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Le Syndrome de I'lmmunodéficience Acquise, plus connu sous son acronyme SIDA,
est un ensemble de symptomes consécutifs a la destruction de plusieurs cellules du
systeme immunitaire par un rétrovirus. Il existe plusieurs rétrovirus responsables du
SIDA, chacun infectant une espece particuliére et le plus connu d'entre eux est le
Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH), infectant I'homme. L’infection a
VIH/SIDA est actuellement une des plus importantes et plus meurtriéres pandémies
dans le monde. Deux types de VIH, appartenant a la famille des Retrovirideae et du
genre des lentivirus, sont aujourd’hui décrits, a savoir, le VIH de type 1 (VIH-1) et le
VIH de type 2 (VIH-2) (1) qui sont des virus a ARN caractérisés par la présence
d’une enzyme spécifique appelée la transcriptase inverse. Le VIH-1 est assez répandu
dans le monde entier alors que le VIH-2 reste particulierement confiné en Afrique de
I’Ouest (2). Le VIH-1 est subdivisé en quatre groupes, dont le groupe majoritaire,
dénommeé M, avec 98% des infections dans le monde, le groupe O ou « outlier » et
les tres rares variantes des groupes N et P (3). Au sein du groupe M, il existe 9 sous-
types purs (A, B, C, D, F, G, H, J et K) et des formes recombinantes uniques ou
circulants (4). Le VIH-2 quant a lui, est subdivisé en 9 groupes (5, 6).

Cette grande variabilité génetique du VIH couplée avec son pouvoir pathogéne, sont
responsables de la pandémie du VIH dans le monde. Ainsi les derniers statistiques de
2015 de ’ONUSIDA ont fait état de 36,9 millions de personnes [34,3—41,4 millions]
vivant avec le VIH dont 2 millions [1,9 millions-2,2 millions] de personnes
nouvellement infectées. L’ Afrique Subsaharienne reste la région la plus touchée avec
un nombre total de 25,8 millions [24,0 millions—28,7 millions] de personnes vivant
avec le VIH en fin 2014 (7). Au Sénégal ou I’épidémiologiec du VIH est de type
concentré, la prévalence en fin 2014 est estimee a 0,5% [0,4% -0,6%] (8) au niveau
de la population générale avec des prévalences élevées dans les populations clés

telles que les professionnelles du sexe.

L’évolution rapide de l'infection a VIH et sa prévalence élevée ont provoqué la

mobilisation du monde scientifique et de la pharmacie industrielle autour du



développement de molécules antirétrovirales (ARV). Ces derniéres ont pour role de
bloquer la réplication virale et de retarder la progression de la maladie et ainsi de
réduire considérablement la morbidité et la mortalité liees au VIH, grace aux
programmes d'acces aux traitements antirétrovirale (TARV) (9). Cependant, le suivi
thérapeutique des personnes infectées par le VIH est tres souvent perturbé par des cas
d’échec thérapeutiques. Ainsi 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
recommande d’intégrer le monitoring immunologique par la numération du taux de
lymphocytes T CD4+ et le suivi virologique par la quantification de la charge virale
(CV) plasmatique dans les programmes d’accés au TARV (10). La CV est utilisee
comme le marqueur biologique de référence pour s’assurer de 1’efficacite¢ des
schémas thérapeutiques utilisés chez les adultes comme chez les enfants (11). La
quantification de la CV, pour les adultes infectés par le VIH, est le plus souvent
effectuée a partir d’un prélevement de sang total sur tube EDTA et ceci au niveau des
laboratoires de référence. A coté d’un prélévement de sang sur tube, le préléevement
sur papier buvard (Le Dry Blood Spot (DBS)) constitue une bonne alternative comme
support de prélevement et utilisé pour les adultes comme pour les enfants qui sont
suivis dans les zones décentralisées (12). En effet plusieurs contraintes sont liées au
préléevement sur tube a savoir le probleme de volume minimal de sang, les risques de
coagulation, les contraintes de centrifugation, le maintien de la chaine de froid
pendant le transport depuis les zones décentralisées vers les laboratoires de
référence. Au Sénégal, depuis 2008, le DBS a été validé pour la quantification de la
CV et I’étude des mutations de résistance (13). Cependant, le renforcement de la prise
en charge thérapeutique des enfants infectés par le VIH, dans toutes les régions
décentralisées du Sénegal, a été instauré a travers le projet EnPRISE. Des études
préliminaires ont montré des résultats concluants en termes de CVs effectuées a partir
de volume connu de sang total sur DBS réalisés avec une micropipette calibrée.
Cette derniere est un outil qui, est non seulement pas toujours disponible dans les
laboratoires en zone décentralisée, mais aussi qui nécessite des calibrations réguliéres

par un service de métrologie qui fait souvent défaut dans ces zones. Disposer d’ un



autre systeme de pipetage a usage simple et moins onéreux ne nécessitant pas de
calibration pour la confection des DBS, serait d’'un grand apport dans la prise en
charge et le suivi thérapeutiqgue des enfants infectés par le VIH en zones
décentralisées. Nous postulons que, la pipette pasteur ou pipette de transfert serait
une bonne alternative a la micropipette pour la confection des spots de sang pour la
quantification de la CV et I’étude des mutations de résistance chez les PvVIH, plus
particulierement chez les enfants en milieu décentralisé. Ainsi nous nous proposons
comme objectif d’évaluer la pipette pasteur comme outil alternatif a la micropipette
pour la confection des DBS et de mesurer I’efficacité virologique chez les enfants
infectés par le VIH en milieu décentralisé au Sénégal. Pour répondre a ces objectifs,

notre plan de travail se présentera comme suit :
- une premiere partie de généralités sur I’infection a VIH/SIDA,

- une deuxieme partie qui présentera notre méthodologie expérimentale et les

résultats,

- Et en fin, une discussion des résultats obtenus pour en tirer une conclusion et

dégager des perspectives.






PREMIERE PARTIE : GENERALITE SUR LE VIH/SIDA
1. HISTORIQUE ET ORIGINE DU VIH/SIDA
1.1. Historique

Les origines du VIH seraient liées au virus de I’immunodéficience simien (VIS)
infectant les singes. Selon des données épidémiologiques moléculaires, ces deux
virus ont montré des liens phyllogénétiques suggérant que ’Homme serait infecté a
partir du singe (1).

Les SIVs, qui n’étaient pas responsables d’une immunodéficience chez les singes,
auraient franchi la barriére d’espece et infect¢ ’Homme pour donner naissance au
VIH. Ce dernier, est responsable d’une destruction massive des cellules immunitaires
de I’'Homme et provoque, dans le long terme, une maladie dénommée Syndrome de
I’Immunodéficience Acquise (SIDA) (14). Les conditions et les circonstances de ces
transferts du singe vers I’Homme demeurent mal comprises, mais cela a di arriver a
la suite d'une morsure par un animal, ou par une écorchure a lI'occasion du dépecage
d'un animal infecté (1). Ce phénomene se serait produit dans l'ouest de I'Afrique
centrale dans des pays comme le Cameroun, la Guinée équatoriale, le Gabon et le
Congo Brazzaville. A partir de ces pays, le virus aurait remonté le fleuve Congo pour
gagner d'abord d'autres parties de ce qui est aujourd'hui la République démocratique
du Congo pour se répandre ensuite dans d'autres régions d'Afrique (15). Le SIDA a
été rapporté pour la premiére fois aux Etats-Unis en 1981 par les Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) dans la littérature médicale (Morbidity and Mortality
Weekly Report 5 juin 1981). Cette publication décrivait 1’état de cinq jeunes
homosexuels males a Los Angeles souffrant d’immunodéficience sévére
accompagnée d’une rare pneumonie causée par le Pneumocystis carinii

(http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/june 5.htm:).  D’autres rapports ont

rapidement suivi dans la littérature et en ’espace de quelques mois I’épidémie avait

pris racine. Les premiers malades étant exclusivement des homosexuels et le


http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/june_5.htm:

syndrome a été appelé par certains le gay-related immunodeficiency disease (GRID)
(16).

Toutefois, entre 1981 et 1983 il est apparu évident qu’une immunodéficience
similaire touchait d’autres groupes d’individus. Il s’agissait des Haitiens récemment
immigrés, les hémophiles, les transfusés, les toxicomanes, les usagers de drogues...
Ces patients souffraient tous d’une déplétion marquée des lymphocytes T CD4+ dans

le sang périphérique (http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml).

C’est en 1983 que les soupcons vont étre portés sur un agent infectieux viral
présentant une activité enzymatique (transcriptase inverse) ainsi qu’un phénomene de
mort des lymphocytes CD4. L'agent étiologique de ce syndrome qui a été isolé a la
méme date fut denommé VIH-1 (17). Et en 1985, un deuxiéme virus similaire au
VIH-1 mais avec quelques différences géenétiques a été isolé et décrit en 1986 a partir
de Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) et fut denommé VIH-2 (18).

1.2. Origine

Des études d’épidémiologie moléculaire ont démontré une origine simienne des VIH
et ceci a travers plusieurs épisodes de franchissements de la barriere d’espeéce

donnant naissance aux types et groupes de VIH (19).

1.2.1. Origine du VIH-1

Les VIH-1 du groupe M et N proviennent des chimpanzeés vivant au Cameroun plus
particuliérement 1’espéce Pan troglodytes troglodytes alors que I’ancétre du VIH-1
du groupe O est associé a d’autres types a savoir les gorilles avec I’espéce Gorilla
gorilla (20).

Les analyses phylogénétiques laissent suggeérer que les gorilles auraient été infectés a
partir des chimpanzés. Ceci laisse supposer que les VIH-1 proviendraient d’une seule
et unique lignée de SIVcpz/SIVgor mais par I’'intermédiaire d’au moins quatre
transmissions indépendantes des virus de cette lignée, donnant ainsi les 4 groupes M,

N, O et P (21). En effet, les relations phylogénétiques entre SIVcpz, SIVgor et VIH-1


http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml).%20:

indiquent que les chimpanzés représentent le réservoir original des SIVs qui sont

aujourd’hui présents chez les chimpanzgs, les gorilles et chez I’homme (20).

1.2.2. Origine du VIH-2

Une relation phylogénétique, a également été observée entre les SIVsmm du
mangabey enfumé, Cercocebus atys et le VIH-2 d’Afrique de 1’Ouest. Du point de
vue taxonomique, huit groupes de VIH-2 (A a H) ont été décrits, mais seuls les
groupes A et B sont responsables de I’épidémie a VIH-2 et circulent principalement
en Guinée Bissau et au Sénégal pour le groupe A et en Cote d’Ivoire pour le groupe B
(5). Les autres groupes n’infectent que peu d’individus et sont représentés dans des
pays comme le Libéria et la Sierra Léone (22). Une étude menée en 2013 a identifié
une nouvelle souche de VIH-2 (071C-TNPQ3) distincte des groupes existants et qui

serait dénommé 9°™ groupe du VIH-2 (6).



2. BIOLOGIE DU VIH

2.1. Définition et classification des VIH

Les VIH sont des lentivirus appartenant a la famille des Retroviridae ou Rétrovirus
et a la sous-famille des Orthoretrovirinae. Les Retroviridae sont représentés par une
large famille de virus a ARN caractérisée par la présence d’une enzyme
structurale appelée la transcriptase inverse (TI) et par leur mode de réplication. Ils
passent par une étape de rétrotranscription de leur matériel génétique constitué de
deux molécules d’ARN identiques en ADN grace a cette enzyme. Il s’en suit une
intégration de I’ADN néoformé dans le génome de la cellule héte ou la réplication se
fera en méme temps avec cette derniere (23).

Selon la derniére classification remontant en 2003, la famille des Rétrovirus est
subdivisées en sept genres regroupés en deux sous familles; celle des
Spumaretrovirinae composée du seul genre Spumavirus et celle des Orthoretrovirinae
subdivisée en 6 genres: Alpharetrovirus, Bétaretrovirus, Gammaretrovirus,

Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus et les Lentivirus (24).

2.2. Morphologie et structure du VIH-1

Au microscope ¢électronique, le VIH mature se présente sous la forme d’une particule

sphérigue enveloppée de 80-120 nm de diameétre (25) (figure 1). Il comprend de

I’extérieur vers I’intérieur :

e une enveloppe virale constituée d’une bicouche lipidique qui provient de la
membrane plasmique de la cellule héte, acquise par le virus lors de sa sortie par
bourgeonnement. Cette membrane porte deux types de glycoprotéines, la gp120
et la gp41. La glycoprotéine 120 (gp120) est une partie importante de I'enveloppe
qui orne la surface du virus et une des principales cibles des anticorps
neutralisants. La gpl120 est attachée de facon non covalente a la gp41 qui elle,
traverse la bicouche lipidique et est appelée glycoprotéine transmembranaire

gp4l.



Les protéines d'enveloppe gp120 et gp41l jouent un rdle crucial de récepteur dans
la liaison et la fusion membranaire du virus avec les lymphocytes CD4 (26),
une matrice située sous la bicouche lipidique, elle est constituée par la P17
codee par le gene gag. Elle est liée a la surface interne de l'enveloppe par
I'intermédiaire d'un acide myristique et stabilise la structure du virus. Dans la
matrice se trouve aussi d’autres protéines accessoires que sont Nef, Vif, Vpr,
Rev, Tat et Vpu. La matrice sépare ainsi physiquement 1’enveloppe de la capside
virale (27),
une capside de symétrie conique, localisée au centre de la particule du virus
protégeant I’ARN viral, elle est constituée par la protéine P24 codée par le géne
gag. A I'intérieur de cette capside se trouvent (28) :
une nucléocapside (NC) ou core constituee principalement par la protéine
basique P7, enveloppant le génome pour former un complexe
ribonucléoprotéique. Le rble de la NC dans les étapes précoces de la réplication
rétrovirale semble é&tre celui d'un facilitateur pour l'intégration et la

transcription inverse. .

— Le génome constitué¢ de deux copies identiques d’ARN simple brin, linéaire, de

polarité positive et d’environ 9,2 Kb.

— Trois enzymes virales a savoir, la transcriptase inverse (TI), ’intégrase (IN) et
la protéase (PR).

— La protéine p6, nécessaire au passage du génome viral dans le noyau de la
cellule infectée. Elle joue un role dans I’incorporation du Viral Protein R
(VPR) lors de I’assemblage de particules virales et module les interactions
membranaires du géne gag du VIH. Il régule I'étape finale de la libération des

virions naissants de la membrane cellulaire par une action tardive (29).



TMgp41 (transmembranaire)
SUgp120 (surface)

ARN viral PR (protéase)

IN (intégrase)

(p7-p9 . Vif.Vpr, Nef)

MA (matrice, p17)

AT
(transcriptase inverse) CA (capside, p24)

Figure 1 : Structure du VIH-1 (30)

2.3. Organisation génomique du VIH-1

Le génome viral est constitué de deux copies d'’ARN simple brin identiques de 9200
nucléotides. Ce génome contient trois génes principaux ou genes de structure que
sont gag, pol, env, (figure 2) (31) qui ménent ensuite a la formation de diverses autres
protéines. A coté des genes de structure il contient également deux genes régulateurs
tat et rev et quatre génes accessoires vpu, vpr, vif et nef, impliqués dans des
phénomenes de régulation de 1’expression des protéines virales et la multiplication du
virus (32). Outre ces neufs genes, chague extrémité du génome renferme des
séquences non codantes appelées Long Terminal Repeat (LTR) contenant de

nombreux sites potentiels de liaison avec des protéines cellulaires (33).
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Figure 2 : Organisation du génome du VIH-1 et expression des genes (34)

2.3.1. Les genes de structure

Ces genes de structure qui sont au nombre de trois: gag, pol et env sont

respectivement responsables de la synthése des protéines de structure, des enzymes

virales et des protéines de surfaces.

> Le gene gag (géne des antigénes de groupe)

Le géne gag est le premier cadre de lecture ouvert sur le génome du VIH. Il fait

environ 1500 pb (paires de bases) et code pour|la polyprotéind Pr55°* qui comprend

quatre domaines majeurs : la matrice (MA), la capside (CA), la Nucléocapside (NC)

et la p6 (voir Figure 3). Au cours de la maturation, le clivage de la Pr55° par la

protéase virale (PR), donne de I’extrémité N-terminale vers C-terminale, les protéines

structurales du virion mature : p17MA, p24CA, p7NC, p6 et 2 petits fragments
peptides plgag et p2gag (35).
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» Le géne pol (polymérase)

C’est le gene le plus conservé du génome viral faisant environ 3000pb et il code pour

une poly protéine Gag-Pol. Cette polyprotéine posséde a son extrémité un petit géne

qui code pour une protéase dont le role est de cliver les protéines produites par le
gene pol. Apres clivage, cette polyprotéine donne naissance aux trois enzymes
principales du virus que sont : la protéase (PR), la transcriptase inverse (TI) et

I’intégrase (IN).

= | a protéase virale (PR) : enzyme de clivage jouant un role indispensable dans le
cycle de réplication. Elle assure le clivage et la maturation des précurseurs Gag et
Gag-Pol pour produire des proteines matures et fonctionnelles (36).

= La transcriptase inverse (Tl) est une enzyme ADN polymérase ARN
dépendante assurant la rétrotranscription de ’ARN viral simple brin en ADN
proviral double brin capable de s’intégrer dans le génome cellulaire. Lors du cycle
de réplication, elle fait intervenir de nombreuses erreurs de copies, du fait de
I’absence d’une fonction correctrice, ce qui la rend responsable de la grande
diversité génétique du VIH et I’apparition des mutations de résistance. La TI se
présente sous forme d’hétérodimere constitué de 2 sous unités, la P66 et la P51
(37).

» L’intégrase (IN), est un enzyme d’une importance capitale dans la réplication
virale, assurant ainsi l’intégration de I’ADN viral néoformé dans le génome
cellulaire (38).
> Le gene env. (enveloppe)

C’est le géne le plus variable avec une longueur d’environ 2500pb. Il code pour les

glycoprotéines d’enveloppe, gp120SU et gp41TM qui sont responsables de la fixation

du virus sur le récepteur cellulaire et son entrée dans la cellule hote. Il est caractérisé
par un polymorphisme important qui permet au virus d’échapper au systeme
immunitaire (39). Les glycoprotéines Env sont initialement synthétisées sous forme
d’un précurseur polyprotéique, la gp160 qui sera modifiée par glycosylation avant

d’étre clivée par une protéase cellulaire en 2 protéines (gp120 et gp41).
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> La glycoprotéine de surface Gp120

La glycoprotéine de surface gp120 (SU) est composée d’environ 480 acides aminés.
Elle est organisée en cing régions constantes (C1-C5) dont les séquences sont
semblables quelle que soit la souche virale et cing régions variables (V1-V5)
appelées boucles variables, qui montrent une grande variabilité inter-souches (40). La
gpl120 se lie aux cellules hotes via les récepteurs membranaires CD4 et CXCR4 ou
CCRS5 et joue un role indispensable dans la pénétration du virus. Ces interactions
conduisent a des changements de structure de la gp41 (41).

> La glycoprotéine transmembranaire (TM) Gp4l

La glycoprotéine gp41 TM est composée d’environ 345 acides aminés. Elle comporte
un domaine de fusion (FD) constitué d’une région hydrophobe du coté N-terminal,
deux domaines en heélice « Heptad Repeats » (HR1 et HR2), un domaine
transmembranaire et une queue cytoplasmique. Ainsi la gp120 permet a la gp4l de
s’ancrer, grace a son domaine de fusion dans la membrane de la cellule cible. Cette
¢tape est suivie par I’interaction entre les domaines HR1 et HR2, dans leur forme
trimérique, permettant le rapprochement puis la fusion des membranes (virale et
cellulaires) (42).

2.3.2. Les génes de régulation
> Le géne tat (trans-activator of transcription)

Sa fonction essentielle est d’activer la transcription des ARNm viraux. Il code pour la
protéine Tat (trans-activator of transcription) qui agit en activant la réplication virale
au niveau d’une séquence cible appelée TAR (TransActing Region) située dans le
LTR (43). La protéine Tat est responsable de I’infectiosité des cellules dites
réservoirs et constitue un facteur d’échec au traitement antirétroviral (44). Elle aurait
également une activité, tres largement controversée, de régulation sur la transcription
inverse de I’ARN en ADNc (45).
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> Le gene rev (regulator of expression virus)
C’est le second facteur de régulation nécessaire a 1’expression et a la maturation
virale. Il code pour la phosphoprotéine de 19 kd, pp20Rev qui s’accumule dans le
nucléole de la cellule héte. Il intervient dans la régulation post-transcriptionnelle des
genes de structure en assurant la stabilisation et le transport des transcrits primaires
ou mono-épissées du noyau au cytoplasme (46).
A c6té de cette activité régulatrice de 1’expression de génes, la Protéine Rev pourrait

intervenir dans 1’intégration de I’ADN proviral en controlant I’activité de ’'intégrase

(47).
2.3.3. Les genes accessoires

Ces genes accessoires jouent un réle important dans les interactions virus-hote et ont
un fort impact sur les conséquences de ’infection a VIH. Par conséquent, la présence
ou I’absence des protéines de ces genes accessoires peut considérablement modifier

le cours et la gravité de I’infection virale (48).

> Le gene vif (virion infectivity factor)

Il code pour une protéine basique de 23kd qui intervient dans I’infectiosité des
particules virales (49). La protéine Vif est requise pendant la multiplication des
cellules exprimant un facteur antiviral dénommé APOBEC3G ou il s’oppose a son
encapsidation. APOBEC3G est une cytidine désaminase qui, en entrainant la
désamination des desoxycitidine, va induire la formation d’ADN contenant un codon
stop et qui va étre éliminé par la machinerie cellulaire (50). Cependant, le virus a mis
en place une stratégie pour supprimer 1’action antivirale de ’APOBEC3G. La
protéine Vif, en se liant directement a APOBEC3G, favorise sa dégradation par le
recrutement d’une ligase spécifique appelée E3 (51). Vif joue eégalement un role dans
la stabilisation du complexe nucléoprotéique par une liaison directe avec la région 5’
du génome et régule la transcription inverse en favorisant entre autre la liaison de
I’ ARNt™* avec I’enzyme (52).
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> Le gene vpr (viral protein R)
Il code pour une protéine de 14 kd qui contribue a la pathogenese du VIH-1 a travers
la transactivation des LTR et le transport du complexe de pré intégration dans le
noyau. Intervenant dans la transcription inverse, elle influence la fidélité de I’enzyme
dont le taux d’erreur est réduit d’environ 4 fois grace a son interaction avec 1’uracil

DNA glycosylase (UNG) (53).

Les molécules de Vpr sont cytotoxiques. Elles induisent I’arrét du cycle cellulaire et

capables d’induire I’apoptose par action directe sur les mitochondries (54).

> Le gene vpu (viral protein U)
Vpu est le plus petit des génes, codé par le VIH. Ce géne vpu est retrouvé dans le
genome du VIH-1 et du SIVcrz et non dans le génome du VIH-2 ou il est remplace
par le géne vpx (55). Il interagit avec la molécule CD4 au niveau du réticulum
endoplasmique rugueux (RER), entrainant sa dégradation par la voie du protéasome.
Le géne vpu joue un rble de facilitateur pour la libération des virions a partir des
cellules infectées. Cependant, la libération du virus est spécifique de certaines
cellules, ce qui suggere que certaines cellules peuvent exprimer un facteur de
restriction qui empéche la libération du virus en I'absence de vpu (56).
> Le gene nef (negative expression factor)

I code pour une proteine tres conservee de 24-32kd, et contribue a la pathogenese du
VIH a travers de multiples effets biologiques favorisant la réplication virale et
I’infectivité (57). Le gene nef favorise I’infection virale par activation des
lymphocytes T CD4 qui deviennent ainsi plus sensibles a I’infection (58). Il inhibe
également I'expression des molécules responsables du pouvoir cytotoxique sur le VIH

a la surface des cellules cytotoxiques ou naturel Killer (NK) (59).
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2.3.4. Les LTR (pour long terminal repeat)

Ce sont des séquences d’ADN non-codantes composees de trois régions : U5, R, et
U3. Les LTRs sont présents a ’extrémité du génome viral de tous les rétrovirus et
sont impliqués dans I’initiation de la rétrotranscription et I’intégration du génome

viral dans le génome de la cellule héte (60).

2.4. Tropisme du VIH

Les cellules sensibles a I’infection par le VIH sont principalement celles qui
expriment a leur surface le récepteur CD4+ et 1’'un des co-récepteurs CCR5 ou
CXCR4 (61). Toute modification dans les préférences des corécepteurs, ainsi que
I'efficacité et le mécanisme d'interaction entre le VIH-1 et le CCR5 et/ou le CXCR4 a
une influence significative sur le tropisme viral, la progression de la maladie et la
réponse aux antagonistes du corécepteur (62).

La découverte du VIH-1 fut rapidement suivie par la caractérisation de son principal
récepteur cellulaire, le CD4. Celui-ci contient un site de liaison avec chacun des
monomeres de gpl20. Ce récepteur s’exprime fortement sur les thymocytes et les
lymphocytes T CD4+ matures, et plus faiblement sur les monocytes, les
macrophages, les cellules dendritiques, les cellules neuronales et les cellules gliales
(63). Il agit aussi comme ligand pour le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de
classe Il (CMH 1I). Le CCR5 ou R5 et le CXCR4 ou R4, deux co-récepteurs de
chimiokines, sont apparus, au milieu des années 90, comme des éléments clés du
processus d’entrée virale. Il s’est avéré que ces co-récepteurs coopérent avec le CD4
lors du processus de fusion. Bien que d’autres récepteurs de chimiokines aient
également decrits, le CXCR4 et le CCRS5 sont les plus utilisés. L’emploi préférentiel
de I’un ou de I’autre des co-récepteurs détermine le tropisme des souches virales (X4,
R5, X4R5). Les souches R5 infectent uniqguement des cellules exprimant le CCR5 a
leur surface, que sont les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules T
CD4+ activées) tandis que les souches X4 ciblent et infectent exclusivement les

cellules exprimant le CXCR4 (cellules T CD4+ naives) (64). Une troisieme
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population virale désignée R5X4 ou double tropisme, est capable d’infecter a la fois

les cellules exprimant soit le co-récepteur CCR5 soit le co-récepeteur CXCR4 (65).

2.5. Cycle reéplicatif du VIH

Entre le moment de sa fixation sur la surface de la cellule cible et de son intégration
dans le noyau cellulaire, le VIH est capable de détourner le fonctionnement de la
cellule hote pour se répliquer et assurer sa survie (66). Les étapes de la réplication du

VIH sont illustrées a la figue 3.
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Figure 3 : Cycle de réplication du VIH-1 (26)

Le cycle de réplication est composé de plusieurs étapes pouvant étre divisees en 2

phases : la phase précoce et la phase tardive.
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2.5.1. La phase précoce

Elle commence depuis 1’attachement du virus sur son récepteur spécifique jusqu’a

I’intégration de I’ADN viral dans le genome cellulaire (26).

» La fixation ou attachement & une cellule

L’étape initiale du cycle de réplication du VIH-1 est 1’attachement d’un virion a la
surface d’une cellule cible (figure 4). Cette étape repose sur la reconnaissance entre
les protéines de la surface virale (gp120) et les récepteurs CD4 de la cellule cible
avec l’intervention de co-récepteurs dont les principaux sont CXCR4 et CCR5 La
liaison du gp120 au récepteur CD4 et aux co-récepteurs entraine des changements de
conformation permettant au peptide de fusion de la gp4l de s’insérer dans la

membrane de la cellule cible en formant un état de transition.
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Figure 4 : Différentes phases de I’entrée du virus dans la cellule hote (67).

> La fusion, la pénétration et la décapsidation
C'est la seconde étape de l'infection, qui intervient juste aprés 1’union de la gp120
avec son co-récepteur, déclenchant de nouveaux changements de conformation dans
le complexe protéique de 1’enveloppe. Ces changements de conformation séquentiels
meénent a terme la dissociation de la gp120 et la gp41. Ainsi I’insertion du peptide de
fusion de la gp4l dans la membrane cellulaire entraine la fusion des membranes
(cellulaire et virale). La capside du VIH pénetre alors dans le cytoplasme de la cellule

ou elle se désagrege, libérant les deux brins d’/ARN et les enzymes qu’elle contient.
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La protéine gpl120 est responsable de I'attachement et la gp41 de la fusion puis de la
pénétration au sein de la cellule (68).
» La transcription inverse

Cette étape est spécifique aux rétrovirus, convertissant leur ARN en ADN par
transcription inverse sous I’effet d’une enzyme appelée transcriptase inverse (TI).
Celle-ci parcourt I'ARN viral et le transcrit en une premiére molécule d’/ADN simple
brin (-). Pendant cette synthese, I'ARN matrice est dégradé par une activité dite
"RNAse H" portée par la TI. La dégradation de I’ARN est totale sauf pour deux
courtes séquences riches en purines appelées sequences Poly Purine Tracts (PPT).
Ces deux courtes séquences vont servir d'amorces a la T1 pour la synthése du second
brin d'ADN, le brin (+), en utilisant I'ADN brin (-) comme matrice. L'ADN final est

une molécule bi-caténaire, appelée ADN a double brin (figure 5) (69).

ARN viral
SP| R |Us U; | R | 3'0H

ﬂ Reverse transcrip tase
SP (Uz | R | Us U; | R |Us | 3'0OH

ADN viralmonohrin

ﬂ ADN polymérase

SP|Uz| B | Us ;| B |Us | 3°0OH
LTR ADN viral 4 deuxhrins LTR
@ Georges Dolisi

Transcription de ’ARN viral en ADN 4 1 puis a 2 brins

Figure 5 : Schéma de la transcription inverse de I’ARN viral

(http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida_infection.htm)

» L'intégration de I’ADN viral
L'ADN double brin obtenu apres la transcription inverse, s’integre dans le noyau

cellulaire sous forme de complexe de pré-intégration (figure 6). Ce complexe possede
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la capacité d'interagir avec des éléments de la membrane nucléaire pour la traverser et

accéder a la chromatine cellulaire (70). Le virus est alors sous sa forme de provirus.
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Figure 6 : Intégration de I’ADN virale dans le noyau cellulaire
(HTTP://GEORGES.DOLISI.FREE.FR/PHYSIOPATHOLOGIE/SIDA INFECTION.HTM)

2.5.2. La phase tardive

La phase tardive du cycle de la multiplication du VIH-1 correspond a la transcription,
la maturation 1’assemblage, le bourgeonnement, et a la libération de virus infectieux

dans le milieu extracellulaire.
> La transcription de ’ADN viral en ARNm (messager)

Les deux brins d'ADN de la cellule s'écartent localement sous l'effet de I’ARN
polymérase. Des bases azotées libres du noyau viennent prendre la complémentarité
de la séquence et se polymérisent en une chaine monobrin de type ARNm (Figure 7)
(71).
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Figure 7 : Schéma de la transcription de I'ADN viral
(HTTP://GEORGES.DOLISI.FREE.FR/PHYSIOPATHOLOGIE/SIDA INFECTION.HTM)

» La traduction de L’ARN
Une fois sorti du noyau par I'un des pores nucléaires, I'ARNm est lu par les ribosomes
du réticulum endoplasmique rugueux (RER). A chaque codon (groupe de trois
nucléotides) de I’ARNm, le ribosome attribue un acide aminé. Les différents acides
aminés se polymérisent au fur et a mesure de la lecture. Un codon initiateur Adénine-
Uracile-Guanine (AUG) fera débuter la synthése des polyprotéines qui doivent subir

une maturation dans 'appareil de Golgi avant d’étre opérationnels (72) (figure 8).

20


http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida_infection.htm

B SGeorges Dolisi

Carbop Lasine
Folsgw otéines =
R éticulium
ernndoplaanicuaes
rEasIx

RFitbhosom es
— 3 olgi
q:;‘___i-'-"d— Folypeptides

Ty N AFHm
///? Noyau

Traduction de 1" AR TNm wiral en polvprotéines

Figure 8 : Schéma de la traduction de 'ARNmM

(HTTP://GEORGES.DOLISI.FREE.FR/PHYSIOPATHOLOGIE/SIDA INFECTION.HTM)

» La maturation ’assemblage et le bourgeonnement

L’¢étape de la maturation consiste a des épisodes de coupure des différentes
polyprotéines de structure (matrice, capside et nucléocapside) en protéines matures.
A la sortie du Golgi, ces proteines se lient entre elles et rejoignent les glycoprotéeines
virales membranaires puis les ARN viraux les rejoignent a leur tour pour former un
nouveau virion qui seront par la suite libérés a travers la membrane cellulaire par

bourgeonnement (73).
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3. VARIABILITE GENETIQUE ET EPIDEMIOLOGIE
MOLECULAIRE DU VIH

3.1. Variabilité génétique
Une des caractéristiques majeures du VIH est sa grande variabilité génétique. Celle-ci
est liée a un taux de réplication virale élevé, a une absence de fonction correctrice de
la T1, combiné a la survenue fréquente de mutations aléatoires et de recombinaisons
génetiques (74). C’est au cours de la rétrotranscription du génome viral que la
diversité génétique s’exprime le plus. L’environnement cellulaire a un effet majeur
sur la rétrotranscription. Lors de cette phase, le taux de recombinaisons et les
mutations sont déterminés par la présence ou non de protéines cellulaires et virales
spécifiques et par I’abondance des substrats cellulaires (75).
Trois facteurs peuvent rendre compte de I'évolution de n'importe quelle partie d'un
génome (viral ou cellulaire) et d’€tre a 1’origine de cette variabilité génétique : le taux
de mutations spontanées, le nombre de générations produites par unité de temps et
enfin les pressions de sélection positives et négatives.

» Mutations aléatoires fréquentes
Le VIH se réplique a une vitesse tres élevée en présence de la Transcriptase Inverse
(TI) caractérisée par une faible fidéelité, ce qui se traduit par un taux de mutations tres
important. Dépourvue de systéme de correction des erreurs de copie survenant au
cours de la synthése de I’ADNc, la TI La transcriptase inverse serait donc le principal
facteur genérateur de variabilite du génome viral (76).
La vitesse de réplication du génome est un facteur amplificateur de la survenue de ces
mutations. En effet, ce sont environ 10 000 virions qui sont produits par jour par
chaque virion infectant une cellule. Ainsi, suite a I’infection d’un individu, des
essaims de nouveaux virus contenant des séquences génomiques différentes
coexistent et sont continuellement produits a 'intérieur d’un méme individu. Chez

cet individu infecté, les variants peuvent diverger d’environ 1 a 5%. Cette variabilité
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du génome viral touche tous les génes, mais différe d’un géne a un autre. C’est ainsi
que le géne env est le plus variable et le gene pol le plus conservé (39).

> Les recombinaisons génétiques
Les recombinaisons génétiques s’effectue lors de la réplication d’un virus et peut se
faire entre des virus d’espéces différentes (recombinaison hétérologue) ou de méme
espece (recombinaison homologue) (77).
Quand une cellule est infectée par 2 ou plusieurs virus génétiquement distincts, une
recombinaison peut se produire pendant la rétrotranscription, lors des phénomenes de
sauts de brins effectués par la TI. Le nouveau virus ainsi produit est un virus
mosaique constitué de séquences provenant de plusieurs génomes. Cette
recombinaison peut étre des virus d’un méme sous-type (recombinaison intra sous-
type) (78), ou des virus de sous-types différents (recombinaison inter sous-types)
(79). L'existence de virus recombinants est la preuve systématique d’une double
infection.

> Les pressions de sélection
Les pressions de sélection sont de deux types : négative et positive. Les pressions de
sélection négatives sont responsables de mutations synonymes ou silencieuses. Ce
type de mutation est le plus souvent rencontré sur les génes sensibles de la particule
virale tel que les genes pol et gag qui codent respectivement pour les enzymes virales
et les protéines de structure (80).
Par opposition, les pressions de sélection positives sont responsables de mutations
non-synonymes. Ces mutations touchent de fagon tres marquée le géne env codant les
protéines d’enveloppe, et plus particuliérement, la boucle V3, partie la plus variable
de la gp120 (81).

3.2. Epidémiologie moléculaire du VIH

La diversité génétique constitue la base de la classification du virus. C’est ainsi que

les deux types de VIH actuellement connus sont classés en groupes, sous-types, sous-
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sous-types et enfin formes recombinantes uniques (URF) ou formes recombinants
circulantes (CRF) (19) (tableau I).

Tableau I : Origine et épidémiologies moléculaires des VIH-1 et VIH-2 (82)

Groupes Origine  Isolats Epidémiologie Variants
(%)
VIH-1
M SIVcepz 98,2% Tous les continents Responsables de la pandémie

Répartis en sous-types A-D, F-H, J et K
Sous-sous-types A1-A5, F1-F2
58 CRF et nombreux URF

N SIVcpz 0,4% Afrique de I’Ouest Résistants naturellement aux inhibiteurs

et du Centre non nucléosidiques de la transcriptase
inverse
@) SIvVgor <0,001%  Cameroun uniquement  Confinées au Cameroun
P SIVgor 2 variants  Inconnue Décrits chez 2 malades Camerounais
VIH-2

A-H 1,4% Principalement Résistants naturellement aux inhibiteurs
en Afrique de I’Ouest non nucléosidiques de la transcriptase
et du Centre inverse

Un 9°™ groupe est décrit en 2013

Le VIH-1 est ainsi divisé en 4 groupes (M, N, O et P) dérivant chacun d’une
introduction distincte d’un SIVcpz/SIVgor dans la population humaine (21) voir
tableau 1. Il en est de méme pour le VIH-2, dont I'ancétre est le SIVsmm. Le VIH-2
proviendrait ainsi de transmissions indépendantes des virus de la lignée SIVsmm qui
ont donné naissance au 9 groupes du VIH-2 (5, 6) voir tableau 1.

Le VIH-1 groupe O (Outlier) est le plus divergent et aurait pour origine des SIV
infectant les gorilles (SIVVgor) (3). L’épidemie a VIH-1 du groupe O est restreinte a la
partie ouest de 1’ Afrique centrale notamment au Cameroun (83) et au Gabon (84).

Le groupe N a été identifié en 1998 et il aurait pour origine une lignée de SIVcpz
retrouvee chez les chimpanzés Pan troglodytes troglodytes de la partie centrale du
Sud du Cameroun (85). En 2011, un cas de VIH groupe N fut diagnostiqué en
France, chez un patient qui avait séjourné au Togo, ce qui suggere que les virus du

groupe-N sont actuellement en circulation en dehors du Cameroun (86).
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Le groupe P, décrit pour la premiere fois en 2009, chez une femme d’origine
camerounaise (87) serait proche du SIVgor sans évidence de recombinaison avec les
autres groupes du VIH-1. A ce jour, 2 cas ont été identifiés confirmant la circulation
de ce variant qui pourrait exister a 1’état latent au Cameroun (88).

Le VIH-1 groupe M est le seul responsable de la pandémie actuelle et représente plus
de 98.2% des cas d’infection. Il compte 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K) et
plus de 58 formes recombinantes (89). Ce groupe aurait pour origine les SIVcpzPtt
des chimpanzés Pan troglodytes troglodytes du sud-est du Cameroun (85). Il a atteint
ensuite la Républiqgue Démocratique du Congo avant de se propage dans le reste du
monde (90).
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4. TRANSMISSION ET PHYSIOPATHOLOGIE DE
L’INFECTION A L’INFECTION A VIH

4.1. Modes de transmission du VIH
Le VIH est transmissible d’une personne infectée a une autre par exposition directe a
des liquides organiques contaminés. On retrouve ce virus dans le sang, le sperme, les

secrétions vaginales et aussi dans le lait maternel http: // www. who. int/ mediacentre/

factsheets/ fs360/fr/. Le virus peut aussi se retrouver dans la sueur et la salive mais,

en faible quantité et le risque de transmission par ces liquides est considéré comme
nul. De facon générale, il existe deux principales modes de transmission que sont : la

transmission horizontale et la transmission verticale (http: //  www.futura-

sciences.com/magazines/sante/infos/dossiers/d/medecine-sida-vaincre-vih-
1696/paqge/5/).

4.1.1. Latransmission horizontale

Les modes de transmission horizontale sont principalement de deux types: la

transmission par voie sexuelle et la transmission par voie sanguine.

4.1.1.1. Latransmission par voie sexuelle

A l'échelon mondial, 70 a 80% des cas de SIDA sont imputables a ce type de
transmission. Celui-ci inclut les relations sexuelles orales, vaginales et anales entre
partenaires homosexuels et bisexuels masculins ou hétérosexuels.

Cette transmission sexuelle du VIH requiert le passage du virus a travers les
mugqueuses (anorectale, cervico-vaginale, du prépuce ou de I’urétre) qui présente une
certaine perméabilité vis-a-vis du VIH. Le risque d’acquisition de la maladie est
accru si les épithéliums muqueux sont endommagés, particulierement par d’autres
maladies sexuellement transmissibles causant de I’inflammation et/ou des ulcérations
(92).
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4.1.1.2. Latransmission par voie sanguine

La transmission par voie sanguine concerne principalement trois groupes de
population : les usagers de drogues par voie intraveineuse, les hémophiles et les
transfusés, et plus rarement les professionnels de santé en milieu de soins et

laboratoires, victimes d'accident d'exposition au sang.

4.1.2. Latransmission verticale

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

survient en intra-partum, au moment de l'accouchement (http:// www. unaids. org/

sites/ default/ files/ media asset/ prevention fr 0.pdf).

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

chapitre physiopathologie.

4.2. Physiopathologie de ’infection a VIH

L’infection a VIH se manifeste principalement en trois phases : la phase de primo-

infection, la phase asymptomatique et la phase chronique (voir figure 9).

27



Quantité dans le sang (en unités arbitraires)

Lymphocytes T

Anticorps anti-VIH

e L T T ey g SSRGS Ny,

4

]
L)
v,<‘
3as8
semaines

, Virus VIH

Jusqu’a 12 ans

SN SO o8

Temps
2 a4 ans

P
]
1
]
'
!
1
1

]

Primo-infection
Fievre, gonflement

des ganglions

Phase asymptomatique
Premiéres maladies

oppatunistes bénignes.

-
:

A
\J

Sida déclaré
Maladies opportunistes :
infections graves, cancer.

1

Figure 9 : Différentes phases de I’évolution d’une infection par le VIH
(http://www.cegidd.fr/VIH-SIDA.htm) consulté 17 janvier 2016

4.2.1. Laprimo-infection

Treés vite aprés I’infection, le VIH se multiplie silencieusement dans l'organisme,
atteint les nodules lymphatiques et stimule la réponse immunitaire (cellulaire et
humorale). De plus en plus de cellules sont infectées et le virus est produit en trés
grande quantité (10°-10%copies d’ARN par ml) accompagné d’une forte chute de
globules blancs (leucopénie) en particulier les lymphocytes T CD4+ (92).

Pendant cette période silencieuse, survient une virémie plasmatique et parfois des
manifestations cliniques (fievre, éruptions cutanées, céphalées, asthénie) précédent la
séroconversion, c'est-a-dire I'apparition des anticorps (Ac), élaborés par le systéeme
immunitaire. Cette phase, caractérisée par une virémie massive, correspond au stade
sexuelle  (http://social-
sante.gouv.fr/IMG/pdf/10_Primo_infection_par_le_VIH.pdf).

majeur des risques de transmission  surtout
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4.2.2. Laphase asymptomatique

Elle suit la phase silencieuse et correspond a la période de latence clinique pouvant
durer plusieurs annees. Durant cette phase, le virus subit de nombreuses mutations et
échappe au systéme immunitaire en continuant a se repliquer dans les organes
lymphoides. On assiste a un déclin progressif et permanant du nombre et de la
fonction des cellules T CD4+ (2 10%cellules/jour). Ce déclin peut étre ddi & plusieurs
facteurs : un effet cytopathique direct du virus, tel que la rupture de la membrane
cellulaire lors de la libération des nouveaux virions et la formation de syncicia. Cette
phase est caractérisée par la survenue de nombreuses maladies opportunistes
(candidose, varicelle) (http://www.arcat-sante. org/ a/ publi/ infectionVVIH/ 5infection.
html).

4.2.3. La phase chronique

C’est la phase agressive du VIH qui correspond a I’installation de la maladie (SIDA).
La perte en nombre et en fonction des cellules T CD4+ entraine une trés forte
diminution de la production de certaines cytokines telles que I’IL-2 et par conséquent,
une baisse de 1’activité anti-VIH des cellules CD8+. Un nombre faible de lymphocyte
T CD4 (< 200 cellulessmm®) enclenche une infection des monocytes, les cellules
dendritiques les cellules T CD8+, ce qui augmente davantage la charge virale. A ce
stade, le systeme immunitaire devient déficient et les personnes infectées developpent
des infections opportunistes ou des tumeurs (Lymphome non-Hodgkinien ou
Sarcome de Kaposi) (93).
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5. PRISE EN CHARGE DE L’INFECTION A VIH

5.1. Diagnostic biologique du VIH

5.1.1. Le prélevement
Plusieurs matrices de prélevement peuvent étre réalisées pour le diagnostic de

I’infection a VIH.

5.1.1.2. Le prelevement sanguin sur tube

Les tests de diagnostic de I’infection par le VIH s’effectuent classiquement sur un
prélevement de sang veineux effectué au pli du coude chez les adultes. Mais cette
technique de prélévement fait suite a de nombreuses contraintes (risque d’hémolyse,
rupture de la chaine de froid...) pour la prise en charge des PvVIH en milieu
décentralisé. Pour pallier ces contraintes, des techniques de prélévements alternatifs

ont été développées.
5.1.1.2. Le prélevement sanguin sur papier buvard

Le prélevement sur papier buvard nécessite du matériel adapté et des conditions
particuliéres. Les sites de prélévement dépendent de 1’age et les tests a effectués
(94).

- Chez les enfants de 18 mois et moins les sites sont : le gros orteil, le talon et le bout
des doigts.

- Chez I'adulte le prélévement se fait sur le bout des doigts

- Dans le cadre de certaines analyses comme la détermination de la charge virale du
VIH le prélévement se fait d’abord sur tubes EDTA puis transféré sur papier buvard

a I’aide d’une pipette.
5.1.1.3. Le prélevement des autres liquides biologiques

Dans le diagnostic biologique de ’infection par le VIH, outre le sang et ses dérivés
(plasma et sérum) d’autres fluides corporels sont utilis€és comme prélévements

alternatifs.
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> La salive: il a été démontré ’existence d’anticorps anti-VIH au niveau de la
salive de sujets infectés par le virus (95). Le grand défi a l'utilisation de ce fluide
était son niveau d'lgG tres bas en comparaison avec le sérum ou le plasma.

» L’urine : Méme s’il a été démontré la présence d’anticorps anti-VIH dans ce
fluide biologique, les faibles performances des tests urinaires, ont trés tot limité

son utilisation pour le diagnostic de I’infection (96).

5.1.2. Les outils de diagnostic du VIH
Deux types de techniques sont utilisés : les techniques indirectes permettent la
détection des anticorps et les techniques directes permettent la mise en évidence des

virus.

5.1.2.1. Le diagnostic indirect

On distingue deux types de tests : les tests de dépistage et les tests de confirmation

> Les tests de dépistage

Ils sont basés sur la détection des anticorps anti-VIH (réaction Antigéne/Anticorps).
Ces tests sont effectués de facon systématique au cours des dons de sang depuis 1985
ou volontairement. On en distingue deux : les tests ELISA et les tests rapides.

Les tests ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) sont les tests utilises
comme référence pour le diagnostic de I’'infection a VIH (97). Il existe plusieurs
types d’ELISA dont, ELISA sandwich et ELISA combiné qui sont les plus utilisés.
Le principe repose sur une réaction immuno-enzymatique consistant a la recherche
d’anticorps anti-VIH du sujet a tester. Il s’agit de mettre en contact le sérum et les
antigenes viraux spécifiques du VIH, fixés sur un support solide.

En dehors des tests d’ELISA, les tests rapides permettent aussi le dépistage de
I’infection a VIH et sont réalisés généralement en moins de 30 min d’ou leur
appellation (tests rapides). Leurs antigenes utilisés sont de méme nature que ceux

utilises pour les tests ELISA et détectent les mémes types d'anticorps.
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> Les tests de confirmation

Ce sont des tests utilisés en cas d’incertitude ou de positivité des tests d’ELISA ou
des tests rapides. Le plus utilisé est le Western Blot (WB), c’est la technique de

référence, et ayant 1’avantage d’étre sensible a toutes les protéines constitutives du
virus, ce qui implique, une plus grande spécificité. 1l consiste en la recherche des
anticorps spécifiques dirigés contre les différentes protéines virales codées par les
génes de structure. Dans la plupart des cas, ce test confirme ’ELISA et met en

évidence la réactivité de la plupart des protéines virales.
5.1.2.2. Le diagnostic direct

Réservé a des laboratoires spécialisés et situations particulieres comme : la suspicion
de primo-infection ou variants particuliers, le diagnostic du nouveau-né ou de primo-
infection et des résultats de Western Blot indéterminé. Ce diagnostic peut se faire
selon différents procédés

> La mise en évidence du virus par isolement
C’est une technique nécessitant un laboratoire de haute sécurité pour protéger le
biologiste et les manipulations sur les risques de contamination.
Il s’agit d’une technique réalisée in vitro par co-culture des lymphocytes du sujet
suspect d’infection avec des lymphocytes provenant d’un donneur s€ronégatif (sain).
Le test est positif lorsqu’on obtient dans le milieu de croissance des hauts niveaux de
transcriptase inverse virale ou de protéine p24 aprés au moins deux tests consécutifs
(98).

> La mise en évidence du genome viral
Elle repose sur la détection des acides nucléiques viraux pouvant étre quantitative ou
qualitative. La détermination se fait par des techniques d’amplification génique.
La mise en évidence de I’ADN proviral du VIH repose sur 1’utilisation de la réaction
de polymérisation en chaine (PCR). (http://www.sante.dz/imsida2014/guidenational.pdf
2013).
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» La mise en évidence de la protéine p24 : Antigénémie p24

La recherche de I’antigéne p24 est une technique de diagnostic qui n’est détectable
qu’aux 2 extrémités de D’infection: a la phase précoce c’est-a-dire avant la
séroconversion et a la phase évolutive c’est-a-dire au stade SIDA. Elle est également

recherchée chez le nouveau-né de mére seropositive (98).

5.2. Traitement de ’infection a VIH

L’infection a VIH a connu une véritable révolution thérapeutique depuis la
prescription des traitements antirétroviraux. Certes, la bataille n’est pas gagneée car le
virus n’est toujours pas éradiqué par ces antirétroviraux mais le pronostic de
I’infection a VIH a changé depuis I’arrivée en 1996 du traitement généralement
utilisé en association.

Les medicaments antirétroviraux permettent de contrecarrer de maniére spécifique les
differentes étapes du cycle de réplication (99). Selon les recommandations de ’OMS,
une association minimale de 3 molécules antirétrovirales, serait efficace pour stopper
la réplication virale (OMS, 2013).

5.2.1. Les molécules antirétrovirales

Ce sont des moléecules qui interviennent au niveau des différentes étapes du cycle de
réplication. Il existe plusieurs classes parmi lesquelles les inhibiteurs d’entrée et de
fusion, les inhibiteurs de I’intégrase, les inhibiteurs de la transcriptase inverse et les

inhibiteurs de la protéase.

5.2.1.1. Les inhibiteurs d’entrée et de fusion

Les inhibiteurs d’entrée et de fusion interviennent dans la phase initiale du cycle de
réplication du VIH en empéchant I’interaction entre la cellule hote (récepteur CD4)
et les molécules d’entrée et de fusion du VIH (gpl120 et gp4l, CCR5 et/ou CXCRA4).
La fixation de ces inhibiteurs a leurs cibles entraine un changement de conformation

qui aura comme conséquence 1’inhibition de I’entrée du génome viral dans la cellule
hote (100).
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5.2.1.2. Les inhibiteurs de I’Intégrase

Ils interviennent de maniére sélective dans le transfert de I’ADN viral par fixation sur
le complexe de pré-intégration. Il en résulte alors un blocage du processus

d’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote (101).
5.2.1.3. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

Les inhibiteurs de la transcriptase inverse sont subdivisés en deux classes ayant toutes
les deux une action inhibitrice sur le processus de rétro transcription de I’ARN viral
en ADN complémentaire. Il s’agit des inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques
de la TI (INTISs) et des inhibiteurs non nucléosidiques de la TI (INNTIs) (102).

> Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la Transcriptase inverse
(INTI)

Ce sont les premieres classes de molécules antirétrovirales a étre développées et
commercialisées comme thérapie antirétrovirale (103). Les INTIs sont des analogues
aux nucléosides naturels, a la seule différence qu’ils leur manquent le groupe
hydroxyle (-OH) en 3’. Ces molécules deviennent actives a la suite d’une
triphosphorylation et agissent en competition avec les nucléosides naturels pour
entrainer un arrét de 1’élongation de la chaine d’ADN (104). Le tenofovir (TDF) est
la seule molécule active et rapide de cette classe car ne nécessite que deux

phosphorylations.

> Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI)

Les INNTI sont des inhibiteurs n’agissant pas par compétition. Ils agissent
directement au niveau d’une poche hydrophobe distincte mais proche du site actif de
I’enzyme au niveau de la sous-unité p66.

Les INNTI sont des composés hautement actifs sur le VIH-1, mais ils restent

inefficaces sur le VIH-2 et le VIH-1 groupe O du fait d’une résistance naturelle (105).
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5.2.1.4. Les Inhibiteurs de la protéase (IP)

L’¢étape finale de la maturation des virions implique une protéase virale qui clive le
précurseur Gag-Pol en des unités fonctionnelles, ce qui fait de cette protease une
cible potentielle pour un traitement.(106). Les IP inhibe le clivage protéolytique en
occupant le site actif de la protéase avec une haute affinité et blogue ainsi I'activité de

I'enzyme. Ceci aboutit a la genese de particules virales non infectieuses (107).

Toute fois le traitement aux antirétroviraux est basé¢ sur un choix défini par I’OMS

associant 3 molécules pour assurer 1’efficacité du traitement.

5.2.2. Le choix thérapeutique (OMS, 2015)

Le traitement ARV administré est basé sur les recommandations de I’OMS. Dans les
pays a ressources limitées comme le Sénégal, un TARV de 1*° intention doit
comporter un INNTI plus deux INTI dont I’un doit étre la Zidovudine (AZT) ou le
Tenofovir. Le tableau 2 ci-dessous présente les schémas de TARV de premiére
intention privilégiés et les autres options conseillées chez 1’adulte, chez la femme

enceinte ou allaitant et chez 1’adolescent.

Tableau Il : Schémas de TARV de premiére intention privilégiés et autres options
conseillées (OMS 2015)

TARYV de premiére intention Schémas de premiére Schémas de premieére intention
intention privilégiés alternatifs
Adultes AZT + 3TC + EFV (or NVP)

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV | TDF + 3TC (ou FTC) + DTG
TDF + 3TC (ou FTC) + EFV
TDF + 3TC (ou FTC) + NVP

Femmes enceintes ou allaitantes AZT + 3TC + EFV (ou NVP)
TDF + 3TC (ou FTC) + EFV | TDF + 3TC (ou FTC) + NVP

Adolescents AZT + 3TC + EFV (or NVP)

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV | TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + DTG
TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + EFV
TDF (or ABC) + 3TC (ou FTC) + NVP
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En cas d’échec de la premicre intention de traitement, ’OMS préconise un
changement de schéma passant de la premiere a la deuxiéme intention qui, en cas
d’échec, la troisieme intention est mise en route (tableau I11). Au Sénegal le schéma

de 3™ intention n’est pas encore disponible ou trés rare

Tableau 111 : Changement de schéma ARV en cas d'échec therapeutique (OMS

2015)
Schéma de 1ére Schéma de 2éme
Population intention intention Schéma de 3éme intention
2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/rou LPV/r
Adultes et DRV/r + DTG (ou RAL) £ 1-2 INTI
adolescents 2 INTI + DRV/r
2 INTI+ DTG 2 INTI+ ATV/rou LPV/r |DRV/r+ 2 INTI = INNTI
Optimisation du schéma thérapeutique
2 INTI + DRV/r a I’aide du profil génotypique
2 INTI + EFV 2 INTI+ ATV/rou LPV/r
Femmes DRV/r+ DTG (ou RAL) £ 1-2 INTI
enceintes/allaitantes 2 NRTI + DRV/r

La prise en charge thérapeutigue des PvVIH doit étre accompagnée par un
monitoring virologique, plus particulierement par une quantification de la charge

virale afin de s’informer sur ’efficacité du traitement.

5.3. Quantification du VIH ou charge virale

5.3.1. Définition

La charge virale du VIH est la quantité de virus (nombre de virus) circulant dans les
liquides corporels notamment le plasma, le sang total, le lait maternel et les sécrétions
vaginales d'une personne infectée par le virus. Plus la charge virale est élevée, plus le
risque de transmission du VIH augmente. La CV permet de suivre I’efficacité d’un
TARYV lorsque celui-ci est initie. Un traitement ARV bien mené doit faire baisser la
charge virale a un niveau « indétectable », ce qui permet de réduire considérablement
le risque de transmission du VIH (OMS 2013).
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Pour le VIH-1 les marqueurs utilisés pour la quantification sont I’ARN viral et
I’ADN proviral. Dans le plasma le marqueur utilisé est 'ARN du fait de la présence
des virus libres tandis que dans le sang total, I'ARN et/ou I'ADN proviral peuvent étre
quantifiés du fait de la présence non seulement du virus libre dans la composante
plasmatiqgue mais aussi du génome viral integré dans les cellules sanguines

(lymphocytes, monocytes) (108).

5.3.2. Les techniques de quantification du VIH-1

L'apparition de techniques d'amplification des acides nucléiques a permis le
développement de plusieurs technologies de plateforme de CV. Actuellement, sur le
marché, plusieurs trousses commerciales utilise le principe d’une amplification en
temps réel ; CobasTagMan® (Roche Molecular Diagnostics), Real Time HIV-1®
(Abbott Diagnostics) ou NASBA (Biomérieux) et Generic HIV Charge virale®
(Biocentric) (109).

= Cobas Amplicor (CAP) cobas TagMan (CTM)® (Roche Molecular
Diagnostics)

Il détecte et quantifie I’ARN des sous types du VIH-1 du groupe M, O et plusieurs
CRFs au niveau du geéne gag et de la région LTR. Ce test combine I’extraction

automatisée de I’ADN a une étape d’amplification-détection (109).
= Real Time HIV-1® (Abbott )

Il détecte et quantifie les sous-types du groupe M, N, O, P et plusieurs CRFs et cible
la région Pol Intégrase. C’est une technique entiérement automatisée et la détection se

fait a I’aide de sonde marquée partiellement double brin (109).
= Generic HIV Charge virale® (Biocentric)

Il détecte et quantifie ’ARN du VIH-1 du groupe M, sous types A a H et plusieurs
CRFs au niveau des régions gag LTR. Son extraction est manuel avec le Qiagen spin
column (QlAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France) ou

automatisée, Nordiag (Biocentric, Bandol, France) et I’amplification peut se faire sur
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I’automate PRISM 7300 (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA) car c’est un

systéeme ouvert (109).
= NucliSensEasyQ v2.0° (Biomérieux)

NucliSENS EasyQ v2.0 effectue une amplification isothermique de type NASBA
couplé a une détection en temps réel et son extraction utilise le principe de la
technique de Boom grace a de particules de silice magnétique ajoutées au lysat. Cette
technologie détecte et quantifier I’ARN des sous types du VIH-1 du groupe M et

plusieurs CRFs au niveau de la région gag (109).

Ces differentes plateformes permettent de déterminer la CV qui est un outil
indispensable pour la prise en charge des patients infectés par le VIH sous TARV. En
effet le suivi régulier de la CV permet d’obtenir un diagnostic direct du succes ou de

I’échec du traitement.

5.4. Prise en charge des enfants infectés par le VIH

L’infection a VIH chez les enfants constitue un réel probleme de santé publique
surtout dans les pays a ressources limitées. Malgré les efforts consentis pour lutter
contre la transmission verticale, il y a encore des enfants qui naissent infectés par le
VIH. A cela, s’ajoute un nombre important d’adolescent infecté par voie sexuelle et
sanguine. Aujourd’hui, avec I’accés aux TARV on a pu constater qu’un enfant traité
est le plus souvent dans une situation asymptomatique parfaitement stable lui
permettant de grandir harmonieusement et d’arriver a 1’age adulte en bonne santé.
Mais cet acces au TARV pour tous, demeure un défi majeur et un enjeu stratégique
de la lutte contre cette pandémie. Un défi majeur car certaines molécules restent
inabordables pour la grande majorité des enfants infectés en Afrique. Un enjeu
stratégique car traiter permet de réduire la mortalité mais permet aussi d’agir sur
I’incidence de la maladie en diminuant le nombre de nouvelles contaminations,
notamment par la réduction du risque de transmission meére-enfant. Selon les
dernieres statistiques, en 2014, sur les 36.9 millions de PVVIH dans le monde, 41%

[38%-46%] de I’ensemble des adultes avaient acces au traitement, contre 23% [21%-
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24%] en 2010. Pour ce qui est des enfants, 32% [30%-34%] avaient acces au
traitement en 2014, contre 14% [13%-15%] en 2010. Il a été remarqué une
diminution du nombre de déces de causes liées au SIDA chez les enfants, et cela est
lié a une augmentation des services de PTME et a une amélioration de la prise en

charge des enfants infectés (7).

Une prophylaxie antirétrovirale fournie aux femmes enceintes vivant avec le VIH a
permis la prévention de I’infection a VIH. En 2014, 73% [68%-79%] de ces femmes
avaient acces aux médicaments antirétroviraux pour prévenir la transmission du VIH
a leurs bébés. Il faut aussi noter que les nouvelles infections a VIH parmi les enfants
ont chuté de 58% entre 2000 et 2014 (7).

En Afrique subsaharienne il y a eu 190000 [170 000-230 000] nouvelles infections a
VIH parmi les enfants en 2014 et depuis 2009, une diminution de 48% des nouvelles

infections a VIH parmi les enfants est enregistreée.

Au Sénégal en 2014, un nombre total de 44000 [37,000 - 53,000] vivaient avec le
VIH parmi lesquels 3,700 [3,100 - 4,400] enfant (7). Cette situation épidémiologique

reflete I’expansion des services de PEC des enfants infectés par le VIH.
54.1. Le diagnostic de Dl’infection par le VIH chez I’enfant selon

I’OMS 2013

Les tests utilisés pour le diagnostic de 1’infection par le VIH varient en fonction de

I’age des enfants.

> Le diagnostic chez I’enfant dge de 18 mois et plus
Pour cette tranche d’age, les méthodes de diagnostic sont les mémes que chez

I’adulte, s’agissant de faire deux tests rapides sur deux prélevements différents.

Si les deux tests sont positifs, I’enfant est supposé infecté. Dans ce cas un TARV est

rapidement initié si son age est inférieur a 5 ans.
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Si le résultat est négatif, I’enfant n’est donc pas infecté et cela suppose que 1’option
B+ a été appliquée cher la mére depuis la grossesse. Cette option consiste & mettre en
route un TARV a vie chez toutes les femmes enceintes ou allaitantes.

> Le diagnostic chez I’enfant agé de moins de 18 mois

Pour ces enfants, seuls les tests virologiques permettent de faire le diagnostic de
I’infection comme les techniques d’amplification génomique (détection ARN ou

ADN virale) et les techniques immunologiques directes (détection antigéne p24).

Si la PCR est positive, I’enfant est considéré comme infecté mais le test est refait

pour confirmer le résultat.

Si la PCR est négative et que le nourrisson n’a jamais €té allaité, il est alors considéré

comme non infecté.

Pour les enfants infectés, le suivi biologique est instauré suivant des parametres et

modalités selon ’OMS.

5.4.2. Le suivi biologique de I’infection

Le monitoring biologique permet de suivre 1’efficacité thérapeutique et de mettre en

évidence d’éventuels effets secondaires des traitements.
» Les modalités de suivi

Les modalités de suivi des enfants selon les recommandations de I’OMS 2015 (http:
[lapps.who.int/iris/bitstream/10665/206448/1/9789241509893 fre.pdf) sont recensées
dans le tableau V.
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Tableau 1V : Modalités du suivi biologique chez I’enfant (OMS 2015)

Bilan J15 M12 M18 M24
pré- puis tous

thérape les six
utique mois

oui
cD4 Chaque
6 mois
Si Si Si oui oui
Charge virale possible possible  possible
oui (4) oui oui oui
Si (4)
possible
oui oui oui oui
Transaminases (3) (3)

Bilan lipidique si (2) (2)
possible
(2) si ténofovir (TDF) ou pathologie rénale sous-jacente

(2) si Inhibiteur de protéase ou efavirenz (EFV)
(3) si névirapine (NVP) ou médicament hépatotoxique au long cours
(4) si zidovudine (AZT)

> L’intérét du bilan pré-thérapeutique
Avant la mise en route d’un traitement, certaines molécules sont a éviter dans

certaines situations.

- AZT en cas d’anémie,

- NVP si transaminases augmentees,
- TDF en cas de pathologie rénale ;

Le bilan pré-thérapeutique est parfois payant et les parents tardent a le réaliser. S’il
existe une indication « urgente », il faut envisager de débuter les ARV sans attendre

les résultats du bilan.
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> L’intérét du bilan de suivi

Le bilan de suivi consiste toujours a vérifier I’efficacité du traitement ARV par la
détermination du taux de CD4 et de la CV. Il permet également de s’assurer de
I’absence d’effets secondaires ou il faut modifier le traitement. En cas de mauvaise
réponse immunologique ou virologique, un contréle doit étre realisé 3 mois plus tard,

aprés renforcement de 1’observance et adaptation éventuelle des posologies des ARV.
5.4.3. Le traitement ARV chez I’enfant

5.4.3.1. Les indications du traitement ARV chez ’enfant selon ’OMS 2015

Un traitement ARV, bien administre, permet a I’enfant un développement physique et
cognitif normal jusqu’a 1’a4ge adulte. Ce traitement doit étre initié chez tout enfant ou
adolescent infecté par le VIH, quels que soient son taux de lymphocytes CD4 et son

état clinique. Mais il est initié en priorité dans les cas suivant :
- tous les enfants de moins de 2 ans,

- les enfants de moins de 5 ans au stade clinique 3 ou 4; ou si CD4 < 750/mm3; ou si
CD4 < 25%,

- les enfants de plus de 5 ans et les adolescents au stade clinique 3 ou 4 ; ou si CD4<
350/mma3.

5.4.3.2. Les principales molécules disponibles chez I’enfant

Elles sont identiques a celles de 1’adulte et différenciées par classe selon le rapport

sur les recommandations de ’OMS 2015:
* Inhibiteurs Nucléosidiques (et Nucléotidiques) de la Transcriptase Inverse (INTI) :

- Zidovudine (AZT), Lamivudine (3TC), Didanosine (DDI) Teénofovir (TDF),
Abacavir (ABC) ;

« Inhibiteurs Non-Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse (INNTI) :

- Névirapine (NVP), Efavirenz (EFV), Etravirine (ETR) ;
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* Inhibiteurs de la Protéase (IP) boostée : (1)

- Lopinavir/ritonavir (LPV/r), Atazanavir/ritonavir (ATV/r), Darunavir/ritonavir

(DRVIr);

* Inhibiteurs de I’intégrase :

- Raltégravir (RAL), Dolutégravir (DTG)

5.4.3.3 Le protocole de traitement de 1° ligne chez I’enfant

Selon les recommandations de I’OMS 2013, il existe 3 protocoles de traitement en

fonction de I’age : avant 3 ans, entre 3 et 10 ans et apres 10 ans (voir tableau V).

Tableau V: Schéma thérapeutique de liéere ligne chez I'enfant (OMS 2013)

Régime préféré de 1°° ligne Régimes alternatifs de 1°" ligne

Enfants de moins de 3 ans

INTI + INTI + IP booste INTI + INTI + INNTI

ABC + 3TC + LPV/r ABC + 3TC + NVP
(ou AZT) (ou AZT)

Enfants de 3 a 10 ans

INTI + INTI + INNTI INTI + INTI + INNTI

ABC + 3TC + NVP
ABC + 3TC + EFV (ou AZT)

AZT + 3TC + EFV

Adolescents 10 a 19 ans

INTI + INTI + INNTI INTI + INTI + INNTI
TDF * + 3TC + EFV TDF + 3TC + DTG
(ou FTC) (ou ABC) (ou FTC)
TDF + 3TC + EFV400

(ou ABC) (ou FTC)

TDF + 3TC
(ou ABC) (ou FTC) + NVP
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5.4.4. L’échec thérapeutique

Selon les critéres de I’OMS, 1’échec thérapeutique est défini comme étant une
mauvaise réponse a un traitement antirétroviral de plus de 6 mois. Cette échec est
d’abord virologique, puis immunologique et enfin clinique. Sur le plan virologique,

I’échec peut étre primaire ou secondaire.

— L'échec primaire qui se définit par la persistance d'une charge virale

plasmatique détectable 6 mois apres I'instauration du premier traitement ARV.

— L'échec secondaire correspond a un rebond de la charge virale plasmatique au-
dessus du seuil de détectabilité aprés une période de succes virologique, sur
deux prélevements consecutifs.

> Les criteres de I’échec thérapeutique

L’échec thérapeutique s’articule sur trois critéres fondamentaux. Un échec
virologique lorsque la Charge virale > 1 000 copies/ml, un échec immunologique
lorsque le taux de CD4 est inférieur & 200 cellules/mm® chez 1’enfant de moins de 5
ans et inférieur & 100 cellules/mm® chez I’enfant de plus de 5 ans et enfin ’échec
clinique lorsqu’il y a passage d’un état clinique a un état plus avance vers le SIDA
(figure 10).

Rapport- grafaf'f.cam %}
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Echec virologique :

Charge virale > 1 000

copies/ml

ﬂ

Echec immunologique :

e Enfant < 5 ans : CD4 <200 cellules/mm3

e Enfant > 5 ans : CD4 < 100 cellules/mm3

|

Echec clinique :

Evénement clinique nouveau ou récurrent
indiguant une immunodépression avancée ou

sévere (stade 3 ou 4)

Figure 10 : Echec thérapeutique chez les enfants, OMS 2015

Pour tout patient étant en échec, une conduite a été recommandée par I’OMS suivant
que I’échec est immunologique, virologique ou clinique. Nous présentons ci-dessous
la conduite a suivre en cas d’échec virologique.

» La Conduite a tenir devant une CV élevée

Lors d’une suspicion d’échec thérapeutique apres la mesure de la CV et qu’elle est
supérieure a 1000 copies/ml, une deuxiéme mesure de CV est effectuée aprés 3 a 6
mois. Si celle-ci est <1 000 copies/ml, le traitement précédent est continué et si elle
est > 1 000 copies/ml, le traitement précédent doit étre changé (figure 11)
(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/206448/1/9789241509893 fre.pdf )

Mais avant tout changement de ligne de traitement, il faut :

— S’assurer d’abord que le traitement précedent a éte réellement pris,
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— Interroger également le parent sur la fagon d’administrer le traitement a

I’enfant ou interroger directement 1’enfant en dehors de la présence du parent,

— reprendre 1’éducation thérapeutique et avancer le processus d’annonce.

Suivi ciblé de la charge virale Suivi systematique de la charge
(suspicion d’échec clinique ou virale (détection précoce d’un
immunologique) echec virologique)

Jl Jl

Mesure de la charge

virale

l

Charge virale > 1 000 copies/ml

l

Evaluer les éventuelles difficultés

pour observer le traitement

| !
Répéter la mesure de la charge

virale aprés 3 a 6 mois

! ]
Charge virale < 1 000 Charge virale > 1 000
copies/ml copies/ml
l |
Continuer le traitement de Changer pour un traitement
premiére intention de deuxiéme intention

Figure 11 : Conduite a tenir en cas d’échec virologique, OMS 2013
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> Le choix et schéma thérapeutique de 2°™ ligne selon L’OMS
Le choix thérapeutiques]d’une 2°™ ligne est adapté en fonction de la 1% ligne et de

I’age des enfants. Le tableau ci-dessous (tableau VI) a été realise a partir des

recommandations de I’OMS en 2015.

Tableau VI : Schema thérapeutique chez I'enfant

Traitement de Traitement de 2e ligne Traitement de 3e

1re ligne ligne

s 2INTEH+ LPVIr Simoinsde 3ans: 2 INTI + RAL DTG + 2 INTI

Siplusde 3ans: 2 INTI + (EFV DRVI/r + 2 INTI
ou RAL)

DRV/Ir + DTG +/- 1-2
2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/r ou LPV/r INTI

INTI : Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse
LPV/r : Lopinavir/ritonavir

EFV : Efavirenz

RAL.: raltegravir

DTG: Dolutegravir

DRV: Darunavir
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6. UTILITE DU PAPIER BUVARD DANS LE
MONITORING VIROLOGIQUE

Le papier buvard est un papier poreux capable d’absorber par capillarité une quantité
de liquide. Le prélevement sur papier buvard (DBS) est une approche simple et
efficace ayant été utilisé dans le diagnostic de nombreuses maladies. Depuis les
années 1960, il a été utilisé pour I'étude de plusieurs pathologies chez les nourrissons
(110). Au fil du temps le DBS a été utilisé non seulement pour collecter le sang des
nourrissons mais egalement celui des adultes a des fins d'analyses sérologiques (111)
ou moléculaires (112) ainsi que dans le suivi virologique des PVVIH (Personnes
Vivant avec le VIH) (113). C’est une méthode de prélévement facile, souple et moins
couteuse pour la mise en ceuvre des programmes d'étude du VIH dans les pays a
ressources limitées. Elle trouve son application dans les études de séropréevalence, de
détermination de la transmission mere enfant du VIH, de la détermination de la

charge virale, des tests de génotypage et de résistance aux antirétroviraux.

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

décentralisé.

6.1. Propriétés du papier buvard
Le papier buvard doit présenter certaines propriétés (voir figure 12)

e lasurface doit étre lisse et resistante, sans fibre perdue ;
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doit étre résistant aux acides et bases fortes ;

doit avoir une composition en cendre (extrémement faible) (0,006%) ;

étre fabriqué a partir de linters de coton et de cellulose ;

doit avoir une certaine capacité de rétention et une résistante accrue a

I’humidité.

6.2. Les avantages du papier buvard

L’utilisation du papier buvard présente de nombreux avantages :

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

possibilité¢ d’envoi par la poste ;

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

moins onéreux donc accessible pour les pays a ressources limitées ;

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

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

des études de génotypage ont montré une bonne corrélation avec le plasma
et une bonne stabilité des ARN avec les DBS conservés a -20°C pendant 4
ans et ceux conserves a — 4°C pendant 1 an (les DBS ont été utilisés avec

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

Figure 12 : Photographie de papier buvard
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL
1. CONTEXTE, JUSTIFICATIFS ET CADRE D’ETUDE

1.1. Contexte et Justificatifs de I’étude

Pays Soudano-Sahélien en voie de développement, le Sénégal est situé dans
I’extréme ouest du continent Africain et compte environ 14,13 millions d’habitants
répartis dans 14 régions dont Dakar la capitale. C’est un pays avec un systéme de
santé sous forme de pyramide a 3 niveaux avec un total de 3 084 structures de santé
dont 86 hdpitaux, 242 centres de santé, 1 250 postes de santé et 1 506 cases de santé
(figure 13). Outre ces structures publiques, le systeme de santé du Sénégal comprend
aussi des cabinets medicaux privés, des cliniques privées, des cabinets para medicaux
privés et des postes de santé prives (http:// www. ansd. sn/ ressources/ publications/
RAPPORT préliminaire Senégal ECPSS 2015.pdf).
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Figure 13 : Carte des structures sanitaires du Sénegal
(http://www.sendocteur.com/carte.php.)
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Au Sénégal, ces deux dernieres décennies ont été marquées par une amélioration du
systeme sanitaire grace un renforcement du plateau technique au niveau des
structures de santé et un élargissement des programmes de santé. Ainsi, la prise en
charge thérapeutique des personnes vivant avec le VIH au Sénégal a été améliorée
avec l’instauration du programme ISAARV depuis en 1998 (114). Selon les
recommandations de I’OMS (2015), cette prise en charge thérapeutique doit étre
accompagnée par un suivi biologique et plus particulierement par un monitoring
virologique. Ce dernier se résume par une quantification de la charge virale, une
étude des mutations de résistance et de la diversité génetique du VIH chez les
personnes infectées. Des études qui ont été réalisées au niveau de la capitale du
Sénégal (Dakar), ont montré un taux d’échec virologique élevé (> 60%) chez les
enfants (115) comme chez les adultes (116) accompagné par une grande diversité
génétique des souche de VIH (115, 117). En outre, Diouara et collaborateurs ont
documenté, chez les adultes en milieu décentralisé, un taux d’échec virologique
relativement élevé (24%) et un fort taux de résistance aux ARV (78%) et une
diversité génétique marquée par la prédominance du CRF02_AG (62%) (118). Le
taux d’échec virologique élevé chez les enfants suivis au niveau de la capitale du
Sénégal, amene a se demander sur la situation en termes de d’échec/efficacité
virologique chez les enfants en milieu décentralisé, ou les conditions de prise en
charge ne sont pas remplies. La situation des enfants vivant avec le VIH en milieu
décentralisé reste mal connue. Il n’existe pas de données sur la prise en charge
thérapeutique ainsi que sur le monitoring virologique pour ces enfants en zones
décentralisées. C’est ainsi qu’une collaboration Nord-Sud entre des chercheurs de
I’'IRD et du CRCF d’une part, et ceux du LBV de I’hopital Aristide le Dantec
(HALD) d’autre part, ont contribué a la mise en place d’un projet dénommé
EnPRISE. Ce dernier avait comme objectif I’évaluation de la prise en charge
pédiatrique du VIH (thérapeutique et virologique) en milieu décentralisé. La prise en
charge des adultes comme des enfants dans ces zones a été facilité par 1’utilisation de

DBS comme support de prélevement. Ce dernier a depuis lors été confectionné grace
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a une micropipette calibrée. Le projet EnPRISE, souhaitant inclure des enfants
infectés dans toutes les régions décentralisées du Sénégal, pourrait étre confrontée a
une difficulté¢ de confection des DBS car la micropipette n’est toujours pas disponible
dans les laboratoires en zones reculées et/ou n’est pas toujours calibrée. C’est ainsi
que, nous avons jugé nécessaire d’étudier I’utilisation d’un autre outil pour la
confection des DBS, qui est la pipette pasteur (pipette pasteur a bout fin, référence
222c¢). Cet outil pourrait étre un bon alternatif a la micropipette car plus accessible,
simple d’utilisation, moins colteux. C’est ainsi que ce travail a pour but d’évaluer
I’intérét de la pipette pasteur dans la confection des DBS pour le suivi virologique

des enfants infectés par le VIH en milieu décentralisé du Sénégal.

1.2. Cadre de I’étude

Les prélevements ont été réalisés dans toutes les structures de PEC pédiatrique
situées dans les régions du Sénégal, excepté celle de Dakar. Ainsi, nous avions
effectué les prélevements en trois temps selon trois axes (Nord, Sud et Centre). L’axe
nord regroupe 18 structures de PEC pédiatrique réparties dans 3 régions (Louga,
Matam et St-Louis). L’axe centre regroupe 32 structures réparties dans 5 régions
(Fatick, Diourbel, Thies, Kaffrine et Kaolack). L’axe sud regroupe 22 structures qui
sont egalement réparties dans 5 régions (Kédougou, Tambacounda, Sédhiou,
Ziguinchor et Kolda). La partie analytique telle que la mesure de la CV a eteé
effectuée dans I’unité de biologie moléculaire du Laboratoire de Bactériologie et de
Virologie de I’Hopital Aristide Le Dantec (LBV-HALD).

L’unité de Biologie Moléculaire du LBV-HALD est le laboratoire de référence pour
la prise en charge des personnes vivantes avec le VIH (PvVIH) au Sénégal. L’unité
de Biologie Moléculaire est une parmi les unités techniques du laboratoire de
Bactériologie Virologie du Centre Hospitalo-Universitaire Le Dantec de Dakar (CHU
Le Dantec). Ce laboratoire a pour vocation le diagnostic biologique des infections
bacteriennes et virales, la recherche et la formation dans les domaines de la

bactériologie et de la virologie. Il est également un centre de référence des IST et un
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centre collaborateur de I’ONUSIDA. 1l est par ailleurs, Il est le siege du Réseau
Africain de Recherche sur le SIDA (RARS) et abrite en son sein 1’observatoire des
résistances aux antirétroviraux et le programme de recherche sur les vaccins anti-VIH

en Afrique.
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2. METHODOLOGIE

2.1. Echantillonnage

Le travail de notre étude a été concu en deux phases : 1’évaluation de la pipette
pasteur comme outil de confection des DBS et la détermination du taux d’échec
virologique chez tous les enfants inclus dans le projet.

- La premiére phase a porté sur 1’évaluation de la pipette pasteur consistant a
confectionner des DBS en parallele avec la micropipette calibréee et la pipette pasteur.
Pour chaque prélevement de sang, une carte de DBS a été confectionnée en
remplissant les 5 cercles avec 50 pl grace a la micropipette (DBSUP), considerée
comme outil de référence et d’un autre coté, les cercles ont été remplis en déposant 3
gouttes de sang grace a la pipette pasteur (DBSPP). Les préléevements ont été
collectés chez les enfants suivis dans les cing sites suivants : CHR Louga, CHR
Kaolack, CHR Ziguinchor, CS Ziguinchor, CS Bignona

- La seconde phase consistait a déterminer le taux d’échec virologique chez les
enfants recrutés dans le cadre de 1’étude EnPRISE. Elle a été effectuée apres la

validation de la pipette pasteur comme outil alternatif a la micropipette.

2.1.1. Matériels de prélevement et de confection des DBS

» Materiel pour le prélevement de sang veineux

Le préléevement sur papier buvard est précedé par un prélevement sur tube par
ponction veineuse. La figure 14 montre la liste des éléments nécessaire au

prélevement de sang veineux sur tube EDTA.
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Gants sans talc Tampon ,Atiguille de
alcoolisé prélevement 22G
A B i

Tube EDTA Curseur Compresse
D E F

Figure 14 (A a F) : Matériel de prélevement sur tube EDTA
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» Matériel pour la confection des DBS

Pour confectionner les DBS, il faut disposer des eléments suivants (figure 15).

2 Cartes de DBS, chacune dans un Pipette pasteur a bout fin
sachet scellable référence 222c
A B

Un grand Sachet en Un petit sachet contenant
plastique scellable 3 dessicants
C D

Figure 15 (A a C) : Matériel d'un kit de DBS
Les pipettes pasteurs en plastique jetable, communément appelés Pipettes de

transfert, sont des produits essentiels largement utilisés par les hopitaux, la
recherche et les laboratoires industriels pour transférer des liquides et des
échantillons cliniqgues au cours des tests de diagnostic ou de recherche
analytique. Ces pipettes sont ideales pour le transfert et la distribution de liquides
en toute sécurité dans tous les types de laboratoires. Ce sont des outils en

polyéthyléne a basse densité non toxiques et peuvent étre incinérés. En outre, les
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pipettes peuvent étre thermo soudées et congelé a trés basse température, jusqu'a
-70 ° C. La ligne de pipettes enveloppées stériles est emballée dans du papier de
qualite médicale et film plastique. Une large gamme de pipettes de type standard

et spécial est disponible http://www.medicalexpo.fr/prod/copan-italia/product-

68105-634009.ntml. Dans cette gamme de pipette, nous pouvons citer la pipette

de transfert 222c COPAN/Italie qui a servi d’outil pour notre étude.

2.1.2. Confection, acheminement et stockage des DBS

Trois voyages ont été effectués en trois temps espacés d’un mois dans les trois axes
ou les médiateurs jouaient un role fondamental dans la distribution des Kits de papiers
buvard et la collecte des échantillons. lls utilisaient les voitures de transport en
commun pour une distribution rapide des kits dans les différents sites concernés.

Aux laboratoires, les cartes de DBS ont été confectionnées a partir des prélevements
de sang veineux sur tube EDTA. Selon les phases de I’étude les échantillons de DBS
ont ¢t¢ confectionnés d’une part, en utilisant la micropipette et la pipette pasteur
(phase 1) et d’autre part, en utilisant la pipette pasteur seule (phase 2). Une fois que
tous les cercles imprimés sur le papier buvard requis sont remplis, il est séché
pendant 24h heures a température ambiante sur une surface ou portoir non
absorbants, non poussiéreux et a 1’abri de la lumiére. Le temps de séchage est trés
important car ’humidité résiduelle favorise le développement de bactéries ou de
moisissures et peut modifier 1’étape d’extraction. Au terme des 24h, les DBS ont éete
emballés dans du papier glycine et conservées dans des sachets en plastique scellable
accompagneés de dessicants et d’une carte témoin d’humidité pendant au maximum 15

jours (voir figure 16).
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Se laver soigneusement
les mains

Voie A

Pipette de
transfert

/=
\

Micropipette

Séchage

Porter des gants
sans talc

Prélévement veineux
sur tube EDTA

Etiqueter les cartes

J—

Etape 1

__ Préparation pour

le prélevement

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

(voie A et voie B)

Etape 3

— Séchage et

embellage

Figure 16: Prélevement sur tube et les étapes de la confection des DBS
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Aprés emballage, les DBS ont été acheminés au LBV-HALD par transport en
commun pour effectuer les analyses de charge virale (voir figure 17). Une
veérification de la conformité des bulletins de demande d’analyses et la conformité des
prélevements a été faite par le réceptionniste. Tout prélevement ayant répondu au

critere de conformité a été conserveés a — 80°C jusqu’a son utilisation.

= Sites pour évaluation de
la pipette
1 [ sites concerant Enpris

Site d”exception

/2 " "”5\ Etape 4
AL i Acheminement
]

o R ol 4§ A
e e ok z
7 '\‘-\,.\/_/—\_,-"

Durée entre le prélévement et

l'arrivée au LBV = 72h Ziguinchor  cHR Bignona

Ziguinchor

Figure 17 : Sites de prélévement et moyen d’acheminement des échantillons

2.4. Approche analytique

La technologie utilisée pour cette étude afin de documenter les données de charge
virale est celle de NucliSENS des laboratoires de Biomérieux. C’est une plateforme
quantification de CV utilisant un extracteur (miniMag) ou I’EasyMag et un

amplificateur (EasyQ).
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2.4.1. Les matériels et réactifs d’extraction et d’amplification de
I’ARN du VIH a partir de DBS par la technologie NucliSENS EasyQ

HIV-1V 2.0
> Matériels

Le NucliSENS des laboratoires de Biomérieux est une plateforme fermée ou tous les

materiels sont interdépendants a la realisation d’une analyse (figure 18)

P ol S SR
L MAS

NucliSens
miniMAG

NucliSens
EasyQ
Incubator

NucliSens

Strip centrifuge EasyQ
Analyzer

NucliSens
easyMAG
available: early 2005

Figure 18 : Equipement du NucliSENS v.2.0

» Réactifs d’extraction _

- Les tubes de lyse contenant 2ml de Lysis Buffer ;

: . . Kit Nuclisens Mini
- Les tampons de lavage : NucliSENS EasyMAG Buffer 1, 2 et 3 ;|__ MAG et Easy MAG
- Lasilice magnétique NucliSENS EasyMAG ; HIV-1V 2.0

- Le contréle interne et le diluant NucliSENS EasyMAG ;

> Reéactifs d’amplification
Les enzymes (Enzll) ;

—

Le diluant d’enzymes (Enzdil H) ;
Les amorces (PRM H) ;
Le diluant d’amorce (PRMdil H). |

. | Kit Nuclisens EasyQ HIV-1V 2.0
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2.4.2. L’extraction des acides nucléiques (ARN du VIH) par
NucliSENS EasyMag ou MiniMag

L’extraction des acides nucléiques a ¢été réalisée soit par I’extracteur semi-
automatique miniMAG soit par I’extracteur automatique easyMAG avec [’utilisation

de la silice selon la Chimie de BOOM®.

k vy e 1 vy
3
T NuonBens b -9
A A
\ o\ i
Vv U amant ﬂ \
3 Incubateur
§
. 4 A. Incubation B. Purficaion C. Buton D. Elmination de a skce

Figure 19 : Principe d’extraction automatisée sur miniMAG (A) et automatisée sur
easyMAG (B) (http://www.biomerieux.ch)

Les échantillons ont d’abord été lysés et les acides nucléiques obtenus sont capturés
par les particules de silice magnétique. Le systéme d’aimantation permet le lavage
dynamique puis la fixation de la silice magnétique afin de purifier les acides
nucléiques. L'étape de chauffage libére les acides nucléiques fixés sur la silice. Lors
de I'étape finale, la silice magnétique est séparée de I'éluat par le systeme

d’aimantation (voir figure 19).
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2.4.3. L’amplification et la détection par la technologie NucliSENS

EasyQ HIV-1V2.0

» L’Amplification
La réaction d’amplification sur NucliSENS EasyQ est du type NASBA. C’est une

amplification des séquences d’acides nucleiques ciblées a une température isotherme
de 41°C. Elle est couplée a une détection en temps réel grace a I’utilisation de balise
moléculaires.

Les différentes étapes de I’amplification sont détaillées a la figure 20

RNA 5 g’ 2

5 g e
i 3 NININS 5 RNaseH 3 3" Primer i
Primar 1 hybridization S'IWV3 ar 5
containing T7 q— 1 / 3\ AT 5
L RV VoV Y
[ SNINNS 5
RTM) SANININS Y 5em=3 ] 2 /NSNS 5 5
3T, 3NN )
2 Primer 2 ANA d ‘:3
RNase H (2)and Se——n T INININT 5 5
primer 2 hybridization | 3 =———————%_ 1T INININT 5 /.’
) 2 1T CININT 5 / 1. cDNA synthesis
ANE] 2—=\, > / 2. ANA degradation
2 N3 - 3. ds DNA synthesis
g '

° 2 ‘% Molecular beacon _

For transcription J hybridization f

T7 RNA polymerasa /\,\‘\4

Figure 20 : Principe de la réaction d’amplification par NASBA

(http://www.biomerieux-diagnostics.com/nuclisens-easyqr)

Au cours des premiers stades de la réaction, une copie d'/ADN de la zone cible est
générée par l'extension du primer 1 par l'activité de la RT. La RNase H hydrolyse
I'’ARN de départ et la RT synthétise le second brin ADN a partir du primer 2. L'ADN
double brin résultant code, pour un ARN polymérase T7, promoteur fonctionnel a
I'extrémité 5 '. L'ARN polymérase T7 se lie au promoteur et genére I’ARN antisens
de la molecule cible. Chaque nouvelle molecule d’ARN est maintenant disponible en
tant que modele pour la RT dans la «phase cyclique» du processus d'amplification
NASBA.
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Dans cette phase, le primer 2 se lie au premier modele, résultant en un simple brin
d’ADNCc copie a travers les activités coordonnées de RT et RNase H. Apres fixation
ultérieur du primer 1, le promoteur T7 devient double brin (ADNCc) par 5'-extention
du primer 1. L'ARN polymérase T7 peut désormais genérer a nouveau des copies
d’ARN qui peut étre utilise comme modéle. Le produit final NASBA se compose
donc de copies simple brin d'ARN antisens représentant la zone ciblée par les
amorces.

(119).

» La détection

Le processus de détection du test NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0 utilise des balises
moléculaires spécifiques de la cible (figure 21A).

Une balise moléculaire est un oligonucléotide d’ADN spécifique a la séquence d'ARN

cible particuliére, couplée a un fluorophore et a un quencher (figure 21B).

B Fuorescent signa -\‘.'/( -l
iroad rmo 4 3
3 i
Specific targets /\/
SO0 00

Plemity

Figure 21 : Schéma d’une balise moléculaire (A) et son action sur I’ARN (B)

(http://www.medscape.com/viewarticle/585223 2)

Lors de I'hybridation de la balise moléculaire a la séquence cible, la balise s’ouvre et
le fluorophore se sépare du quencher permettant ainsi une émission de fluorescence,

qui augmente en fonction de la quantité d’ARN figure 21B.

La charge virale peut alors étre mesurée a l'aide d'un algorithme de réduction des
données dans le logiciel de test NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0.
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2.5. Analyse statistique des données

Les données ont été saisies dans le tableur Excel (Microsoft Office Excel 2013).

L’analyse des résultats a été faite apres transformation des valeurs absolues de CV en

valeur logarithmique décimale. Une différence de log inférieure a 0,5 est considérée

comme non significative.

La comparaison des résultats de charge virale a partir de DBS confectionnés avec la

micropipette et la pipette pasteur, a été effectuée en utilisant le logiciel MethVal. Ce

dernier a permis d’obtenir les tracés de la droite de régression et les analyses de

concordance entre les valeurs de CV.

La corrélation ou la régression linéaire consiste a tester 1’hypothése de
I’existence d’une relation de proportionnalité entre deux variables quantitatives,
autrement dit étudier l'intensité de la liaison qui peut exister entre ces variables.
Divers types de renseignements sont fournis par la régression linéaire notamment
le coefficient de corrélation linéaire de Pearson, noté r qui donne La mesure
de la corrélation linéaire entre les deux variables et son carré (r°) représentant le
pourcentage de variabilité expliquée par le modele linéaire. ce coefficient de
corrélation est compris entre -1 et 1 et plus la valeur du r est proche de 1 plus
les 2 techniques sont corrélées.

La concordance de Bland et Altman consiste a apprécier 1’écart observé (biais)
entre les valeurs obtenues par une technique de référence par rapport a une
technique a tester et les limites de concordance qui représentent les écarts des
valeurs d’une technique par rapport a I’autre. La concordance permet d’apprécier
I’écart observé entre les 2 valeurs obtenues pour la mesure et d’en déduire, sur
I’ensemble de la population observée, le biais, la précision, et les limites de
I’intervalle de confiance a 95% afin de statuer sur la concordance des 2 séries de
valeurs.

En effet le désaccord entre les 2 méthodes se calcule par le biais, estimé par la
moyenne d et 1’écart-type Sd des écarts et les limites de concordance a 95% sont
évaluées par d +/- 1,96 Sd.
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L’analyse de I’efficacité virologique dans notre étude est basée sur le seuil de 1’échec
virologique selon les recommandations de I’OMS 2013. Ainsi, tout patient ayant une
charge virale détectable supérieure ou égale a 1000 copies/ml apres 06 mois sous

TARYV est considérée comme étant en échec virologiqgue.
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3. RESULTATS

3.1. Echantillon étudié

Un nombre total de 666 échantillons a été étudié. Parmi ces échantillons, les 116
premiers ont fait I’objet d’analyse comparative des deux méthodes de confection des
DBS et par la suite toute la population d’étude a fait 1’objet d’analyse de I’efficacité
virologique.

3.2. Caractéristiques de la population d’étude

3.2.1. La répartition du nombre d'inclusions en fonction des axes

Le tableau ci-dessous présente le nombre d’enfants prélevés par structure et par
région.

Tableau VII : Répartition du nombre d’enfant en fonction des prélévements

AXE REGION STRUCTURES NOMBRE
ENFANTS
NORD 3 18 168
CENTRE 5 32 293
SUD 5 22 205
TOTAL 13 72 666

Au total, 72 centres de PEC des enfants infectés par le VIH et répartis en 3
axes (Nord, Centre et Sud), constituent les sites pour I’échantillonnage. Globalement,

666 enfants ont été préleves dont 51% de garcon (sexe ratio de 1,03).

3.2.2. La reépartition des patients inclus selon I'age

Les données étaient disponibles pour 462 enfants agés de 6 mois a 19 ans, avec une
médiane de 8 ans. La répartition de la population d’étude selon les tranches d’ages est

présentée dans la figure 22.
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Figure 22 : Répartition des enfants selon les tranches d’age

La population a été répartic en 4 tranches d’age avec un intervalle de 5 ans pour
chaque tranche (figure 23). La tranche d’age la plus représentée était celle de 6-10
ans avec 179 enfants soit 38,7%. Les tranches de 6 mois-5ans, 11-15 ans et 16-19 ans
étaient représentaient successivement par 28,4% (131 enfants), 29,4% (136 enfants)
et 3,5% (16 enfants).

3.2.3. Larépartition des patients inclus selon le traitement ARV

Un total de 601 soit 90% des enfants étaient sous TARV, parmi lesquels, 495
(82,36%) recevaient comme schéma AZT+3TC+NVP/EFV. Le traitement incluant un
IP était observait chez 41 enfants (6,82%) et les autres combinaisons incluant un Nuc
+ Non Nuc était observe 65 enfants (10,8) (figure 23).
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Figure 23 : Repartition des enfants selon le traitement

3.3. Etude comparative
Les résultats de CV obtenus a partir des DBSJP et ceux obtenus a partir DBSPP ont

été stratifiés en 3 catégories en fonction des résultats obtenus.

3.3.1. Les résultats de la CV obtenue a partir des DBSuP
Les résultats sont présenteés dans le tableau V111 ci-dessous.
Tableau VIII : Valeurs de CV DBSpP

Classification Intervalles de Intervalles de N Pourcentage
des CV valeurs valeurs (%)

(en copies/ml) (en log)
indétectable 0-800 0-29log 52 48,8
Moyenne 801 — 5000 2.9-3,7log 30 25,9
Elevée > 5000 > 3,7 log 34 29,3

Total 116 100
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Sur les 116 DBSuP, 52 avaient présentés une CV indétectable c’est-a-dire inférieure
a 800 copies/ml selon le seuil de détection du NucliSENS EasyQ, et 64 avaient des
valeurs de charge virale détectables variant entre 1000 et 570000 copies/ml c’est-a-

dire entre 3 log et 5,76 log.

3.3.2. Les résultats de la CV obtenue a partir des DBSPP

Le tableau ci-dessous présente les résultats de CV obtenus a partir de DBSPP.

Tableau IX : Valeurs de CV DBSPP

Classification Intervalles de Intervalles de N Pourcentage
des CV valeurs valeurs (en log) (%)

(en copies/ml)
indétectable 0 —800 0-2,9log 50 43,1
Moyenne 801 — 5000 2.9 -3,7log 32 27,6
Elevee > 5000 > 3,7 log 34 29,3
Total 116 100

Sur les 116 DBSPP, 50 avaient une CV indétectables, et 66 avaient des valeurs de
charge virale détectables variant entre 910 et 660000 copies/ml c’est a dire entre 2,90

log et 5,82 log.

3.3.3. Lacomparaison des valeurs de CV des deux méthodes

La comparaison des valeurs de charges virales sur les différents échantillons de DBS
a été a la fois qualitative et quantitative.

La comparaison qualitative permet de vérifier la concordance entre les deux types de
prélevement en termes de détectabilité ou non. La comparaison qualitative confirme

la sensibilité de la technique (voir tableau X).
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Tableau X : Similarité des deux méthodes en termes de détectabilité et de non
détectabilité des valeurs de CV

DBSHP D ND
DBSPP
D 62 4
ND 2 48

D : Détectable
ND : Non Détectable

- 62 échantillons ont été a la fois détectables pour les DBSUP et pour les DBSPP
- 48 échantillons ont été a la fois non détectables pour les DBSUP et pour les
DBSPP

- 2 échantillons ont été détectables pour les DBSUP et non détectables pour les
DBSPP

- 4 échantillons ont été non détectables pour les DBSpP et détectables pour les
DBSPP

Apres cette comparaison qualitative, une comparaison quantitative a été effectuée en
calculant les différences de log des valeurs de CV des deux DBS.
En effet 4 échantillons avaient présenté une discordance avec une différence de log >
+/-0,5 (comprise entre +/-0,88 et +/-1,62). Ces discordances étaient observées pour
des valeurs de CV indétectables pour les DBSuP mais détectables pour les DBSPP
sauf pour un échantillon dont les CV sont détectables pour les deux prélevements.

Pour faciliter les analyses nous avons classé les CV en trois catégories (tableau XI).
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Tableau XI : Différences de log des valeurs de CV des deux prélévements de

DBS
Alog DBSpUP — DBSPP N Pourcentage
Alog <+/-0,3 93 80,17
+/-0,3<Alog <+/-0,5 19 16,38
+/-0,5<Alog <+/-1 2 1,72
>+/-1 2 1,72

Sur les 116 patients de notre étude, la différence de log des CV des 112

patients était < 0,5 log et celle de 4 patients étaient > 0,5 log.

3.3.4. La droite de régression linéaire et la concordance entre les
deux techniques (DBSuP et DBSPP)

Les figures 24A et 24B présentent respectivement la droite de régression linéaire et
I’analyse de concordance de Bland-Altman pour les résultats de CV DBSPP vs
DBSPP.

A B 2 o, Difference
6 _Pipette pasteur )
16+ ..
5t 12+
08F °
4 L
04} o« ® %o o
°
00 ° o o g e. ¢ 0. [ ()
3r ’ * . e¥s e’ °
DI B
el o* o ®
hd Mean
2r _0’8 | | | | ]
1 2 3 4 5 6
) Difference plot N=116
1 ‘ ‘ ‘ , Mcropipette Mean difference : 0,00253 [ -0,0542 t0 0,0592 ]

1 2 3 4 5 6
Passing-Bablok agreement test N=116
Slope : 0,984[0,935t01,012]
Intercept : 0,0327490000 [ -0,0240375000 to 0,1291900000 ]

Figure 24 : Droite de Régression (A) et Bland-Altman (B) DBSuP vs DBSPP
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L’analyse de la droite de régression linéaire entre les valeurs de CV de DBSUP et
DBSPP a donné une bonne corrélation avec un coefficient R= 0,95 et une pente a
0,98 (figure 24).

Le graphe de Bland-Altman a donné un biais positif mais tres faible de 0,00253 [-
0,0542 a + 0,0592] avec 4 échantillons sur les 116 soit 3,4% qui sortent de

I’intervalle de confiance (95%).

Au total, 112 échantillons présentaient des valeurs de CV concordantes entre les deux
types de prélevement contre seulement 4 qui présentaient une discordance. Le détail

est consigne dans le tableau XII ci-dessous, les échantillons avec CV discordantes.

Tableau XI1 : Valeurs de CV et les différences de log des échantillons ayant
montré une discordance

Numeros Pipette log (PT) Micropipette log (UP)  log (UP) -

des pasteur (LUP) log(PT)
échantillons (PT)
15645 4100 3,61 99 2,00 -1,62
15661 3300 3,52 99 2,00 -1,52
15637 1300 3,11 170 2,23 -0,88
15045 6800 3,83 30000 4,48 0,64

La différence de log des 4 échantillons discordants variaient entre -1,62 et +0,64.
Pour trois parmi les quatre, les valeurs de CV des DBSPP étant supérieures a celles
DBSUP.

3.4. Evaluation virologique

3.4.1. Les résultats de la CV
Le tableau ci-dessous présente les différents résultats de CV pour toute la population
d’étude.
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Tableau XII1 : Distribution des valeurs de CV

Classification Intervalles de valeurs Intervalles de valeurs N (%)

des CV (en copies/ml) (en log)
indétectable 0-—800 0-29log 232(34,8%)
Moyenne 801 — 1000 2.9-3log 19 (2,9%)
Elevée > 1000 > 3 log 415(62,3%)
Total 666

En effet, sur les 666 échantillons, 232 (34,8%) présentaient une charge virale
indéetectable (<800 copies/ml) et 434 (63,2%), une charge virale detectable (tableau
XI1D).

3.4.2. Les résultats de la CV en fonction de la durée de suivi du

TARV

Parmi les 666 enfants de notre étude, 601 étaient sous TARV dont 498 qui ont été
suivis pour au moins pendant 6 mois. Les résultats de charges virales de ces enfants
qui étaient sous TARV en fonction de la durée du traitement sont présentés dans le

tableau XIV ci-dessous.

Tableau X1V : Charge virale en fonction de la durée de suivi chez les enfants
sous TARV depuis au moins 6 mois

Durée du Traitement (mois) 6-12 13-24 >24 TOTAL
CV indétectables 22(20%) 31(27,4%) 76(27,6%) 129
(26%)
CV détectables et < 3 log]0 13(11,8%) 15(13,3%) 21(7,6%) 49(9,8%)
CV >3 log 75(68%) 67(59%) 178(65%) 320
R 64%)
(Echec virologique) (64%

Nombre d’enfants 110 113 275 498
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La proportion d’enfants en échec virologique était estimée a 64%. La médiane d’age
était de 9 ans. La proportion de garcons en échec était de 55,94% par rapport a celle
des filles qui était de 43,13% et le sexe n’était pas précisé pour 3 enfants. Les enfants
ayant recu un TARV depuis plus de 24 mois étaient majoritaires avec comme schéma
AZT+3TC+NVR/EFV.

3.4.3. L’échec virologique en fonction du schéma thérapeutique

Le nombre d’enfant en échec parmi les 498 sous TARV en fonction du schéma

thérapeutique et la durée du traitement est présenté dans le tableau XV.

Tableau XV : Nombre d’enfants en échec en fonction du schéma thérapeutique
et la durée de suivi

Durée du traitement 6-12 13-24 >24 TOTAL

(mois)
AZT+3TC+NVP/EFV 66/98 60/99 148/228 275/425
(67,35%) (60,61%) (64,91%) (64,70%)

Autres combinaison 6/8(75)% 9/11(81,81%) 12/18(66,67%) 27/37(72,97%)
Nuc + Non Nuc

Combinaisons avec IP 3/4(75%)  0/35(0%)  16/29(55,17%) 19/36(52,78%)

Nombre d’enfant 75/110 69/113 176/275 320/498
(68,18%)  (61,06%) (64%) (64,25%)

Le taux d’échec virologique le plus ¢levé a été obtenu chez les enfants suivis pendant
plus de 24 mois (176/320 = 55%) avec le schéma suivant AZT+3TC+NVP/EFV
comme prévalent (228/498 = 45,78%).
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COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre travail a porté sur 666 enfants vivants avec le VIH en milieu décentralisé au
Sénégal. Le but de cette étude était de démontrer que la pipette pasteur a bout fin
(référence 222c), est une bonne alternative a la micropipette et d’évaluer 1’efficacité
virologique des enfants infectés par le VIH en milieu décentralisé a partir de DBS

confection a I’aide de cette pipette pasteur.

Dans notre étude, la détermination de la CV nous a permis de faire la comparaison
entre les deux pipettes et d’évaluer le taux d’échec virologique de ces enfants. La
determination de la CV du VIH utilise comme spécimen le plasma, du matériel
onéreux et des equipements sophistiqués de laboratoire. Son utilisation reste donc
limitée dans les sites de référence a cause des contraintes (maintien de la chaine du
froid, risque d’hémolyse...) liées a son acheminement a partir laboratoires
périphérique vers les laboratoires de référence. Face a ces difficultés, le prélevement
sur papier buvard (DBS) a été utilisé comme support alternatif dans le monitoring

biologique des PvVIH en milieu décentralisé.

Le DBS a été utilisé dans plusieurs études comme dans le diagnostic moléculaire des
patients infectés par le VIH ou il constitue un support convenable (120). Le DBS a
¢galement été recommandé par I’OMS pour le diagnostic précoce des enfants nés des
meres seropositives a travers le monde mais surtout en Afrique. Il apporte aussi son
avantage dans la détermination de la CV (13, 121), dans la détection de 1’antigéne
p24 et la numération des lymphocytes T CD4 (122) mais aussi dans les tests de
genotypage (123). Dans la plupart des études qui ont permis d’évaluer la CV sur
DBS, un volume de 50l obtenu avec une micropipette calibrée a été retenu comme
suffisant et idéal pour la quantification des acides nucléiques viraux (13). En 2013 un
travail a été mené aux USA par Rottinghaus et coll, ou les prélevements étaient
réalisés avec 100ul de sang total (113). Dans 1’étude de Johannessen et coll le

volume de dép6t était de 75 et 80ul de sang total (124). Les cercles de DBS peuvent
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aussi €étre remplis en déposant 3 gouttes de sang a I’aide de la pipette pasteur a bout

fin, sensiblement égale au 50l déposé avec la micropipette.

Apres confection, les DBS ont été séchés a température ambiante pendant au moins
24h avant emballage comme dans la plupart des travaux publiés (125, 126). Au
terme des 24h, les DBS ont été acheminés au LBV pour leur conserver a - 80°C
jusqu’a utilisation. Cependant la température et le temps de conservation ne sont pas
toujours les mémes dans les différents travaux. Kane et coll, dans leur étude de
guantification de ’ARN du VIH-1 sur DBS par la technique ne NucliSENS EasyQ,
ont conserve leur DBS a 37°C pendant 8 et 15 jours (13). En 2012 Arredondo et
coll, dans leur étude de comparaison de CV entre plasma et DBS, ont conservé et
stocké leur DBS et plasma a -20°C jusqu’a utilisation (127). Dans le travail de
comparaison de differents papiers filtres par Rottinghaus et coll aux USA pour la
résistance aux ARV, ils ont conservé et stocké leur DBS a -80°C jusqu’a leur
utilisation (128). Au laboratoire, nous avons utilisé cette méme tempeérature de
conservation pour nos DBS jusqu’a leurs utilisations car étant la température de
conservation et de stockage optimal des DBS (129). Plus la température est basse et
plus ’ARN du VIH se conserve mieux.

Les CV ont été effectués avec la technologie NucliSENS version 2.0 car celle-ci
ayant montré une bonne performance dans le travail de comparaison des
performances du NucliSENS EasyQ HIV-1 V2.0 a celles du NucliSENS EasyQ HIV-
1 V1.2 a partir de DBS et plasma, de Kane et coll au Sénégal (130). L’extraction des
acides nucléiques a été effectué avec I’extracteur automate NucliSENS EasyMAG et
I’extracteur semi-automate NUCliSENS MiniMAG a partir de 2 spots coupés a 1’aide
d’un puncher calibré de 12 mm de diamétre. La quantification des acides nucléiques a
été effectuée par la technique d’amplification NASBA en temps réel avec le
NucliSENS EasyQ v2.0. D’autre travaux comme celui de Kane et coll, celui de Van
Deursen et coll et celui de Rottinghaus et coll (13, 113, 131) ont montré une bonne

concordance dans leurs études comparatives de CV entre plasma et DBS, confirmant
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la fiabilité, la sensibilité et la spécificité de la plateforme NucliSENS qui a servi a la

détermination des CV de notre évaluation.

Notre étude évaluant la pipette pasteur comme outil alternatif a la micropipette et
portant sur un nombre 116 échantillons de DBS, a donné des résultats satisfaisants.
Selon que les DBS ont été réalisés avec la micropipette (DBSHP) ou avec la pipette
pasteur (DBSPP), les CV obtenues variaient respectivement entre <100 et 570000
copies/ml et entre <100 et 660000 copies/ml. La comparaison qualitative des résultats
des deux technigues a montré un taux de non détectabilité de 41,4% et de défectibilite
de 53,5% pour DBSpP et DBSPP. Le taux de non détectabilité pour DBSuP et de
détectabilité pour DBSPP étaient de 3,4% et le taux de non détectabilité pour DBSPP
et de détectabilité pour DBBSUP étaient de 1,7%. Ces résultats ont montré une bonne
concordance des deux outils de prelevement. Quant a la comparaison quantitative, les
taux de non détectabilité étaient de 44,8% pour les DBSuP et de 43,1% pour les
DBSPP et les taux de détectabilité étaient de 55,2% pour DBS%pP et de 56,9% pour
DBSPP. Les résultats de cette comparaison ont confirmé la précédente. Pour des
valeurs de CV détectable ou indétectable, ces chiffres ont montré qu’il n’y a pas de
différence significative entre les deux outils de prélevement. La différence de log des
valeurs de CV obtenue entre les deux echantillons de DBS a donné une CV < +/-0,5
log pour 112 échantillons et une CV > +/-0,5 que pour 4 échantillons. Donc sur les
116 échantillons, les valeurs sont concordantes pour 112 (96,6%) et ne sont
discordantes que pour 4 (3.4%) comme ca été démontré par le graphique de Bland-
Altman avec un biais de 0,00253 [- 0,0542 a + 0,0592]. Ces résultats ont été
confirmés par la droite de régression linéaire entre les valeurs de CV (DBSpP vs
DBSPP) montrant une bonne corrélation (R= 0,95). Le travail de Ndiaye et coll,
mené au Sénégal en 2015 a montré des valeurs de R similaire au notre (109). Il en est
de méme avec 1’étude de Scott et coll, mené en 2009 et ayant montré une valeur de
R = 0,904 (132). Sur la validité de ces parameétres statistiques, nos résultats ont
montré que la pipette pasteur est une bonne alternative a la micropipette pour la
confection des DBS grace a un taux de concordance élevé et une bonne corrélation.
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Par conséquent, le suivi de I’efficacité virologique, des enfants infectés par le VIH en
milieu décentralisé, a été facilité par ’utilisation de cet outil pour la confection des

DBS destinés a la charge virale dans le projet EnPRISE.

L’analyse de I’efficacité virologique a porté sur les 666 enfants inclus dans le projet
EnPRISE dont 498 étaient suivis pour au moins pendant 6 mois de traitement
antirétroviral. Cette population était supérieure a la population d’é¢tude de Kébé et
coll en 2013 a Dakar et celle de Salou et coll au Togo en 2016 portant
respectivement sur 125 et 283 enfants (115, 133) mais inférieure a celle de Zanoni et
coll en 2012 avec 880 enfants (134). Dans notre étude, la population était composée
en majorité de garcons (53%), distribution différente de celle observée dans I'étude de
Lubega et coll (120) avec 53% de filles. L’age n’a pas été renseigné pour certains
enfants et pour ceux dont 1’age est connu, la médiane d’age était de 8 ans, valeur
superieure a celle retrouvée dans la série de Kébé et coll en 2013 et dans la série de
Isaakidis et coll en 2009 (135) qui étaient respectivement de 7 et de 6 ans mais
proche de celle retrouvée (8,9 ans) dans la série de Zoufaly et coll (136). La durée
médiane de suivi thérapeutique sous ARV dans notre population d'étude était de 28
mois [6-191]. Cette durée était supérieure a celle retrouvée dans la série de Kébé et
coll qui était de 20 mois [6-120] et inférieure aux études de Salou et coll et
d’Isaakidis et coll qui étaient respectivement de 48 mois et 36,2 mois.

Un taux d’échec global de 64% (320/498) a eté obtenu dans notre étude, sensiblement
égale au taux d’échec virologique (66%) documenté par kébe et coll, en 2013 (115)
et inférieur au taux d’échec (51,6%) renseigné par Salou et coll au Togo en 2016
(133). Ce taux d’échec important de notre étude pourrait étre expliqué par 1’influence
des facteurs comme les niveaux sociaux et psychologiques associés a une absence de
suivi virologique. En exploitant ces taux d’échec en fonction des mois de suivi, Nous
avons constate que les enfants qui ont été suivis pour plus de 24 mois présentaient le
taux d’échec virologique le plus élevé (65%). Ces enfants étaient majoritairement
sous un schéma thérapeutique de 1*° ligne incluant AZT+3TC+NVP/EFV (45,78%).
Les études antérieures ont toujours postulé 1’idée que le risque d’échec virologique
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augmentait sous un schéma thérapeutique non efficace dans le long terme. Ceci a été
confirmé par des études de cohorte mettant 1’accent sur la non efficacité d’un schéma
thérapeutique de premiére ligne (137). Ces résultats justifient, encore une fois,
I’importance d’un monitoring virologique régulier par la quantification de la charge
virale afin d’éviter une longue exposition des patients sous un schéma thérapeutique
non efficace. Ceci est d’autant plus important au niveau des pays a ressources
limitées comme le Sénégal ou, les schémas de 2"* ligne sont assez couteux et ceux de

la 3*™ ligne pas toujours disponible.
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Le VIH responsable du SIDA, constitue un véritable probleme de santé publique
touchant adultes, adolescents et enfants avec des prévalences considérablement
élevees en Afrique subsaharienne mais la tendance au Sénégal reste tres faible de
I’ordre de 0,5%. L’engagement de la PEC des PvVIH avec notamment le programme
ISAARYV au Sénégal a amélioré la qualité de vie de ces personnes. Le monitoring
virologique a aussi été amelioré par I’utilisation des DBS confectionnés par
micropipette, comme support de préléevement moins contraignant que le prélevement
sur tube car son transport exige le maintien de la chaine de froid entre le lieu de
collecte et le laboratoire d’analyse. L’utilisation du DBS a facilité le suivi des
patients au niveau décentralisé. Cependant, le manque de suivi métrologique des
équipements de laboratoire particulierement les micropipettes a montré des limites
lices a la spécificité en volume et a la calibration. Cette contrainte métrologique
associée a une manque de micropipettes surtout en zone reculée nous ont permis
d’évaluer la pipette pasteur a bout fin comme outil alternatif a la micropipette pour la
confection de DBS. Cette évaluation a donné une bonne corrélation (R= 0,95) et une
parfaite concordance (96%) avec un biais de 0,00253. Ainsi la pipette pasteur
constitue une bonne alternative a la micropipette pour la confection des DBS destinés
alaCv.

Dans la méme étude, 1’échec ou le succés virologique des enfants sous ARV a été
évalué grace a I’utilisation de 666 échantillons de DBS confectionnés par la pipette
pasteur. Nos résultats ont montré un taux d’échec virologique élevé de 64%. Ce taux
d’échec corrélé a la durée du suivi a montré que les enfants sous ARV pendant plus
de 24 mois, étaient plus en échec (65%) avec un schéma thérapeutique de 1°° ligne
incluant AZT+3TC+NVP/EFV (45,78%).
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Globalement, nos resultats montrent encore une fois la nécessité de la mise a
disposition d’outils de prélévements pouvant faciliter les tests de CV et ainsi
améliorer le monitoring virologique des PvVIH en milieu décentralisé. Grace a un
suivi virologique régulier des PvVVIH, nous pouvons diagnostiquer a temps les risques
d’échec virologiques qui pourront aboutir aux échecs thérapeutiques.

En perspective, nous comptons évaluer d’autres systémes de prélévements comme
celui de sang capillaire sur papier buvard pour la quantification de la CV.

Ce travail nous a permis de formuler quelques recommandations a 1’endroit de
personnel scientifique d’une part et des autorités politiques nationales et sanitaires,

d’autre part.

¢ Le personnel scientifique devra assurer :
- la formation des techniciens de laboratoire sur 1’utilisation des pipettes

pasteurs pour la confection des DBS.

¢ Les autorités de santé, a leur tour :
- doit participer a la mise a disposition des pipettes pasteurs dans les
laboratoires périphériques,
- d’inciter le staff clinique a inclure d’avantage les parametres virologiques
dans la prise en charge clinique et thérapeutique des personnes infectées par
le VIH en milieu décentralisé.

- rendre disponible la charge virale
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Evaluation de la pipette de transfert dans la détermination de la charge
virale du VIH-1 a partir des spots de sang séchés (DBS)
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Problématique et Objectif

helle de la charge virale impose I’ utilisation de stratégies de\
tes en vue de faciliter I’ accés a cet outil important dans le
du traitement ARV.
de est d’évaluer la pipette de transfert pour la confection de
(DBS) en vue de la détermination de la charge virale du
n avec la technique validée de la micropipette calibrée. J

La comparaison a porté sur 116 échantillons de sang prélevés ch
adolescents dans le cadre du projet EnPRISE dans 4 sites de prise
pédiatrique décentralisée au Sénégal. .

Sex-ratio
Age médian (n=71)
15

6-10 ans.

11-18 ans.

Traitement ARV N
2NUC +1 Non NUC
2NUC +1IP

Non traite.

Methodologie

é préparés dans les sites périphériques de prise en chab
VIH au Sénégal en déposant 3 gouttes de sang total
EDTA sur chacun des cercles prédéfinis d’'un papier
TFN (Lasec, Afrique du Sud) a l'aide d’'une pipette en
fine, « petit bulbe, pointe longue » (Copan Diagnostics,
nt, 50pl de sang total ont été déposés a l'aide d’une
alibrée sur chacun des cercles prédéfinis d'une deuxiéme
S, séchés pendant 24h puis emballées et stockés a

biante en présence de dessicants et de carte té

nt été transférés, dans un délai maximum de 72h, au

férence ou ils ont été conservés a -80° C.

L'analyse des résultats de CV a montré une concordance
échantillons (n=112) avec 64 (55,1 %) patients présentant une CV >
(seuil de NucliSENS) et une valeur médiane de 3.78 log copies/ml
5,76 log copies/ml).

3
Determination de la charge virale

HERBRAN

te ¢

brés certifi¢ CE (Biomérieu

Mean difference : 0,00253




SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des Maitres de la Faculté, des

Conseillers de [(Ordre des pharmaciens et de mes Condisciples.

D ronorer ceux qui m'ont instruite dans les préceptes de

mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant
fidéle a leur enseignement.

Dexercer, dans Cintérét de la Santé Publique, ma

profession avec conscience et de vespecter non seulement la
legislation en vigueur, mais aussi les régles 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 me consentirai da utiliser mes

connaissances et mon état pour corrompre les maoeurs et
favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fideéle

d mes promesses.

Que je sois couvert dopprobre et méprisé de mes

confreéres si j'y manque.



PERMIS D’IMPRIMER

Vu: Vu:

Le président du jury Le Doyen......

Vu et Permis d’imprimer

Pour le recteur, le Président de 1’assemblée d’Université Cheikh Anta Diop de Dakar et par
délégation

Le Doyen



EVALUATION DE LA PIPETTE DE TRANSFERT ET SON APPLICATION DANS LE
MONITORING DU VIH EN MILIEU DECENTRALISE AU SENEGAL (Etude EnPRISE)

RESUME

Problématique :

Le passage a 1’échelle de la charge virale impose 1’utilisation de stratégies de laboratoire innovantes en
vue de faciliter I’acces a cet outil important dans le suivi de 1’efficacité du traitement ARV. Le but de
cette étude est d’évaluer la pipette de transfert (pipette pasteur a bout fin 222C) comme outil alternatif a la
micropipette pour la confection des spots de sang séchés DBS et de mesurer 1’efficacité virologique chez
les enfants infectés par le VIH en milieu décentralisé au Sénégal dans le cadre du projet EnPRISE.

Meéthodologie :

Il s’agit d’une étude prospective réalisée en deux phases. La premiere phase évaluant la pipette de
transfert a porté sur les 116 premiers échantillons de DBS confectionnés en parallele avec la pipette de
transfert en déposant 3 gouttes de sang total et avec la micropipette en déposant 50ul de sang total (outil
de référence). La deuxiéme phase a estimé le taux d’échec virologique chez des enfants (n=666) vivant
avec le VIH en milieu décentralisé pour lesquels un prélevement sur DBS avait été réalisé. Sur site, les
échantillons ont été séchés a 1’abri de la lumiére pendant 24h a température ambiante puis acheminés au
Laboratoire de Bactériologie-Virologie du CHU Aristide le Dantec dans un délai maximum de 10 jours
par transport en commun. La quantification de la charge virale (CV) a été effectuée par la technique du
NucliSENS EasyQ (Laboratoires Biomérieux, France). La droite de régression et le graphe de Bland-
Altman ont permis d’apprécier respectivement la corrélation et la concordance entre les deux outils. Le

taux d’échec virologique a été déterminé en se basant sur les recommandations 2013 de I’OMS
(CVv>1000 copies/ml).

Résultats :

La comparaison des valeurs de charge virale obtenues entre DBS confectionnés avec la micropipette et
avec la pipette de transfert a été faite sur la base de leur différence de log. Seuls 4 échantillons avaient
présenté une discordance avec une différence de log > +/-0,5 (comprise entre +/-0,88 et +/-1,62). Ces 4
échantillons discordants ont été confirmé par le graphe de Bland-Altman en se positionnant en dehors de
la limite de confiance avec un biais tres faible de 0.00253 [- 0,0542 a + 0.0592] et un coefficient de
corrélation R=0,95.

Parmi les 666 enfants testés, 601 étaient sous TARV et 498 depuis au moins 6 mois avec une médiane de
suivi de 28 mois [6-191]. Le taux d’échec virologique était de 64% (320/498) avec une prépondérance des
enfants suivis de 6 a 12 mois sous le schéma AZT+3TC+NVP/EFV

Conclusion :

Ces résultats montrent que la pipette pasteur constitue une bonne alternative a la micropipette pour la
confection des DBS destinés a la CV pour le monitoring virologique. D’autre part, nos travaux ont montré
un taux d’échec virologique trés élevé chez les enfants suivis en milieu décentralisé soulignant ainsi la
question de I’importance de la disponibilité de la charge virale dans toutes les régions.

Mots clés : DBS, Charge virale VIH-1, Nuclisens EasyQ HIV-1 V2.0, échec virologique, enfants,
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