1 EasyQ v2.0 pour la mesure de
la charge virale des divers génotypes de VIH-1 bm& Nuclisens EasyQ v2.0 et CAP/CTM

v2.0 a montré une excellente détection des échlandildu sous-type B mais des différences

significatives ont été observées pour tester laaridlons de sous —type non &%

-
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2. La méthodologie

Notre travail a porté sur 31 échantillons mais Bnparaisons différentes ont été
réalisées avec 100 pl de plasma et 4 volumes elifférde sang (50ul, 75ul, 100 et 150ul)
déposés sur le papier buvard soit une total deétB&ntillons analysés.

Les spots de DBS ainsi que la séparation lymphoeytant été réalisés dans I'heure
apres réception des échantillons puis conservé8@°€ dans les sacs de glycine avec des
sachets de déssicants jusqu’a leur utilisation.

Dans les autres travaux, le volume de dépdt esérgiement de 50ul mais dans le
travail deROTTINGHAUS, E. le volume déposé était de 100(1?9)

De méme la température et le temps de conservagshpas toujours la méme dans les
différents travaux :

- conservation a 37°C pendant 8 et 15 jours faure-Kane, C. et coII,(6o)

- conservation a -20°C poARREDONDO, M. et coll. jusqu’'a utilisatiorf®

- conservation a 80°C dans l'étude @®ROTTINGHAUS, E. et coll. jusqu'a
utilisation*°%

Comme dans la plupart des travaux publiés, le Raurchalibré 12 des laboratoires
Biomérieux, nous a permis d’obtenir des spots dmaRde diametre correspondant a la totalité
de I'anneau sur le papier buvard. Cependant pauvdumes 100 et 150ul, les spots obtenus
ne correspondent pas a toute la surface de la thcang déeposé car le dépot réalisé avec ces

volumes débordent largement la surface de I'andeda carte.

3. Les résultats
3.1. PlasmavsDBS

Les résultats de charge virale des plasmas obteadsnt entre 670 et 2 700 000
copies/ml soit compris entre 2 log et > 5 log. @Queg échantillons avaient une charge tres
€levée et onze une charge virale élevée.

La différence de log des valeurs des charges siraletenues avec les plasmas et
différents DBS nous montre 12 échantillons discotslanais que le nombre de discordances
est quasiment le méme quelque le volume consi@énéme, les moyennes des différences
sont a peu pres similaires avec -0.24 pour le DBS-6.305 pour DBS_75, -0.254 pour
DBS_100 et -0.268 pour DBS_150.
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Cependant, les résultats du Bland-Altman (PlagsiaBS 50 ; Plasmas 150) montrent
4 échantillons sortant de I'intervalle de confiamredessous de la limite inférieure, avec des
biais de — 0,24 [- 0,346 a - 0,135] et — 0,268379 a - 0,157]. Ces 4 échantillons sont ceux
qui s’éloignent le plus du biais. Leurs droitesréigression linéaire ont respectivement comme
coefficient 0,955 et 0,952.

Le résultat du Bland-Altman entre Plasw&DBS 75 montre 5 échantillons hors de
l'intervalle de confiance avec un biais de — 0,308,408 a - 0,202] en dessous de la limite
inférieure. Sa droite de régression linéaire aaeffcient R = 0,956.

Le résultat du Bland-Altman entre Plasv@aDBS 100 montre 4 échantillons hors de
l'intervalle de confiance avec un biais de — 0,258,343 a - 0,165] en dessous de la limite
inférieure. Sa droite de régression linéaire aaeffcient R = 0,968.

Néanmoins, les valeurs dakog en valeur non absolue entre le plasma et fé&reints
DBS confirment comme le plasma comme meilleur roatpour la quantification de la charge

virale, mais que les valeurs sur le DBS ne sontngaseloignees.

3.2. DBSvsDBS

Les résultats de la charge virale obtenus surrdiit6 DBS montrent 6 discordances
correspondantes a 5 échantillons. Pour un échlamtilh discordance a été noté entre DBS 50
vs75 et DBS 7%s150.

Les discordances ne sont notées que pour les salleuCVP > a 3 log et notamment
entre les DBS 5@s 75, DBS 50vs 150 et DBS 75/s 150. Ceci pourrait étre lié au faible
nombre d’échantillons a CVP < 3log.

Cependant, le Bland-Altman DBS §675 montre un échantillon hors de I'intervalle de
confiance, en dessous de la limite inférieure aweccart trés grand du biais qui est de —
0,0645 [- 0,169 a 0,402]. Sa droite de régressi@alre a un coefficient de 0,956.

Le Bland-Altman DBS 75vs 150 montre un échantillon hors de lintervalle de
confiance, en dessus de la limite supérieure amdiais de 0,0369 [- 0,069 a 0,135]. Sa droite
de régression linéaire a un coefficient de 0,963.

Aucune discordance n'a été noté pour les volumeS B8vs 100, DBS 75vs 100 et
DBS 100vs 150.

La comparaison des moyennes des différences momedifférence extrémement
faible entre les volumes et que le DBS_ 100 (-0.018 celui qui est le plus proche du
DBS_50.




CONCLUSION
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Le VIH est le virus responsable de la pandémie nabediu SIDA, qui touche de nos
jours plus de 34 millions de personnes a travensdede avec plus de 1,7 millions de déces par
an. L'Afrigue demeure toujours la région du mora@lus touchée avec plus de 23,5 millions
de personnes vivant avec le VIH-SIDA.

Depuis la découverte du VIH en 1983, des effortsm@erables ont été déployés pour le
diagnostic, la prévention et la PEC des PVVIH. Cgsice a ces efforts que le rapport de
'ONUSIDA 2012 a fait état d’'une chute de 21% duxtaannuel de nouvelles infections entre
1997 et 2010.

L’accessibilité du TARV a également permis la rédaucdes nouvelles infections mais
aussi du nombre de déces annuel lié au VIH-SIDAg@ développement de programmes
d’acces aux ARV comme le programme ISAARV au Séhéga a permis d’améliorer la
qualité de vie des PVVIH. Ce programme prend emggh&e suivi virologique des patients en
plus de la mise sous TARV si l'indication est posée

Ce suivi virologique au cours du TARV est nécessapour évaluer [|'état
d'immunodépression du malade et apprécier la répanstraitement. Cependant, au Sénégal
comme dans la plupart des pays a ressources lanigéaux de CD4 est disponible méme en
zone décentralisée, alors que la charge virale géhotype ne sont disponibles que dans le
laboratoire de référence. L’accessibilité de cequanr reste un challenge majeur du processus
de décentralisation du suivi virologique des PVVIH.

Cette inaccessibilité est due au colt élevé (500@& WSD par test), le nombre limité
d’infrastructures adéquates, le défaut de persoquiifié et la logistique (difficultés liees au
transport et a la conservation des prélévementsiba). L'utilisation du papier buvard pour le
prélevement de sang dans le suivi virologique aagf@ouvée par 'OMS, ce qui permet de
faire les prélevements en zone décentralisée ééslenvoyer au niveau de laboratoire. Ce
transport des prélevements DBS au niveau centéad aalidé pour un délai maximum de 15
jours sans perte significative d’ARN viral. La parp d’études de charge virale sur DBS ont
rapportées la validité de I'utilisation de 2 spadés50ul de DBS (de 12mm de diametre) pour la
guantification de la charge virale, et c’est daascontexte que cette étude a été menée avec
pour objectif d’évaluer I'impact du volume de sahgposé sur le papier buvard, sur la valeur
de la charge virale mesurée. Elle a eu pour cadnegd de Biologie moléculaire du Laboratoire
Bactériologie-Virologique A. Le Dantec. L’étude évative a porté sur 31 patients naifs de
traitement antirétroviral, ceci afin d'avoir des la@rs de charge virale élevées, qui
permettraient une analyse statistique plus aisés.MBS de différents volumes de sang total

ont été réalisés sur le papier buvard Whatman 8@8; 6 cartes pour chaque échantillon (1
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carte chacune pour les volumes 50 et 75ul et, ri2scpour les 100 et 150ul). La référence a
eteé le plasma et les valeurs de charge virale plagoe détectables variaient entre 670 et
2 700 000 copies/ml soit, converties en valeuraritigmiques, entre 2,83 log et 6,43 log. Pour
faciliter les analyses et se conformer a l'intet@ién classique des résultats de charge virale,
elles ont été classées en valeur faible, moyenleyee& et tres élevée. Ainsi quatorze

échantillons avaient une CVP trés élevee (> 5 lbfj)avec une CVP élevée (entre 4 et 5 log), 2
avec une CVP faible (<3 log) et 4 avec une CVP maléentre 3 et 4 log).

La comparaison des valeurs de charges virale ptaueades différents échantillons de
DBS a été réalisée en calculant leur differencéodeavec le plasma. Globalement quel que
soit le volume de sang dépose, 12 échantillongpodgenté une discordance entre plasma et
DBS avec une différence de log comprise entre 6t5ll Parmi ces 12 échantillons, 6 ne sont
discordants que pour un seul volume de DBS dormiu8 f@s DBS 150, 4 sont discordants pour
plus de 2 volumes et 2 sont discordants pour @Eu3 ¥blumes de sang déposeé sur carte.

Les différences de log entre plasma et les diftéreolumes sur DBS a montré que
pour chacun des volumes de sang déposé sur les,dartnajorité des échantillons (entre 25 et
27) présente des résultats concordants avec unedfiférde log en valeur absolue inférieure a
0,5 c’est-a-dire non significative. Le nombre diantillons discordantsA{og>0,5 en valeur
absolue) ne varie pas beaucoup (entre 4 et 6) fel@miume de sang déposé :

v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_50

v 5 échantillons sur 31 (16,13%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_75

v 4 échantillons sur 31 (12,9%) pour la valeutdhg entre le plasma et DBS_100

v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_150.
L’analyse des discordances a montré qu’elles coagamt essentiellement les échantillons dont
les valeurs ont été supérieures a 4 log. Seul anéidon de charge virale plasmatique en
dessous de 4 log (670 copies/ml) a présenté weerdiance; celle-ci est observée uniqguement
pour un dépdt de 150ul de sang sur carte. Poureésuk? échantillons correspondant a 21 cas
de discordances vis-a-vis du plasma, les valels<CP ont été supérieures a celles obtenues
avec les difféerents volumes de DBS. Les courbesafeordances avec les moyennes des
différences sont a peu pres similaires quel quelsovolume considéré avec -0.24 pour le
DBS_50, -0.305 pour DBS_75, -0.254 pour DBS_100&68 pour DBS_150.

La Comparaison des valeurs de charge virale obseswreDBSa montré que quel que
soit le volume de sang déposé considéré, 5 écluastibnt présenté une discordance entre les
différents volumes de DBS avec une différence deelo valeur absolue comprise entre 0,69 et
0,76. Parmi ces 5 échantillons, 1 seul présentatdiscordance pour 2 volumes (DBS_50/75
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et DBS_75/150) soit un total de 6 discordancesBlamd-Altman DBS 75/s 150 montre un
échantillon hors de l'intervalle de confiance, &ssls de la limite supérieure avec un biais de
0,0369 [- 0,069 a 0,135 Aucune discordance n’anété pour les volumes DBS 53 100,
DBS 75vs 100 et DBS 10@s150. La comparaison des moyennes des différencesaré une
différence extrémement faible entre les volumessraassi que le DBS_100 (-0.0139) est celui
qui est le plus proche du DBS_50.

Ces résultats montrent que le papier buvard pesituditisé comme un moyen alternatif
pour le suivi virologiqgue des PVVIH dans des sitésyant pas de micropipettes car le cercle
pourrait servir de moyen d’appréciation du volumdéposer a condition que | le cercle de

12mm de diameétre circonscrit pour cet effet s@ntsature.
Cependant, il serait nécessaire de poursuivre érttie pour :

v' d’une part évaluer les résultats sur le terraim@nfectionnant les spots au site de prise

en charge clinique

v' d’autre part d'évaluer la possibilité d'utiliser smil des spots de sang capillaire pour

rendre I'outil encore plus accessible.

-
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Annexe 1
Echantillons | 100H! 2*50ul | 2*75ul 2*100ul | 2*150pl (L;’fé‘:“ DLOG DLOG DLOG DLOG DLOG DLOG  DLOG 7'3;_"6 DLOG ID&C)’_G
Plasma | DBS DBS DBS DBS bRe] PL-50  PL75  PL100 PL150 5075  50-100 50150 [ 75150 . o

M.D 670 240 290 250 200 2,46 0,45 0,36 0,43 053 -008 ~-002 008 0,06 0,16 0,10
D.D 850 1100 810 390 420 2,91 - 0,11 0,02 0,34 0,31 0,13 045 042 0,32 0,29 - 0,03
10777HALD 2200 980 940 970 1200 2,97 0,35 0,37 0,36 0,26 0,02 000 -009 -001 2),11 - 0,09
10738 HALD 2900 2100 5700 2700 2000 3,76 0,14 -0,29 0,03 016 -043 - 011 0,02 0,32 0,45 0,13
AM 4800 2700 2300 4400 1800 3,36 0,25 0,32 0,04 0,43 007 -021 018 -0,28 0,11 0,39
N.B 9400 15000 3900 9700 13000 3,59 - 0,20 038 -001 -014 0,59 019 006 -040 6,52 - 0,13
10650 HALD 19000 11000 - >000 4300 3,28 0,24 1,00 0,58 0,65 0,76 034 041 -042 6,35 0,07
11027 HALD 15000 8200 9100 15000 9300 3,96 0,36 0,32 0,10 031 -005 ~-02 -005 -0.22 2),01 0,21
10647 HALD 23000 5500 4800 9000 8400 3,68 0,62 0,68 0,41 0,44 006 - 021 -018 -027 ;),24 0,03
10802 HALD 25000 9100 4500 10000 22000 3,65 0,44 0,74 0,40 0,06 031 - 004 -038 -035 6,69 - 0,34
10920 HALD 26000 28000 20000 18000 15000 fa o a1 5 554 05 a A 5. T
11001 HALD 28000 10000 10000 8600 4500 o e e s ors _ G 0 0107 o35 0,23
M. G 55000 15000 18000 13000 23000 4,26 056 049 063 038 -008 006 -019 014 011 - 025
10994 HALD 61000 43000 100000 110000 82000 5,00 015 -021 -026 -013 -037 - 041 -028 - 004 BaE 00E
M. Lu 88000 20000 20000 17000 10000 4,30 0,64 0,64 0,71 0,94 - 0,07 0,30 0,07 0,30 0,23
RF-78 90000 110000 46000 42000 96000 4,66 - 0,09 0,29 033 -0,03 0,38 042 0,06 0,04 2),32 - 0,36
AKD 98000 39000 87000 74000 130000 4,94 0,40 0,05 012 -012 -035 - 028 -052 0,07 ;),17 - 0,24
AT 110000 62000 71000 55000 90000 4,85 0,25 0,19 0,30 0,09 -0,06 0,05 -0,16 0,11 6,10 - 0,21

M. Di 120000 120000 110000 100000 180000 . _ 5 saE 5 A s 5 6’21 e
10649 HALD 160000 61000 100000 130000 98000 o o4 020 0l09 ol oo o Sond o dlol 012
11057 HALD 220000 55000 120000 140000 85000 5,08 0,60 0,26 0,20 041 -034 - 041 -019 - 007 0,22
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250000 69000 95000 120000 48000 4,98 0,56 0,42 0,32 0,72 -0,14 024 0,16 -0,10 0,30 0,40
290000 790000 230000 320000 300000 5,36 0,44 010 -004 -001 0,54 039 042 -0,14 2),12 0,03
400000 75000 130000 150000 220000 5,11 0,73 0,49 0,43 026 - 024 030 -047 -006 6,23 - 0,17
410000 350000 170000 160000 230000 5,23 0,02 0,38 0,41 0,25 0,36 039 023 0,03 2),13 - 0,16
480000 190000 93000 210000 170000 4,97 0,40 0,71 0,36 0,45 0,31 004 005 -035 6,26 0,09
560000 660000 360000 300000 270000 5,56 0,07 0,19 0,27 0,32 0,26 034 039 0,08 0,12 0,05
620000 880000 620000 530000 1300000 . 05 ) s aE 05 TR 5. 6’32 e
750000 420000 250000 270000 210000 5,40 0,25 0,48 0,44 0,55 0,23 019 030 -003 0,08 0,11
980000 780000 780000 2100000 980000 = 5 050 - 05 _ ) s mie o meE ;)’ 0 05
2700000 1800000 1800000 1000000 900000 6,26 o o 043 . _ 026 030 0,26 Bim 0eE
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EVALUATION DES DIFFERENTS VOLUMES DE SANG DEPOSES SUR PAPIER
BUVARD POUR LA QUANTIFICATION DE L’ARN VIRAL DU VIH -1 PAR LA

TECHNOLOGIE NUCLISENS EASYQ HIV-1 V2.0

RESUME

Dans la plupart des pays a ressources limitéssivevirologique des personnes vivant avdlc
le VIH se limite au niveau central. L'utilisatiom ghapier buvard comme support alternatif [fie
prélevement améliore le suivi des personnes vigargone décentralisée. Cependant,
I'exigence de déposer 50l par cercle constitusiausfrein d’ou I'intérét d’évaluer I'impac

du volume de sang a déposer sur la valeur de lgelvarale mesurée.

L’étude évaluative a porté sur 31 échantillons aliepts naifs de traitement antirétroviral.

Les DBS (papier de type Whatman 903) ont été eadisivec différents volumes de sang (p0,
75, 100 et 150 pl), séchés pendant 3h puis corsarv&0°c jusqu’a utilisation. 2 spots de
12mm par carte ont été lysés puis extraits pawudidens EasyMAG.

L’amplification/détection s’est faite par 'analygeNuclisens EasyQ.

moyennes des différences a montré une différenc€regment faible entre les volumes npis
aussi que le DBS 100 (-0.0139) est celui qui eptus proche du DBS_50.

le suivi virologique des personnes vivant avec l# \dans des sites n'ayant pas [fle
micropipettes car le cercle pourrait servir de nmogéappréciation du volume a déposef a
condition que le cercle de 12mm de diametre circdingour cet effet soit bien saturé.

Mots clés : DBS, Charge virale, VIH-1, Nuclisens EsyQ HIV-1 V2.0

M. NJAMPA NKWETCHOUA
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M. Ibrahima KONATE
M. Noél Magloire MANGA
M. Alassane MBAYE
Mme Aminata DIACK MBAYE
M. Magatte MBAYE
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Doudou SOwW
Khadim SYLLA
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Chirurgie plastique etonstructive
Médecine Interne
Physiologie
Biochimie Médicale
Physiologie
Médecine Préventive
Médecine légale
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Bactériologie-Virolegi
Physiologie Pharmaceuité
Physique Pharmaceutique
Immunologie
Pharmacologie et Phaomdynamie
Biochimie Phaceutique
Chimie Analytique
Toxicologie
Bactériologie-Virologie
Chimie Analytique
Parasitologie
Biochimie Pharmacpug
Pharmacologie et Pharmacanaiya

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

Parasitologie
Immunologie

Pharmacie Chimique & Chimie Qa.

Toxicologie

Parasitologie

Immunologie

Physiologie Pharmaceutique
Pharmacie Ga@e
Chimie Thérapeutiqu

Thérése DIENG

Tandakha Ndiaye DIEYE

Dijibril FALL

Mamadou FALL

Daouda NDIAYE

Maguette D. SYLLA NIANG

Mamadou SARR

Oumar THIOUNE

Alassane WELE
MAITRES DE CONFERENCES

Matar SECK

Pharmacie Chimique et Chimig&ique

MAITRES-ASSISTANTS

Rokhaya Ndiaye DIALLO
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ASSISTANTS
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BALDE
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DIATTA
DIEDHIOU
DIOP
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SECK
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Bactériologie — Virajie
Pharmacologie et Pharmacoadgiea
Pharmagaosie
Chimie Aigue & Bromatologie
Pharmacologie

Partlogie
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Chimie Thérapeutique
Pharmacologie et Phamrrndynamie
Bactériologie-virologie
Botanique
Chimie Thérapeutique & Orggure
Toxicologie
Pharmacie Galénique
Pharmacognosie
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Pharmacie Galénique
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Biochimie Médicale
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8 Mme Charlotte FATY NDIAYE Chirurgie Buccale
Mme Fatou gaye NDIAYE Odontologie Conservaiitmdodontie
*M. Papa Ibrahima NGOM Orthopédie Dento-Béei
Mme Soukeye DIA TINE Chirurgie Buccale
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M. Babacar FAYE Odontologie Cons. Endodontie
M. Malick FAYE Pédodontie
Mme Fatou LEYE O.C.E.
M. Cheikh Mouhamadou M.  LO Odontologie Pr&uciale
M. Malick MBAYE Odontologie Cons. Endodaati
M. El Hadj Babacar MBODJ Prothese Dentaire
M. Paul Débé Amadou NIANG Chingr@uccale
Mme Farimata youga DIENG SARR Matiéres Fonelatales
M. Mouhamed SARR Odontologie Cons. Endoi@ont
M. Mohamed Talla SECK Prothese Dentaire
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*M.  Khalifa DIENG Odontologie Légale

*M. Lambane DIENG Prothése Dentaire

M. Abdoulaye DIOUF Parodontologie

M. Massamba DIOUF Odontologie Prév. et Sociale
Mme Ndéye Nguiniane Diouf GAYE Odontologie Pédiatrique
*M.  Moctar GUEYE Prothése Dentaire

*M. Mouhamadou Lamine GUIRASSY Parodontologie

Melle. Aida KANOUTE Santé Publique Dentaire
M. Alpha KOUNTA Chirurgie Buccale

M. Papa Abdou LECOR Anatomo- Physiologie
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A mon péreNKWETCHOUA SIMEON, qui n’a pas été la pendant mon cursus, qui n'ast p
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dire merci encore pour tous. Je t'aime la Mere !l
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A mon frereMBATCHOU NKWETCHOUA GUY, encore pour ces discussions et échanges qui
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Evaluation des différents volumes de sang déposés papier buvard pour la quantification de 2013
I'’ARN viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

Plus de trente ans aprés sa découverte, malgprdgees considérables enregistrés, le
virus de limmunodéficience humaine responsable lde pandémie du Syndrome de
I'ImmunoDéficience Acquise (SIDA), constitue 1&™S cause de mortalité dans les pays a
faibles revenus. Ce fléau demeure un challenge lpoaommunauté scientifique, malgré les
campagnes de prévention et de sensibilisation rsgnégque-la. L'ONUSIDA en 2012, estime
a 34,2 millions le nombre de personnes vivant dee¥IH/SIDA dans le monde avec 2,8
millions de nouvelles infections et environ 1,7lroils de déces liés au VIH/SIDA.

L’Afrique subsaharienne demeure la région du motaelus touchée avec 23,5
millions de personnes vivant avec le SIDA dont Byllions d’enfants. Toutefois des efforts
considérables ont été notés en particulier darcsd® au traitement dans les pays a revenus

faibles et intermédiaires, de I'ordre de 6,6 milBade personnes, soit pres de la moitié de ceux
éligibles.®

Les premiers cas de la maladie ont été décrit98m aux Etats Uni¢) De nombreuses
recherches ont permis d’isoler en 1983 le VIH-1 omragent responsable de la pandé(ilﬁ?e
Un second virus apparenté au premier mais géneétiguie distinct, a été décrit pour la

premiere fois en 1048 puis isolé en 1986 a partir de PBMC (PeripheraloBl Mononuclear

Cell) de patients Cap-verdiens et Bissau Guin&h©énommé VIH de type 2 (VIH-2), ce
virus est endémique en Afrique Occidentale, quieshl’épicentre de ce nouveau virle
VIH-2 présente de nombreuses similitudes avec k-Ylelles que I'arrangement des géenes de
base, les modes de transmission, les voies decaéph intracellulaire et les conséquences
cliniques. Toutefois, le VIH-2 est caractérisée pae transmissibilité faible et une évolution
vers le SIDA comparée au vIH-£9

Le VIH-1 est divisé en 4 groupes M, N, O et P. lreupe M, dont la plupart des
souches sont impliquées dans la pandémie acteslieonstitué de 9 sous types : A, B, C, D,
F, G, H, Jet K®? Le groupe P de découverte récente, n'a été idempifen 2009, et il n’a
montré aucun signe de recombinaison avec les agroepes de VIH-£Y

Au sein du groupe M, il existe des variants résuilthes combinaisons inter sous types :
ce sont leCirculating Recombinant FormERFs), qui sont au nombre de'5f des formes

recombinantes uniques (URI%%‘. %) Certains de CRFs recombinants occupent une place

importante dans I'épidémie: c'est le cas du redoart CRF02_AG, qui résulte d'une

! http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (Consulté le 19.07.13)
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recombinaison entre les sous-types A et G ; cembomnt est le variant prédominant en
Afrique de I'Ouest en général et au Sénégal enqodidr. (80, 117)

La gravité de l'infection & VIH/SIDA est liée auitfgue le virus cible principalement et
entraine la destruction des cellules du systemeumitaire portant la molécule CD4+ en
particulier les lymphocytes TCD4, les monocytetestmacrophages. De ce fait, la mesure du
taux de CD4 constitue I'un des marqueurs essentielsuivi biologique. Mais I'élément
essentiel dans la pathogénése du VIH est le nimessif de la production virale (dizaines de

milliards de particules virales libérées chaquer jobez le sujet infecté non trait§pi est
responsable daldestruction des cellules immunitairdg®

C'est dans le but de contréler cette réplicatiotenmive du virus et de freiner la
destruction massive des lymphocytes T CD4 que lgstss ayant un déficit immunitaire
important sont mis sous un traitement antirétré\{ildARV) hautement actif associant au
moins 3 molécules. Cependant, ce traitement doé faobjet d’'un suivi afin d’évaluer I'état
d'immunodépression du malade mais aussi d’appréci@&ponse au traitement.

Le niveau de la réplication virale est mesuré patdtermination de la charge virale qui
est également un marqueur indispensable dans léariog du TARV. Les premiers tests

commerciaux ont vu le jour en 1996. Depuis, ils drgaucoup évolués et ont été

considérablement améliorés pour tenir compte deata@bilité du VIH-1(124); leur seuil de

détection est de 10 a 50 copiesﬁm.

Dans les pays a ressources limitées, les obstardgsurs de la réalisation du suivi des
patients sous TARV restent le colt (50 a 100 USDtgxt), le nombre limité d'infrastructures
adéquates, et la logistique (difficultés liées rmngport et a la conservation des prélevements
sur tube).

Tous ces obstacles, posant un réel probléme posuilé virologique des personnes
vivant avec le VIH (PVVIH) en zone décentraliséet favorisé la promotion de I'utilisation du

papier buvard ou DB®ried Blood Spot comme support alternatif de prélevements sanguins.

g
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©9) e recours au papier buvard pour l'analyse deieyeénents sanguins remonte a

1960 avec le test de Guthr(lseo); il permet le recueil du sang et la conservationssforme
desséché sans détérioration des acides nucléiymssles DBS peuvent étre aisément réalisés
et envoyer au laboratoire apres respect des conditie sécurité et d’hygieéne. De nombreuses
études ont également rapportées l'usage des DB&edechnique performante pour le suivi
virologique (charge virale et génotypage de réscdpdes PVVIH en zone décentralisée et

recevant un TARV afin de prévenir le développentenla résistance aux AR 60)(100. 101)
Au Sénégal comme dans la plupart des pays en Afridjexiste a ce jour un nombre
limité de laboratoires capables de réaliser cei saimvlogique,(Go) tous localisés au niveau de

la capitale. Pour tous les patients vivant en debderDakar, la charge virale est réalisée depuis
2008 sur DBS en utilisant la technologie NucliseasyQ HIV-1 Version 2.0 des laboratoires
Biomérieux.*?

La plupart études de charge virale sur DBS ontagpps la validité de I'utilisation de 2
spots de 50ul de DBS (de 12mm de diametre) poqguéantification de la charge virale ; et
c’est dans ce contexte, que nous nous sommes @opdsvaluer I'impact du volume de sang
déposé sur le papier buvard, sur la valeur dedagehvirale mesureée.

Pour atteindre cet objectif, nous avons comparédsgitats de charge virale de 2 spots
de 50pul, 75ul, 100ul et 150ul de sang déposés apiempbuvard a un volume de 100ul de
plasma.

Ce sont les résultats de cette évaluation qui podgentés dans ce travail que nous
aborderons comme suit :

= Une premiére partie avec les chapitres :
v’ Généralités sur linfection a VIH/SIDA, sa physitipalogie et son
diagnostic biologique.
v Prise en charge des PVVIH au Sénégal.
= Une deuxieme partie avec les chapitres :
v' Contexte, Justificatif et Objectifs de I'étude.
v' Matériel et Méthodes.
= Une troisieme partie ou les résultats obtenus semoalysés, commentés et
discutés avec la revue de la littérature.

= Une conclusion avec des recommandations et degqutinges qui en découlent.
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Chapitre | : L’infection a VIH/SIDA

1. HISTORIQUE DE L’'INFECTION A VIH/SIDA

En 1981, des chercheurs du CDC (Center for Dis€as¢rol ; USA) d’Atlanta dans le
Mortality and Morbidity Weekly Reportdécrivaient 'apparition chez des jeunes homosksxu

masculins d’une infection rare, présentant un tabldinique inhabituel. A cette méme époque,

les pneumonies Bneumocystifiroveci anciennementarinii @) puis les sarcomes de Kaposi

observés chez les malad&sétaient corrélés a un déficit immunitaire proforagja reconnu
comme étant lié a une disparition d’'une populaties cellules de I'immunité : les lymphocytes
T CD4. Ces observations orienterent la recherchiéadent responsable vers celle d’'un virus
dont le refuge serait les cellules immunes desrmagdéymphoides.

Le Syndrome d’'ImmunoDéficence Acquise (SIDA) a &gidement considéré comme
une maladie virale transmissible par voie sexuglé, voie sanguine et plus tard par le lait

maternel & ¢° 115

C’est ainsi qu’en 1983, I'équipe du Professeur M@SNIER (0. 24 de Tinstitut
Pasteur de Paris isola pour la premiére fois didsle® lymphoides ganglionnaires d’'un patient
atteint de lymphoadénopathie généralisée persestamt rétrovirus humain encore inconnu a
'époque. Ce virus fut dénommé quelques années fals Virus de I'lmmunodéficience

Humaine.

Des 1985, la notion de variabilité génétique du \AHeté évoquée par la découverte
chez les patientes travailleuses du sexe, origisairAfrigue de I'Ouest, d'un second virus
apparenté au premier mais génétiguement didinéP ces virus de la meme famille,

considérés comme agents responsables du SIDAtfdégrommés apres une harmonisation

taxonomique, VIH-1 et VIH-2.

En 1985, l'utilisation de peptides liés au mémepsupen polystyréne comme dans la
synthése des peptides a permis la mise en planesgdtéme de test hautement spécifique et
sensible, sans risque de réaction croisée nonfgp&cien raison d'une contamination par des
matieres de protéine bactérienne ou celluléﬂ%Depuis le début des années 90, différentes
techniques ont permis de réaliser des tests dstdgpia résultat rapide. Au milieu des années
2000, des tests rapides, utlisant les techniquémndinofiltration ou d'immuno-

Y
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chromatographie a la recherche d’anticorps anti-Witl vu le jour et permettent d’obtenir un
résultat dans un délai inférieur a 30 minutes geaaa kit de réactifs sans avoir besoin d’avoir
recours aux equipements sophistiqués d’'un laboeats peuvent étre réalisés sur différents
fluides biologiques dont le sérum, le sang totalaosalive.

En 1996, les premiers tests commerciaux pour leraation de la charge virale de

l'infection a VIH-1 ont été disponiblegz) ainsi que les premiéres trithérapies. Les résultat

apres leur mise en place ont été encourageants.

2. BIOLOGIE ET TAXONOMIE DU VIH-1

2.1. Définition et classification du VIH-1

Le VIH-1 est unLentivirusappartenant a la famille dBgtroviridaeet a la sous-famille
desLentivirinae.

Les Retroviridae(ou Rétrovirus) constitue une famille de virus BM caractérisés par
la présence d’'une enzyme structurale, la transs@inverse ou reverse transcriptase (RT)
capable de synthétiser, a partir de ’'ARN viral, ADN bicaténaire qui va s’intégrer dans le
génome de la cellule hote.

Les Rétrovirus étaient subdivisés en 7 genres upgi® dans 3 sous-familles selon
'ancienne classification. La nouvelle classificati basée sur leur pathogénicité et leur

morphologie ne considére plus que 2 familles ecg@diOrthovirinaeregroupant les 6 premiers
genres y compris les Lentivirus et celle Smumavivrinaéls)

Les Rétrovirus sont capables d’infecter toutesdsgéces animales, notamment les
vertébrés parmi lesquels : les bovins, les capl@ssequidés, les chats et les primates. Le VIH-
1 est classé dans le « sous-genre » ldastivirus des Primates a l'instar des virus de

'immunodéficience simienne ou SIV (Simian Immunficiency Virus).

2.2. Morphologie et structure du VIH-1

Le VIH-1 se présente schématiquement en microscélgetronique sous forme de

particule sphérique de 90 a 120 mm de diamétre alamontre la figure 1.

0
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Figure 1: Structure du VIH  http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HIV Virion-fr.svg

La particule virale comprend de I'extérieur verstérieur :

Une enveloppeconstituée d’'une bicouche lipidique qui provient lde membrane
plasmique de la cellule héte, acquise par le Totsde sa sortie par bourgeonnement.
Cette membrane porte 2 types de glycoprotéinegg [E20 et la gp 41.

La glycoprotéine 120 (gpl120) est une partie impaeales pointes de I'enveloppe qui
ornent la surface du VIH-1 et une des principalbies des anticorps neutralisants.
Cette glycoprotéine de surfadgpl20) est attachée de fagcon non covalente a la
glycoprotéine transmembranagp41.

Les protéines d'enveloppe gpl20 et gp4l jouentdien arucial de récepteur dans la
liaison et la fusion membranaire du virus avec liiogytes CD4 +. Le fragment 254-
274 de la gpl20 est conservé dans toutes les souaieh®/IH, et faisant partie de la
protéine gpl120, il se comporte d’'une part comme<immuno silencieux » et d’autre
part comme un « immuno réactif ». Lorsque ce fragrse lie a son récepteur, il active
le domaine de fusion de la gp4l qui permet la pétiéh du virus dans les cellules
CD4 + des cellules-hote§

Une matrice constituée par la protéinel 7, est retrouvée sous la bicouche lipidique. La
protéinel7 MA est liee a la surface interne de I'enveloppe jpairermédiaire d’'un
acide myristique et stabilise la structure.

La protéine pl17 du VIH-1 est une principale prodéde structure impliquée dans les
différentes étapes du cycle de vie du rétrovirlie. fiarticipe aux premieres étapes de la
réplication du virus et dans l'enveloppement desng néoformés et I'assemblage des

particules. Outre ses fonctions bien établies 1A @git comme une cytokine virale qui
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fonctionne sous forme pro active. Les cellules Taines favorisent la production et la
libération des cytokines pro-inflammatoires etdplication du VIH-1 apres liaison a un
récepteur cellulaire (p17R). Ainsi, la pl17 pourrgitier un réle clé dans le réseau
complexe de facteurs de stimulation héte et dériksirus qui contribuent & créer un
environnement favorable pour 'infection et la liéalion.(4o)

La pl7 a une capacité d’induire une activationre mflammation des monocytes ; il a
été démontré que le CXCR1 est un récepteur moléeukesponsable de I'activité des
chimiokines de la p17 sur les monoc;ft“é%.

La protéine pl7 agit en aval de la protéine kin@set inhibe la kinase du facteur
neurotrophique B-brain-derived de la voie du réeepttyrosine (TrkB-BDNF). Il
empéche les facteurs de survie et augmente |'estiprede la protéine précurseur de
lamyloide suggérant ainsi son implication dans Veses Abeta pro-apoptotiques

présentes dans la maladie d’Alzhein&?.

Une capsidesituée au centre du virus, de structure coniqueegeol’ARN viral et est
constituée de la protéing24. Elle posséde 2 régions fonctionnelles essentiellas
région majeure d’homologie (MHR) et la région Nrtémale (Amino-terminale). La
région majeure d’homologie en position centraléadgrotéine, intervient avec la région
Carboxy-terminale (C-terminale), dans la formaties oligomérep24 CA conduisant
a l'assemblage de la particule virale. La régionteNnrinale intervient dans la
morphogénese de la Capsi88.5)

* Une nucléocapsideconstituée principalement par une protéine basigelLa p7
possede 2 motifs en doigts de zinc, le premier pdemt 'emballage de 'ARN par
interaction avec les acides nucléiques ; le secestdrequis pour la stabilité des
particules virales.

Le r6le de la nucléocapside (NC) dans les étap&sopes de la réplication rétrovirale
semble étre celui d'un facilitateur pour l'intégmatet la transcription inverse'un des
principaux réles du NC est d'améliorer I'efficacité I'infection précoce, augmentant

ainsi la probabilité de réplication productive fatalement, de la survie des rétrovirus.
(116)

NCp7 est une protéine qui a un réle de chaperoraig aussi un important réle dans la
dimérisation de 'ARN et son encapsidation. La pne® et le type du doigt Zn est
important pour l'activité chaperon du NCp7 mais pasire des doigts Zn.
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La protéine p6 : elle joue un réle dans I'incorporation de VPR (ViPaotein R) lors de
'assemblage de particules virales indique que p@lute les interactions membranaires
du géne gag du VIH-1. Il régule I'étape finale adibbération des virions naissants de la
membrane cellulaire une action tardive. Il a ététméoque la p6 module les interactions
membranaires du gégagdu VIH-1.2%)
e Un génome viralreprésenté par 2 brins d’ARN monocaténaires deipblaositive.
* Des enzymes virales savoir,la reverse transcriptase (RT), l'intégrase (IN) etia
Protéase (PR).
Outre les protéines virales, on retrouve aussi dangarticule virale des molécules

d’origine cellulaire.

2.3. Organisation génomique du VIH-1

Le génome du VIH-1 est caractérisé par une grardhilité et un polymorphisme
d'une souche a une autre ; cependant la structéngtigue est toujours similaire et, de
l'extrémité 5’ — P vers I'extrémité 3'- OH, on retrve 'organisation suivante : LTR-gag-pol-
vif-vpr-vpu-env-tat-rev-nef- LTR.

Les LTR (Long Terminal Repeat) sont des séquenaes godantes contenant de
nombreux sites potentiels de liaisons avec deimes cellulaires.

Neuf cadres de lectures ouverts (ORFs, Open reddamges) sont présents, chacun
correspondant a un gene. Certains de ces genesitcpdar plusieurs protéines via un
précurseur : ce sont les génes de strugagg pol etenv. D’'autres genes sont présents sur le
génome : ce sont les génes régulateurs (tat eetdes genes accessoil@s-vpr-vpuet nef).

Deux protéines sont codées en exons : Tat et Reté(pes régulatrices).

)
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Figure 2 : Schéma du génome VIH-124

2.3.1. Les genes de structure

B : tat et rev

(regulation de transcription);
nef, vpu (assemblage des
particules virales); vif, vpr

(MGTE) fhe infermnatonal irhuncGereTies information sysfern® hifcdwaw gt o, E Gemol, 2008

Le génegag (génes des antigénes de groupe) : c’est le praradre de lecture ouvert sur

le génome VIH. Il a une longueur d’environ 1500 (Phires de bases) et code pour la poly

protéine Pr 55gag qui, aprés clivage par la pretédsnne de I'extrémité N-terminale vers C-

terminale, les protéines structurales du virionureat p17MA, p24CA, p7NC, p6 et 2 petits

peptides pdag et pgyag Une mutation introduite dans le géegeg (dans la partie codant pour

la protéine p24) entraine I'incapacité du virus énutse répliquer.

Le domaine MA (matrice) de la poly protéine gaggaqulusieurs réles importants au

cours de I'assemblage du virus. La poly protéirmgeegh connue pour cibler le feuillet interne de

la membrane plasmique pour le bourgeonnement dig,vinais des études récentes ont révélé

que MA contribue également a I'emballage séledafiwd’ARN génomique (ARNg) dans les

virions. (90)

Le ciblage et la reliure de Gag a la membrane ptasensont les premiéres étapes de ce

processus d'assemblage et sont médiés par le dodwia matrice de Ga

6)

Le genepol (pour polymerase) c’est le gene le plus conservé du génome, avec un

longueur d’environ 3000 Pb, codé sous forme de podyéine Pri60gagpol. A son extrémité
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existe un petit gene qui code pour une protéastldaile est de cliver les protéines produites

par le gengag Le genepol code pour les 3 enzymes virales :

La transcriptase inverse Tl: c’est une ADN polymérase ADN/ARN dépendante qui
est 'une des enzymes les plus importantes. Etleesponsable de la transformation de
'ARN simple brin en ADN proviral simple brin, puide la formation de 'ADN
complémentaire qui va donner naissance a un ADNblddorin capable de s’intégrer
dans le génome cellulaire. Elle est aussi respdmshbla grande diversité du VIH, du
fait de la survenue de nombreuses erreurs pendantycles de réplication et de
I'absence de fonction de correction.

La protéase virale PRjoue un réle important dans la maturation de kiqade virale.

Il est obtenu apres clivage de la polyprotéine Pes. polyprotéines Gag et Gag-Pol qui
sont incorporées dans les virions immatures doiggetclivées par la PR pour produire
des virions matures qui sont infectieux. Cette madion se produit pendant ou peu
apres les bourgeons du virus de la cellule h6teclRR au niveau de plusieurs sites au
sein de la polyprotéine Gag-Pol pour produire legssunités MA, CA, NC, et les
protéines P6.

L'intégrase IN va permettre l'intégration dans le génome de ldukeelinfectée de
I’ADN néo synthétisé par la TI. Pour cela, I'enzycmupe le génome cellulaire pour y

intégrer le provirus par les séquences LTR qui tituest les points d’ancrage.

Le géneenv(pour enveloppe) c’est le gene le plus variable avec une longueur

d’environ 2500pb. Il permet la synthese des glyotfines de I'enveloppe virale a partir d'un

précurseur intracellulaire. Il est caractérisé parpolymorphisme important qui permet au

virus d’échapper au systeme immunitaire.

Les glycoprotéines Env sont synthétisées sous fatmmee poly protéine (gpl60) qui

est clivée par des protéases cellulaires vont danngaturité la glycoprotéine de surface gp120

et la glycoprotéine transmembranaire gp4l. Lorsl'aesemblage du virus, le complexe

gp120/gp4l est incorporé sous forme de pointegdidtéériques dans la bicouche lipidique

. . 3
des virions nalssantg. )

Le VIH-1 est entierement dépendante de la protémepour pénétrer dans les cellules.

Le précurseur Env (ou gpl160) géneére les 2 glycépres qui forment I'enveloppe virkt® -

La glycoprotéine de surface Gp120est composée de 5 domaines (C1-C5) trés bien
conservés d’'une souche a l'autre et, de 5 doméipiesrvariables (V1-V5) qui forment
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a leur base des boucles. La boucle V3 apparait ldaclsoix du tropisme viral et elle
détermine l'efficience avec laquelle, le CD4 sotulgleut bloquer linfectivité de la
souche virale.

 La glycoprotéine transmembranaire Gp4l, contient un domaine N-terminal
promoteur de la fusion membranaire entre le vituk eellule hote. Elle est liée aux

régions hydrophobes des extrémités N-terminal dgp12Q0

2.3.2. Les genes de régulation et les genes accessoires

Les genewif, vpr, vpu, nekont des génes accessoires alorsrquet tat codent pour
les protéines virales régulatrices donc tous léssrée sont pas encore tout a fait élucidés ;
mais leur implication dans le cycle réplicatif diiug a été décrite. Ces protéines semblent
également participer a l'infectiosité du virus etaapathogénicité en modifiant I'expression des
genes cellulaires.

» Le génetat (trans-activator of transcription), formé de dewores, il code pour les
protéines pl6Tat et pl4Tat, toutes deux fonctidaselLa pl4, synthétisée la
premiere, se lie a I'élément TAR du LTR pour aatile transcription des ARNm
viraux. Tat, petite protéine de base (86-102 résidus), ianeélconsidérablement
I'efficacité de la transcription virale.

Tat est une protéine de transactivation robustd Bactivité de transactivation n'est
pas limitée a des génes du VIH-1 seul. En plusadaddulation des génes du VIH-1,
Tat semble réguler positivement un certain nomlergé&hes viraux non-VIH, résultant
en une activation du virus. En plus des missionsrétilation de Tat dans la
transactivation des genes des virus, elle a étdiquge comme un modulateur de

niveau d'expression d'un certain nombre de gérihaﬁaixes.(lll)

> Le generev (regulator of expression virus) est le secondeiactle régulation nécessaire
a I'expression du virus. Il code pour la phosphtdine pp20Rev qui s’accumule dans le
nucléole de la cellule hote et qui intervient denségulation post-transcriptionnelle des
genes de structure assurant le transport des titsnpomaires ou mono-épissées du
noyau vers le cytoplasme.
La protéine Rev a été longtemps reconnue commaetésdspour la phase tardive du
cycle de réplication du virus, en raison de saef@tigmentation de I'expression des

protéines structurales. Tout de méme, un certainbme d'études récentes ont démontré
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gue Rev peut également interférer avec l'intégnadi® 'ADNc par transcription inverse
dans le génome de la cellule hétR)

» Le genevif (viron infectivity factor) est une petite phosphatgine de base de 23kD,
qui est essentielle a la réplication virale et ap#hogénése. La fonction la mieux
caractérisée de Vif est sa capacité a neutrakstackeur antiviral de la cellule héte qui
est TAPOBEC3G, ce qui rend les particules virgiess infectieuses. En outre, Vif peut
réguler la transcription inverse et la phase avamegla réplication de la particule virale

et provoquer la cessation du cycle cellulaire eﬁsprGZSm

» Le génevpr (viral protein R) code pour une protéine de 14kBonporée dans le virion
et qui est localisé dans le noyau. Cette protéamdribue a la pathogenéese du VIH-1 a
travers la transactivation des LTR, le transportcdmplexe de pré intégration dans le
noyau, I'arrét de la croissance cellulaire en pla2et I'induction de I’apoptosés.G)

> Le genevpu (viral protein U) est retrouvé dans le génome did-¥ et du SI\4z et non
chez le VIH-2. Elle est la plus petite des protéinedées par le VIH-1. Cette protéine
transmembranaire interagit avec la molécule CDdiaeau du réticulum endoplasmique
rugueux (RER), entrainant sa dégradation par la goiprotéasome. Vpu joue un réle de
facilitateur pour la libération des virions a pades cellules infectées. Cependant, la
libération du virus est spécifique de certaineduted, ce qui suggére que certaines
cellules peuvent exprimer un facteur de restricjanempéche la libération du virus en
absence devpu La BST-2 (Bone Marrow Stromal antigen 2) ou tethe a été
identifiée comme étant ce factéti”

» Le génenef (negative expression factor) code pour une protée@7kD myristillée et
qui est une des premieres synthétisées dans lesesdahfectées. Il est I'un des genes
accessoires les plus importants. Le gene nef estse@ire pour une forte réplication
virale et par conséquent, contribue indirectemdatdestruction des cellules T CD4+.

2.3.3. LesLTR

Le génome du VIH-1, comme tout rétrovirus, présenthacune de ses extrémités une
séquence appeldsng Terminal Repedl TR) ou longue répétition terminale. Les LTR, qui
sont des régions non codantes, contiennent lesélsmromoteurs qui contrélent I'intensité de
I'expression des genes du virus et l'intégratiox ganes de la cellule hdte. Des séquences

cibles sont présentes au sein des LTR :
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* Laséquence TAR est activée par le geane
* La séquence NFEB, capable d'initialiser la rétrotranscription, eattivée par les
lymphokines (TNF) ou par des facteurs viraux (vided’hépatite B par exemple).

Le réticulum endoplasmique est le principal chapetes LTR"®

2.4. La variabilité génétique du VIH-1

La variabilité géenétique du VIH-1 fut reconnue ttét aprés sa découverte. Les virus
isolés chez différents patients n’étaient pas ggnément identiques et au sein d’'un méme
patient, de multiples formes virales étaient idexds. Dés 1986, on connaissait I'existence de
deux types de virus, le VIH-1 le plus répandu dBnsnonde et le VIH-2 a localisation
restreinte et essentiellement retrouvée en Africeié@uest.

Bien que le VIH-1 et le VIH-2 appartiennent au mésoes-groupe desentivirus ils

ne présentent que 40 a 50% d’homologie génorﬁf’d’bet chaque type de virus est lui-méme

représenté par des virus génétiquement éloﬁ@lr)lés!\insi le VIH-1 est divisé en 4 groupes de
virus : les VIH-1 du groupe M (majoritaire), quircespondent aux virus les plus répandus dans
le monde, les VIH-1 du groupe N (non M et norﬂleﬂ et du groupe O (Outlie(?)z) qui ont été
identifiés respectivement au Cameroun et dantigisms de I'Afriqgue Centrale, les VIH-1 du
groupe P découvert recemment en 2609

Les VIH du groupe M sont eux-mémes représentésliffarents sous-types (A, B, C,
D, F, G, H, J et K) et sous sous-types (Al, A2, A8, A5, F1, F2...); le sous-type C est le
plus répandu dans le monde. Linfection simultamen individu par deux sous-types
différents de VIH-1 est possible et peut étre respble des événements de recombinaisons
virales et engendrer des CRFs. De nos jours, 5508 été décrits dont le CRF02_AG est la
plus répandue des CRFs dans le mofd2. Par ailleurs, on note les URFs pour Unique

Recombinant Forms qui sont des formes recombinaetesuvées de facon sporadique chez

des individus isoléd’% %8

? http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (Consulté le 19.07.13)
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2013

virions.

2.5. Le cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 est un processéiguentiel soumis a la régulation

par des protéines virales et cellulaires.

Le VIH est un rétrovirus qui a besoin d’intégrerrioyau de la cellule infectée pour

(99)

détourner le fonctionnement cellulaire afin d’assusa réplication.

L’infection virale peut étre décomposée en plusieétapes correspondant chacune a un

maillon essentiel du cycle de réplication du viatsaboutissant a la formation de nouveaux

» L’attachement (Figure 3) du virus a la cellule hoéte se fait par une intecact

spécifique entre la gp120 et son récepteur, la catdéCD4. Cette fixation induit des

changements conformationnels permettant la recesaace de la gpl120 par les co-

récepteurs. Il y'a alors fusion entre la membrainales et la membrane cytoplasmique

cellulaire

@ Georges Dolisi Frotéines de membrane ou

protéifnes : 120 et gp 41

Capside interne
o nacl éocapside
protéines p2d

AR et
protéines
associées

Protéinespl7 de
la capside externe

Transcriptase
irver se

ZDd
CHER4

Noyau

Fization du WVIH an lymphocyte LTS

@ CGeorges Dolisi

Action des corécepteurs et fusion des membranes

3a

3b

Figure 3: Schéma de la fixation (3a) et de I'entrée du VIH3b)

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» La décapsidation et la transcription inverse (Figue 4) :au cours de cet événement,

le virus est partiellement et progressivement d&sablé dans le cytoplasme. C’est a

partir des complexes obtenus qu’a lieu dans leptgsme la transcription inverse du

génome viral. Grace a un ARNt lysine comme amolaeRT synthétise un brin

d’ADN complémentaire de I'ARN viral et génere a gha extrémité de longues

répétitions terminales identiques (Long Terminap&a). La RNAse H dégrade le

brin d’ARN pendant qu’un deuxiéme brin d’ADN estnstitué. Le génome viral
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s’associe avec des protéines virales et cellul@rean complexe nucléoprotéique, le

complexe de pré-intégration.

ARN viral
Reverse transcrip tase
s (R [} (6] = i) on
ADN viral monohrin
ﬂ ADN polymérase
—LTR ADN viral i deuxhrins — TR —>
@ Creorges Diolisi

| Transcription de ARN viral en ADN 4 1 puis 4 2 brins |

Figure 4 : Schéma de la transcription inverse

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» L'import nucléaire et l'intégration (Figure 5): apres la transcription inverse, le
génome viral est acheminé dans le noyau de laleedbus forme de complexe de pré-
intégration au noyau. L’ADN viral est intégré dafSDN chromosomique de la

cellule infectée par I'action de l'intégrase virale virus est alors sous sa forme de

provirus.
S Georges Dolisi 8 Georges Dolisi 1101'9 nucl gaire
W / W
LT4 Cytoplasm e o Provirus
@]
° ° © l -
@ o a
o Intégrase o Cir ol arisati or
@ o Endormacléase Intégyrase
Proviras B
; SRR M
l Capside Oellll'\:lrt}xre de 17 AT
dissociée 1 ° e
» » Intégration de
Moyau 1"ADH riral
Entrée del” AT dans le noyan Intégration de 17 AT wiral

Figure 5 : Schéma de l'intégration

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» Transcription et traduction (Figure 6) : & partir du promoteur viral situé en 5’ du
LTR, les copies intégrées d’ADN du VIH-1 servent whatrice pour la synthése
d’ARN messagers viraux grace a ’'ARN polyméraset lles interactions coordonnées

de la protéine Tat et des facteurs de transcription
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6a 6b
Figure 6 : Schéma de la transcription (6a) et de laaduction (6b) du génome viral

http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida infection.htm

» L’'assemblage et le bourgeonnement (Figure 7)les poly-protéines Pr55Gag et
Pr160Gag-Pol, en association avec les protéinesssoites (Vif, Vpr et Nef) et le
génome viral nouvellement synthétisé, se regroupdamtmembrane puis s’assemblent
avec les protéines de I'enveloppe, la gpl120 etpklgC’est le Vpu qui stimule la
relache des nouvelles particules virales. La peatéairale clive les précurseurs
protéigues Pr55Gag et Pr160Gag-Pol et la capsid®sdense puis adopte sa forme

caractéristique en cone. Le virus peut alors emtam@&ouveau cycle de réplication.

TsG-101(t)

Bourgeonnement

52 : +
CoR @) [Traduction | Jevr
i - CEM-15/=
il Import
B NJV nueléaire :
Compiexe de - Export ph=e
transcription inverse de I:'FrF!N f‘f
Fusion| o i i} | !
eI Transcription | A g .
inverse | fJ : e n

Intégration ,(
/e \ 9 T\@l

1 ROV~

(113)

Décapsidation

Figure 7 : Assemblage et bourgeonnement des nouweavirions
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2.6. Le tropisme du VIH-1

Les cellules sensibles a l'infection VIH sont pipadlement celles qui expriment a leur
surface le récepteur CD4+ et l'un des co-récepte@ER5 et/ou cxCR#Y Toute

modification dans les préférences des coréceptams que l'efficacité et le mécanisme
d'interaction entre le VIH-1 et le CCR5 et/ou le ©X4 a une influence significative sur le
tropisme viral, la progression de la maladie e&f@onse aux antagonistes du corécepfgﬁr.

La découverte du VIH-1 fut rapidement suivie parc#actérisation de son principal
récepteur cellulaire, le CD4. Chacun des monomgeegpl120 contient un site de liaison pour
le CD4. Cette molécule s’exprime fortement surtlegnocytes et les lymphocytes TCD4+
matures, et plus faiblement sur les monocytesmasrophages, les cellules dendritiques, les
cellules neuronales et les cellules gliales. P@uas, le CD4 agit aussi comme ligand pour le
Complexe Majeur d’Histocompatibilité de class€@MH 11). Le CCR5 et le CXCR4, deux
co-récepteurs de chimiokines, sont apparus, aeuniles années 90, comme des éléments clés
du processus d’entrée virale. Il s’est avéré queecoerécepteurs coopérent avec le CD4 lors du
processus de fusion. Bien que d’autres réceptauchimhiokines ont été également décrits (le
CCR2b, le CCR3, le CCR8, le CXCRS3, le CXCL16) le @4 et le CCR5 sont les plus
utilisés. L’'emploi préférentiel de I'un ou de I'aetdes co-récepteurs détermine le tropisme des
souches virales (X4, R5, X4R5). Les souches Rxiaf¢ uniguement des cellules exprimant
le CCR5 a leur surface (macrophages, cellules deqndes, cellules TCD4+ activées). Par
contre les souches X4 ciblent et infectent exckrmignt les cellules exprimant le CXCR4

(cellules T CD4+ naives).

3. Physiopathologie de I'infection a I'infection a VIH1

L’infection par le VIH-1 induit un déficit progresconduisant a I'apparition
d’infections opportunistes, et de néoplasies carmseint le SIDA clinique. Le VIH a pour
cibles les cellules du systeme immunitaire prinieipeent celles exprimant le marqueur CD4+
c’est-a-dire les lymphocytes T CD4+, le monocytesrophage et les cellules dendritiques. La
conséqguence est une diminution importante du nombde la fonctionnalité de ces éléments

protecteurs qui deviennent ainsi incapables der@lentles agents microbiens. De plus, chez

les sujets infectés, les lymphocytes T CD8+ nogiret entrent en apopto@é).
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L’infection a VIH-SIDA évolue en trois phases :damo-infection, la phase de latence
clinique et la phase d'immunodépression symptoroatapoutissant au SIDA. Chacune de ces

phases est associée a une modification particudigtaux de CD4+.

3.1. La phase de primo-infection

La primo-infection correspond a la période situétreela transmission du virus et
lapparition d'une réponse immunitaire spécifiquentte le virus. La primo-infection
correspond a un ensemble de manifestations clisigeiebiologiques s’apparentant a la
mononucléose (fievre, rougeur cutanée, fatigue rypigite, myalgie) accompagnés d'une
virémie importante. Cette période est aussi carnaét par une chute marquée du compte de
cellules T CD4+ dans le sang périphérique et dertaation d’'un réservoir de cellules T CD4+
infectées de fagon latente par le VIH-1.

Le moment entre I'infection virale initiale et ltatnte du niveau viral de base constitue
la phase aigué de la maladi® Bien qgue certains individus soient asymptomatiqliesnt
cette période, 50-90% des individus infectés déppat des symptbmes non spécifiques
ressemblant a la grippe. La primo-infection se a#érése par une réplication trés active du
virus, notamment dans les organes lymphoides sagesd(rate, ganglions lymphatiques)
donnant naissance a une virémie considérable. &&glis-ci est vite contrdlée par une intense
réactivité lymphocytaire T cytotoxique clonale, gpeut cependant, induire des effets

immunopathologiques contribuant au déficit immungtacar dirigé contre d’autres cellules

. .- . LN . (9
Immunitaires exprimant les antigenes V|ra(u§<).

3.2. La phase de latence clinique

Il ne s’agit pas d’'une phase de latence virologioéene si les taux de CD4 et de charge
virale paraissent relativement constants. Le sujecté entre dans une période
asymptomatique définie comme la période de latefiogque (aussi appelée chronique) qui
persiste pendant plusieurs années (approximativieii@0 ans) avant que ne surgissent les
signes cliniques de la maladlea virémie, qui est trés basse au début de la ptimsmique,
demeure en lente progression tout au long de pbtise en raison d’'une réplication virale se
poursuivant inexorablemert®

Cependant, c’est durant cette phase que le viryzresadre progressivement le dessus

sur le systeme immunitaire. Les cellules follicteéai dendritiques, les lymphocytes et les
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macrophages constituent les principaux réservoirsvidus a partir desquels vont pouvoir
s’appliquer les stratégies virales de destructiosydteme de défense de I'organisme a savoir :
- induction progressive dune réponse CTL inappragriédéplétion et
dysfonctionnement des lymphocytes T CD4+.
- modification des propriétés biologiques du virus.
- variation antigénique conduisant a une diversiicatvirale qui aggrave

I'inefficacité de la réponse immunitaire.

3.3. La phase symptomatique aboutissant au SIDA

Ce stade se caractérise par l'apparition d’anomghieils ou moins graves et non
spécifiques, mais qui persistent chez les indivitifisctés. L'amaigrissement, le gonflement
des ganglions, la diarrhée et la fievre constitdestsymptomes frequemment rencontrés. Par
ailleurs, les individus peuvent également développezona, une candidose oropharyngée, des

crises d’herpés et une leucoplasie chevelue dmgub.(87)

Le SIDA correspond au moment de I'effondrement yitesme immunitaire (déclin des
lymphocytes T CD4+) et de l'augmentation de la wie Ce stade, le plus sévere de
I'infection, se caractérise par le développementndéadies graves touchant diverses parties du
corps. On retrouve notamment la Pneumo jiroveci anciennement carinla
tuberculose et la toxoplasmose... or, chez les idd&iimmunodéprimés, le systeme
immunitaire ne peut plus arréter la multiplicataa ces micro-organismes, puisque les cellules
T CD4+ « mémoires » qui répondaient spécifiquenraerds antigenes ont été détruites et que le

systeme n’est pas assez fort pour régénérer lkseselymphocytes T effecteurs.
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» LES NON-PROGRESSEURS A LONG TERME2)

Quelques PVVIH dont le nombre approximatif se situantre 5 et 7%, ont vécu
pendant plus de 10 a 15 ans avec un taux de CDdahet sans manifester de symptomes de
I'infection par le VIH. Ce sont les non-progressearong terme.

Les sujets Non-Progresseurs a Long Terme (NPLTY siéfinis comme des personnes
infectées par le VIH, non traités et sans SIDAwacaun taux CD4 élevé et une faible charge
virale plasmatique pendant 10 ans ou plus aprésdtion. Les HIV Controllers (HIC) sont un
sous-ensemble de (NPLT) qui ont en outre une vizéndétectable?

Il semblerait qu’il existe des différences sigrafiwes en faveur des HIV Controllers
(HIC) comparées aux patients progresseurs, au unideal'expression des CD40L, de la
régulation des T (regs) et de CTLAZY
La lente évolution de l'infection a VIH chez les NIPde race caucasienne, semble étre due en
partie a I'hétérozygotie du CCR5 alled32, probablement par diminution de I'expression du

co-récepteur CCRS5 sur les lymphocytes T )

4. Modes de transmission

Le VIH a été isolé dans la plupart des liquidesdgmues humains : le sang, le plasma,
l'urine, le LCR, l'urine, le sperme, les sécrétiaagjinales, le lait maternel etc.
Toutefois, la transmission du VIH nécessite unetepdfentrée et le facteur déterminant du
risque infectieux est la charge virale du prodinidgique contaminant. Différents modes de

transmission ont été décrits, le mode verticak ehbde horizontal.

4.1. Transmission horizontale

4.1.1. Par voie sexuelle

La transmission sexuelle a l'infection VIH se fa@r I'intermédiaire des muqueuses
buccale, génitale ou rectale, lorsqu’elles sontentact avec les sécrétions sexuelles ou du
sang contenant du virus. La muqueuse présenteantseen® perméabilité vis-a-vis du VIH. De
ce fait, des cellules infectées peuvent étre rges sous la muqueuse apres une exposition
non traumatique de [I'épithélium vaginal. La muqueusectale, par son épithélium
monocellulaire est plus susceptible a l'infectiba. membrane rectale est beaucoup plus fine
gue la membrane vaginale et contient un grand nerdbrlymphocytes, de macrophages et

d’autres cellules susceptibles a I'infection VIH.
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» Chez les homosexuels
Chez les homosexuels, plusieurs études ont ragsogie le risque de contamination

augmente avec le nombre de partenaires. De phssetiides récents suggerent que 6% a 8%
pourraient étre liées a des rapports oro-génitgﬁrxr’.g)

En Afrigue Subsaharienne, la prévalence globalmfedtion VIH chez les hommes ayant les

rapports avec des hommes (HSH) était estimée &4l e¢htre 5% chez les adultes de la
population généralé?l) En effet, les relations anales peuvent facilemeowgruer des micro-

plaies de la membrane, ce qui entraine un conteexttdlu sperme de l'infecté avec le sang du

partenaire.

» Chez les hétérosexuels
Les rapports sexuels non-protégés constituent iteipale voie de transmission du

VIH-1. Le risque de transmission par rapport aeadis environ 10 fois supérieur a celui d’'un
rapport vaginal, du fait de la finesse et de lacitiration de la membrane rectd.

Selon une étude publiée en 1998, il sembleraitlgsiehommes en période de séroconversion
ayant des rapports sexuels par pénétration analelaurs partenaires (femmes), seraient plus

contagieux que les personnes infectées asymptameatiquel que soit le type de contfR.

4.1.2. Par voie sanguine

Elle concerne essentiellement trois groupes delpbpns : les usagers de drogues par
voie injectable (IV), les hémophiles et les trassil Les professionnels de santé sont
eégalement concernés mais beaucoup plus raremeatgdents d’exposition au sang (AES) en
milieu de soins et ou de laboratoire. Par ailleirexiste d’autres modes de transmission par
voie sanguine qui sont moins importantes tels deg,tatouages, scarifications rituelles,
excisions, circoncisions et infibulations.

Le dépistage systématique et obligatoire de tosigites de sang a permis de réduire
considérablement le risque de transmission du V#d tpansfusion de produits sanguins.
L’existence d’'un risque résiduel de transmissionvlild n’est pas a écarter et ceci du fait de
'existence d’'une fenétre sérologique. L’améliavaticonstante de la sensibilité des tests de
dépistage aurait permis un raccourcissement deriétrie sérologique, expliquant ainsi la
diminution progressive du risque résiduel de traasion du VIH par transfusion de produits

sanguinsg%)
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La transmission est liée a l'usage commun du matétiinjections ainsi qu'a
I'utilisation des objets nécessaires a la prépamate la drogue qui ont été préalablement
contaminés par un autre utilisateures usagers de drogues injectables seraient plchés
par I'épidémie, avec une séroprévalence de liidach VIH au sein de cette population est 22
fois plus élevée que celle au sein de la populajk'eméralé.s) Selon les résultats de certaines
études épidémiologiques, il semblerait que lesteffle la consommation de la drogue sur

hY

linfection a VIH-SIDA peuvent étre nocifs ou proteurs ou bien dans certains cas
équivoques(.sz)

L’accident d’exposition au sang (AES) est définmeoe étant tout contact percutané
(par une piglre, ou une coupure avec une aiguitle,lame de bistouri ou tout objet vulnérant),
ou tout contact cutanéo-muqueux (par projectionusigr muqueuse ou sur une surface de peau
lésée), avec du sang ou tout liquide biologiquetartant du sang et potentiellement
contaminant. L'infectiosité (potentiel contaminawkun liquide biologique est moindre s'il
s’agit d’un patient séropositif asymptomatique lujue d’un malade au stade de SIDR),
L’infectivité (capacité infectieuse) estimé a laitsud'une exposition par pigire d'aiguille
semble variée de 0,00 & 2,38%.

La transmission peut se faire dans les 2 senss: gatient - personnel de santé (risque
professionnel) ou dans le sens : soignant — patiemtrisque professionnel étant faible
(<0,01%) mais variable selon le stade clinique depérsonne source, de la gravité de
'exposition au sang et de la présence ou non ddésgde « Syndrome de burn out
(épuisement) » lié aux conditions de travail (manque de temps, rdpos, absence de
récupérations apres les gardes, harcélement oemtidstress quotidien, stress de

responsabilités, crainte de la contamination e#s un facteur favorisant les accidents

professionnels(.ss)

4.2. Transmission verticale

Elle représente environ 90% de l'infection de lamtf et les 10% autres sont imputables
aux abus sexuels, a la transfusion sanguine et sudte exposition possible.
Il existe trois possibilités de transmission dwside la mére a I'enfant :
- Transmissionn utérodu foetus par passage hémato placentaire ;
- Transmission a I'accouchement

- Transmission via I'allaitement maternel (plus fréquen Afrique)
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Les traitements ARV permettent une prévention qoasipléte de la transmission mére-
enfant (TME). Le ¥ tournant de cette prévention a eu lieu en 199qloil a été démontré
gu’un traitement par 'AZT permettrait de réduire deux tiers le risque de transmission mere-
enfant.®Y Un second tournant a eu lieu en 1996 avec I'avénedes trithérapies.

Cependant, le risque de progression vers le SIDAealéces n’est pas augmenté par la

survenue d’'une, du moins dans les pays indust&li® Le risque naturel de transmission du

VIH-2 a I'enfant est faible (1 a 4%) comparée aicdu VIH-1 (20 a 25%5%7)

La transmission meére-enfant a lieu principalementfie de grossesse (un tiers des cas) et
autour de I'accouchement (deux tiers des é’a?@].a transmission in utero a lieu surtout en fin
de grossesse. On sait que la transmission n'@qaau £’ trimestre, hormis peut-étre dans des
cas de fausse-couche. La transmission *4 tAmestre, hormis peut-étre des cas de fausse-
couche. La transmission aul™ trimestre est possible, mais concerne des ciranoss
exceptionnelles, notamment I'accouchement préméjtf}réa transmission peut aussi se faire
par voie transplacentaire malgré que le placematitae une barriére active contre le passage
du virus, qui peut étre pris par défaut par cefgdihts mécanismés”)

Des études chez des jumeaux nés de meéres séropmgitit montré que le risque de
contamination serait plus élevé chez le premiedwnéait de la durée du temps de délivrance et
donc du contact avec les voies génitales de la plasemarquée qu’avec le second. Un taux de
transmission plus faible lors de 'accouchementggsarienne a été nofg: 64 107
Dans des études africaines, le taux de transmis&st doublé chez les enfants allaités

(8

au sein. ) Le risque de transmission est Important dansrlemqeres semailnes, mals il perS|ste

pendant toute la durée de rallaitem&t.ce risque est augmenté en cas de déficit immumitai
maternel, de charge virale plasmatique materntdigéé. La charge virale dans le lait maternel
joue un réle important. La transmission par I'adaient peut étre diminuée par un TARV chez
la mere et par une prophylaxie étendue chez le.bébé

Actuellement 'OMS recommande l'option B+ qui suggeéque «toutes meres
séropositives doivent commencer une thérapie amviéale indéfiniment quel que soit le taux
de CD4 2

L'initiation précoce du traitement antirétroviralduit le taux de transmission sexuelle et

les manifestations cliniques du VIHZ)
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5. Epidémiologie
5.1.Apercu mondial

A I'échelle mondiale, 34 millions [31,4 — 35,9millis] de personnes vivaient avec le
VIH a la fin de 'année 2011, avec seulement 8iarib sous TARV pour 14,8 millions de
personnes éligibles au TARV. En 2011, 2,5 millid@s2 — 2,8 millions] de nouvelles
infections VIH et 1,7 millions [1,5 — 1,9 millionsle déceés liés au VIH avaient été enregistres.
Cela représente une baisse de 24% de la mortelééali SIDA par rapport a 2005 (ou 2,3
millions [2,1 — 2,6 millions] de déces avaient éigegistrés). Cette baisse du taux de mortalité
lié au VIH s’explique, par I'élargissement et l@misification des traitements antirétroviraux
ainsi que la diminution stable de I'incidence VIEpdis le pic de 1997

Selon les estimations, 0,8% des adultes agés de4d%bans dans le monde entier vit
avec le VIH bien que les circonstances de I'épi@equi pésent sur les pays et les régions
continuent de varier considérablement. L'AfriguebSaharienne reste I'une des régions les
plus gravement touchées avec prés d'un adulte Buf4®%) vivant avec le VIH, ce qui
représente 69% des personnes vivant avec le VIS ans le monde. La prévalence
régionale de l'infection a VIH est pres de 25 fplas élevée en Afrique subsaharienne qu’en
Asie mais environ 5 millions de personnes vivergcale VIH dans I'ensemble de I'Asie du
Sud, du Sud-Est et de 'Est.

Aprés I'Afrique subsaharienne, les régions les plogement touchées sont les
Caraibes, I'Europe de I'Est et I'Asie Centrale 8a des adultes vivait avec le VIH en 2081,

Les pays réalisent des progres historiques ddngtéacontre I'épidémie de SIDA avec en 2011
une réduction de 700 000 nouvelles infections a péidrapport a 2001 dans le monde entier.

5.2. En Afrique Subsaharienne

Au cours des dix derniéres années, le paysage pidéndies nationales de VIH a
radicalement changé, en mieux dans la plupart dmgs,pen particulier en Afrique
Subsaharienne. On note une réduction de 32%, dneode personnes décédées de causes
lices au SIDA entre 2005 et 20%bit 1,2 millions en 2007 ©

Entre 2001 et 2011, 25 pays a revenus faiblestetni@diaires ont réduit de 50% leur
taux de nouvelles infections a VIH. Plus de la moide ces pays se situent en Afrique

Subsaharienne, une région qui concentre la majeitgouvelles infections.




Evaluation des différents volumes de sang déposés papier buvard pour la quantification de 2013
I'’ARN viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

Entre 2001 et 2011, le taux de nouvelles infect@nglH a diminué de 73% au Malawi ; de
71% au Botswana, de 68% en Namibie, de 58% en £ardbi50% au Zimbabwe. L’Afrique
du Sud, le pays le plus durement touché par I'épidéle VIH, a réduit son taux de nouvelles
infections a 41%. Au Swaziland, le pays affichanptévalence la plus élevée dans le monde,
les nouvelles infections ont baissé de 37%s.

En Afrique centrale et occidentale : le Ghana ag@stré les meilleurs résultats avec
une baisse de 66%, suivi du Burkina Faso avec 60ée éjibouti de 58%. La République
Centrafricaine, le Gabon, le Rwanda et le Togoatteints des réductions comparables de plus
de 50%. Au cours de dix derniéres années, I'Etbi@patteint une diminution de 90% dans le

taux de nouvelles infections. Malgré une baiss2¥¥ en Afrigue Subsaharienne, en 2011, la

région représentait 72% de nouvelles infectiongkhdans le mondé®

5.3. Au Sénégal

Au Sénégal, la prévalence du VIH dans la populagiénérale est estimée a 0,7%, et
elle est relativement stable dans la populatiorégﬂe.(4) Toutefois, la prévalence reste élevée
dans les groupes sensibles : 18,5% chez les pimfesies du sexe, 21,8% chez les MSM
(Men have Sex with Men) et 9,2% chez les usagesalgues injectables.

Il s’agit donc d’'un pays a « épidémie concentréavec d’'une part des prévalences différentes
entre la population générale et les groupes sassildt d’'autre part avec des prévalences
variables d’'une région a une autre (Dakar 0,6%0&@&,8%, Ziguinchor 3%..(.3)

L’infection a VIH au Sénégal est caractérisée pacd-circulation des deux types de virus et
par une épidémie peu évolutive. La séroprévalernmz des femmes de 15 — 49 ans est
supérieure a celle des hommes de la méme tranabesd’0,8% contre 0,6% soit un ratio de
1,6 en faveur des femméd.

Dans I'ensemble, la prévalence augmente avec pageant de 0,1% chez les personnes agées
de 15 — 19 ans a 1,9% chez celles de 45 — 49 assv&iations de prévalence selon I'age
différent selon le sexe avec un taux de 2,4% cegeZdmmes agées de 45 — 49 ans (taux plus
important par rapport aux hommes de la méme trad@ge. En somme, il est constaté que les
jeunes de 15 — 24 ans restent peu touchés paHe¥dc une prévalence de 0,2% (0,3% chez

les hommes et 0,1% chez les femm@%).
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6. Diagnostic biologique

En biologie médicale, le diagnostic des infectianglH chez I'adulte est dans la grande
majorité des cas, basé sur la détection des apsicdChez les nouveau-nés de meres
séropositives, le diagnostic est basé sur desitpods plus complexes pour mettre en évidence

la présence du virus.

6.1. Diagnostic indirect

6.1.1. Tests de dépistage

Les tests de dépistage sont basés sur la détedti®manticorps anti-VIH (réaction
Antigene/Anticorps). Ces tests sont effectués gerfasystématique au cours des dons de sang
depuis 1985.

Le principe repose sur une réaction immuno-enzyjuatide type ELISAEnzyme-
Linked Immuno-Sorbet Asgayll s’agit de la recherche d’anticorps anti-VIHuiqutilisait
comme antigéne, un lysat de virus obtenu par eultetiulaire (tests de®f génération) ou des
protéines recombinantes obtenues par biotechnoltests de gne génération). Ces tests ne
détectent que les anticorps de classe IgG. llexies tests d&"¥ génération qui permettent de
détecter toutes les classes d’anticorps, en pheidas IgM, et de déceler la séroconversion 5
jours en moyenne avant les tests 8% génération. Les tests d&™génération combinent & la
fois, la détection des anticorps anti VIH et laedébn de I'antigéne p24.

La sensibilité et la spécificité du test ELISA sagienviron 99% ; des résultats
faussement positifs se produisent chez les femmaspares, les sujets réecemment vaccinés
contre la grippe ou I'hépatite B ou en cas de malaito-immune. Les anticorps sont
détectables 6 mois apres l'infection chez 95% dsdemts ; au cours de I'évolution, lorsque
s'installe une immunodéficience marquée, on obseegerésultats faussement négafife.

6.1.2. Tests de confirmation

En cas de test ELISA positif ou incertain, le résudloit étre confirmé par ke Western
Blot » qui est la technique de référence, et ayant I'gend’étre plus spécifique. Il consiste en
la recherche des anticorps spécifiques dirigésredes différentes protéines virales codées par
les genes de structure. Dans la plupart des cassteonfirme I'ELISA et met en évidence la
réactivité avec toutes les protéines virales. lectigité isolée a 2 protéines (souvent gpl60 et

gp24/25, ou gpl120/110 et gp4l) s'observe en cagdronversion (dans les 6 a 12 semaines
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apres la contamination). La réactivité a une seutdéine (p25 isolée) peut signifier une
séroconversion en cours ou une infection au VIKGBez le sujet qui évolue vers le SIDA
déclaré, la réactivité anti-p24 décroit. Enfinbbance de réactivité au Western Blot permet
d’affirmer la séronégativité.

Mais il existe également d’autres tests de confiiona le LIA (Line Immune Assay
base de peptides synthétiques, le RIBA (Recombimamiuno Blot Assay) a base de protéines
recombinantes et le RIPA (Radio Immuno Precipitatissay) utilisant un lysat viral radio

marqué et ayant I'avantage de différencier lesctidas mixtes®®

6.2. Diagnostic direct

Dans certaines situations, le sérodiagnostic ndsticun secours pour apporter la
certitude d’une infection par le VIH ; c’est le cds la primo-infection ou pour le cas d’un
nouveau-né de mere séropositive avant la sérocsinver|l existe plusieurs alternatives : Ag

p24, I'isolement par culture virale et les techmisjal’amplification.

6.2.1. Détection de 'Ag P24

La recherche de I'antigene p24 est une techniquéétiection précoce de I'infection.
L’antigénémie p24, outre le dépistage précoce dinfextion par le VIH (lors de la phase de
primo-invasion ou chez le nouveau-né de mere séityp®), pourrait également avoir une
valeur pronostique : I'antigéne p24 disparait duiseapres la primo-invasion (présence chez
moins de 15% de séropositifs asymptomatiques) eéagparait que lorsque l'infection par le
VIH évolue jusqu’au SIDA (présence chez environ Gf¥$ cas de SIDAS.S‘ o7)

Le test de détection de l'antigéne p24 a été affinépoint que les banque de sang

I'utilisent sur tout le territoire des Etats-Unige& une combinaison de tests d’anticorps anti

VIH-1/VIH-2 pour contréler les dons de saﬁa

6.2.2. Isolement du VIH par culture cellulaire

Cette technique requiert un laboratoire ayant ateplu technigue élevé, ceci en raison
des risques liés aux manipulatio@g?

L’isolement du VIH en culture de cellules se fadtr go-culture, c’est-a-dire la culture

de lymphocytes de la personne qui doit étre testéeelle de lymphocytes provenant d’un

donneur sain. La co-culture est considérée comragiy® lorsque I'obtient des hauts niveaux
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de transcriptase inverse virale ou de protéined# le milieu de croissance aprés au moins

deux tests consécutifs.

6.2.3. Détection des acides nucléigues viraux

Elle peut étre qualitative ou quantitative et repssr des techniques d’amplification
génigue (ADN ou ARN) ou d’amplification du signal.

Il est admis que le niveau de réplication virale &sitement corrélée a I'aggravation
clinique progressive constatée au cours de liidacpar le VIH®® La détermination de la
guantité de virus présente dans l'organisme est donexamen essentiel, en ce sens qu'il
permet d’évaluer un traitement antirétroviral enrsocchez un patient.

Il existe de nombreuses trousses commerciales ftamhé détection/quantification de
la charge virale du VIH, parmi lesquelles, on petér entre autre :

v' Cobas Tagmarf des laboratoires Rochequi est une plateforme de PCR en
temps réel permettant de détecter/quantifier I'A& sous types du VIH-1 du
groupe M au niveau du gemgag et de la région LTR grace a l'utilisation d'un
standard interne. Les limites de détection vortda 10 000 000 de copies/ml.

v La plateforme m2000rt de Abbottqui utilise également la PCR en temps réel
afin de générer un produit amplifie du génome dul-¥Idans les échantillons
cliniques. Il permet de détecter/quantifier les sstypes du groupe M et les
isolats du groupe O grace a des sondes fluorescpattellement double brin et
cible la régionpol Intégraseen présence d’'un standard interne. Les limites de
détection vont de 40 a 10 000 000 de copies/ml.

v" Quantiplex ou Versant HIV RNA bDNA 3.0° de Siemens il s'agit d'une
technique semi-automatique d’hybridation de [I'acidaucléiqgue et
d’amplification du signal utilisée pour quantifi®ARN du VIH-1 dans le
plasma humain. La séquence cible se situe au nideagénePol avec des
limites de détection allant de 50 a 500 000 copied/’ARN génomique libéré
des virions est capturé sur un support solide @cits) par I'intermédiaire des
sondes de capture spécifiques constituées d'olméatides de synthése. Une
série de sondes cibles permet de réaliser I'hytiodade I'’ARN viral avec
différentes séries de sonde réalisant un compl&BNl branché (bDNA). La
détection résulte de I'émission de signaux lumingrovenant de la dégradation

d’un substrat grace a l'action d’'une enzyme fixéause des sondes.
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v NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) I'amplification par
NASBA est une technique d’amplification des acidascléiques pour la
détermination de I'’ARN viral, aprés une phase liréavec I'action combinée
de trois enzymes a savoir :

- La reverse transcriptase (AMV-RT) permettant latlsgae d’'une matrice d’ADN
a partir dARN ou d’ADN ;

- La RNase H permettant la dégradation de 'ARN Hghlride ADN/ARN ;

- La T7 RNA Polymérase (contenant le promoteuy germet la synthése d’ARN a
partir de la matrice d’ADN.

Seul, les laboratoires Biomérieux ont développé tomasse commerciale se basant sur
cette technologie NASBA. Le test Nuclisens EasyQ/-Hil Version 2.0, elle combine une
extraction magnétique de I'ARN suivie d’'une ampttiion isothermique (NASBA) et une
détection en temps réel. Elle cible la séqueayaget permet la quantification aussi du VIH-1
gue du VIH-2 dans une marge de 10 a plus de 10@00 copies/ml pour le plasma et de 500
a 21 000 000 copies/ml pour les DBS.

L’amplification thermique est couplée a une détetjuantification en temps réel de
'ARN. Cette détection se fait par les balises muoléires portant un marqueur fluorescent et
qui s’ouvrent en présence d'amplicons d’ARN. L'awgation de la fluorescence est
directement proportionnelle a la quantité d’ARN §é® pendant cette réaction. En plus, il
détecte le VIH-1 de groupe N, de groupe M de dgpss: A, B, C, D, F, G, H, J, K et les
formes circulantes CRF02_AG, CRF01_AE et CRF14 eB(e VIH-2.
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Chapitre Il : Traitement de l'infection a VIH

1.Les molécules antirétrovirales

Des 1987, la premiere molécule antirétrovirale (AR\&té mise sur le marché. Il s’agit
de la Zidovudine ou AZT. Par suite de résistantaisliés du virus a la seule molécule d’AZT,
plusieurs autres molécules sont aujourd’hui didplesi et utilisées en association. Les
nouvelles molécules disponibles, ayant de plus dekes virales différentes, ont permis
d'obtenir des résultats tres encourageants damadee des associations thérapeutiques et
d'améliorer considérablement I'évolution des pmi%ﬁ) Ces molécules sont regroupées en
guatre familles d’inhibiteurs actuellement :

- Des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptagerse (IN)

- Des Inhibiteurs non nucléosidiques de la transasgpinverse (INN)
- Des inhibiteurs de protéases (IP)

- Des inhibiteurs de fusions (IF)

- Des inhibiteurs d’intégrase (IIN)

1.1. Les inhibiteurs nucléeosidiques de la reverse trgnsse

Ce sont des analogues des nucléosides naturelsildodifferent par I'absence de
groupement I'hydroxyle en 3'. lls agissent en cotitiph, aprés divers métabolismes, au
niveau du site de polymérisation de I'enzyme etgbént ainsi I'élongation de I'ADN. lIs
agissent sur les deux types de virus: VIH-1 et ¥ZIHUne variante de cette classe est
représentée par les inhibiteurs nucléotidiques éeessitant pas toutes de métabolisme

d’activation. Elle est représentée par le Ténofaatif méme sur les virus résistants a cette

classe d’inhibiteurs nucléosidiqué%‘r’.)

1.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques de la reverse
transcriptase

Non compétitifs, ils agissent sans métabolismeransformation préalables sur le site
allostérique et modifient ainsi la conformation glte actif de la RT bloquant par ricochet sa

fonction de polymérisation. lls sont actifs uniquernsur le VIH-13)
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1.3. Les inhibiteurs de protéases (IP)

Ce sont des peptides synthétiques dont I'actionh @ea double : ils peuvent s’insérer
au niveau du site catalytique ou a I'interface ehds deux sous-unités du dimére qui constitue

'enzyme et blogue ainsi son activité protéolytigleefacon sélective et réversible.

La présence de cette IP empéche la maturation esirpeurs de protéines; ce qui
bloque alors la formation de particules virales ured ou bien entraine la formation de

particules virales immatures et non infectieuds’®

1.4. Les inhibiteurs de fusions et d’entréee (IF et IE)

Ces inhibiteurs agissent de maniére a empéchdrdedu VIH dans la cellule héte. lIs

sont congus de maniere a bloquer les récepteurssaa dont le VIH se sert pour s’accrocher

aux cellules. Il s’agit d’analogues de la chala@$membranaire cD49

1.5. Les inhibiteurs de I'intégrase (lIN)

La classe des inhibiteurs de l'intégras, ou améigras, comprend a I'heure actuelle
guatre molécules ciblant I'enzyme intégras du VIH :
- le raltégravir (commercialisé sous la marque I&=st© mais également connu sous le
nom de code MK-0518);
- l'elvitégravir (noms de code : GS 9137 ou bien B8), en phase llI;
- le dolutégravir (GSK-572 ou bien S/IGSK1349572)pbkase lll;
- le MK-2048, apparemment abandonné.

Ces molécules bloquent lintégration de I'ADN pralvau génome de la cellule infect&é. ™%

2. Le traitement

L’association recommandée comprend 3 ARV, ce tratd antirétroviral (ARV) ne
fait que ralentir le processus de réplication dwsi Il ne bloque en aucun cas la réplication
virale qui continue lentement avec la productiorvdeants (étant donnée la grande variabilité
génetique du virus) et par conséquent, une seulgificadion ponctuelle (mutation) peut
parfois induire une résistance a une moléculeémyirale.

Le traitement a pour but essentiel de réduire démablement et durablement la

réplication virale. C'est généralement une assoaiate deux inhibiteurs nucléosidiques de la
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transcriptase inverse et un inhibiteur de la ps#édlais il existe d'autres associations qui ont
prouve leur efficacité.

Dans les pays en développement les combinaisopsed@ére ligne de traitement sont
composées de deux inhibiteurs nucléosidiques ttadacriptase inverse et d'un inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse. Lescatans avec inhibiteurs de protéase sont

réservees pour les traitements de deuxieme de ligne

3. Prise en Charge des PVVIH au Sénégal
3.1. Présentation de 'ISAARV

L'ISAARV (Initiative Sénégalaise d’Accés aux Antiréviraux), née d'une volonté
gouvernementale, a été créé en 1998, dans un temtxe consensus international préconisait
dans les pays du Sud la prévention plutét quediement du SIDA. La mise en place de
programmes d’'acces aux ARV (Antirétroviraux) mettan avant un certain nombre de
problémes de santé publique, liés notamméht a linsuffisance des connaissances
scientifiques d’alors concernant I'efficacité desdhérapies a long terme et dans les contextes
sanitaires des pays du S#) la complexité de traitements devant a priori ptarsuivis a vie
et exigeant un suivi médical lour(B) a la nécessité d'un bon niveau de développement de
infrastructures sanitaires pour la mise en place tcatements(4) et ainsi qu’'au colt des
médicaments. Comme tout programme sanitaire, lgranome d’accés aux ARV devaient faire
la preuve qu’'il pouvait souscrire aux quatre ex@eEnde santé publique que sont : I'équité, un
rapport colt-efficacité optimal, I'accessibilitéleicceptabilité pour les populations concernées

et la pérennité.

3.1.1. Historique

C’est dans ce contexte dubitatif que le gouverneér8énégalais s’est fixé pour objectif
de relever le défi que représente I'utilisation A8 dans la prise en charge de l'infection par
le VIH au sein des structures de soins Africains.

C’est ainsi que le Sénégal fut I€ pays d’Afrique Sub-saharienne a mettre en place un
programme public de distribution de médicamentgé&nbviraux sur la base d’un engagement
gouvernemental, en créant’Initiative Sénégalaise d’Acces aux ARV (ISAARV )».

L’expérience positive des trois premieres annéedodetionnement du programme
d’acces aux ARV, limitée a 3 sites Dakarois (levieer de Médecine Interne de I'Hépital
Principal, le service des maladies infectieused’idépital Fann et le centre de traitement
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ambulatoire CTA) et a quelgues centaines de béaiéis ont encouragé les pouvoirs publics
dans leur engagement d’élargir I'acces au progran@mnace a cette expérience positive, le
CNLS a projeté I'extension du programme dans laoréege Dakar et la décentralisation des
sites de PEC dans les capitales régionales avemnnunt led site décentralisé en région
ouvert & Kaolack en 2047,

L’inscription des ARV et des réactifs de dépistatpns la liste des médicaments
essentiels ainsi que la gratuité des ARV et desmera immuno-virologiques ont été
déterminants dans le processus de décentralisasrefforts de décentralisation déja entrepris

par le Gouvernement du Sénégal ont été renforagsldacadre de sa participation a I'Initiative

«3en5 »de 'lomse®

3.1.2. Réalisations jusqu’a ce jour

Au bout de ces 15 ans de fonctionnement, I'ISAAR¥sente un bilan plutdt positif
avec la décentralisation de la PEC et de l'augntientaconsidérable des sites et un certain
nombre de sites offrant un paquet complet (ConBéihistage et ARV).

Selon le rapport de TONUSIDA 2012, la couverturdverselle de TARV est définie
par une couverture de trithérapieB0%. Le Sénégal quant a lui, présente un tauxgée. ?
Avec une couverture de 100% du test de dépistagevaau des centres de santé et hopitaux,

et de 72% au niveau des postes de santé.

v" Evolution des sites de PEC

Le programme de décentralisation de la dispensatesn ARV a débuté en 2001 au
niveau des hoépitaux régionaux, renforcée en 2003gpgratuité des ARV, du dépistage du
VIH et du taux de CD4, suite a une décision goumerentale. Cette politique entre dans le
cadre du Plan Stratégique National (PSN) 2002-2006.
D’aprés la figure 9, on note une augmentation d@ difes de PEC entre les années 2002 et
2011.
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Figure 9 : Evolution des sites de pec®

v Evolution du nombre de patients sous ARV

En 2004, 74% des patients étaient prise en chaigakar. Depuis 2008 on note une

inversion de la tendance avec plus de la moitiépdgients suivi dans les régions. En 2011,

62% des patients sous ARV provenaient des régﬁ@ns.

20000
15000
W Dakar
10000 .
M Régions
5000 m Total
0]

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figure 10 : Evolution du niveau de décentralisatiorde patients sous ARV

v’ Taux de couverture en ARV
Malgré les efforts consentis, la couverture desibnssen ARV reste encore modeste sur
le plan national avec un taux de 78% en 2011. €egplique par I'augmentation considérable

des patients a mettre sous TAR aprés les nouvakkeEmmmandations de I'OMS
(CD4<350/mm3).
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Figure 11 : Taux de couverture de mise sous ARV dé3/VIH @

3.2. Prise en charge des PVVIH

Chez les patients dépistés positifs, les recomnmam$aconcernant le suivi biologique
des PVVIH, se résument a un bilan biochimique (Faamnases, créatinémie et glycémie), un
bilan hématologique avec un hémogramme complet,swini immunologique, un suivi
virologique, un diagnostic des infections opporstes, I'évaluation de la toxicité aux ARV,
'appréciation de la résistance aux ARV ; maisdks importants sont le suivi immunologique
et le suivi virologique.

Le suivi immunologique repose essentiellement aundmération des Lymphocytes T
CD4+ en utilisant essentiellement la techniqueydercétrie en flux et un taux de CD4850
cellules/mnd (avec ou sans symptomes cliniques) est un cid@mise sous ARV.

Le traitement ARV administré est basé sur les renandations de 'OMS. En®f
intention, il doit comporter un INNTI plus deux IN@ont I'un d’eux doit étre la Zidovudine
(AZT) ou le Tenofovir.

« AZT ou TDF + 3TC ou FTC + EFV* ou NVP

« Femmes enceintes : AZT + 3TC + EFV ou NY/Pe" timestre de grossesse
En cas d'échec de la premiére ligne de traitenerttaitement de %" intention doit associer
un IP potentialisé par du Ritonavir et deux INThtbun doit étre 'AZT ou le TDF.

e TDF+ 3TCou FTC + ATV/r ou LPV/Ir

e AZT + 3TC ou FTC +ATV/r ou LPVI/r

Sous traitement ARV, le suivi biologique des paseanclus également la détermination
de la charge virale plasmatique pour appréciefidatité du traitement et détecter au besoin
les cas d’échec virologique précoce. Cette détextioin est réalisée a la mise sous traitement
pour avoir la charge virale de base, au bout d'eispa 6 mois puis tous les 6 mois. Le succes
du traitement est donnée par une CVP indétectadd¢-a-dire <50 copies/ml aprés 6 mois de

L
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TARV selon les recommandations du RESABEA 'opposé, une CVP supérieure a 1 000

copies/ml de facon répétée suggére une mauvaisgvalpse du patient au traitement ou bien
un échec thérapeutique qui améne a changer de adhérmapeutique.

3.3.Utilisation du papier buvard comme support de menéent

Le papier buvard est un papier poreux capable disles par capillarité une quantité de
liquide. Le prélevement sur papier buvard (DBS)urst approche simple et efficace ayant été
utilisé dans le diagnostic de nombreuses malalesstravaux de GUTHRIE et GARRICK ont
montré leur utilisation dans le dépistage des niedgadhétaboliques et génétiques chez le

nouveau-né(.42’ 50)

Des études récentes montrent que les prélevem@fsdnt été largement utilisés ces

7

. , . . . 5 ~ . (56, 75) _. .
derniéres années dans le diagnostic seroloé?ﬁ et moléculaird>® " ainsi gue dans le

suivi virologique des PVVIH®® 0%

Les nombreuses difficultés rencontrées au courspdégvements et traitements des
échantillons veineux sur tube (prélevement de samgsif, volume de sang insuffisant,
I'existence d’'un seul laboratoire de référencesdparation lymphocytaire dans les 6 heures qui
suivent le prélevement, la rupture de la chain&ald etc.) ont favorisé I'utilisation du papier
buvard comme support alternatif de prélevementadg spour le suivi virologique des PVVIH
dans les pays a ressources limitées. Cette méffmtlmrmante de prélévement, de réalisation
facile, permet de pallier & ces nombreuses ditiésuliées aux prélevements veineux sur tubes.

Pour accompagner la prise en charge effective 84HP et de décentralisation des
soins et du suivi virologique, le Gouvernement déné&jal a opté pour des techniques
alternatives tel que le papier buvard, permettendémarrage et le suivi d’'un traitement

antirétroviral éventuel le plus rapidement possible

> Propriétés du Papier buvard
Le papier buvard est un papier poreux capable disles par capillarité une quantité de
liquide. Plusieurs types de papiers sont utilississda collecte et le transport des prélévements
de sang dont: le Whatman 903 (W-903), Ahlstromd@éra26 (A-226), Munktell TFN (M-
TFN), FTA etc. Selon I'étude dérin Rottinghaus et al, 2013des performances similaires
ont été obtenues avec ces 3 types de papier byvaud,la quantification de la charge virale

mais le M-TFN a montré une efficacité supérieurerpe test de génotypaé]é).o)
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Le papier buvard utilisé doit avoir les propriésésvantes.

>

(60, 67, 79)

la surface doit étre lisse et résistante, sans fierdue ;

doit étre résistant aux acides et bases fortes ;

doit avoir une composition en cendre quasi-ineri&tg0,006%) ;
fabriqué a partir de linters de coton et de cedlalp

doit avoir une certaine capacité de rétention et

une résistante accrue a I’lhumidité.

Les avantages du papier buvard

L'utilisation du papier buvard présente de nombrauantages :

facile & manipuler et a transporter des zones éesulers le laboratoire de

référence ;

possibilité d’envoi par la poste ;

conservation facile a température ambiante (jus§éd°& ou plus), donc adapté aux
températures tropicales ;

moins onéreux donc accessible pour les pays auessolimitées ;

les études ont montré une bonne corrélation avesatey total en tube pour

I'extraction de 'ADN proviral dans le diagnostiéonatal et dans la caractérisation
géneétique du VIH (,121)

la stabilité des anticorps et de 'ADN dans le séoigl sur papier buvard a été

largement prouvée(l;Zl)

des études de génotypage ont montré une bonndatioméavec le plasma et une
bonne stabilité des ARN avec les DBS conservé9aC-pendant 4 ans et ceux
conservés a — 4°C pendant 1 élr?l;)

les DBS ont été utilisés avec succés dans beaudsuptravaux pour la

quantification de ’ARN viral ©®® ®7 7®)

.
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Chapitre |: Contexte, Justificatifs et Objectifs de
I'Etude

1. Contexte et Justificatifs de I'étude

Depuis 'avenement de la pandémie a V IH SIDA, r@vpntion a été érigée comme le
meilleur moyen de lutte contre la pandémie. Lagpes charge des personnes infectées est
devenue ensuite une priorité de plus en plus pnessa

Les efforts consentis par le Gouvernement du Séndgas la prévention se sont
traduites par une prévalence basse et stable (&7Pb)olonté politique forte de I'Etat dans la
prise en charge qui s’est traduite en 1998 parite ran place d’un programme d’acces aux
ARV dénommé ISARRYV.

Au Sénégal, depuis le début de I''SAARV, plusielirsusses commerciales sont
utilisées pour la quantification de 'ARN viral gimatique du VIH, tel que le Cobas Tagman
des laboratoires Roche, Abbott Real Time HIV-1 @dxratoires Abbott, le Quantiplex ou
Versant HIV RNA bDNA 3.0 des laboratoires Siemente éNuclisens EasyQ HIV-1 Version 2
laboratoires Biomérieux.

Les laboratoires Biomeérieux ont validé I'utilisatid’'un volume de 100ul de plasma qui
serait I'équivalent de 2 spots de DBS saturés ahawec 50ul de sang total, pour quantifier la
charge virale. Les valeurs obtenues avec 100uladana et les 2 spots de DBS (saturés chacun
avec 50ul de sang total) avec la version 1.2 neeptént pas une différence statistiguement
significative, les valeurs obtenues restant acbdxpﬂ;ém)

La version 2.0 du Nuclisens EasyQ HIV-1 réecemméwvetbpper donne de meilleurs
résultats que la version 1.2 tant avec le plasnavga les spots de sang total séchgd.

Pour faciliter encore les prélévements sur DBS,snoous sommes proposé de
comparer les valeurs des charges virales obtenudsss préléevements DBS avec différentes
prises d’essai de sang total (50, 75, 100 et 15Qel valeurs des charges virales obtenues
avec ces différents spots de sang séchés ontrége quate comparées avec les valeurs obtenues
avec 100ul de plasma, considéré comme réeférenad. édevue d’identifier le volume de

saturation de sang sur carte, qui correle le mémec 100ul de plasma.

g
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2. Objectifs de I'Etude
2.1. Objectif général

L’objectif général de notre étude est de détermieaneilleur volume de sang total a

utiliser sur papier buvard pour la quantificatianld charge virale.

2.2. Objectifs spécifiques

De facon spécifique dans cette étude nous allons :

» Deéterminer la charge virale plasmatique et de ifftss DBS avec le Nuclisens EasyQ
HIV-1 V2.0 en saturant le papier buvard avec défds volumes de sang total (50, 75,
100 et 150 pl) ;

e Comparer sur une trentaine d’échantillons de satal, tla charge virale sur DBS des
différents volumes prédéfinis avec du plasma (1Q0ul

« Déterminer le volume de spot de sang ayant undeuel corrélation avec le plasma
(aooul).

=
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes
1. Type d’étude

Il s’agissait d’une étude prospective et évaluatiug consistait a quantifier la charge

virale des personnes infectées par le VIH @eltraitement antirétroviral.

2.Cadre de I'étude

Notre étude a eu pour cadre le Laboratoire de Baligie-Virologie du CHU Aristide
Le Dantec, plus précisément au sein de son uniBalegie Moléculaire.

Ce laboratoire hospitalo-universitaire a pour vioratle diagnostic biologique des
infections bactériennes et virales, la recherchdaeformation dans les domaines de la
bactériologie et de la virologie.

C’est un centre de référence des IST et un ceoti@orateur de TONUSIDA.

Il est le siege du Réseau Africain de Recherchdes®DA (RARS) et abrite en son
sein I'observatoire des résistances aux antirétayi et le programme de recherche sur les
vaccins anti-VIH en Afrique.

Institution partenaire du WAPHIR (West African Rfrm for HIV intervention
Research), il est également le siege de la WANET®&st African noE for TB, AIDS and
Malaria).

Le laboratoire est subdivisé en 5 unités technicgie3 unités de soutien (un service
administratif et financier, un service de maintazeart de métrologie, informatique et gestion
des données).

Les unités techniques sont :
. Unité de Bactériologie

. Unité de Virologie

. Unité de Biologie Moléculaire

. Unité d'Immunologie

. Unité d’essais et de recherches cliniques.

L’'unité de Biologie Moléculaire créé en 1997, comp@ sections, la section Malaria et
la section VIH.

La section VIH a pour missions le diagnostic moléca de l'infection a VIH et le
suivi virologique des patients sous ARV dans lereatk 'ISAARYV, avec la détermination de
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la charge virale plasmatique, la surveillance dareulation de souches de VIH et la résistance
acquise aux ARV des patients sous traitement. Daenéunité s’occupe de recherches basées
sur des études de cohortes, des essais théramsytigudéveloppement d’outils alternatifs de
diagnostic et de suivi virologique des patientgeatés par le VIH. Elle s’y intéresse également
a la quantification de la charge virale des hégstite diagnostic moléculaire des IST a
Chamydia trachomatisNeisseria gonorrhoeaet le diagnostic précoce de l'infection chez les

enfants nés de meres séropositives.

=
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3. Echantillonnage

Notre étude a porté sur 31 échantillons de sarad tlat patients séropositifs, a JO de
TARV, provenant des sites de prise en charge dédHP\de Dakar. Nous avons inclus dans
notre étude, tout échantillon de 4ml de sang due &DTA prélevé sur des patients JO, naif de
tout TARV, confirmés VIH-1 positif.

4. Matériel

4.1. Materiel d’'usage genéral

* Hotte a flux laminaire (enceinte stérile de classe

* Micro pipettes de 10, 20, 200 et 1000ul ;

* Portoirs ;

* Agitateur a rouleaux avec action de balancemendeetroulement pour assurer un
mélange doux ;

* Embouts stériles avec et/ou sans filtre de 102Q0,et 1000ul ;

* Pipette — Aide, Pipette 5ml et Pipette Pasteur ;

» Conteneur déchets a couvercle ;

* Cryotubes de 1,8 a2 mil;

* Micro tubes stériles de 1,5 ml et de 2 ml ;

* Bain — marie ;

* Agitateur de type vortex ;

* Centrifugeuse ;

» Chronometre ;

» Gants jetables sans talc ;

* Tubes de 5 et 15 ml avec bouchons ;

« Sarrau ou blouse de laboratoire propre ;

* Essuie-tout ;

* Pissette d’éthanol 70% ;

* Burette graduée

* Pissette d’eau de javel (10% d’hypochlorite de soqi;

* Eau distillée ;

* Papier buvard : Whatman 90Brfteinsaver TM 903® Card);
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e Sachet de déssicant (sachet de sorbant MiniPax®2 dgrammes, MultiSorb

Technologies) ;

» Congélateur — 80°C et réfrigérateur +4°C.

4.2. Réactifs et equipements pour la technologie Nuadise

4.

EasyQ HIV-1V 2.0

2.1. Extraction

Les équipements et réactifs utilisés pour la réadadiextraction sont les suivants :

4.

Les tubes de lyse contenant 2ml de Lysis Buffer ;

L’agitateur horizontal ;
Les peignes et les navettes ;
Le portoir des navettes ;

Le vortex ;

Les tampons d’extraction : Nuclisens EasyMAG BuffeP et 3 ;

La silice magnétique Nuclisens EasyMAG ;

Le contréle interne et le diluant Nuclisens EasyMAG

L’automate Nuclisens EasyMAG.

2.2. Amplification et détection

Pour la réaction d’amplification — détection, lepipements et réactifs utilisés sont les

suivants :

Les réact

Les barrettes avec les bouchons ;
Le portoir des barrettes ;
L’incubateur Nuclisens EasyQ ;

Le vortex ;

La centrifugeuse des mini barrettes ;
L’analyseur Nuclisens EasyQ ;

Les enzymes (Enzll) ;

Le diluant d’enzymes (Enzdil H) ;

Kit Nuclisens EasyQ HIV-1V 2.0

Les amorces (PRM H) ;
Le diluant d’amorce (PRMdil H)w"
ifs doivent étre conservés entre 2 et 8°C.
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5. Méthodologie de I'étude

5.1. Vérification de [lidentification et attribution du
numero

A larrivée des prélévements, le réceptionniste rehigiste du laboratoire ou alors le
responsable de la séparation procede a une véoficde la conformité du bulletin de demande
d’analyses ainsi que la conformité du prélevemsang prélevé sur tube EDTA, un minimum
de 4 ml de sang par tube, 2 tubes de sang panpdtigorogramme ISAARYV).
Apres vérification de la conformité du bulletin da prélevement, un code (numéro interne)
unique est attribué. C’est ce code qui est utdisélébut du processus jusque la fin des analyses

effectués pour chaque prélevement.

5.2. Préparation des spots et conservation

Chaque carte de papier buvard (W-903) pour chagtierpp a JO est remplie avec les
informations suivantes : le numéro d'identificationterne, la date, le volume de sang de
saturation (50, 75, 100, 150ul).

Pour chaque patient, 6 cartes de DBS sont prépapgés homogénéisation du tube de
sang. Sur la®® carte de papier buvard, 50 pl de sang total séposts dans les 5 anneaux de
la carte et sur la*?®carte, 75 pl de sang total sont également dépizsésles 5 anneaux. Pour
les volumes de saturation de 100 et 150 ul, 2 €adat utilisés pour chaque volume et seules 3
anneaux sont saturés, espacés chacune d’'un andeaCeci d( au fait que le dépdt avec ces

volumes, déborde la surface de I'anneau.

- - .- S 2 ’
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Figure 12 : Photographies des cartes de DBS aves M@ifférents volumes déposés
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Les spots ainsi réalisés sous la hotte sont ségh&snpérature ambiante jusqu’au
lendemain, puis sont emballés dans des sacs dnglyippés contenant des sachets de

déssicants et conservés a — 80°C jusqu’a leusaiiitin.

Figure 13 : Photographie d'un sac zippé prét pour la conservabin ou pour I'envoi

5.3. Separation lymphocytaire et conservation

Aprés confection des spots, le reliquat de saral tointenu dans le tube est centrifugé a
2500 tours / min pendant 10 minutes. Le plasmaédkantillons ainsi obtenu est alors aliquoté
(sous la hotte) dans les cryotubes de 2ml. Lesiatsgde plasma sont conservés a — 80°C

jusqu’a leur utilisation.

5.4. Découpe des DBS et lyse

A leur sortie du congélateur — 80°C, les cartewvatti étre découpées et lysées dans
I'heure.
» Principe de la réaction de lyse

La réaction se fait a I'aide du Tampon de lyse KedS Lysis Buffer (contenant

principalement du thiocyanate, < 2% de Triton X-1801% EDTA) qui est utilisé pour la

libération totale des acides nucléiques des édlm#tibiologiques. Tous les acides nucléiques
présents dans I'échantillon sont libérés suite a lyse des particules virales ou matiéres
cellulaires contenues dans I'échantillon. Les Reatdes Dnases présentes dans I'échantillon

seront désactivée@.z)
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» Mode opératoire

A l'aide d’'un Puncheur 12 calibré certifié¢ CE dabdratoires Biomérieux, 2 spots de
chaque carte (de différents volumes) ont été dé&(ps spots obtenus ont un diamétre de 12
mm) et placé dans les tubes de Lysis Buffer Nuatismntenant 2ml de solution de lyse.

Les tubes Lysis Buffer de Nuclisens (conservatintree2 — 30°C) sont préalablement
incubés au bain marie a 37°C, afin de dissoudreedtels cristaux de Guanidine formés. Pour
chaque échantillon, la découpe se fait avec deescde volume croisant (50 a 150ul). Entre
deux coupes de spots d’échantillons différentpulecheur est décontaminé en découpant 2 a 3
fois du papier stérile.

Les tubes Lysis Buffer sont déposés sur un agitdtetizontal a rouleaux pendant 30
min, en prenant la précaution que les spots stiefnodurs en contact avec la solution de lyse.

Cette étape permet la lyse des éléments cellulp@enettant ainsi la libération de I'’ADN viral.
- : :

Figure 14 : Photographie des tubes de lyse sur 'agteur horizontal

Aprés 30 min d’agitation horizontale, les tubests@antrifugés a 1500 tours pendant 15
s, ceci en vue de faire descendre liquide au fantlible.
Un embout (sans filtre) de 100 ul fixé sur 'embauntc filtre de 5 ml, permet transférer les
lysats dans les navettes du Nuclisens EasyMAG yiané de pipeter les particules de papier,
et en laissant un reliquat de + 50 ul de lysat@dfdu tube afin d’éviter de transférer la
mousse.

Les lysats peuvent étre conservés a — 80°C podeélan maximal d'1 mois, ou pendant
14 jours a + 4°C au max ou bien a température artebjzendant 24h, mais jamais a — 20°C car

il en résulte une gélification de la solution dedyjui génera I'étape d’extraction.
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5.5. Extraction — Amplification et détection par la

technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0

L’extraction du matériel génétique se fait grackaatomate de Nuclisens EasyMAG

des laboratoires Biomérieux et I'amplification d#ien est faite avec I'analyseur EasyQ.

5.5.1. Extraction des acides nucléiques sur I'automatgMAS

> Principe de la réaction d’extraction :

La réaction d’extraction est faite par la chimie Blgom, qui est basée sur le pouvoir

fixateur de la silice magnétique vis-a-vis des asiducléiques. Cette réaction est réalisée grace
a une série de réactifs : la silice, le tamponalage 2, le tampon de lavage 3 et le tampon
d’élution.

Dans les conditions de salinité élevée, La siliagnétique fixe les acides nucléiques
présents dans la solution de lyse. Elle a une da&pde fixation 20 supérieure a la silice
ordinaire.Ces particules de silice agissent comme une pludisie €t les composants étrangers
aux acides nucléiques sont retirés aprés plusiétapes de lavage dans le Nuclisens
EasyMAG ; enfin les acides nucléiques sont élués tiaphase solide.

A la fin de I'étape, un pur concentré d’ARN estari au fond de la navette.

Extraction Principle

AL During incubation of the Ivsed samples, all the target
nucleic acid is captured by magnatic silica particles.
B. The MNudiSEMS sasyNAG masnaetic device attracts all
the magnatic silica, enabling the systermn o purify
the nudleic acids through sewveral washing steps.
C. The heating step releases the nucleic acids from
the silica.
D. At the final step, the magnetic silica particles are
separated from the eluate by the magnetic dewvics.

- W
[ trs =% -=
e
- L =3 =
=l L ! £ 1 |
s magnet
A Incubation B. Washing
(A capture by silica)
- W w
—

. Elution D. Final purification

Figure 15 : Schéma de I'extraction sur Nuclisens BYMAG

&
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> Mode opératoire

Aprés maintenance de l'automate, une liste de tee sk travail est créé avec les
numeéros des échantillons au niveau de l'automatelidduns EasyMAG, en sélectionnant
comme protocole d’extraction HIV-1 2.0, en indiquda type de prélevement (primaire ou
lysé), la matrice de I'échantillon (plasma ou stutgl) et le volume de I'éluat (25ul).

Les peignes et les navettes sont placés dans teipppuis 2 ml de solution de lysat sont

déposés (ceci pour chaque échantillon de DBS) daaxgue puit de la navette. Par ailleurs, 100
pl de plasma (pour chaque échantillon) sont dépdaés le puit de la navette. La lyse du
plasma est réalisée par I'automate Nuclisens EasyMA 10 min.

Apres ajout de 100 pl du mix préparé extemporanéfoentréle interne + silice) dans
chaque puit, 'appareil procéde a I'extraction daténiel génétique. Cette étape dure environ
40 min.

Dans les 5min suivant la fin de I'extraction, ledraits doivent étre transférés dans les
barrettes EasyQ, car la silice présente sur lai parpuit risque de se désagréger et de tomber
dans I'extrait ce qui inhibera la réaction d’amipktion.

Ce sont 15 pl d’extrait qui sont déposés dans eeetbes en vérifiant I'absence de

bulles d’air et le méme niveau de volume de saftugiour chaque puit de la barrette.

5.5.2. Amplification et détection par la technologie Ngelns
EasyQ HIV-1 V2.0

» Principe de la réaction d’amplification

La réaction d’amplification par NASBA (Nucleic AcfBequence Based Amplification)
consiste en une amplification d’acide nucléique loimie a une étape de détection simultanée.

L'amplification des acides nucléiques sur Nuclis&asy@ HIV-1 v2.0 utilise des
amorces qui sont spécifigues des séquences dé&tettéBARN du VIH-1 de type sauvage
(WT) et de I'ARN du calibrateur synthétique de Neemhs Easy® HIV-1 v2.0. Cet ARN du
calibrateur ne differe de I'ARN du VIH-1 WT que pare petite séquence nucléotidique qui
permet les mémes cinétiques d'amplification. ToRNAJu VIH-1 WT présent dans les acides
nucléiques élués est co-amplifié avec le calibrataterne. Les autres séquences d'acides
nucléiques ne seront pas amplifiées. L'amplificaNtASBA® est basée sur un processus répété
d'accrochage d'amorce, une formation d'’ADN doubie ¢dontenant un promoteur T7 et une

transcription facilitée par 'ARN polymérase T7 pleisieurs copies antisens des séquences

cibles d'ARN WT et d'ARN calibrateur (amplicong’f).)




Evaluation de différents volumes de sang déposés qapier buvard pour la quantification de I'ARN 2013
viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyHIV-1 V2.0

Legend
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Figure 16 : Principe de la réaction d’amplificationpar NASBA.

> Principe de la réaction de détection

Le processus de détection du test Nuclisens Eagyly-1 v2.0 utilise des balises
moléculaires spécifiques de la cible.

Une balise moléculaire est un oligonucléotide d'ARNmMprenant une séquence
nucléotidique spécifique qui reconnait une séquehB&N cible particuliere, couplée a un
fluorophore et & un quencher. En l'absence d'ARMpdé&mentaire, la balise moléculaire
restera dans une structure interne en épingle @eahele quencher reste alors a proximité
du fluorophore. La conséquence sera l'extinctioladieiorescence de la balise moléculaire.
En présence d'une séquence « cible » complémentairdalise s'ouvre et émet une
fluorescence, ce qui indique la présence de Iaessé:(mcible(.llg‘ 119)

L'utilisation de deux fluorophores différentes petnde suivre simultanément la
synthése de la cible WT et de I'ARN du calibrateuianalyse cinétigue des signaux
fluorescents permet de dégager les vitesses dsctition de la cible WT et de I'ARN du

calibrateur. Elle permet de déduire la quantitéRNAdu VIH-1 dans I'échantillon de plasma/

DBS (prélevements de sang total EDTA) de dé;S%aSrt.l

12, 126 , A
126 a charge virale peut alors étre
mesurée a l'aide d'un algorithme de réduction desmées dans le logiciel de test Nuclisens

Easy@ HIV-1 v2.01%2)
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Figure 17 : Principe de la détection par les balisemoléculaires

> Mode opératoire

Sur l'analyseur EasyQ, une série de travail avecneméros des échantillons est
préparée en choisissant le protocole de dosage 1HR/®, en indiquant le volume de
I'échantillon (100 pl) et la matrice de I'échariitl (plasma ou DBS).

La reconstitution de I'enzyme est réalisée en ajud5 pl de diluant enzyme a
'enzyme lyophilisée (un lyophilisat d’'enzyme capend a 8 échantillons) puis laisser reposer
15 min avant utilisation.

La préparation de la solution d’amorce se fait grutant 180 ul de diluant d’'amorce
aux amorces lyophilisées (2 dans chaque tube) éangeant immédiatement au vortex jusqu’a
obtention d’'une solution claire (ne pas utilisez wolution qui contient un précipité). La
solution doit étre utilisée dans les 30 min. Chaiyiie d’amorces correspond a I'amplification
de 8 échantillons.

20 pl de solutions d’amorces reconstituée sont spdans chaque puit de la barrette
qui est sur un portoir dans lincubateur Nuclisétesy(, qui est ensuite recouverte d’un
couvercle et démarrage du programme (2 min a 65 a 41°C).

Apres les 15 min d’attente pour I'enzyme reconsgf{lb il de la solution enzymatique
sont déposés dans chaque bouchon.

A lissue de la derniére étape d’incubation (2 raid1°C), les barrettes sont fermées
avec les bouchons (contenant la solution enzymetiqul'aide d’'un accessoire de fermeture

puis les barrettes sont identifiees de facon unique
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Le contenu des barrettes fermées est homogénéidéuettant les barrettes, puis
centrifugation pendant 2 secondes dans la cengufsg mini barrettes.

Les portoirs de barrettes sont ensuite chargées|@aralyseur Nuclisens Eas§Q@vant
la mise en marche de la réaction d’amplificatiashétection.

La réaction d’amplification basée sur la technaoJASBA qui cible la région du géne
gagdure une heure de temps. A la fin de la réactemrésultats s’affichent et il est possible de
vérifier I'absence d’erreur (No Amplification, Podmplification, insufficient liquid etc.). Les
résultats de la série seront exportés sur MicroEsftel pour exploitation statistique des

résultats.

6. Analyse statistique des résultats

La comparaison des résultats a été faite apresfaramation des valeurs de charge virale
en log.

Le logiciel Microsoft Excel 2010, a permis de falee conversion des résultats de la
charge virale en valeur logarithmique décimalesiaguie le calcul des différences de log.

Le logiciel MethVal a permis d’obtenir les tracésld droite de régression et les analyses
de concordance entre les valeurs des charges svichleplasma-DBS et entre différents
prélevements DBS.

La corrélation ou la régression linéaire consiste en présence de deux variables
guantitatives, a tester I'hnypothése de I'existedtme relation de proportionnalité entre elles.
Divers types de renseignements sont fournis paédgession linéaire. En premier lieu, le
coefficient r de Pearson évalue le degré de litate la relation testée, son carré)(R
représentant le pourcentage de variabilité expéquer le modeéle linéaire, plus la valeur du r
est proche de 1 plus les 2 techniques sont costdléepente et I'ordonnée a l'origine de la
droite sont fournies par le calcul de la meilledreite possible (selon la méthode des moindres
carrés), passant au sein du nuage de points. Cagérstiques de la droite sont trés utiles

pour prédire, si la technique a tester s'avaatable *®

La concordance de Bland et Altmanconsiste a apprécier I'écart observé (biais) eentr
les valeurs obtenues par une technique de réféparceapport a une technique a tester et les
limites de concordance qui représentent les écgsvaleurs d’'une technique par rapport a

'autre.
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La concordance permet d’apprécier I'écart obsenigedes 2 valeurs obtenues pour la mesure
et d’en déduire, sur 'ensemble de la populatiopepkée, le biais, la précision, et les limites de
I'intervalle de confiance a 95% afin de statuerlauroncordance des 2 séries de valeurs.

Les limites de concordance correspondent & un biai& Ecart-Type (ou déviation Il
représente la moyenne de I'écart systématique dadéme de valeurs par rapport a l'autre.
standard) et entre lesquelles se trouvent 95% alesing de différences.

Le principe de la méthode de Bland et Altman cdesisréaliser un graphe étudiant en
ordonnée la différence entre les valeurs obtenaetep deux techniques A et B (soit A — B) et
en abscisse la moyenne des valeurs obtenues egadaux techniques, soit (A + B)/2. Plus la

.. , . 48
valeur du biais tend vers zéro, plus la concordasteneilleure!*®

X
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Chapitre | : Résultats

1. Résultats de la charge virale plasmatique

Notre étude évaluative a porté sur 31 échantilldaspatients naifs de traitement
antirétroviral, ceci afin d’avoir des valeurs deaxdde virale élevées, qui permettraient une
analyse statistique plus aisée.

Les valeurs de charge virale détectables variaiette 670 et 2 700 000 copies/ml soit,
converties en valeurs logarithmiques, entre 2,83el06,43 log. Quatorze échantillons avaient
une CV tres élevée (> 5 log) et 11 avec une CVéadentre 4 et 5 log).

Pour faciliter les analyses et se conformer adtimtétation classique des résultats de
charge virale, nous les avons classés en valdilefamoyenne, élevée et tres élevee.

Ainsi les 31 échantillons se répartissent commegm& dans le tableau | suivant.

Tableau | : Répartition des échantillons en fonctio des valeurs de CVP

Classification Intervalles de Intervalles de N
des CV valeurs (en copies/ml  valeurs (en log)
Faible 100 — 1000 2—3log 2
Moyenne 1000 — 10 000 3—-4log 4
Elevée 10 000 — 100 000 4 -5 log 11
Tres élevée > 100 000 >5 log 14
Total 31

2. Comparaison globale des valeurs de CVP avec les DBS

La comparaison des valeurs de charges virale ptaumeades différents échantillons de
DBS a été realisée en calculant leur différencledavec le plasma.

Globalement quel que soit le volume de sang déddséchantillons ont présenté une
discordance entre plasma et DBS avec une différéadeg comprise entre 0.51 et 1. Parmi ces
12 échantillons, 6 ne sont discordants que poueuwh volume de DBS dont 3 pour les DBS
150, 4 sont discordants pour plus de 2 volumessein discordants pour plus de 3 volumes de
sang déposé sur carte (voir tableau en annexe).

Le résumé du tableau global des résultats estiigédans le tableau Il ci-dessous.
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Tableau Il : Différences de log entre plasma et legdifférents volumes sur DBS

Différence de | Alog PI-DBS 50 | Alog PI-DBS_75 | Alog PI-DBS_100 | Alog PI-DBS_150
log
Alog <0,5 25 26 27 25
0,5<Alog<1 6 5 4 6

Comme le montre le tableau pour chacun des voluteesang déposé sur les cartes, la
majorité des échantillons (entre 25 et 27) préseéeserésultats concordants avec une différence
de log en valeur absolue inférieure a 0,5 c’esir@tbn significative.

Le nombre d’échantillons discordantAldg>0,5 en valeur absolue) ne varie pas
beaucoup (entre 4 et 6) selon le volume de sangséép

v' 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_50
v 5 échantillons sur 31 (16,13%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_75
v 4 échantillons sur 31 (12,9%) pour la valeundhg entre le plasma et DBS_100
v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_150.

3.Analyse des discordances plasma DB®% en fonction

des valeurs de CVP

Les échantillons présentant des discordances entharge virale plasmatique qui varie
entre 670 et 750 000 copies/ml.

Tableau Il : Répartition des échantillons en fontion desAlog PlasmavsDBS en valeur

absolue
CVenlog| Alog PFDBS_50 | Alog PFDBS_75 | Alog PIFDBS_100| Alog P-DBS_150
<0,5 log >0,5log | <0,5log >0,5log | <0,5log >0,5log | <0,5log >0,5 log
2-3log 2 0 2 0 2 0 1 1
3-4log 4 0 4 0 4 0 4 0
4-5log 8 3 7 4 7 4 8 3
>5 log 11 3 13 1 14 0 12 2

Nous observons que les discordances sont notéastielement avec des échantillons

dont les valeurs sont supérieures a 4 log. Seuhargillon de charge virale plasmatique en

dessous de 4 log (670 copies/ml) présente unerdauace; celle-ci est observée uniquement

pour un dépot de 150ul de sang sur carte.

Pour tous les 12 échantillons correspondant a 2dodiances vis-a-vis du plasma, les

valeurs des CVP sont supérieures a celles obtawaedes différents volumes de DBS.
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4. Droite de régression linéaire et concordance plasmes

DBS
4.1. Régression linéaire et concordance PlaggiaBS 50

L’analyse de la droite de régression linéaire el@sevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 50ul de sang déposésrguaaionné la droite de régression suivante
avec un coefficient de corrélation linéaiRe 0,955 et une pente a 1.013

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer8S 50 a 100ul de plasma a
donné un biais négatif mais faible @k24 [- 0,346 a 0,135pvec 4 échantillons sur les 31 soit
12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (9% dessous de la limite inférieure. De plus,
la majorité des échantillons sont concentrés esaimsde la ligne basale montrant une Iégere

sous-estimation de la charge avec le DBS_50.

, DBS_50
. . . Difference
Unweighted linear regression N = 08r Difference plot N =
6 Slope: 1,013 0,894 to
1,133 ] 04} o
5| [}
(J
[} [ ] °
[ ) ® ° .
[ ) ° °
4 R= 0,955 i N ¢ o
- 0.4 ¢ o 0o o
-0, °
3 /../Q. )
Intercept : -0,305 [-0,888 to 0,278] ‘ ‘\_/l/ ‘
Plasma 3 4 5
22~' ) " 5 s - Mean difference : -0,24 [-0,346 to -0,135 ]

Figure 18 : Droite Régression et Bland-Altman Plasavs DBS 50

4.2. Régression linéaire et concordance PlagalaBS 75

L’analyse de la droite de régression linéaire el@sevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 75ul de sang déposésrgunaionné la droite de régression suivante

avec une bonne corrélation avec un coeffickn,956 et une pente a 1.000




Evaluation de différents volumes de sang déposés qapier buvard pour la quantification de I'ARN 2013
viral du VIH-1 par la Technologie Nuclisens EasyQ HV-1 V2.0
fiﬁe’ence Difference plot N = 31
r Unweighted linear regression N = 31 04 °
o
Slope : 1,000 [ 0,884 to 1,117 00 . °
51 Intercept : -0,307 [ -0,878 10 0,264 P ° 0. 20 ® o
¢ i ¢ C T % e 00,
[ )
-08 . i
3L [ J
R= 0,956 12 ‘ ‘
Mean 2 ee 3 4 5 6 7
: ‘ ‘ ‘ Mean difference : -0,305 [ -0,408 to -
2 3 4 5 6 7 0,202 ]

Figure 19 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS 75

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®8S_75 a 100uL de plasma a
donné un biais négatif mais faible @305 (-0.878 a 0.264vec 5 échantillons sur les 31 soit
16.13% qui sortent de l'intervalle de confiance%®5en dessous de la limite inférieure. De
plus, la majorité des échantillons sont concentréslessous de la ligne basale montrant une
légere sous-estimation de la charge avec le DBS_75.

4.3. Régression linéaire et concordance PlagaiaBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale de 100ul
de plasma et 2 spots de 100ul de sang déposéargiaadonné la droite de régression suivante
avec une bonne corrélation avec un coefficknd,968 et une pente a 1.017

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeerBBS 100 a 100ul de plasma a
donné un biais négatif mais faible @254 (-0.343 a 0.165vec 4 échantillons sur les 31 soit
12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (9% dessous de la limite inférieure. De plus,

la majorité des échantillons sont concentrés esalissde la ligne basale montrant une légere

. . 0, _
, sous-estimation de la charge avec le DBS_100. pifterence
- Difference plot N = 31
Plasma 04
6 | Unweighted linear regression N = 31 T R °
5 | Slope : 1,017 [ 0,916 to 1,118 I 0 ¢ ¢ * ¢
L pe:1, s , P ) .. .... [ ]
p °
° o o
04+ o ¢ © .. ° °
° [}
[
-0,8 L L o L I Mean
2 3 NS s 6
Mean difference : -0,254 [ -0,343 to -0,165 ]

Intercept : -0,336 [ -0,829 to 0,157 ]

Figure 20 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS_ 100

=
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4.4. Régression linéaire et concordance PlaggiaBS 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale de 100ul

de plasma et 2 spots de 150ul de sang déposéarsuaaonné la droite de régression suivante

avec une bonne corrélation avec un coefficken®,952 et une pente a 1.032

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®BS 150 a 100uL de plasma a

donné un biais négatif mais faible @268 (-0.379 a 0.154vec 4 échantillons sur les 31 soit

12,9% qui sortent de l'intervalle de confiance (95 dessous de la limite inférieure. De plus,

la majorité des échantillons sont concentrés esaissde la ligne basale montrant une Iégere

sous-estimation de la charge avec le DBS_100.

Difference plot N = 31

. (]
) : o ..: > o
o A T
0 0 0 .. °

08 |

Intercept : -0,4145 [-1,0278 to 0,198]
DBS_150

3 4 5 6 7

Mean difference : -0,268 [ -0,379 to -0,157 ]

Figure 21 : Droite de régression et Bland-Altman Rlsmavs DBS_ 150

5. Comparaison des valeurs de charge virale obtenuesrs

DBS

Globalement quel que soit le volume de sang démms®sidére, 6 discordances

correspondant a 5 échantillons ont été notées é&dreifférents volumes de DBS avec une

différence de log en valeur absolue comprise éh&® et 0,76. Parmi ces 5 échantillons, 1 seul
présentait une discordance pour 2 volumes (DBS556t7/DBS_75/150) soit un total de 6

échantillons discordants (voir tableau en annexe 1)

Le résumé du tableau global des résultats des gampas entre différents volumes de

DBS est présenté dans le tableau IV ci-dessous.
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Tableau IV : Répartition des différences de log emaleur absolu entre les DBS en fonction
de leur concordance

Différence de log | Alog 50-75| Alog 50-100 | Alog 50-150 | Alog 75-100 | Alog 75-150 | Alog 100-150
Alog<0,5 28 31 30 31 29 31
0,5 <Alog <1 3 0 1 0 2 0

Les discordances notées concernent les volume®8&e BDvs DBS 75 (n=3), DBS 50s
DBS_150 (n=1) et DBS_7%s DBS_150 (n=2). Aucune discordance n’'a été notae jpes
DBS_50vs 100, DBS_ 755100 et DBS 100s150.

6. Analyse des discordances DB8s DBS en fonction des
valeurs de CVP

Les discordances observées se répartissent estdiffierentes valeurs de charge virale
a I'exception des valeurs faibles (comprises eftet 3 log) avec 2 échantillons discordants
entre 3 et 4 log, 3 discordants entre 4 et 5 Idgéthantillon discordant au-dela de 5log.

Tableau V : Répatrtition des DBS présentant des discdances en fonction des valeurs log

de CVP
R st e ] e i
2 — 3log 2 0 2 0 > 0
3 —4log 3 1 4 0 3 1
4 — 5log 10 1 10 1 10 1
>5 log 12 1 14 0 14 0

7. Droite de régression linéaire et concordance entrkes
prélevements DBS

7.1. Régression linéaire et concordance DBS 50 vs DBS_75

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 pl vs 75 pl de sang déposés sur carte memtria droite de régression une dispersion
assez importante de quelques points ; ce qui donreefficient de corrélatioR=0,956 avec

une pente a 0,943.
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Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®BS 50 vs DBS 75 a donné un
biais négatif mais trés faible d6,0645 (-0.169 a 0.040vec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance essbus de la limite inférieure. La valeur
négative du biais témoigne d’'une sous-estimatiorigB®BS 75 mais celle-ci est extrémement

faible. 08
" DBS_75 o ' Difference

Unweighted linear regression N = 31

04 | ® ®e
Slope : 0,943 0,833 to 1,053 ] oo °
' [ [ ) )
o e 00 - L —
° °

®
08 \ ® / Mean

DBS_50 ' 5 7
‘ : : é : Mean difference : -0,0645 [ -0,169 to 0,0402 ]

3 4 5
Intercept : 0,195 [ -0,317 to 0,707 ]

Figure 22 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS_75

7.2. Régression linéaire et concordance DBSv&DBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 ul vs 100 pl de sang déposés sur carte maméré&onne corrélation avec un coefficient
de R=0,961 avec une pente a 0,952.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donni@ais négatif mais tres faible de -
0,0139 (-0.113 a 0.085Hvec aucun échantillon en dehors de l'intervadleonfiance.

0,6

r Difference
04 | " 0
L 0.2 . . .~
Unweighted linear T o0
regression N = 31 0
N . 0 0
Slope : 0,952 [ 0,848 to 1,056 ] 000 J 0
R= 0,961 021 060 LY
0
04 | ' %
0 0
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Intercept : 0,205 [ - 0,6 ‘ ‘ ‘ ‘
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Figure 23 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS 100
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7.3 Droite de regression linéaire et concordance DBS 5
vs DBS_ 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 50 ul vs 150 pl de sang déposés sur carte maméréonne corrélation avec un coefficient
deR=0,962 avec une pente a 0,981.

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeerBBS 50 vs DBS 150 a donné un
biais négatif mais trés faiblgde 0,0369 (-0.0615 a 0.13%vec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance essbus de la limite inférieure. La valeur du

biais est positive témoignant d’une tres légereestimation par le DBS.

Difference plot N = 31
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+ Unweighted linear regression N = 31 0 ‘0 [ 0
,.. °
| Slope : 0,981 [ 0,875 to 1,087 | ‘ ) ] o 0 Qo °
. [ ] ° [ ]
[ ] < ®
g )
I - L
® I ° ° .
. (R 0 0
[
DBS_50 o U .0
| | | | B ) Mea
3 4 5 6 7 L L L

Mean difference : -0,0276 [ -0,127 to 0,0718 ]

Figure 24 : Droite de régression et Bland-Altman DB_50vsDBS 150

7.4. Régression linéaire et concordance DBS§BBS 100

L’analyse de la droite de régression linéaire eletsevaleurs de charge virale des spots
de 75 ul vs 100 ul de sang déposés sur carte mamerbonne corrélation avec un coefficient
deR=0,977 avec une pente a 0,981.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donnBiais négatif mais trés faible de
0,0506 (-0.0255 a 0.123@vec 2 échantillons a la limite supérieure dddimalle de confiance.
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Figure 25 : Droite de régression et Bland-Altman DB_75vsDBS_100

7.5. Droite de régression linéaire DBS 75 vs DBS 15

L’analyse de la droite de régression linéaire elgsevaleurs de charge virale des spots
de 75 ul vs 150 pl de sang déposés sur carte mamgréonne corrélation avec un coefficient
deR=0,963 avec une pente a 0,995.

Le graphe de Bland-Altman qui compare les valeer®8S_75 vs DBS_150 a donné
un biais négatif mais trés faibtke 0,0369 (-0.0615 a 0.138yec 1 échantillon sur les 31 soit
3,25% qui sortent de l'intervalle de confiance e@slis de la limite supérieure. La valeur du
biais est positive témoignant d’une tres lIégéreestimation par le DBS_150.
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Figure 26 : Droite de régression DBS 75 vs DBS_150
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7.6. Ligne de régression linéaire DBS 1¥IDBS 150

L’analyse de la droite de régression linéaire elesevaleurs de charge virale des spots

de 100 ul vs 150 ul de sang déposés sur carte enamérbonne corrélation avec un coefficient
deR=0,975 avec une pente a 1.004.

Le graphe de Bland-Altman correspondant a donnBiais négatif mais tres faible de
-0,137 (-0.0938 a 0.0664\vec aucun échantillon en dehors de l'intervadle€ahnfiance.
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Figure 27 : Droite de régression et Bland-Altman DB_100vsDBS_ 150
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1. Utilisation du papier buvard et de Ila technologie
NUucliSENS

Le suivi virologique des PVVIH en zone décentralisée dans les pays a ressources
limitées fait face a de nombreuses difficultés liees entre autres au nombre limité
d’infrastructures adéquates et a des problemes de logistique. Parmi ces contraintes logistiques
on peut citer :

- la difficulté de conservation du plasma du fait d’'un manque de source d’énergie fiable
et de réfrigération

- la labilité de PARN viral qui impose une séparation lymphocytaire et une
conservation du plasma dans les 6 heures qui suivent le prélevement.

Depuis la premiére validation de I'utilisation du papier buvard pour la quantification de
la charge virale avec une technique commerciale (NUcliSENS EasyQ v1.2) decknpaat
coll. 2008 de nombreux travaux ont rapporté l'utilisation des DBS aussi bien pour la charge
virale que le génotypage de résistan®s.

Le papier Whatman 903 que nous avons testé est celui qui est le plus couramment
utilisé et les travaux récents BOTTINGHAUS, E. et coll. ce quiconfirme sa grande qualité
en comparaison avec 2 autres types de papier buvard commercialisés (Ahlstrom Grade A-226
et Munktell TEN) pour la réalisation des DBS en vue de la charge virale. Cependant pour le test
de génotypage, les DBS réalisés sur le papier filtre M-TFN a une plus grande efficacité et
apparait plus sensible dans la détection des mutations majeures de résistancé 8l VIH.

La technique de NucliSENS sur DBS version 1.2 a fait I'objet d’'une évaluation en zone
rurale en Tanzanie pdohannessen, A. et coljjui avait montré une bonne performance sur
DBS pour le suivi des patients recevant un TARV. Cependant sa sensibilité est réduite lorsque
la charge virale était faibl&"

Mais cette technique a évolué\én DEURSEN, P.et coll, en 2010 montré que la
version 2.0 utilisée dans notre travail présentait également d’excellentes performances sur DBS
lorsque les conditions de transport et de conservation étaient resp(é%%es.

Ces résultats ont été confirmés au Sénegal avec les travdauaeKane, C. et coll.
qui a comparé les performances du Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0 a celles du Nuclisens EasyQ
HIV-1 V1.2 Elle a montré que cette V2.0 était plus précise et fiable pour la quantification de la

charge virale du VIH-1 par rapport a la version 1.2 en termes de spécificité et de sensibilité

Rapport- gratuit.com @ o
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mais aussi qu’elle présentait une bonne corrélatame bonne concordance sur le plasma et
sur DBS.9

Cette technique a également fait I'objet de conmiparaavec de nombreuses autres
techniques commerciales.

Sur le papier buvard, les comparaisons avec le Or2@es laboratoires Abbott ont
montré de bonnes corrélations sur différentes @tiouis :

- Garrido, C et coll. en 2009%n Espagneui acomparé les résultats de charge vidde
103 échantillons de sang, collectés et séchés apiempbuvard 903 et a obtenu une
bonne corrélation (R=0,87) avec la version 1.1 deliSENS. ¥

- ARREDONDO, M. et coll. en 2012 en Espagne a retr@@ une corrélation entre
plasma et DBS de R=0,91 (P<0,0Cﬁ)).

- David S et coll réalisé dans le Sud de I'lnde en 2012, a comjewévaleurs des
charges virales obtenues parallelement sur plasrdd8$ sur 62 patients et a obtenu
une corrélation R=0.9818"

Sur le plasmaXu, S. et coll.ont comparé en 2010 les performances du Nuclisens

EasyQ V2.0 avec six méthodes commercialgsbds Amplicor HIV-1 Monitor V1.5 (‘Amplicor),

Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 test V1.0 (‘'CAR/M"), Versant HIV-1 RNA V3.0 (branched DNA
[bDNA]-based assay; 'Versant bDNA"), Abbott RealnTé HIV-1 assay (‘Abbott Real Time'), Nuclisens HIY-

QT, et Nuclisens EasyQ HIV-1 V1)1 de quantification de la charge virale du VIH-1ar3
I'ensemble, EasyQ V2.0 présentait une corrélatigmfgcative et une concordance élevée avec
les six autres techniqué%?S)

En 2012 Xu, S. et coll.ont comparé les technologies Cobas AmpliPrep/Cohgslan
HIV-1 v2.0 et sa version 1 avec la technologie Meris HIV-1 EasyQ v2.0 pour la mesure de
la charge virale des divers génotypes de VIH-1 bm& Nuclisens EasyQ v2.0 et CAP/CTM

v2.0 a montré une excellente détection des échlandildu sous-type B mais des différences

significatives ont été observées pour tester laaridlons de sous —type non &%

-
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2. La méthodologie

Notre travail a porté sur 31 échantillons mais Bnparaisons différentes ont été
réalisées avec 100 pl de plasma et 4 volumes elifférde sang (50ul, 75ul, 100 et 150ul)
déposés sur le papier buvard soit une total deétB&ntillons analysés.

Les spots de DBS ainsi que la séparation lymphoeytant été réalisés dans I'heure
apres réception des échantillons puis conservé8@°€ dans les sacs de glycine avec des
sachets de déssicants jusqu’a leur utilisation.

Dans les autres travaux, le volume de dépdt esérgiement de 50ul mais dans le
travail deROTTINGHAUS, E. le volume déposé était de 100(1?9)

De méme la température et le temps de conservagshpas toujours la méme dans les
différents travaux :

- conservation a 37°C pendant 8 et 15 jours faure-Kane, C. et coII,(6o)

- conservation a -20°C poARREDONDO, M. et coll. jusqu’'a utilisatiorf®

- conservation a 80°C dans l'étude @®ROTTINGHAUS, E. et coll. jusqu'a
utilisation*°%

Comme dans la plupart des travaux publiés, le Raurchalibré 12 des laboratoires
Biomérieux, nous a permis d’obtenir des spots dmaRde diametre correspondant a la totalité
de I'anneau sur le papier buvard. Cependant pauvdumes 100 et 150ul, les spots obtenus
ne correspondent pas a toute la surface de la thcang déeposé car le dépot réalisé avec ces

volumes débordent largement la surface de I'andeda carte.

3. Les résultats
3.1. PlasmavsDBS

Les résultats de charge virale des plasmas obteadsnt entre 670 et 2 700 000
copies/ml soit compris entre 2 log et > 5 log. @Queg échantillons avaient une charge tres
€levée et onze une charge virale élevée.

La différence de log des valeurs des charges siraletenues avec les plasmas et
différents DBS nous montre 12 échantillons discotslanais que le nombre de discordances
est quasiment le méme quelque le volume consi@énéme, les moyennes des différences
sont a peu pres similaires avec -0.24 pour le DBS-6.305 pour DBS_75, -0.254 pour
DBS_100 et -0.268 pour DBS_150.
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Cependant, les résultats du Bland-Altman (PlagsiaBS 50 ; Plasmas 150) montrent
4 échantillons sortant de I'intervalle de confiamredessous de la limite inférieure, avec des
biais de — 0,24 [- 0,346 a - 0,135] et — 0,268379 a - 0,157]. Ces 4 échantillons sont ceux
qui s’éloignent le plus du biais. Leurs droitesréigression linéaire ont respectivement comme
coefficient 0,955 et 0,952.

Le résultat du Bland-Altman entre Plasw&DBS 75 montre 5 échantillons hors de
l'intervalle de confiance avec un biais de — 0,308,408 a - 0,202] en dessous de la limite
inférieure. Sa droite de régression linéaire aaeffcient R = 0,956.

Le résultat du Bland-Altman entre Plasv@aDBS 100 montre 4 échantillons hors de
l'intervalle de confiance avec un biais de — 0,258,343 a - 0,165] en dessous de la limite
inférieure. Sa droite de régression linéaire aaeffcient R = 0,968.

Néanmoins, les valeurs dakog en valeur non absolue entre le plasma et fé&reints
DBS confirment comme le plasma comme meilleur roatpour la quantification de la charge

virale, mais que les valeurs sur le DBS ne sontngaseloignees.

3.2. DBSvsDBS

Les résultats de la charge virale obtenus surrdiit6 DBS montrent 6 discordances
correspondantes a 5 échantillons. Pour un échlamtilh discordance a été noté entre DBS 50
vs75 et DBS 7%s150.

Les discordances ne sont notées que pour les salleuCVP > a 3 log et notamment
entre les DBS 5@s 75, DBS 50vs 150 et DBS 75/s 150. Ceci pourrait étre lié au faible
nombre d’échantillons a CVP < 3log.

Cependant, le Bland-Altman DBS §675 montre un échantillon hors de I'intervalle de
confiance, en dessous de la limite inférieure aweccart trés grand du biais qui est de —
0,0645 [- 0,169 a 0,402]. Sa droite de régressi@alre a un coefficient de 0,956.

Le Bland-Altman DBS 75vs 150 montre un échantillon hors de lintervalle de
confiance, en dessus de la limite supérieure amdiais de 0,0369 [- 0,069 a 0,135]. Sa droite
de régression linéaire a un coefficient de 0,963.

Aucune discordance n'a été noté pour les volumeS B8vs 100, DBS 75vs 100 et
DBS 100vs 150.

La comparaison des moyennes des différences momedifférence extrémement
faible entre les volumes et que le DBS_ 100 (-0.018 celui qui est le plus proche du
DBS_50.
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Le VIH est le virus responsable de la pandémie nabediu SIDA, qui touche de nos
jours plus de 34 millions de personnes a travensdede avec plus de 1,7 millions de déces par
an. L'Afrigue demeure toujours la région du mora@lus touchée avec plus de 23,5 millions
de personnes vivant avec le VIH-SIDA.

Depuis la découverte du VIH en 1983, des effortsm@erables ont été déployés pour le
diagnostic, la prévention et la PEC des PVVIH. Cgsice a ces efforts que le rapport de
'ONUSIDA 2012 a fait état d’'une chute de 21% duxtaannuel de nouvelles infections entre
1997 et 2010.

L’accessibilité du TARV a également permis la rédaucdes nouvelles infections mais
aussi du nombre de déces annuel lié au VIH-SIDAg@ développement de programmes
d’acces aux ARV comme le programme ISAARV au Séhéga a permis d’améliorer la
qualité de vie des PVVIH. Ce programme prend emggh&e suivi virologique des patients en
plus de la mise sous TARV si l'indication est posée

Ce suivi virologique au cours du TARV est nécessapour évaluer [|'état
d'immunodépression du malade et apprécier la répanstraitement. Cependant, au Sénégal
comme dans la plupart des pays a ressources lanigéaux de CD4 est disponible méme en
zone décentralisée, alors que la charge virale géhotype ne sont disponibles que dans le
laboratoire de référence. L’accessibilité de cequanr reste un challenge majeur du processus
de décentralisation du suivi virologique des PVVIH.

Cette inaccessibilité est due au colt élevé (500@& WSD par test), le nombre limité
d’infrastructures adéquates, le défaut de persoquiifié et la logistique (difficultés liees au
transport et a la conservation des prélévementsiba). L'utilisation du papier buvard pour le
prélevement de sang dans le suivi virologique aagf@ouvée par 'OMS, ce qui permet de
faire les prélevements en zone décentralisée ééslenvoyer au niveau de laboratoire. Ce
transport des prélevements DBS au niveau centéad aalidé pour un délai maximum de 15
jours sans perte significative d’ARN viral. La parp d’études de charge virale sur DBS ont
rapportées la validité de I'utilisation de 2 spadés50ul de DBS (de 12mm de diametre) pour la
guantification de la charge virale, et c’est daascontexte que cette étude a été menée avec
pour objectif d’évaluer I'impact du volume de sahgposé sur le papier buvard, sur la valeur
de la charge virale mesurée. Elle a eu pour cadnegd de Biologie moléculaire du Laboratoire
Bactériologie-Virologique A. Le Dantec. L’étude évative a porté sur 31 patients naifs de
traitement antirétroviral, ceci afin d'avoir des la@rs de charge virale élevées, qui
permettraient une analyse statistique plus aisés.MBS de différents volumes de sang total

ont été réalisés sur le papier buvard Whatman 8@8; 6 cartes pour chaque échantillon (1
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carte chacune pour les volumes 50 et 75ul et, ri2scpour les 100 et 150ul). La référence a
eteé le plasma et les valeurs de charge virale plagoe détectables variaient entre 670 et
2 700 000 copies/ml soit, converties en valeuraritigmiques, entre 2,83 log et 6,43 log. Pour
faciliter les analyses et se conformer a l'intet@ién classique des résultats de charge virale,
elles ont été classées en valeur faible, moyenleyee& et tres élevée. Ainsi quatorze

échantillons avaient une CVP trés élevee (> 5 lbfj)avec une CVP élevée (entre 4 et 5 log), 2
avec une CVP faible (<3 log) et 4 avec une CVP maléentre 3 et 4 log).

La comparaison des valeurs de charges virale ptaueades différents échantillons de
DBS a été réalisée en calculant leur differencéodeavec le plasma. Globalement quel que
soit le volume de sang dépose, 12 échantillongpodgenté une discordance entre plasma et
DBS avec une différence de log comprise entre 6t5ll Parmi ces 12 échantillons, 6 ne sont
discordants que pour un seul volume de DBS dormiu8 f@s DBS 150, 4 sont discordants pour
plus de 2 volumes et 2 sont discordants pour @Eu3 ¥blumes de sang déposeé sur carte.

Les différences de log entre plasma et les diftéreolumes sur DBS a montré que
pour chacun des volumes de sang déposé sur les,dartnajorité des échantillons (entre 25 et
27) présente des résultats concordants avec unedfiférde log en valeur absolue inférieure a
0,5 c’est-a-dire non significative. Le nombre diantillons discordantsA{og>0,5 en valeur
absolue) ne varie pas beaucoup (entre 4 et 6) fel@miume de sang déposé :

v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_50

v 5 échantillons sur 31 (16,13%) pour la valeuithg entre le plasma et DBS_75

v 4 échantillons sur 31 (12,9%) pour la valeutdhg entre le plasma et DBS_100

v 6 échantillons sur 31 (19,35%) pour la valeunthg entre le plasma et DBS_150.
L’analyse des discordances a montré qu’elles coagamt essentiellement les échantillons dont
les valeurs ont été supérieures a 4 log. Seul anéidon de charge virale plasmatique en
dessous de 4 log (670 copies/ml) a présenté weerdiance; celle-ci est observée uniqguement
pour un dépdt de 150ul de sang sur carte. Poureésuk? échantillons correspondant a 21 cas
de discordances vis-a-vis du plasma, les valels<CP ont été supérieures a celles obtenues
avec les difféerents volumes de DBS. Les courbesafeordances avec les moyennes des
différences sont a peu pres similaires quel quelsovolume considéré avec -0.24 pour le
DBS_50, -0.305 pour DBS_75, -0.254 pour DBS_100&68 pour DBS_150.

La Comparaison des valeurs de charge virale obseswreDBSa montré que quel que
soit le volume de sang déposé considéré, 5 écluastibnt présenté une discordance entre les
différents volumes de DBS avec une différence deelo valeur absolue comprise entre 0,69 et
0,76. Parmi ces 5 échantillons, 1 seul présentatdiscordance pour 2 volumes (DBS_50/75
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et DBS_75/150) soit un total de 6 discordancesBlamd-Altman DBS 75/s 150 montre un
échantillon hors de l'intervalle de confiance, &ssls de la limite supérieure avec un biais de
0,0369 [- 0,069 a 0,135 Aucune discordance n’anété pour les volumes DBS 53 100,
DBS 75vs 100 et DBS 10@s150. La comparaison des moyennes des différencesaré une
différence extrémement faible entre les volumessraassi que le DBS_100 (-0.0139) est celui
qui est le plus proche du DBS_50.

Ces résultats montrent que le papier buvard pesituditisé comme un moyen alternatif
pour le suivi virologiqgue des PVVIH dans des sitésyant pas de micropipettes car le cercle
pourrait servir de moyen d’appréciation du volumdéposer a condition que | le cercle de

12mm de diameétre circonscrit pour cet effet s@ntsature.
Cependant, il serait nécessaire de poursuivre érttie pour :

v' d’une part évaluer les résultats sur le terraim@nfectionnant les spots au site de prise

en charge clinique

v' d’autre part d'évaluer la possibilité d'utiliser smil des spots de sang capillaire pour

rendre I'outil encore plus accessible.

-
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Annexe 1
Echantillons | 100H! 2*50ul | 2*75ul 2*100ul | 2*150pl (L;’fé‘:“ DLOG DLOG DLOG DLOG DLOG DLOG  DLOG 7'3;_"6 DLOG ID&C)’_G
Plasma | DBS DBS DBS DBS bRe] PL-50  PL75  PL100 PL150 5075  50-100 50150 [ 75150 . o

M.D 670 240 290 250 200 2,46 0,45 0,36 0,43 053 -008 ~-002 008 0,06 0,16 0,10
D.D 850 1100 810 390 420 2,91 - 0,11 0,02 0,34 0,31 0,13 045 042 0,32 0,29 - 0,03
10777HALD 2200 980 940 970 1200 2,97 0,35 0,37 0,36 0,26 0,02 000 -009 -001 2),11 - 0,09
10738 HALD 2900 2100 5700 2700 2000 3,76 0,14 -0,29 0,03 016 -043 - 011 0,02 0,32 0,45 0,13
AM 4800 2700 2300 4400 1800 3,36 0,25 0,32 0,04 0,43 007 -021 018 -0,28 0,11 0,39
N.B 9400 15000 3900 9700 13000 3,59 - 0,20 038 -001 -014 0,59 019 006 -040 6,52 - 0,13
10650 HALD 19000 11000 - >000 4300 3,28 0,24 1,00 0,58 0,65 0,76 034 041 -042 6,35 0,07
11027 HALD 15000 8200 9100 15000 9300 3,96 0,36 0,32 0,10 031 -005 ~-02 -005 -0.22 2),01 0,21
10647 HALD 23000 5500 4800 9000 8400 3,68 0,62 0,68 0,41 0,44 006 - 021 -018 -027 ;),24 0,03
10802 HALD 25000 9100 4500 10000 22000 3,65 0,44 0,74 0,40 0,06 031 - 004 -038 -035 6,69 - 0,34
10920 HALD 26000 28000 20000 18000 15000 fa o a1 5 554 05 a A 5. T
11001 HALD 28000 10000 10000 8600 4500 o e e s ors _ G 0 0107 o35 0,23
M. G 55000 15000 18000 13000 23000 4,26 056 049 063 038 -008 006 -019 014 011 - 025
10994 HALD 61000 43000 100000 110000 82000 5,00 015 -021 -026 -013 -037 - 041 -028 - 004 BaE 00E
M. Lu 88000 20000 20000 17000 10000 4,30 0,64 0,64 0,71 0,94 - 0,07 0,30 0,07 0,30 0,23
RF-78 90000 110000 46000 42000 96000 4,66 - 0,09 0,29 033 -0,03 0,38 042 0,06 0,04 2),32 - 0,36
AKD 98000 39000 87000 74000 130000 4,94 0,40 0,05 012 -012 -035 - 028 -052 0,07 ;),17 - 0,24
AT 110000 62000 71000 55000 90000 4,85 0,25 0,19 0,30 0,09 -0,06 0,05 -0,16 0,11 6,10 - 0,21

M. Di 120000 120000 110000 100000 180000 . _ 5 saE 5 A s 5 6’21 e
10649 HALD 160000 61000 100000 130000 98000 o o4 020 0l09 ol oo o Sond o dlol 012
11057 HALD 220000 55000 120000 140000 85000 5,08 0,60 0,26 0,20 041 -034 - 041 -019 - 007 0,22
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0,15

250000 69000 95000 120000 48000 4,98 0,56 0,42 0,32 0,72 -0,14 024 0,16 -0,10 0,30 0,40
290000 790000 230000 320000 300000 5,36 0,44 010 -004 -001 0,54 039 042 -0,14 2),12 0,03
400000 75000 130000 150000 220000 5,11 0,73 0,49 0,43 026 - 024 030 -047 -006 6,23 - 0,17
410000 350000 170000 160000 230000 5,23 0,02 0,38 0,41 0,25 0,36 039 023 0,03 2),13 - 0,16
480000 190000 93000 210000 170000 4,97 0,40 0,71 0,36 0,45 0,31 004 005 -035 6,26 0,09
560000 660000 360000 300000 270000 5,56 0,07 0,19 0,27 0,32 0,26 034 039 0,08 0,12 0,05
620000 880000 620000 530000 1300000 . 05 ) s aE 05 TR 5. 6’32 e
750000 420000 250000 270000 210000 5,40 0,25 0,48 0,44 0,55 0,23 019 030 -003 0,08 0,11
980000 780000 780000 2100000 980000 = 5 050 - 05 _ ) s mie o meE ;)’ 0 05
2700000 1800000 1800000 1000000 900000 6,26 o o 043 . _ 026 030 0,26 Bim 0eE

Les concordances

Les discordances




SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I'ordre
des pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement.

D’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les regles de '’honneur, de la probité et du désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade
et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état
pour corrompre les meceurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couverte d’'opprobre et méprisée de mes confreres si j'y
manque.
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EVALUATION DES DIFFERENTS VOLUMES DE SANG DEPOSES SUR PAPIER
BUVARD POUR LA QUANTIFICATION DE L’ARN VIRAL DU VIH -1 PAR LA

TECHNOLOGIE NUCLISENS EASYQ HIV-1 V2.0

RESUME

Dans la plupart des pays a ressources limitéssivevirologique des personnes vivant avdlc
le VIH se limite au niveau central. L'utilisatiom ghapier buvard comme support alternatif [fie
prélevement améliore le suivi des personnes vigargone décentralisée. Cependant,
I'exigence de déposer 50l par cercle constitusiausfrein d’ou I'intérét d’évaluer I'impac

du volume de sang a déposer sur la valeur de lgelvarale mesurée.

L’étude évaluative a porté sur 31 échantillons aliepts naifs de traitement antirétroviral.

Les DBS (papier de type Whatman 903) ont été eadisivec différents volumes de sang (p0,
75, 100 et 150 pl), séchés pendant 3h puis corsarv&0°c jusqu’a utilisation. 2 spots de
12mm par carte ont été lysés puis extraits pawudidens EasyMAG.

L’amplification/détection s’est faite par 'analygeNuclisens EasyQ.

moyennes des différences a montré une différenc€regment faible entre les volumes npis
aussi que le DBS 100 (-0.0139) est celui qui eptus proche du DBS_50.

le suivi virologique des personnes vivant avec l# \dans des sites n'ayant pas [fle
micropipettes car le cercle pourrait servir de nmogéappréciation du volume a déposef a
condition que le cercle de 12mm de diametre circdingour cet effet soit bien saturé.

Mots clés : DBS, Charge virale, VIH-1, Nuclisens EsyQ HIV-1 V2.0
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