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Introduction

Le syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) découvert en 1981 s'est révélé, dés
1983, étre la conséquence grave et tardive d'une infection a VIH (virus de I'immunodéficience
humaine), causée par deux rétrovirus que sont les VIH des types 1 (VIH-1) et 2 (VIH-2). Avec
plus de 34 millions de morts a ce jour, le VIH continue d’étre un probléme majeur de santé
publique. Il touche plus de 36 millions d’individus a travers le monde dont 2,6 millions sont
des enfants. L’ Afrique subsaharienne est la région la plus touchée car elle héberge plus de 70%

des individus vivant avec le VIH.

Le VIH cible principalement les lymphocytes TCD4, les détruit conduisant ainsi a
I’affaiblissement du systeéme immunitaire et favorisant la survenue d’infections et de maladies
dites opportunistes. La récente implantation de traitements antirétroviraux (ARV) abordables et
génériques dans les régions a ressources limitées fut une étape importante dans la lutte contre le
VIH/SIDA. Aujourd’hui, ’objectif de I’OMS est de traiter toute personne diagnostiquée VIH
positive avec une priorité portée sur les individus ayant un taux de CD4 < 350 cellules/mm? et
ceux présentant des symptomes des stades 3 et 4 de ’OMS. Cette recommandation nécessite
une meilleure accessibilité aux traitements et aux soins liés au VIH dans le but de diminuer
considérablement les effets pathogénes et la transmission. La thérapie antirétrovirale a pour but
de rendre la charge virale plasmatique (CV) indétectable (<50 copies/ml), ce qui favorise la
restauration immunitaire, réduit le risque de sélection de virus résistants et la morbidité
associée au VIH. Pour ce faire, les outils de suivi en laboratoire tels que la charge virale et la
numération des lymphocytes T CD4 doivent étre accessibles a toutes les personnes vivant avec
le VIH. Dans ses derniéres lignes directrices, ’OMS recommande préférentiellement de suivre
I’efficacité thérapeutique avec la charge virale. Cependant cela tarde a étre effective dans les
pays a ressources limitées et principalement dans les zones les plus reculées. De ce fait, la
numération des lymphocytes T CD4 demeure dans ces régions 1’outil le plus commun pour le

suivi des personnes vivant avec le VIH.

La cytométrie en flux est considérée de maniére conventionnelle comme la méthode de
référence pour la mesure du taux de lymphocytes T CD4. Les cytometres standards tels que le
FACSCalibur (Becton Dickinson) ou le Coulter Epics (Beckman Coulter) sont tres fiables, trés
précis et permettent d’analyser de grand nombre d’échantillons par jour (+ de 200 tests/jour).
Cependant, ils sont extrémement colteux et nécessitent un personnel hautement qualifié, une
¢lectricité stable, de 1’air conditionné et une chaine de froid pour le transport et le stockage des

réactifs. Hélas, dans nos contextes de pays a ressources limitées, il est difficile de satisfaire



toutes ces exigences. Ce qui fait que la cytométrie en flux est réservée aux laboratoires de
référence. Pour élargir ’accés de la prise en charge dans les pays a ressources limitées, des
techniques dites alternatives ont été introduites avec le FACSCount qui fut le premier
cytometre entierement dédi¢ a la numération des lymphocytes T CD4 [55, 91]. La dernicre
décennie a vu le développement de cytomeétres spécialisés tels que le CyFlow Counter, le
Guava EasyCD4 et I’Apogee Auto40 [26, 57, 77, 102]. Ces techniques restaient relativement
couteux et nécessitaient une électricité stable, une chaine de froid entre autres exigences. Ainsi,
des techniques dites Point-Of-Care (POC) ont ¢été développées ces dernieres années. Ces
techniques CD4 POC sont simples et abordables, n’ont pas besoin de chaine de froid et
incluent le HumaCount CD4N%V, le Pima CD4, le CyFlow miniPOC, le Daktari CD4, le MBio
CD4 et le FACSPresto [13, 22, 26, , 36, 99, 101-103].

Le FACSPresto est une nouvelle plateforme de numération des lymphocytes T CD4,
répondant aux besoins spécifiques d’une utilisation sur le lieu de soin dans les régions
défavorisées. Il est portable, alimenté par une batterie interne rechargeable, et fournit des
résultats en valeur absolue et en pourcentage et donne le taux d 'hémoglobine dans le sang, a
partir d'une méme cartouche jetable unique. Il utilise aussi bien le sang veineux que le sang
capillaire. Les réactifs sont lyophilisés ¢éliminant ainsi le besoin d’une chaine de froid.
L'entreprise affirme que l'instrument peut étre manipulé dans des conditions environnementales
extrémes sans un besoin pour l'entretien de routine ou préventif pour le fonctionnement
quotidien. Le FACSPresto a été préqualifi¢ par 'OMS en Septembre 2014 [107]. Actuellement,
il est en phase d’évaluation dans différentes zones. C’est dans cette optique que nous nous

sommes proposé comme objectif d’évaluer le FACSPresto et spécifiquement de :

- Déterminer ses parameétres de précision (variabilité intra essai et variabilité inter essai) ;

- Déterminer sa concordance avec le FACSCalibur et avec le FACSCount ;

- Déterminer sa sensibilité et sa spécificité¢ dans I’identification des patients devant étre
mis sous traitement ARV dans les différents seuils de mise sous traitement

antirétroviral (200, 350 et 500).
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I. Rappel sur P’infection a VIH

I.1 Historique

Le VIH a été découvert le 5 juin 1981 par le CDC aux Etats-Unis aprés I'annonce d'une
recrudescence a Los Angeles, San Francisco et New York des cas de pneumonies a
Pneumocystis carinii et de sarcomes de Kaposi. Ces deux maladies ont la particularité
d’affecter les personnes immunodéprimées. Il portait le nom de « Gay Syndrome » car les
premiers malades furent tous homosexuels. Une des premicres causes suggérées de cette
immunodépression était le “poppers”, un vasodilatateur tres utilisé chez les homosexuels (37).
Mais dans les mois qui suivirent, des toxicomanes par injections et des hémophiles furent
infectées. Cette découverte révéla que le “poppers” n’était pas la cause, et une origine
infectieuse fut admise. Il restait alors a trouver I’agent infectieux.

Une étude sur les cellules lymphoides ganglionnaires par le professeur Montagnier de I’Institut
Pasteur de Paris en 1983, identifiait un rétrovirus humain qu’il dénommait “Lymphadenopathy
Associated Virus” ou LAV [9]. Aux Etat- Unis, le Professeur Gallo et al identifiaient un autre
virus similaire sous le nom de “Human T-Lymphotropic Virus type 3” ou HTLV3. En 1986,
un autre virus apparenté mais génétiquement distinct était découvert chez des patients
originaires d’Afrique de I’ouest et fut baptis¢ LAV?2 [18]. Dans cette méme année, une révision

de la nomenclature a permis de les définir en VIH de type 1 (VIH-1) et VIH de type 2 (VIH-2).

I.2. Epidémiologie
I.2.1. Transmission du VIH
Le VIH est présent dans de nombreux fluides organiques. On en trouve dans la salive, les
larmes, et les urines mais a des concentrations insuffisantes pour que des cas de transmission
soient enregistrés. Par contre des quantités de virus assez importantes pouvant entrainer une
infection sont détectées dans le sang, le lait maternel, les sécrétions cervico-vaginales, le
sperme et le liquide séminal. Il peut aussi se transmettre par contact avec du matériel
contaminé (usagers de drogue par voie intraveineuse, transfusion sanguine et accidents
professionnels) ou par une mere infectée a son enfant in utero, pendant ’accouchement et lors

de I’allaitement [42].

1.2.2. Prévalence
De nos jours, I'infection a VIH est toujours considérée comme une pandémie. Selon les
dernieres estimations de ’OMS et de ’ONUSIDA en fin 2014, portaient a :

- 36.9 millions, le nombre de personnes vivant avec le VIH dans le monde
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- 2,0 millions, le nombre de nouvelles infections

- 1,4 millions, le nombre de décés liés au VIH/SIDA [70 ; 68]

En juin 2015, 15,8 millions de personnes avaient accés au traitement. Parallelement, bien que les
nouvelles infections a VIH aient diminué, un nombre inacceptablement élevé de nouvelles infections a
VIH et de déceés liés au sida surviennent encore chaque année [71]

L’Afrique subsaharienne reste la région la plus touchée car concentre plus de 70% des
personnes vivant avec le VIH dans le monde (Figure 1). Cependant, on assiste a une baisse de
la prévalence du VIH en Afrique depuis 2000 qui atteignait 5,9% pour revenir a 5% en 2007 et
étre a 4,5% en 2013 [69 ; 70]. A 1’échelle mondiale, le nombre de personnes vivants avec le
VIH a augmenté par rapport aux années précédentes du fait de I’augmentation du nombre de
personnes sous thérapie antirétrovirale. Par ailleurs, le nombre des nouvelles infections a connu
un recul de 35% passant de 3,4 millions en 2001 a 2 millions en 2014 ; et le nombre de déces
liés au SIDA ayant connu une baisse de pres de 40% passant de 2,3 millions en 2005 a 1,4
millions en 2014 [71 ; 68].

Au Sénégal, la prévalence globale est estimée a 0,7% ; mais reste ¢levée dans les groupes dits
vulnérables tels que les travailleuses du sexe (18,5%), les hommes ayant des rapports sexuels

avec d’autres hommes (18,5%) et les toxicomanes par voie intraveineuse (10,2%) [60].

Figure 1 : Prévalence de I'infection & VIH chez les adultes en 2013 [68].



L.3. Structure du VIH

Le VIH est un rétrovirus du genre des Lentivirus appartenant a la sous famille des
Lentivirinae caractérisées par une évolution lente de la maladie. Les Lentivirus appartiennent a
la famille des Retroviridae, regroupant les virus 8 ARN possédant une transcriptase inverse ou
RT, capable de transcrire ’ARN viral en ADN bicaténaire proviral. Le VIH est d’un aspect
globalement sphérique pour un diametre variant de 90 a 120 nanometres (Figure 2).
L’enveloppe virale, constituée d’une bicouche lipidique, porte deux glycoprotéines : la gp120
membranaire et la gp41 transmembranaire. La gpl20 présente une forte affinité avec le
récepteur CD4 présent a la surface des cellules CD4". C’est pour cette raison que le VIH
n’infecte que ce type de cellules dont la majorité est représentée par les lymphocytes T CD4"
[1]. A P'intérieur de ’enveloppe se trouve une matrice protéique composée de la protéine pl7
et dans la matrice se trouve la capside (p24) ou corps viral, composée de la protéine p24, qui
renferme le génome du virus. Ce génome est constitu¢é d’un simple brin d’ARN en double
exemplaire accompagné d’enzymes que sont la transcriptase inverse, 1’intégrase (p32) et la
protéase (p10). Ces trois enzymes sont les principales cibles des traitements antirétroviraux,

car elles sont spécifiques aux rétrovirus [1, 32].



Figure 2 : Structure du VIH-1 [1]

Le génome du virus (Figure 3) est constitué¢ de neuf genes, les trois principaux sont les génes
gag, pol et env qui définissent la structure du virus et sont communs a tous les rétrovirus. Les

six autres genes tat, rev, nef, vif, et vpu (vpx pour le VIH-2) codent les protéines régulatrices [1,
32].

Figure 3 : Génome du VIH-1 [1]

I.4. Réplication du VIH

Les cellules cibles du VIH sont celles présentant des récepteurs CD4 a leur surface.
Ainsi, les lymphocytes T CD4+, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules
microgliales cérébrales peuvent étre infectées par le VIH, ce qui fait que la réplication virale a
lieu dans plusieurs tissus [1]. La réplication du virus se déroule en plusieurs étapes (Figure 4).

En effet, la protéine gp120 possede une zone de fixation a la protéine CD4. La fixation du
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gp120 au CD4 conditionne I’ensemble des étapes suivantes permettant la pénétration de la
nucléocapside virale dans le lymphocyte. La fixation de gp120 au CD4 permet de démasquer la
protéine transmembranaire virale, la gp41. Celle-ci s’insére alors dans la membrane du
lymphocyte permettant la fusion des deux membranes et ainsi I’entrée du corps viral dans le
cytoplasme de la cellule hote [32]. En réalité¢ la molécule CD4 seule est insuffisante pour la
pénétration du virus dans la cellule, ceci nécessite la présence de corécepteurs tels que le
CXCR4 ou le CCRS. Ces corécepteurs ne sont pas des protéines spécifiques aux lymphocytes
T CD4+, de nombreuses autres cellules en possedent [2]. Une fois dans le cytoplasme, I’ARN
du virus est rétro transcrit en ADNc double brin grace a la reverse transcriptase. Cet ADN
pénetre dans le noyau et grace a ’intégrase p32, s’intégre au génome de la cellule hote pour
étre ensuite transcrit en ARNm viraux. Cet ARN est traduit en trois précurseurs protéiques qui
seront clivés par des protéases pour donner les différentes protéines du virus. Assemblées, ces
protéines permettent la formation de nouveaux virions qui bourgeonnent de la cellule hote, ce

qui permet la libération dans le sang de nouveaux virus qui peuvent infecter de nouvelles

cellules [2, 32, 1].



Figure 4 : Cycle de réplication du VIH [1]

L.5. Physiopathologie de I’infection a VIH
L'évolution de l'infection par le VIH est dite persistante et productive (Figure 5), elle est

caractérisée par différentes phases aboutissant a un déficit immunitaire [20 ; 41 ; 78].

L.5.1. La primo-infection

C’est la premiere phase de I’infection. Elle correspond a la dissémination du virus dans
I’organisme. Elle est le plus souvent asymptomatique. Cependant, dans 30 a 40 % des cas, 23 6
semaines apres la contamination, elle se manifeste par un syndrome pseudo-grippal avec des
signes non spécifiques tels que fievre, adénopathies, myalgies, arthralgies, etc. Cette
symptomatologie régresse spontanément au bout d’une a trois semaines. Au cours de cette
phase, le virus se multiplie de fagon importante et il en résulte une charge virale plasmatique
¢levée (jusqu’a plusieurs millions de copies d’ARN par ml de plasma) parfois associée a une

diminution du taux de lymphocytes T CD4". Le systéme immunitaire développe a ce stade une



réponse cellulaire de type cytotoxique avec les lymphocytes T CD8" spécifiques du virus,
précédant I’apparition des anticorps neutralisants [1, 20, 32].
I.5.3. La phase asymptomatique

Il s’agit d’'une phase caractérisée par une latence clinique (sans latence virologique).
Cette période dure en moyenne 7 a 10 ans en I’absence de traitement. Le virus continue a se
multiplier mais a un niveau moindre que celui de la primo-infection grace aux réponses
immunitaires cellulaire et humorale développées. Le virus va s’adapter a cette pression
immunitaire par 1’apparition de nouveaux variants induisant a leur tour de nouvelles réponses
immunitaires spécifiques. A terme, les réponses cellulaire et humorale sont dépassées et ne
permettent plus le contrdle de la réplication virale. Le taux de lymphocytes T CD4" chute et
coincide avec I’apparition des symptomes [1, 32, 78].

1.5.4. Le stade SIDA

Les manifestations cliniques vont apparaitre avec le déclin des lymphocytes T CD4". 11
se caractérise par la survenue d’infections opportunistes (pneumocystose, toxoplasmose,
infections a mycobactéries, atteintes viscérales par le cytomégalovirus, efc.) ou de
proliférations cellulaires (sarcome de Kaposi, lymphomes B, cancer du col utérin, efc.). Du
point de vue biologique, la charge virale est trés élevée avec un taux de lymphocytes T CD4"
inférieur a 200 cellules/mm?, signes de la profonde immunodépression [1, 32, 41].
Pendant plusieurs années, les lymphocytes T CD4+ semblent se renouveler rapidement malgré
leur destruction par le virus, jusqu’a ce que I'épuisement des organes lymphoides centraux
(thymus) ne permette plus leur régénération. La destruction des lymphocytes T CD4+ est bien
souvent due a I'hyper-activation de ces cellules, par interaction avec certaines structures du
virus, et non a une destruction directe par le VIH. Apres dix a quinze ans d'évolution spontanée
sans traitement, le sujet est immunodéprimé (stade SIDA), des pathologies infectieuses ou
tumorales rares (dites opportunistes) surviennent et peuvent conduire au déces. Actuellement,
les traitements antirétroviraux évitent ou retardent 1'évolution vers le stade SIDA, en
maintenant les niveaux de réplication du virus au plus bas possible. La destruction du systéme
immunitaire et la progression clinique avec apparition de maladies opportunistes sont
directement liées au taux sanguin des lymphocytes T CD4+ du patient. L'efficacité des
traitements antirétroviraux est évaluée par le niveau de réplication virale mesurée par la charge
virale VIH (taux d'ARN plasmatique), et accessoirement par la mesure du taux de lymphocytes

T CD4+ et par I'état clinique du patient [7, 4, 20, 41, 78].



Figure 5 : Evolution typique de I'infection par VIH-1 [27].

I.6. immunologie du VIH
I.6.1. immunopathogenése du VIH

Le VIH provoque une infection lente des cellules du systéme immunitaire qui peut étre
réactivé, ce qui produit des virus infectieux. Cette production virale entraine la mort des
cellules infectées conduisant au déficit manifeste du systéme immunitaire correspondant a la
phase SIDA. Aprés I'infection, une bréve virémie aigu€ peut survenir et I’hote y répond
comme a toute infection virale légere. Les cellules dendritiques qui jouent le réle de réservoirs
de l’infection, peuvent capturer le virus lorsqu’il pénetre a travers les épithéliums par
I’intermédiaire d’un récepteur appelé DC-SIGN (CD209) et le transporter vers les organes

lymphoides périphériques (figure 6) ou une infection systémique est établie [1, 28, 29].
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Figure 6 : Role du récepteur DC-SIGN dans la pathologie du VIH [29]

Pendant la phase d’intense infection, la réplication virale s’accélere et la charge virale
massive conduit a une large dissémination du virus a travers 1’organisme, aboutissant a la
diminution du nombre de cellules TCD4". Trois ou quatre mois aprés, les réponses humorales
et cellulaires se développent. Ce qui limite la réplication virale et établit une infection
chronique persistante [28, 40]. La déplétion en cellules TCD4" qui suit I’infection a VIH est
due a un effet cytopathogene direct du virus, qui entraine la production de particules virales,
ainsi que la mort de cellules non infectées par un mécanisme indirect (apoptose). Les cellules
TCD4" jouent un rdle centrale dans la réponse immunitaire, leur réduction aboutit donc au
développement de la phase symptomatique de la maladie, a la survenue des infections

opportunistes et au SIDA [1, 28, 40].

L’expression du génome viral et la production de protéines virales peuvent interférer
avec la machinerie de synthése des lymphocytes T. Par conséquent, les lymphocytes T infectés
dans lesquels se réplique le virus sont détruites au cours de ce processus (figure 7). Bien que
I’infection a VIH conduise éventuellement a la mort des individus infectés, le cours de la
maladie peut varier largement. La période entre I’infection et I’apparition du SIDA varie de 8-
10 ans chez les progresseurs typiques, a moins de 3 ans chez les progresseurs a court terme et a
plus de 15 ans chez les progresseurs a long terme [39]. Plusieurs facteurs peuvent affecter la
progression de la maladie chez les sujets infectés incluant les caractéristiques génétiques du
virus infectant et de I’hote, de méme que les aspects qualitatif et quantitatif des réponses

immunitaires dirigées contre le VIH [19, 90].
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Figure 7: Pathogenése de I’infection par le VIH [1]

1.6.2. Réponse immunitaire anti VIH
L’infection par le VIH fait intervenir I'immunité innée et I’immunité acquise, avec une

prépondérance de cette derniere
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1.6.2.1. Réponse immunitaire innée

L’immunité innée agit de manicre non spécifique contre les pathogenes invasifs et peut
jouer un rdle important dans le controle de I’infection avant que I’immunité adaptative ne se
développe. Par conséquent, les réponses immunitaires innées sont généralement plus rapides,
mais en méme temps moins compleétes comparées aux réponses adaptatives. Les facteurs
solubles ayant une activité anti-VIH incluent le complément, les B chimiokines telles que
RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), MIP-10 et MIP-183
(Macrophage Inflammatory Protein), Pactivité non cytotoxique des cellules TCD8" et les
cytokines telles que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor), les interférons IFN-a et IFN-y. Les
réponses innées cellulaires qui peuvent potentiellement protéger contre le VIH incluent entre
autres les neutrophiles, les cellules Natural killer, les cellules productrices d’interféron et les
cellules dendritiques [S1, 87].

1.6.2.2. Réponse immunitaire adaptative
L’immunité adaptative fait intervenir quant a elle des réponses humorale et cellulaire.

La réponse humorale est assurée par les anticorps anti-VIH. Parmi eux, il y a les
anticorps anti-gp/20 qui se fixent aux spicules et empéchent ’adhésion des particules virales
aux cellules cibles [89].

La réponse cellulaire est assurée par les lymphocytes T cytotoxiques (figure 8) qui
reconnaissent les cellules infectées et les détruisent avant que celles-ci n'aient fabriqué de
nouvelles particules virales [8].
Les cellules infectées présentent des épitopes viraux par leurs molécules du CMH-I et
déclenchent ainsi une réponse immunitaire cytotoxique. Une activation des cellules T
restreintes par les molécules du CMH-II induit une libération d'interleukines et une activation
de cellules B suivies de la production d'anticorps. La liaison des anticorps aux particules virales
permet la digestion de ces dernieéres par les macrophages. On observe une diminution
progressive mais incompléte du nombre de virus dans le sang liée aux effets de la réponse
immunitaire : les lymphocytes TCD8" cytotoxiques détruisent les lymphocytes TCD4" infectés
avant qu’ils ne libérent des virus; les anticorps neutralisants empéchent 1’infection des
lymphocytes Th par les virions libérés. Par contre, la haute fréquence des mutations génétiques
du VIH conduit a I’échappement du virus et a 1’échec des anticorps de prévenir la progression
de la maladie [8, 15, 45, 81, 104].

Néanmoins, sous la forte pression sélective du systéme immunitaire, de nouvelles

mutations émergent continuellement pendant la réplication du VIH et favorisent I’apparition de
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variants. Les variants fonctionnels peuvent se propager sans obstacle jusqu'a I'adaptation du
systéme immunitaire aux nouvelles souches. Le VIH entraine une infection chronique car les
variations incessantes du virus font que le systéme immunitaire ne parvienne pas a maitriser la
subversion du virus, chaque nouveau variant entraine la destruction des lymphocytes TCD4"
entrainant la baisse progressive de ces cellules. Le virus persiste en latence dans les réservoirs,
et les réponses des cellules T cytotoxiques se détériorent avec la progression de la maladie et la

disparition des cellules TCD4" [2, 15, 109].

Figure 8: Réponse induite par les lymphocytes T CDS8 [108]

1.6. Traitements

Depuis I’arrivée du premier médicament antirétroviral AZT en 1996, les traitements
contre le VIH/SIDA ont beaucoup évolué. Les progrés dans l'arsenal de la thérapie
antirétrovirale ont réduit la charge virale du VIH, la survenue d'infections opportunistes (10), et
les taux de déces dus au SIDA, en particulier chez les patients avec augmentation du nombre de
lymphocytes T CD4+ [8, 14]. Les ARV interférent a différents niveaux du cycle évolutif du
VIH (Figure 9) : d'une part, les enzymes du VIH nécessaires a sa réplication et a I’assemblage
des constituants et, d'autre part, ses mécanismes d'entrée dans la cellule [63]. Depuis 1996, le

traitement habituel, qualifi¢ de trithérapie puisque associant trois molécules, a contribué de
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fagon significative au controle de I’infection et a la chute de la mortalité due au SIDA [72]. Ces
médicaments confeérent une meilleure protection contre les infections opportunistes mais
peuvent étre a 1’origine d’effets secondaires d’intensité variable, passagers ou permanents,
pouvant conduire a I'arrét ou surtout la modification du traitement, sachant que, correctement
suivis, ils ont une efficacité relativement importante [21, 52, 79].

A ce jour, 37 médicaments antirétroviraux (ARV) sont approuvés par la FDA américaine pour
le traitement de I’infection a VIH. Ces ARV sont regroupés en six classes que sont les
inhibiteurs d’entrée, les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase
inverse (INTI), les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les

inhibiteurs de protéase et les inhibiteurs d’intégrase [100].

Figure 9 : sites d’intervention des ARV dans le Cycle de réplication du VIH

L.7. Suivi biologique des personnes vivant avec le VIH

Une fois la séropositivité établie, un traitement doit étre débuté selon les recommandations de
I’OMS et un suivi régulier de l'infection doit étre effectué, pour assurer une bonne prise en
charge de la maladie et ainsi évaluer au mieux I'état du malade. Deux facteurs sont pris en
compte :

- le taux de lymphocytes T4, pour définir le niveau de l'infection et définir le seuil d’initiation
de la thérapie antirétrovirale ;

- la charge virale, indiquant le nombre de virions dans 1'organisme et, par voie de conséquence,
la vitesse de réplication du VIH dans l'organisme, permettant ainsi de prédire 1'évolution de la

maladie [4, 7].
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1.7.1. La charge virale

La charge virale est définie en mesurant la concentration de I'ARN viral dans le sang
par le principe de réaction de polymérisation en chaine (PCR). Elle est exprimée en nombre de
copies par millilitre de plasma (copies/ml). La charge virale permet de suivre la progression de
I’infection au VIH et I’efficacité du traitement du VIH. Le traitement efficace du VIH a pour
but de faire baisser la charge virale a un niveau indétectable, ce qui réduit le risque de
transmission du VIH. Toutefois, la transmission du VIH demeure possible lorsque la charge
virale est indétectable parce qu’il reste assez de virus dans le sang et les autres liquides
corporels pour que le VIH se transmette. La charge virale est I’outil le plus sensible pour
évaluer Defficacité thérapeutique, car elle permet de détecter et de prévenir précocement
I’échec virologique de la thérapie antirétrovirale. La différence entre deux mesures de charge
virale espacées dans le temps permet d'évaluer la vitesse de réplication du VIH et, par voie de
conséquence, la progression de l'infection. Il y a un lien direct entre la charge virale et le
niveau du déficit immunitaire, occasionné principalement par la diminution des lymphocytes T
CD4 |52, 80].
Différentes technologies de charge virale existent incluant celles a base d’acides nucléiques
(NAT) et d’autres non basées sur les acides nucléiques (tableau I). Pour élargir I’acces a ce test
capital au suivi des patients sous thérapie antirétrovirale, des techniques de charge virale Point-
Of-Care (POC) ont ¢été développées et d’autres sont toujours en phase de développement.

Actuellement, seul le test semi-quantitatif SAMBA-VIH est disponible sur le marché [99].
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Tableau I: Technologies de charge virale (modifi¢ a partir de 99)

Technologies basées sur les acides nucléiques

COBAS® Tagman v2.0 (Roche Molecular System)

Abbot RealTime HIV-1 (Abbot)

VERSANT® HIV RNA 1.0 (kPCR) (Siemens Healthcare Diagnostics)

artus™ HIV-1 QS-RGQ (QIAGEN N.V.)

NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0 (bioMérieux)

VERSANT® HIV-1 RNA v3.0 (Siemens Healthcare Diagnostics)

Technologies non basées sur les acides nucléiques

ExaVir™ Load version 3.0 (Cavidi AB)

HIV-1 p24 Ultra ELISA (PerkinElmer) (RUO)

Plateformes “POC” de charge virale

SAMBA I & SAMBA II (Diagnostics for the Real World Ltd)

Plateformes “POC” de charge virale non encore sur le marché

Alere q system (Alere)

Liar™ Analyser (IQuum Inc)

EOSCAPE-HIV™ Rapid RNA Assay system (Wave 80 Biosciences)

TruelabTM Real Time micro PCR System (Molbio Diagnostics Pvt Ltd)

GeneXpert® System (Cepheid)

Autres technologies de charge virale non encore sur le marché

NWGHF Savanna Viral Load Test and Platform (Northwestern Global Health Foundation)

Viral Load using BART (Bioluminescent Assay in Real-Time) technology (Lumora Ltd)

RT CPA (Cross Priming Amplification) HIV-1 Viral Load Test (Ustar Biotechnology)

Gene-RADAR® (Nanobiosym® Diagnostics)

ZIVA™ (Cavidi)

Genedrive™ (Epistem Ltd)




1.7.2. Numération des lymphocyvtes T CD4

1.7.2.1. Intérét de la numération des lymphocytes T CD4

Les lymphocytes T CD4 encore appelés lymphocytes T auxiliaires ou T « helper » sont
un sous-ensemble de lymphocytes T qui expriment & leur surface la glycoprotéine CD4. Ils
jouent un rble central dans la réponse immunitaire. Ils participent a 1’activation des
lymphocytes T CDS8, a la maturation des lymphocytes B et des macrophages (Abbas et
Lichtman, 2005). Cibles du VIH, les lymphocytes T CD4 reconnaissent les antigenes
peptidiques présentés par les molécules du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) de
classe II exprimées sur la surface des cellules présentatrices d'antigéne (CPA) induisant ainsi la
réponse immunitaire [95]. Le VIH infecte les lymphocytes T CD4 et les détruit. Ceci entraine
un affaiblissement progressif du systéme immunitaire menant ultimement au syndrome
d’immunodéficience acquise ou SIDA. Le taux normal de lymphocytes T CD4 chez I’adulte
sain est compris entre 500 — 1500 cellules/mm?. On considére que :

-jusqu’a 500 CD4/mm’: le patient peut vivre dans des conditions normales, un

traitement est cependant recommandé

- & partir de 350 CD4/mm? : un traitement antiviral est indispensable, le résultat attendu

¢tant la baisse de la charge virale permettant la remontée du taux de lymphocytes T
CDh4
- en dessous de 200 CD4/mm?: le patient est fortement immunodéprimé et a un risque
important de souffrir de multiples maladies opportunistes liées au SIDA. Le traitement
antirétroviral ainsi qu'une antibioprophylaxie est alors indispensable pour éviter ces
complications.
Chez les patients infectés par le VIH, la surveillance du taux de lymphocytes T CD4 du sang
périphérique permet :

- d’évaluer le degré de détérioration immunitaire et la rapidité de la progression vers le

stade SIDA ;

- de définir, a 1’aide des manifestations cliniques, le moment propice pour initier la

thérapie antirétrovirale selon les recommandations de 'OMS ;

- d’envisager la mise en route de traitements préventifs contre les infections

opportunistes ;

- et d’évaluer I’efficacité thérapeutique en I’absence de la charge virale.
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Chez les sujets adultes, on mesure le taux absolu de lymphocytes T CD4 alors que chez les
enfants de moins de 5 ans et les nourrissons, le pourcentage de lymphocytes T CD4 par rapport

aux lymphocytes totaux est plus instructif [32].

1.7.2.2. Technologies de numération des lvmphocytes T CD4

La cytométrie en flux est considérée comme étant la technique de référence. Cependant,
les cytométres en flux standards tels que FACSCalibur (Becton Dickinson) et Cytomics FC
500 (Beckman Coulter) entre autres et leurs réactifs colitent chers et nécessitent aussi des
contrats de maintenance colteux. Par ailleurs, ils requierent un personnel hautement qualifié,
une électricité stable, de I’air conditionné pour maintenir une température ambiante et une
chaine de froid pour le transport et le stockage des réactifs. Ce qui limite son utilisation dans
les pays a ressources limitées. C’est ainsi que des techniques dites alternatives ont été
développées pour élargir I’acces du suivi des personnes vivant avec le VIH. Ces techniques
incluent des méthodes manuelles (Dynabeads et CytoSpheres) et des méthodes automatisées
comprenant des cytometres spécialisés (FACSCount, Apogee Auto40 & CyFlow Counter) et
des techniques dites POC (HumaCount CD4NY Pima CD4, CyFlow miniPOC, MBio CD4,
FACSPresto, etc. [36, 83, 99]. Un des défis li¢ aux techniques alternatives est de bien
différencier les lymphocytes T CD4 des monocytes, qui, eux aussi, expriment la molécule CD4
sur leur surface. L’incapacité a distinguer ces deux populations cellulaires contribuerait a
surestimer le taux de lymphocytes T CD4, impactant sur I’accessibilité au traitement de ceux

qui peuvent en avoir besoin.

> La cytométrie en flux

En raison de la justesse, de la précision et de la reproductibilité de cette méthode, la
cytométrie en flux est considérée comme la méthode de référence pour la numération des
lymphocytes T CD4. Bien que les instruments du commerce proposés par différents fabricants
soient colteux, cette technologie permet d’analyser rapidement un trés grand nombre
d’échantillons tout en offrant une grande polyvalence d’utilisations dans le domaine
biomédical, la numération des CD4 n’est qu’une utilisation parmi tant d’autres. La numération
des CD4 par cytométrie en flux est relativement complexe, techniquement exigeante et
colteuse. Cependant, de nouvelles techniques de traitement des échantillons ont rendu
I’utilisation de la cytométrie en flux possible pour les milieux a ressources limitées. Toutefois,
la rentabilité de cette technologie demeure étroitement liée a un entretien soutenu. De plus, il

est essentiel que les opérateurs de cytométres en flux soient qualifiés dans tous les aspects
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techniques et biologiques de la numération CD4. Bien que le colt des instruments constitue un
frein a I’utilisation répandue de cette technique, la venue prochaine d’instruments portatifs
simples peut modifier cette situation. Les cytométres standards comme le FACSCalibur (Figure
10) utilisent généralement la méthode double plateforme, car fournissent le pourcentage de
lymphocyte T CD4 (CD4%). Ainsi, le taux absolu de lymphocytes T CD4 est obtenu en faisant
appel au total des lymphocytes fourni par le compteur hématologique. Pour réduire les erreurs
qui peuvent étre générées par [’utilisation de deux appareils, I'utilisation de microbilles
(comme le TRUCount) a été introduit pour permettre au FACSCalibur de fournir le taux absolu

de CD4 en simple plateforme [35, 65, 85].

Figure 10 : FACSCalibur

> Méthodes manuelles

Les méthodes présentement disponibles utilisent la microscopie optique ou a
fluorescence et comprennent le CytoSpheres (Coulter Corporation, E-U) et le Dynabeads
(Dynal AS, Norvege). De plus, elles requicrent d’autres équipements tels que les centrifugeuses
et des dispositifs magnétiques. Ces tests sont congus pour répondre aux exigences des
laboratoires qui ont peu de ressources et qui ont une tres faible quantité d’échantillons a traiter.
Toutefois, leurs colits d’opération ne sont pas toujours inférieurs aux méthodes automatisées.
Le déplacement du seuil d’initiation du traitement de 200 a 350 et maintenant & 500 CD4/mm?
associé a leur faible concordance dans les taux de CD4 élevés font que les méthodes manuelles

sont de moins en moins adéquates pour le suivi des personnes vivant avec le VIH [6, 23, 24].

> Les cytométres spécialisés

Les cytomeétres spécialisés sont des systémes simples plateforme congus exclusivement
pour la numération des lymphocytes T CD4. Ces instruments sont plus faciles a utiliser et

moins chers que les cytometres classiques. Cependant, ils n’offrent aucune flexibilité dans les
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analyses ou le choix des réactifs et leur colt d’opération peut étre €levé. Ils comprennent le
FACSCount, le CyFlow Counter, I’Apogee Auto40 et le Guava EasyCD4 (qui n’est plus
produit).

e FACSCount (Becton Dickinson)

Le FACSCount (Figure 11) est un systéme basé sur le principe de la cytométrie en
flux. C’est le premier cytométre de flux dédié a la numération des cellules T CD4 et est largement
utilisé dans les pays a ressources limitées depuis son introduction en 1996 [55,91]. C’est le seul
systéme utilisant des microbilles parmi les techniques alternatives. En fonction des réactifs et du
logiciel utilisés, il fournit le taux absolu de lymphocytes T CD4 soit le taux absolu de
lymphocytes T CD4 associ¢ au CD4%. Les réactifs sont constitués de tubes contenant des
anticorps monoclonaux et une quantité connue de billes. Le FACSCount présente une tres
bonne précision, une bonne concordance avec le FACSCalibur et peut analyser 50
échantillons/jour. Le FACSCount est donc adapté au suivi des adultes et enfants vivant avec le
VIH. Cependant, I’appareil et sa maintenance coutent chers, et il nécessite un personnel
qualifié, une électricité stable, de 1’air conditionné et une chaine de froid pour le transport et le

stockage de réactifs [25, 54, 76, 101, 103].

Figure 11 : FACSCount (Becton Dickinson)

e CyFlow Counter (Partec — Sysmex)
Le CyFlow Counter (Figure 12) est un instrument simple plateforme, basé¢ sur le
principe de cytométrie en flux. Il utilise le comptage volumétrique absolu afin d’éliminer
I’utilisation des microbilles fluorescentes colteuses. L'approche volumétrique fournit le taux de

lymphocytes T CD4 en analysant les cellules dans un volume fixe, défini par la distance entre
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deux électrodes introduites dans le tube de 1'échantillon (Figure 10). Selon les réactifs, il fournit
soit le taux absolu de CD4, soit le taux absolu de CD4 associé¢ au CD4%. L’appareil utilise des
réactifs lyophilisés éliminant ainsi tout besoin d’une chaine de froid. Le CyFlow Counter
présente une bonne précision et une bonne concordance avec les cytometres standards et peut

analyser tests/jour [31, 56, 102, 74].

Figure 12 : CyFlow Counter

Figure 13: systéme volumétrique

e Apogee Auto40 (Apogee Flow System)

L'Apogee Auto40 (Figure 14) est un cytometre en flux simple plateforme utilisant le
systtme volumétrique. Il fournit le taux de CD4 et le CD4%. Il utilise des réactifs
thermorésistants constitués d’anticorps monoclonaux lyophilisés. Le systéme Apogee est un
instrument robuste initialement congu pour les environnements militaires. L'Apogee Auto40 est
un systeme a débit moyen capable d'analyser 50 échantillons par jour. L’ Auto40 présente une
bonne précision a I’image des autres cytometres. Les résultats (taux de CD4 et CD4%) fournis

par I’Apogee Auto40 montrent une bonne concordance avec ceux fournis par les cytometres
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standards comme le FACSCalibur et aussi avec ceux fourni par le FACSCount. Il est

convenable pour le suivi des adultes et enfants vivant avec le VIH. Il peut aussi étre utilis¢ dans

les contrdles de qualité itinérant du fait de sa mobilité [26 ; 47 ; 58 ; 59].

Figure 14: Apogee Auto40

» Les technologies CD4 Point-of-care (POC)

Les cytometres conventionnels ainsi que les cytometres dédi€és ne sont pas toujours

accessibles en raison de leur coft et leurs exigences. C’est ainsi que pour améliorer I'acces a la

numération des lymphocytes T CD4, des technologies dites CD4 POC ont été introduites. Par

conséquent, 'OMS a recommandé le développement et ['utilisation des POC pour assurer rapidement, a

moindre colit avec des résultats fiables le suivi des patients vivant avec le VIH dans les régions

¢loignées ou ’accés aux services de laboratoires est limité. Une technologie CD4 Point-of-Care (POC)

peut étre définie comme une technologie simple qui donne un taux de CD4 en un temps réduit et ne

nécessitant pas de personnel qualifié. Le tableau II résume les critéres proposés par les experts de

I’OMS, regroupés sous I’acronyme ASSURED, pour définir les technologies CD4 POC [36, 106].

Tableau II : Critéres des techniques CD4 POC

Critéres

A : Abordable

S : Sensible

S : Spécifique

U : Facile a Utiliser

R : Robuste

m

: Sans Equipement

O

: Disponible

Recommandations

Appareil abordable, colt test < 5
99% par rapport au seuil de traitement
98% par rapport au seuil de traitement

Minimum e formation et d’intervention, automatisé et portable

Pas de chaine de froid, réactif thermostable, calibration automatique,
résultat disponible dans les 30 minutes

Alimenté par batterie interne, solaire

Approuvé et commercialisé

23



Il existe toute une gamme de technologies CD4 POC comprenant le HumaCount
CD4NOV le Pima CD4, le CyFlow miniPOC, le MBio CD4, le FACSPresto entre autres
(Tableau III). L'utilisation des technologies CD4 POC, notamment avec le Pima CD4, a permis
de réduire la proportion de patients perdus de vue et favoriser I’initiation rapide du traitement

des patients éligibles.

e HumaCount CD4™°¥ (Human Diagnostic)

Introduit en 2008 sous le nom PointCare NOW, le HumaCount CD4N°V combine un
cytometre en flux mis a niveau dans un systeme d'hématologie commercial (Figure 15). Le
HumaCount CD4N°W est un systéme volumétrique, simple plateforme entiérement automatisé
qui fournit le taux de CD4 et le CD4% ainsi que les parametres hématologiques. L'analyse de
I'échantillon dure 8 min et est réalisée directement a partir du tube de sang fermé, ce qui réduit
le risque d'infection. Les réactifs, thermostables, sont constitués d’anti-CD4 couplés a des
particules d'or colloidal, ce qui confere aux lymphocytes T CD4 une réfraction unique qui les
différentic des monocytes [44, 57, 98, 83]. Les données regroupant cinq ¢évaluations
indépendantes ont montré une faible concordance par rapport aux cytometres standards avec
une surestimation de 35% et une sensibilité inférieure a 65% dans I’identification des patients
¢ligibles au traitement [13]. Une étude plus récente avec un échantillonnage limité indique que
la performance de l'instrument a ¢été amélioré [37]. Cependant, d'autres études seront

nécessaires avant de recommander son utilisation.

Figure 15 : HumaCount CD4~°%W
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e Pima CD4 (Alere)

Le Pima CD4 (Figure 16) est la premicre technique CD4 POC utilisant aussi bien le
sang veineux et le sang capillaire. C’est un appareil portable, simple plateforme, doté d’une
batterie interne et basé sur le principe de cytométrie en image. Il utilise des cassettes jetables
contenant des anticorps monoclonaux lyophilisés, éliminant le besoin de la chaine de froid. Le
sang veineux est introduit avec une pipette tandis que le sang capillaire est directement recueilli
dans la cassette. Une fois le sang dans la cassette, cette derniére doit étre insérée
immeédiatement dans ’analyseur Pima. Tout le processus de marquage et d’incubation se
déroule a I’intérieur de la cassette. L’appareil prend des images, fournit le résultat dans les 20
minutes et est dot¢ d’une mémoire interne lui permettant d’archiver jusqu’a 1000 résultats.
Lesquels résultats peuvent étre exportés sur clef USB ou par connectivité wifi ou par cable
Ethernet. L’appareil peut analyser jusqu’a 20 échantillons/jour. Plusieurs études ont montré une
bonne concordance entre Pima CD4 et les techniques de référence (FACSCalibur &
FACSCount) avec généralement une meilleure performance pour le sang veineux comparé au
sang capillaire. En définitive, le Pima CD4 est convenable pour I’identification des adultes

¢ligibles au traitement dans les zones a ressources limitées [22, 61, 92, 62].

Figure 16 : Pima CD4

e CyFlow miniPOC (Partec — Sysmex)
Le CyFlow miniPOC est un appareil portable, basé sur le principe de la cytométrie en
flux et qui fournit le taux de lymphocytes T CD4 en valeur absolue et en pourcentage (Figure

17). Le CyFlow miniPOC fonctionne avec le kit « Partec CyFlow miniPOC CD4% » constitué
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d’anticorps monoclonaux lyophilisés éliminant ainsi tout besoin d’une chaine de froid et des
consommables nécessaires a la réalisation du test. Le CyFlow miniPOC peut analyser 60
¢chantillons/jour tandis que la compagnie réclame un débit journalier de 250 échantillons/jour.
A T'image des autres cytometres en flux, le CyFlow miniPOC présente une excellente
précision, et il montre une bonne concordance avec le FACSCalibur et le FACSCount CD4. Le
CyFlow miniPOC est adapté au suivi des adultes et enfants infectés par le VIH dans les pays a faible

revenu et peut étre utilisé soit dans le centre ou dans laboratoires périphériques [63, 74, 83, 103].

Figure 17 : CyFlow miniPOC

e MBio CD4 (MBio Diagnostics)

Le MBio CD4 est un appareil portable simple plateforme, doté d’une batterie interne et
basé¢ sur le principe de cytométrie a image. Le MBio CD4 systéme combine des cassettes
jetables et un lecteur simple. Il utilise aussi bien le sang veineux que le sang capillaire. Le sang
est introduit directement dans la cassette qui contient des anticorps monoclonaux lyophilisés,
¢liminant tout besoin de chaine de froid. A la différence du Pima CD4, les cassettes sont
incubées sur le rack pendant 20 minutes en dehors du lecteur (Figure 18), offrant ainsi la
possibilité de préparer les échantillons par lots. Le MBio CD4 a un débit journalier de 80
¢chantillons. Le systéme a une mémoire interne et offre la possibilité d’exporter les résultats
sur clef USB ou par connectivité wifi ou par cable Ethernet. Les taux absolus de CD4 fournis
par le MBio montrent une bonne concordance avec ceux fournis par le FACSCalibur aussi bien
avec le sang veineux qu’avec le sang capillaire [36, 83, 99]. Le MBio CD4 n’est pas encore sur

le marché.
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Figure 18 : MBio CD4 system

e FACSPresto (BD Biosciences)

Le FACSPresto est un appareil portable simple plateforme, doté d’une batterie interne
et basé sur le principe de cytométrie a image avec le systéeme volumétrique. 11 fournit le taux de
CD4 et le CD4% ainsi que le taux d’hémoglobine a partir d'une méme cassette jetable (Figure
19). 11 utilise aussi bien le sang veineux que le sang capillaire. La cassette contient des
anticorps  monoclonaux (CD4-PE-Cy5, CD3-APC, CD45RA-APCet CDI14 PE)
lyophilisés éliminant ainsi tout besoin d’une chaine de froid. L'entreprise réclame que
l'instrument peut €tre manipulé dans des conditions environnementales extrémes, sans entretien
préventif ou de routine pour le fonctionnement quotidien sur le terrain. L'incubation dure 18
min et a lieu sur un rack, permettant la préparation d’échantillons par lot. L’appareil a un débit
de 60 échantillons par jour. Le systéme FACSPresto est dot¢ d’une mémoire interne pour
stocker les résultats. Pour assurer la qualité des résultats, un controle qualité interne des réactifs
et de l'appareil est effectu¢ pour chaque analyse [11, 36, 99]. Le FACSPresto a recu la
préqualification de I'OMS en Septembre 2014 [107]. Actuellement, il est en phase d’évaluation

et aucune donnée de performance n’a été publi¢e a ce jour.

Figure 19: FACSPresto
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Tableau 111 : Description comparative des technologies CD4 POC

. L. Volume N ; Capacité Besoin chaine .
Technologie Principe Type de Sang Parametres Durée . . . Connectivité
de sang journaliere de froid
HumaCount Cytométrie en . CD4, CD4%, . .
NOW Veineux 40ul 8min 40 -50tests Non Oui
CcD4 Flux Hb & NFS
Cytométrie a Veineux &
Pima CD4 25ul Cb4 20min 15—-20tests Non Oui
Image Capillaire
Cytométrie en
CyFlow miniPOC Veineux 20ul CD4 & CD4%  20min 60 tests Non Non
Flux
Cytométrie a Veineux &
MBio CD4 15ul CD4 23min 80 tests Non Non
Image Capillaire
Cytométrie a Veineux & CD4, CD4%
FACSPresto 25ul 22min 50-60tests Non Non
Image Capillaire & Hb

Hb : hémoglobine ; NFS : numératio

n Formule Sanguine ; CD4 : taux absolu de lymphocytes T CD4 ; CD4% : pourcentage de lymphocytes T CD4
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Chapitre Il :
MATERIEL ET METHODES




I1. Matériel et méthodes
I1.1. Matériels et réactifs
e FACSCalibur avec le logiciel « CellQuest Pro »
e Tubes TRUCount (Becton Dickinson)
e Anticorps monoclonaux
- anti-CD45-PerCP (BD Biosciences)
- anti-CD4-PE (BD Biosciences)
- anti-CD3-FITC (BD Biosciences)
e Solution de lyse (BD Biosciences).
e FACSPresto (BD Biosciences)
e C(assettes BD FACSPresto CD4%CD4/Hb (BD Biosciences)
e FACSCount (Becton Dickinson)
e Réactifs FACSCount (Becton Dickinson)
e Billes de contrdéle FACSCount (Becton Dickinson)
e Rack pour incubation des cassettes du FACSPresto
e Vortex
e FACSFlow
e Eau distillée
e FACSClean
e FACSRinse

I1.2. Méthodologie

11.2.1. Cadre d’étude

L’étude s’est déroulée a I'unité I’Immunologie du Laboratoire de Bactériologie Virologie du
Centre Hospitalier National Universitaire (CHNU) Le Dantec. Les échantillons, constitués de
prélevements de sang total, provenaient du Centre de Traitements Ambulatoires (CTA) et du
Centre de Recherche et de Formation Clinique (CRCF) du CHNU Fann, de I’Institut d’Hygiene
Sociale (IHS) et du CHNU Le Dantec.

11.2.2. Population d’étude

Notre population d’étude est constituée de 192 enfants et adultes infectés par le VIH venus

pour le comptage des lymphocytes T CD4 dans le cadre du suivi biologique de routine. Les
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prélevements de sang (5 ml) sont recueillis dans des tubes contenant de 'EDTA comme

anticoagulant.

11.2.3. Numération des lymphocytes T CD4 par cytométrie en flux : FACSCalibur

> Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d'analyse multiparamétrique sur plusieurs
milliers de cellules isolées. Les mesures simultanées de caractéristiques physiques et
biologiques des cellules sont effectuées isolément sur chacune d'entre-elles lorsque, entrainées
par un fluide au centre d'une veine liquide, les cellules traversent le faisceau laser. Apres
intersection du rayon incident, la cellule diffracte la lumiere. L'intensité de la lumiere diffractée
dans l'axe (angle < 12°) est proportionnelle a la taille de la cellule (FSC : forward scatter) et
celle diffractée a 90° est relative a son contenu cytoplasmique (SSC : side scatter). Les signaux
détectés par le systéme optique sont amplifiés, convertis en signaux ¢€lectroniques puis en
valeurs numériques au niveau des photomultiplicateurs (PMT). Elles sont analysées grace a
'unité informatique du cytometre. L'affichage simultané des parameétres, FSC, SSC traités par
le logiciel, visualise chaque cellule sur écran sous forme de point. C'est le cytogramme, nuage
de signaux punctiformes qui apparait. Selon les deux paramétres, il est possible de distinguer
différentes populations cellulaires et de tracer le contour de la population a étudier en excluant
d'une part les débris sur les criteéres de petite taille (FSC) et petite granularité¢ (SSC) et d'autre
part les agrégats situés trés haut dans la partie supérieure de 1'écran. La zone d'intérét ainsi
délimitée (appelée gate ou fenétre ou région) est la population cellulaire homogene. Seules les
valeurs concernant cette région sont analysées par l'emploi du logiciel. D'autres paires de
signaux comme FSC et Fluorescence peuvent étre considérées, de nouveaux points
apparaissent représentant chacun une cellule en fonction de sa taille et de la fluorescence qui

lui est associée.

> Mode opératoire

Il est recommandé¢ de préparer un cocktail d’anticorps monoclonaux a 1’avance dans un

tube Eppendorf stérile de 1,5ml (ce cocktail peut étre conservé jusqu’a 3mois a 4°C).
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Tableau IV : Composition du cocktail

Anticorps Volume (pl) /tube Volume (pul) /cocktail
CD45-PerCP 2,5 50
CD4-PE 2,5 50
CD3-FITC 2,5 50
Volume total 7,5 150

Pour la numération des lymphocytes T CD4 avec le FACSCalibur, on met 7,5ul du cocktail
d’anticorps monoclonaux (CD45-PerCP/CD3-FITC/CD4-PE) dans un tube TRUCount bien
étiqueté avec le code du patient. Puis, on y ajoute 50 ml de sang total du patient. Les tubes sont
agités au vortex pour homogénéisation, puis incubés 15 minutes a I’obscurité et a température
ambiante (TA). Apres incubation, on y ajoute 450 ul de solution de lyse. Les tubes sont ensuite

passés au vortex puis incubés 10 a 15 minutes a I’obscurité et a TA jusqu’a la lyse totale des

hématies. Les tubes sont préts pour la lecture avec le FACSCalibur.

> Lecture des échantillons avec le FACSCalibur

D’abord allumer le FACSCalibur conformément aux procédures de mise en marche de
I’appareil,

Allumer I’ordinateur,

Ouvrir le programme « CellQuest Pro »

Aller a "File" — Open document

Aller a Data 1— Chris ITM —Trucount— Truc acquisition — ouvrir,

Aller & Acquire — Connect to Cytometer

Aller a Acquire — Counter

Dans la fenétre « Acquisition » cliquer sur Change (Directory) — cliquer sur Etude
Presto Data — Choose

Cliquer ensuite sur Change (File) : saisir le nom du fichier, et le numéro de "File
count" — OK

Désactiver "Set up"

Mettre I’appareil en position "Run" et "HI"

Agiter I’échantillon au vortex et placer le tube sous [’aiguille d’aspiration du
FACSCalibur

Cliquer sur "Acquire"
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> Analyse des résultats avec CellQuest Pro

e QOuvrir le programme CellQuest-Pro,

e Aller a "File" — Open document,

e Aller a Data 1 — Chris ITM —TRUCount— Truc analyse CD4— Open Template
CD3/CD4/CD45

e Charger I’échantillon, ajuster la région R6

e Enregistrer le fichier en format PDF et fermer le Template.

11.2.4. Numération des lymphocytes T CD4 par le FACSCount

» Principe

Le principe repose sur [I’identification des antigenes cellulaires qui ont été
préalablement mis en contact avec des anticorps monoclonaux couplés a un fluorochrome et
excités par un laser. L’identification est réalisée selon les caractéristiques d’émission des
lumieres par les cellules. En effet, aprés introduction de I’échantillon, les cellules marquées
sont entrainées dans un fin tube par le liquide de gaine (le FACSFlow) qui les contraint a
défiler une par une devant un faisceau laser émettant une lumiére d’excitation bleu-vert (laser
Argon 488 nm). Les informations issues de cette interaction sont recueillies par des filtres qui
les transmettent a des photodiodes et des photomultiplicateurs (PMT) qui les transforment en
signaux ¢électriques. Enfin, ces signaux ¢€lectriques sont analysés par des intégrateurs couplés a
un logiciel informatique qui les convertissent en valeurs numériques. Les résultats sont donnés
sous la forme de valeurs absolues des lymphocytes T CD3, T CD4 et T CDS8 ainsi que le
rapport CD4/CDS8.

> Mode opératoire

Apres avoir inscrit le numéro d’identification du patient sur 1’étiquette du réactif, la
paire de tubes est passée au vortex d’abord en position renversée puis en position droite pour
bien resuspendre les billes, ensuite les tubes sont ouverts a 1’aide de la station de percage. 50ul
de sang bien homogénéisé sont ajoutés dans chaque tube. Les tubes sont rebouchés, passés au
vortex en position droite avant de les incuber pendant une heure a I’obscurité et a température
ambiante (TA). Apres incubation, 50pul de Paraformaldéhyde (solution de fixation) sont ajoutés
dans chaque tube. Les tubes sont rebouchés et passés au vortex. L’échantillon est ainsi prét

pour I’analyse au FACSCount.
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> Lecture des échantillons sur FACSCount
e Appuyer sur la touche SAMPLE de I’écran FACSCount.

e Entrer le numéro de lot du réactif et les valeurs des billes CD4 et CD8.
e Appuyer CONFIRM.
e Entrer le numéro d’identification du patient.
e Passer la paire de tubes contenant les réactifs au vortex, en position droite, pendant 5
secondes.
e D¢éboucher le tube CD4 et placer la paire de tubes de réactifs dans le porte-échantillons,
le tube CD4 étant en position d’analyse.
e Appuyer sur la touche RUN.
e Sortir la paire de tubes et reboucher le tube CD4. Déboucher le tube CDS8 et remettre la
paire de tubes dans le porte-échantillons, le tube CDS8 étant en position d’analyse.
e Appuyer sur la touche RUN.
Apres la lecture du tube CDS, I’appareil imprime directement les résultats obtenus. En méme
temps on peut sortir la paire de tubes et reboucher le tube CDS. Jeter la paire de tubes de

réactifs dans un récipient convenant au matériel biologique potentiellement dangereux.

11.2.5. Numération des lvmphocytes T CD4 par le FACSPresto

» Principe

Le FACSPresto est une nouvelle plateforme pour la numération des lymphocytes T
CD4, intuitive et conviviale, répondant aux besoins spécifiques d’une utilisation sur le lieu de
soin dans les régions a ressources limitées et surtout dans les zones difficiles d’acces. Le
réactif, présent dans les cartouches, est constitué d’anticorps monoclonaux CD4-PE-Cy5, CD3-
APC, CD45RA-APC et CD14-PE lyophilisés. Lorsque le sang entre en contact avec le réactif,
les anticorps monoclonaux se fixent a la surface des lymphocytes et des monocytes. Apres
incubation, la cartouche est introduite dans I’appareil ou le logiciel procede a 1’analyse des
cellules intéressées. Le FACSPresto fournit la valeur absolue et le pourcentage des
lymphocytes T CD4 ainsi que la concentration d’hémoglobine (Hb) a partir d’un échantillon de
sang veineux ou capillaire, permettant de déterminer le statut immunitaire des patients atteints

du VIH/SIDA et d’en assurer le suivi.
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> Mode opératoire

Le protocole d’analyse commence par la collecte de sang a partir d’une piqare au doigt
ou d’un prélévement veineux ; le sang est ensuite transféré dans une cartouche jetable a usage
unique. Pour augmenter le nombre potentiel de tests journaliers, les cartouches sont incubées
en dehors de I’instrument pendant 18 minutes. Aprés incubation, chaque cartouche est insérée
dans le systétme BD FACSPresto et les résultats sont disponibles en moins de 4 minutes. Pour
assurer la qualité et la cohérence des résultats, un contrdle qualité des réactifs et de I’appareil

est effectu¢ pour chaque analyse.

> Lecture échantillon

Aller a lecture échantillon — entrée code patient — valider — choisir opérateur —
valider. Il s’en suit la sortie du chariot dans lequel sera placée la cartouche. Aprés lecture, le

résultat est stocké et imprimé automatiquement.

11.2.6. Détermination des paramétres de la précision

La précision du FACSPresto a été évaluée en déterminant les variabilités intra essai et
inter essai. Elle a ét¢ mesurée en prenant trois échantillons : un échantillon avec un taux de
CD4 faible (< 200), un échantillon avec un taux de CD4 moyen (350 — 500) et un échantillon
avec un taux de CD4 ¢levé (> 500). La variabilité intra-essai, qui mesure la variabilité d’une
préparation a 1’autre incluant aussi I’erreur due a I’opérateur, est déterminée en répétant 10 fois
I’analyse de chacun de ces trois échantillons. Pour ce qui est de la variabilité inter essai
mesurant la variabilité d’un jour a I’autre, chacun des 3 échantillons est analysé trois fois : dans
les 6h (JO) puis a 24h (J1) et dans les 48h (J2) apres collecte du sang. Le pourcentage de
coefficient de variation est calculé pour chacun de ces parameétres. Une précision est acceptable
si:

- le CV < 15% (ou écart-type < 35 CD4/ul) pour des taux de CD4 bas (CD4 <
200)
- 1le CV <£10% pour des taux de CD4 moyen ou ¢élevé (CD4 > 200)

11.2.7. Analyses statistiques

Les données ont été saisies grace au tableur Excel et analysées griace a la version
10.0.2.0 du logiciel MedCalc et a la version 16 du logiciel SPSS. La précision est exprimée en

pourcentage de coefficient de variation (CV) obtenu en multipliant par 100 I’écart-type et en le

.. écart—type * 100
divisant par la moyenne Y .
moyenne
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La régression entre les résultats du FACSPresto et ceux du systéme de référence
(FACSCalibur ou FACSCount), a été déterminée par la méthode de Passing-Bablok. La
régression de Passing-Bablok est une méthode non paramétrique moins sensible aux outliers et
a la distribution des données (Passing et Bablok, 1983). La concordance entre les résultats du
FACSPresto et ceux du FACSCalibur ou du FACSCount a été évaluée par le coefficient de
corrélation de concordance (pc), I’analyse de Pollock (CD4 absolu) ou de Bland-Altman
(CD4%), le calcul de la similarité et par la détermination de la sensibilité et de la spécificité
aux différents seuils. Le coefficient de corrélation de concordance (pc = p * Cp) mesure la
justesse de la relation entre les deux méthodes. Il mesure le degré auquel les paires
d’observations tombent sur la droite d’égalité (y = x). Dans cette équation, le coefficient de
corrélation de Pearson (p) est considéré comme un parametre de substitution de la précision,
alors que le facteur de correction du biais (Cp) est un marqueur de substitution de la justesse
(Lin, 1989). La méthode Bland-Altman examine, dans un modele discriminatif, si deux
techniques sont suffisamment équivalentes pour étre interchangeables. L’approche Bland-
Altman consiste a comparer les deux limites d’agrément avec une différence cliniquement
acceptable entre deux méthodes. Le biais ou la différence mesurée entre les valeurs générées
par les deux techniques est représentée sur I’axe des ordonnées et la moyenne des valeurs
générées par les deux méthodes sur 1’axe des abscisses. De plus, le biais moyen entre les deux
méthodes et les deux limites d’agrément (/imits of agreement ou LOA = biais = 1,96 * écart-
type) sont également représentés sur ce graphe. Dans la méthode de Pollock, les différences sur
I’axe des ordonnées sont exprimées en pourcentage relatif de la valeur moyenne (biais * 100 /
moyenne); c’est une modification de la méthode Bland-Altman qui permet d’exprimer la
différence en valeur relative plutot qu’en valeur absolue (Bland et Altman, 1986 ; Pollock et
al.,, 1992). La similarité est calculée pour chaque échantillon par la formule : Similarité =
(Moyenne des deux techniques * 100)/Référence. La similarité moyenne est une mesure
de la justesse et ’écart-type relatif (ETR) peut étre considéré comme une mesure de la
précision. Plus la moyenne est proche de 100%, plus la technique est juste ; et plus ’écart-type
relatif est faible, plus la technique est précise (Scott et al., 2003). La sensibilité et la spécificité

sont calculées au seuil de mise sous traitement ARV (200, 350 & 500 -cellules/pl).
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Chapitre lll :
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II1.1 Résultats

II1.1.1 Caractéristiques de la population d’étude

Notre population d’étude est constituée de 192 enfants et adultes infectés par le VIH
avec un age médian (min — max) de 42 ans (2 — 73) avec seulement 10 enfants de moins de 15
ans et un sexe ratio de 0,44 (59/133). Les patients sous traitement ARV représentaient 96,9% et
la médiane (IQR) du taux de CD4 était de 407 (238,50 — 623,25) cellules/mm’. Notre
population d’étude est constituée de 37 sujets ayant un taux de CD4 faible (< 200
cellules/mm?), 82 ayant un taux de CD4 moyen (= 200 — 500 cellules/mm?®) et 73 avec un taux
de CD4 élevé (> 500 cellules/mm?). Seuls 4 sujets étaient infectés par le VIH-2, les 188

restants étant infectés par le VIH-1.

II1.1.2 Précision du FACSPresto

Pour évaluer la précision du Facspresto, nous avons sélectionné trois échantillons, un
échantillon avec un taux de CD4 < 200 cellules/mm?, un échantillon dont le taux de CD4 est

3 et un échantillon avec un taux de CD4 > 500

compris entre 350 - 500 cellules/mm
cellules/mm?.

Le tableau V résume les variabilités du FACSPresto pour les trois échantillons. Ainsi,
I’évaluation de la variabilité intra essai du FACSPresto montre un CV moyen de 4,68% et
3,65% respectivement pour le taux de CD4 et le pourcentage de CD4 (CD4%). Elle montre
¢galement pour la variabilité inter essai, un CV moyen de 6,37% pour le taux de CD4 et un CV

moyen de 1,01% pour les CD4%.

Tableau V : Variabilité du FACSPresto

CD4 <200 CD4 =350- 500 CD4 > 500

CV (CD4) 6,46% 3,91% 3,68%
Variabilité intra essai (n = 10)
CV (CD4%) 5,51 2,76% 2,67%
CV (CD4) 5,82% 9,52% 3,76%
Variabilité inter essai (n = 3)
CV (CD4%) 2,40% 0,17% 0,45%

n =nombre de lectures ; CD4 = taux absolu de lymphocytes T CD4 ; CD4% = pourcentage de lymphocytes T CD4 ;
CV = Coefficient de Variation
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II1.1.3 Comparaison entre le FACSPresto et la technique de référence, le
FACSCalibur
+ Taux de lvmphocytes T CD4

La régression de Passing-Bablok entre FACSCalibur et FACSPresto a montré une pente
de 1,038 et un intercept de 0,489 (Figure 19). La comparaison entre FACSCalibur et
FACSPresto a donné un coefficient de corrélation de concordance de 0,982. Comparé au
FACSCalibur, le FACSPresto a présenté un faible biais relatif moyen de 3,6% avec des limites
d’agrément allant de -20,8% a +27,9% (Figure 20) et une similarit¢ moyenne de 102,4% avec
un écart-type de 8% (Figure 21), indiquant une faible surestimation des taux de CD4.

Au seuil de 200, seuls 2 patients (1%) ont été€ mal classifiés par le FACSPresto dont un
qui aurait été précocement traité et un qui aurait un traitement retardé. Le FACSPresto présente
une sensibilité de 96,6% et une spécificité de 99,4%.

Au seuil de 350, 13 patients (7%) sont mal classifiés par le FACSPresto qui présente
ainsi une sensibilité¢ de 87,0% et une spécificité de 97,2%. Parmi ces 13 mal classifiés, 10
auraient un retard dans I’initiation du traitement en se basant sur le FACSPresto.

Au seuil de 500 cellules/ul, 8 patients (4%) ont été mal classifiés par le FACSPresto.
Parmi eux, seul un aurait Dinitiation de son traitement retardée alors que les autres
bénéficieraient d’un traitement précoce si leur suivi est effectué¢ par le FACSPresto. Ainsi, la

sensibilité et la spécificité du FACSPresto sont respectivement de 93,8% et 98,6%.
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Figure 20 : Passing-Bablok des taux de CD4 entre FACSPresto et FACSCalibur
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Figure 21 : Pollock des taux de CD4 entre FACSPresto et FACSCalibur
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FACSPresto_CD4%

+ Pourcentage de lymphocytes T CD4
Pour les CD4 %, la régression de Passing-Bablok entre FACSCalibur et FACSPresto a

montré une pente de 1,002 et trés peu de valeurs présentant de grande discordance. Le
FACSPresto présente a 1’égard du FACSCalibur un coefficient de corrélation de concordance
de 0,988 (figure 22). La comparaison du FACSPresto au FACSCalibur a montré une bonne
concordance avec un biais nul et des limites d’agrément (LOA) étroites allant de -3,6% a
+3,7% (Figure 23) ainsi qu’une trés bonne similarité de 100,4% avec un écart-type relatif de

7% (Figure 24).
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Figure 23 : Passing-Bablok des pourcentages de CD4 entre FACSPresto et FACSCalibur
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Figure 24 : Bland-Altman des pourcentages de CD4 entre FACSPresto et FACSCalibur
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Figure 25 : Similarité des pourcentages de CD4 entre FACSPresto et FACSCalibur
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II1.1.4. Comparaison entre le FACSPresto et le FACSCount sur les taux de

CD4

La comparaison des taux de CD4 entre FACSCount et FACSPresto a montré une pente
de 1,064 et un intercept proche de -8 cellules/mm® (Figure 25) avec un coefficient de
corrélation de concordance de 0,979. Comparé au FACSCount, le FACSPresto a surestimé
faiblement avec un biais relatif moyen de 3,8% avec des limites d’agrément (LOA) allant de -
19,9% a 27,5% (Figure 26) et une similarité moyenne de 102,3% (Figure 27).

Au seuil de 500 cellules/ul, 11 (soit 6,5%) patients ont ét¢ mal classifiés par le
FACSPresto par rapport au FACSCount, et parmi eux, seuls 2 patients auront leur traitement
retardé. Ce qui fait que la sensibilit¢ du FACSPresto était de 91,5% pour une spécificité de
96,9% par rapport au FACSCount.
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Figure 26 : Passing-Bablok des taux de CD4 entre FACSPresto et FACSCount
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Figure 27 : Pollock des taux de CD4 entre FACSPresto et FACSCount

35

Sim (ETR) =102,3% (7%)

30 |-

25 -

20 |-

15 |-

10 |-

| | | | | | | | | | 1

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
Similarit FACSPresto FACSCount

Figure 28 : Similarité des taux de CD4 entre FACSPresto et FACSCount
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II1.2 Discussion

Le suivi des personnes vivant avec le VIH se fait le plus souvent avec la quantification
de la charge virale et la numération des lymphocytes T CD4. Bien que les dernicres
recommandations de ’OMS privilégient 1'usage de la charge virale pour le suivi des patients
sous traitement ARV, c’est la numération des lymphocytes T CD4 qui demeure le plus
commun pour I’initiation et le suivi du traitement ARV du fait de la relative inaccessibilité de
la charge virale dans les pays a ressources limitées [36, 83]. La cytométrie en flux est
considérée comme la méthode de référence du fait de sa précision et de la fiabilité des résultats.
Cependant, il présente aussi des limites car il n’est pas mobile et ses réactifs cotitent chers et

requierent une chaine de froid et un personnel hautement qualifié [S7].

L’introduction des techniques dites Point-Of-Care (POC) tels que le Pima CD4, le CyFlow
miniPOC ainsi que le FACSPresto a permis d’accroitre I’accés aux ARV dans les pays a

ressources limitées [44].

Notre ¢tude est la premicere a évaluer le FACSPresto, et ce, en le comparant avec le
FACSCalibur et le FACSCount, un cytometre dédi¢ largement répandu dans les pays a faible
revenu. Il ressort de cette étude que le FACSPresto présente une bonne précision avec des CV
< 7% et une bonne concordance par rapport au FACSCalibur et au FACSCount. Ces résultats
sont comparables a ceux trouvé avec le FACSCount CD4 (91 ; 101), le CyFlow Counter [31 ;
102] et Apogee Auto40 [26 ; 58 ; 47], le CyFlow miniPOC [103] mais semblent meilleurs que
ceux rapportés sur le Pima CD4 [61, 22, 102]. En plus, le FACSPresto a montré une bonne
similarité comparé au FACSCount et au FACSCalibur. Ces valeurs sont similaires a ceux
trouvées avec le Pima CD4 [22, 102], le CyFlow Counter [102] et le CyFlow miniPOC [103].
Les taux de mal classification du FACSPresto sont comparables a ceux observés avec le Pima

CD4 [101,102] et le CyFlow miniPOC [103].

Le FACSPresto est un cytometre a image, portable et alimenté par batterie, ce qui le
rend convenable aux zones non dotée d’une électricité stable. L’usage du sang capillaire fait
qu’il peut étre utilisé dans des postes de santé ne disposant pas de personnel qualifié ou
simplement étre installé dans le bureau méme des cliniciens a 1'image du Pima CD4 et
contrairement au CyFlow miniPOC qui requiert du sang veineux et une électricité stable. Il est
basé sur le principe de la cytométrie a image et utilise des cassettes jetables contenant des
réactifs lyophilisés. Ce qui contribue a éliminer le besoin d’une chaine de froid. Il fournit des
résultats en valeur absolue et en pourcentage ainsi que le taux d I'némoglobine dans le sang, a

partir d'une méme cassette [36, 11, 99, 102, 103]. L'entreprise réclame que l'appareil peut étre
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utilis¢ dans des conditions environnementales extrémes, sans un besoin pour l'entretien de

routine ou préventif pour le fonctionnement quotidien [11].
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CONCLUSION




Conclusion

La numération des lymphocytes T CD4 est un parameétre important dans le suivi des
personnes vivant avec le VIH. Il est nécessaire a I’initiation du traitement antirétroviral et
permet le suivi de I’efficacité thérapeutique en I’absence de charge virale. Les cytométres en
flux standards tels que le FACSCalibur sont considérés comme techniques de référence par leur
précision et leur fiabilité. Cependant ils coltent relativement chers, exigent un personnel
qualifié, une chaine de froid stable et une maintenance préventive réguliere. A coté de ces
cytometres conventionnels, existent les cytometres dédiés qui malheureusement sont
relativement coliteux et exigent eux aussi un personnel qualifié, une électricité stable et de I’air
conditionné. Tout récemment, il y a eu I’émergence des technologies Point-Of-Care pour
assurer 1’¢largissement de 1’acces au traitement antirétroviral dans les zones les plus reculées.
Ces techniques peuvent utiliser le sang capillaire et sont généralement alimentées par une
batterie rechargeable (a2 I’exception du CyFlow miniPOC) et ne nécessitent pas de chaine de

Froid.

Le FACSPresto, qui est une technique POC simple plateforme. Il fournit le taux et le
pourcentage des lymphocytes T CD4 en plus du taux d’hémoglobine. Alimenté par une
batterie, le FACSPresto est portable et ne nécessite pas de chaine de froid du fait de I'utilisation
de réactifs lyophilisés. Il peut étre utilis€ aussi bien au laboratoire que dans le bureau des

cliniciens avec du sang capillaire.

Notre étude est la premiére a évaluer le FACSPresto. Globalement, nos résultats ont
montré une bonne précision et une bonne concordance du FACSPresto aves les techniques de
références pour le comptage des lymphocytes TCD4. Le temps de lecture ne dépasse pas 3
minutes et le résultat est obtenu en 20 minutes environ avec une possibilité¢ de stockage interne
et de transfert des données. Le FACSPresto est simple d’utilisation et permet ’initiation de la

thérapie antirétrovirale et le suivi des patients sous traitement antirétroviral.

Ainsi, ce systeme constitue une bonne alternative aux cytometres standards pour la
prise en charge immunologique des adultes et enfants vivant avec le VIH dans les zones a

ressources limitées.
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Résumé

Introduction : La numération des lymphocytes T CD4 constitue le paramétre biologique le plus
commun pour le suivi des patients sous traitement antirétroviral du fait de 1’inaccessibilité de la
charge virale dans les pays a ressources limitées. La cytométrie en flux est considérée comme la
technique de référence pour la numération des lymphocytes T CD4. Cependant, leur utilisation est
limitée aux laboratoires de référence due a leur coit et leurs exigences. Pour assurer I’élargissement
de I’acces aux ARV, il y a eu I’émergence des techniques CD4 Point-Of-Care (POC) qui sont des
techniques simples, portables et ne nécessitant pas de chaine de froid et incluent le Pima CD4, le
CyFlow miniPOC, le FACSPresto, efc. Le but de notre étude est d’évaluer le FACSPresto qui a
comme objectifs spécifiques de déterminer sa précision, de mesurer sa concordance avec le
FACSCalibur et avec le FACSCount, et de déterminer sa sensibilité et sa spécificité dans
I’identification des patients devant étre mis sous traitement.

Méthodologie : Notre population d’étude est constituée 192 enfants et adultes infectés par le VIH
dont 37 sujets ayant un taux de CD4 < 200 cellules/mm’, 82 ayant un taux de CD4 compris entre 200
— 500 cellules/mm® et 73 avec un taux de CD4 > 500 cellules/mm’. Pour chaque échantillon la
numération des lymphocytes T CD4 est faite avec le FACSPresto et les techniques de références a
savoir le FACSCalibur et le FACSCount afin d’évaluer les performance de I’appareil. Pour évaluer la
précision du FACSPresto, nous avons sélectionné trois échantillons, un échantillon avec un taux de
CD4 < 200 cellules/mm®, un échantillon dont le taux de CD4 est compris entre 350 - 500
cellules/mm® et un échantillon avec un taux de CD4 > 500 cellules/mm’. Chacun de ces trois
¢échantillon est répété dix fois le méme jour pour déterminer sa variabilité intra essai, et analysé a JO,
J1 et J2 pour la variabilité inter essai.

Résultats: [’¢valuation de la variabilité intra essai du FACSPresto montre un CV moyen de 4,68% et
3,65% respectivement pour le taux de CD4 et le pourcentage de CD4 (CD4%). Elle montre également
pour la variabilité inter essai, un CV moyen de 6,37% pour le taux de CD4 et un CV moyen de 1,01%
pour les CD4%. La comparaison entre FACSCalibur et FACSPresto a montré pour les CD4 absolu un
coefficient de corrélation de concordance de 0,982. Comparé au FACSCalibur, le FACSPresto a
présenté un faible biais relatif moyen de 3,6% avec des limites d’agrément allant de -20,8% a +27,9%
et une similarit¢ moyenne de 102,4% avec un écart-type relatif de 8%. Et pour les CD4% un
coefficient de corrélation de concordance de 0,988. Une bonne concordance a été trouvé avec un biais
nul et des limites d’agrément (LOA) étroites allant de -3,6% a +3,7% ainsi qu’une trés bonne
similarit¢ de 100,4% avec un écart-type relatif de 7%. La comparaison des taux de CD4 entre
FACSCount et FACSPresto a montré un coefficient de corrélation de concordance de 0,979. Comparé
au FACSCount, le FACSPresto a surestimé faiblement avec un biais relatif moyen de 3,8% avec des
limites d’agrément (LOA) allant de -19,9% a 27,5% et une similarité moyenne de 102,3%.

Conclusion: Le FACSPresto, qui est une technique POC simple plateforme. Il fournit le taux et le
pourcentage des lymphocytes T CD4 en plus du taux d’hémoglobine. Alimenté par une batterie
interne rechargeable, le FACSPresto est portable et ne nécessite pas de chaine de froid du fait de
I’utilisation de cassettes contenant des réactifs lyophilisés. Il peut étre utilisé aussi bien au laboratoire
que dans le bureau des cliniciens avec du sang capillaire. Nos résultats ont montré une bonne
précision et une bonne concordance du FACSPresto aves les techniques de références pour le
comptage des lymphocytes TCD4. Ainsi, ce systéme constitue une bonne alternative aux cytometres
standards.

Mots clés : FACSPresto, Point-of-care CD4, infection a VIH, Numération des lymphocytes T CD4+,
Pays a ressources limités



