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INTRODUCTION
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Le Programme Commun des Nations Unies sur le sida (ONUSIDA) estimait a la
fin de I’année 2011, a environ 34 millions le nombre de personnes vivant avec le

VIH (PVVIH) dans le monde (41).

Au sein du bloc épidémiologique de 1I’Afrique de 1’Ouest, la Cote d’Ivoire est
I’un des pays les plus affectés avec 360 000 PVVIH en 2011 (41), et une
prévalence de 3,7% chez les adultes de 15 a 49 ans (24).

En I’absence de prévention vaccinale, les efforts de la lutte contre la pandémie
du VIH/sida se focalisent, sur la prévention et sur une meilleure prise en charge

des personnes infectées.

Le diagnostic biologique de I’infection a VIH revét une importance capitale
pour la lutte contre I’épidémie, car il est le point d’entrée principal des stratégies
de prévention et de prise en charge biologique et thérapeutique. Ce diagnostic
biologique, notamment le dépistage sé€rologique du VIH permet de garantir la
sécurité des dons de sang, de suivre 1I’évolution de 1’épidémie et de déterminer le
statut infectieux de la population. Il est donc nécessaire de disposer de tests de

dépistage de qualité.

Les algorithmes de dépistage du VIH constituent un aspect critique du conseil et
du dépistage volontaire. En Cote d’Ivoire, 1’algorithme séquentiel en vigueur

usqu en Mai utilisait les tests Determine ere| et Genie 10rad|.
jusqu’en Mai 2009 utilisait 1 D ine® [Alere] et Genie I1® [Biorad]

Devant 1’arrét de fabrication du test rapide discriminant (TRD) Genie II®, le
Ministére en charge de la Santé a pris une note circulaire en Mai 2009 pour
remplacer le Genie II® par le test SD Bioline HIV 1/2 3.0° [Standard
Diagnostic] (20).
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Lors de I’évaluation en phase III, de cet algorithme, conduite par le Programme
National de Prise en charge des PVVIH (PNPEC), un fort taux de résultat VIH-

1+2 a été observé par rapport aux tests de référence (21).

C’est dans ce contexte que quatre TRD (Genie III HIV-1/HIV-2®, Immunocomb
II HIV 1&2 BISPOT" de ALERE, SD Bioline HIV 1/2 3.0%, Immunoflow
HIV1-HIV2® de CORE DIAGNOSTICS), ont été évalués en phase I dans le but
de comparer leurs caractéristiques opérationnelles et leurs performances
techniques (23). Au terme de cette évaluation, le Genie III HIV-1/HIV-2" a
obtenu les meilleures performances (23), et I’algorithme suivant a été propose
pour le dépistage de I’infection & VIH en Céte d’Ivoire : (i) Determine® + Stat
Pak® au poste de dépistage ; (ii) Determine® + Genie III HIV-1/HIV-2"+/- Stat

Pak®au laboratoire lors du bilan initial.

Selon les recommandations de I’OMS, un algorithme de dépistage doit Etre

¢valu¢ en phase II (Evaluation sur le terrain) avant son adoption (16).

Ainsi ’objectif général de notre étude était de réaliser une évaluation en phase II

de I’algorithme sur-cité pour le dépistage du VIH en Cote d’Ivoire.
Les objectifs spécifiques étaient de :

- Evaluer les performances de dépistage de 1’algorithme ;

- Déterminer le pouvoir discriminant de cet algorithme ;

- Déterminer les caractéristiques opérationnelles de I’algorithme.
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PREMIERE PARTIE :

REVUE DE LA LITTERATURE
SUR L’INFECTION A VIH
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I-HISTORIQUE

C’est en juin 1981 que le Center for Disease Control and prévention (CDC),
d’Atlanta a décrit des pneumocystoses pulmonaires liées a une
immunodéficience inexpliquée chez de jeunes homosexuels hospitalisés a Los

Angeles (14).

Cette immunodéficience inexpliquée fut appelée syndrome d’immunodéficience

acquise (sida), en décembre de la méme année.

En mai 1983, I’équipe du professeur Jean-Claude Chermann qui travaille a
I’institut Pasteur sous la direction du Pr Luc MONTAGNIER décrit pour la
premicre fois le virus responsable de la maladie nommé Lympho adenopathy

Associated Virus (LAV) (31).

En septembre de la méme année, le Pr Luc Montagnier présente au
gouvernement francais une demande de brevet d’un test ELISA capable de

révéler la présence des anticorps anti —LAV (5).

En 1985, BARIN et ses collaborateurs montrérent qu’un autre rétrovirus humain
apparenté¢ au VIH1 mais plus proche du rétrovirus simien circule en Afrique de

I’ouest. Ce second virus du sida est actuellement appelé VIH-2 (4).

En 1986, le virus LAV=HTL3 entre dans la nomenclature internationale sous le

nom de VIH (virus de I'Immunodéficience Acquise Humaine).
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II- EPIDEMIOLOGIE
I1.1- REPARTITION GEOGRAPHIQUE
II.1.1- DANS LE MONDE

L’infection par le VIH constitue depuis son apparition une pandémie qui

continue sa progression avec d’importantes disparités géographiques.

Selon les estimations de ’ONUSIDA, 34 millions de personnes vivaient avec le
VIH dans le monde a la fin de ’année 2011, dont 3,4 millions étaient des
enfants d’age inférieur a 15 ans. Les femmes représentaient 49% des adultes
séropositifs. Le nombre de nouvelles infections s’¢levait a environ 2,5 millions
de personnes dont 330 000 enfants. Environ 1,7 millions de déces ont été

enregistrés dont 230 000 enfants (41).

II.1.2-EN AFRIQUE

Selon ’ONUSIDA, I’Afrique sub-saharienne demeure, de loin, la région du
monde la plus touchée par la pandémie du VIH/sida. Dans son rapport publi¢ en
2011, PONUSIDA estimait a environ 23,5 millions le nombre de PVVIH en
Afrique sub-saharienne. Le nombre de nouvelles infections et de décés était
respectivement de 1,8 millions de personnes (dont 270 000 enfants) et de 1,2

millions de personnes en 2011 (41).

I1.1.3-EN COTE D’IVOIRE

Les premiers cas ont ¢té¢ observés au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Treichville en 1985 (22). Aujourd’hui, la Cote d’Ivoire est I’'un des pays
d’Afrique de I’ouest les plus touchés par la pandémie (19).

Le Ministere de la Santé et de la Lutte contre le sida en collaboration avec

I’Institut National de la Statistique estimait dans son rapport de I’Enquéte
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Démographique et de Santé en Cote d’Ivoire (EDSCI-III) publi¢ en Janvier 2013
a 3,7 %, la prévalence global de I’infection a VIH en Cote d’Ivoire.

La prévalence chez les femmes (4,6 %) demeure toujours plus élevée que chez

les hommes (2,7 %) (24).

Selon ’ONUSIDA, 360 000 personnes vivaient avec le VIH/sida en Cote
d’Ivoire en 2011, et 23 000 décés ont été observés (41).

I1.2- MODE DE TRANSMISSION DU VIRUS

L’étre humain représente le seul réservoir et 1’hote définitif connu pour le VIH.
Ce virus a été isolé de la plupart des liquides biologiques humains tels que le
sang, 1’urine, le liquide céphalorachidien, le sperme, les sécrétions vaginales, le
lait maternel, les larmes et la salive. Toutefois, la transmission du VIH nécessite
une porte d’entrée. Il existe trois modes de transmission du VIH qui sont : la

voie sexuelle, la voie sanguine et la voie materno-foetale.

II.2.1-TRANSMISSION SEXUELLE

La voie sexuelle constitue le principal mode d’acquisition de [’infection a
VIH/sida. Elle se fait par ’intermédiaire des muqueuses (Buccale, vaginale ou
rectale) lorsqu’elles sont en contact avec les secrétions sexuelles ou du sang

contenant le virus (3).

La transmission a lieu surtout lors des rapports sexuels non protégés, qu’ils
soient homosexuels ou hétérosexuels. Le risque est d’autant plus grand que le
nombre de partenaires sexuels est ¢levé et que sont associées des infections

sexuellement transmissibles (IST) (12).

Le risque de transmission du VIH lors des rapports sexuels dépend de plusieurs

facteurs tels que :

- la présence de I’infection chez le partenaire ;
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- la nature du contact sexuel ;
- le degré d’infectivité de la personne infectée (la charge virale) ;

- la présence chez I'un ou I’autre partenaire d’autres IST ou de lésions

génitales qui accroissent le risque de transmission.

I1.2.2-TRANSMISSION SANGUINE

Elle concerne principalement :

¢ la transfusion de sang ou de produits sanguins ;
e la transmission par des objets tranchants souillés ;
e [’usage de drogues par voie intraveineuse ;

e [’accident d’exposition au sang.

I1.2.3-TRANSMISSION MATERNO-FETALE

La transmission du virus de la mere a I’enfant peut survenir a différentes étapes

de la grossesse :

-In-utero, dans les semaines précédant I’accouchement dans un tiers des cas

(30%) ;
-Au moment de I’accouchement dans deux tiers des cas (60%) ;

-La période de I’allaitement présente ¢galement un risque d’infection pour

I’enfant estimé entre 22 et 25% (18).
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III-AGENT PATHOGENE

I11.1-TAXONOMIE

Le VIH est un lentivirus appartenant a la famille des Retroviridae. Les rétrovirus
sont des virus a Acide ribonucléique (ARN) enveloppés, caractérisés par la
présence d’une enzyme particuliére appelée transcriptase inverse ou reverse

transcriptase (RT).

II1.2-STRUCTURE DU VIRUS VIH 1

Le VIH se présente morphologiquement au microscope ¢lectronique sous forme

sphérique, avec un diamétre compris entre 90 et 120 nm (6).

Il comporte de I’extérieur vers I’intérieur (figure 1) :

e une enveloppe ;
e uncore;

e un génome viral.
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Figure 1 : Structure du VIH1 (17).

III.2.1-ENVELOPPE VIRALE

L’enveloppe virale est constituée d’une double couche lipidique issue des
cellules infectées. Elle entoure la matrice et est tapissée de deux sortes de

glycoprotéines (gp) virales :
e une glycoprotéine externe ou de surface, dénommée gp 120 ;
¢ une glycoprotéine interne ou transmembranaire, dénommée gp 41 (6).

Cette glycoprotéine transmembranaire serait responsable de la fusion du virus

avec la cellule hote.

Ces deux types de glycoprotéine (transmembranaire et de surface) dérivent d’un

méme précurseur, la glycoprotéine gp 160 pour le VIH-1.
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[11.2.2- LE CORE VIRAL

Le core viral inclut : la matrice et la capside.

La matrice ou p17 est située juste en dessous de 1I’enveloppe ; elle est constituée
de protéines structurales et de la protéase. Elle jouerait un role dans la stabilité
de la particule virale.

La nucléocapside suit la matrice et est constituée de protéines, de matériel
génétique et d’enzymes. La capside virale qui se présente sous forme de trapeze,
se situe au centre de la particule virale. Elle est constituée d’une protéine interne
majeure (p24) et d’une protéine interne associée a I’ARN (p7). Par ailleurs, la
capside renferme deux enzymes virales: la transcriptase inverse (ADN-
polymérase ARN-dépendante) qui permet de synthétiser, a partir de I’ARN viral,
un ADN bicaténaire (provirus) et I’intégrase qui permet d’intégrer le provirus

dans I’ADN de la cellule.

I11.2.3-LE GENOME VIRAL
Le génome viral comprend deux sous-unités identiques d’ARN. Ce génome
est constitué de trois geénes caractéristiques des rétrovirus : gag, pol et env qui

codent pour la synthese des protéines structurales et de différentes enzymes

du virus (53).
e Le géne gag (group specific antigen) code pour les protéines structurales
(36).

e Le gene pol (polymérase) code pour les différentes enzymes virales : la

protéase, la Reverse Transcriptase et I’intégrase (36).

e Le gene env (enveloppe) code pour les glycoprotéines d’enveloppe de

surface gp120 et transmembranaire gp41.
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Le VIH, contient également au moins six génes accessoires spécifiques
codant pour les protéines de régulation : le géne fat, le géne rev, le géne vif,

le géne vpr, Le geéne vpu, le geéne nef (51).

Remarque :

e Les glycoprotéines externe et interne du VIH2 sont dénommées
respectivement gp 105 et gp 36.
e Le VIH2 posséde la méme organisation génomique que le VIHI,

cependant il ne possede pas le gene vpu mais plutot le gene vpx (53).

II1.3-PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES
A DPextérieur de 1’organisme le virus est fragile et est détruit par :

v' chauffage du matériel contaminé a 121°C pendant au moins 20 minutes
dans un autoclave et par ¢bullition continue pendant au moins 30 minutes ;
v" une solution d’hypochlorite de sodium a 0,38% (1,2°ch) ;

v" I’éthanol a 70° pendant 15 minutes.

II1.4-VARIABILITE GENETIQUE
Le VIH est un virus qui a une trés importante variabilité génétique. Il présente

ainsi une tres grande diversité.

I1 existe deux sérotypes du VIH : le VIHI répandu sur I’ensemble des continents
et responsable de la pandémie mondiale et le VIH2 présent principalement en

Afrique de I’ouest (46).
En Céte d’Ivoire, le sérotype prédominant est le VIH1 (39, 45).

Sur la base de I’analyse des séquences des genes env et gag du VIHI, ces

sérotypes se subdivisent en des groupes et sous-types (37).

Ainsi, le VIH-1 peut étre classé en groupe M, groupe N, groupe O et groupe P :
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e groupe M (Major): les souches de ce groupe sont cosmopolites et
représentent environ 95% des souches circulantes. Le groupe M se

subdivise en neuf sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K) (11) ;
e groupe O (Outlier) ;
e groupe N (New) (52) ;
e groupe P (43);

Les souches des groupes N, O et P sont essentiellement retrouvées en Afrique

centrale.

Aux sous-types distincts, il faut rajouter des formes recombinantes circulantes

(CRF) issues de la recombinaison des sous-types.

La variabilité génétique du VIH a des répercussions a plusieurs niveaux :
geographique, physiopathologique, diagnostic, thérapeutique, mise au point d’un

vaccin.

Au niveau géographique, le sous-type B du VIH1 prédomine en Europe et aux
Etats-Unis, le sous-type E (CRFO1-AE) en Asie et le sous-type C en Afrique
australe. Tous les variants du VIH peuvent étre retrouvés en Afrique de 1’ouest

avec une prédominance du CRF02-AG (48).

Au niveau physiopathologique, des ¢tudes ont établi le faible pouvoir
pathogene du VIH2 par rapport au VIHI, et il n’existe pas de différence de
virulence entre les différents sous-types du VIHI1 (32).

Au niveau diagnostic, la diversit¢ génétique du VIH1 influence l'efficacité de
certains tests de dépistage. En effet les virus VIH1 du groupe O n'étaient pas
détectés par certains tests sérologiques commerciaux et donnaient des résultats

indéterminés avec les tests de confirmation, tel que le Western Blot (35, 38).

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 13



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

Au niveau thérapeutique, le VIH2 et certains isolats du VIH1 du groupe O ont
une résistance naturelle aux inhibiteurs non nucléosidiques de la reverse

transcriptase.

Au niveau du vaccin, la variabilit¢ génétique du VIH est un obstacle pour la

mise au point d’un vaccin contre le VIH (8).

IV- PHYSIOPATHOLOGIE
IV.1- CELLULES CIBLES

Les cellules cibles du VIH sont les cellules qui possedent la molécule CD4 a
leur surface. Les CD4 sont exprimées en forte quantité a la surface des
lymphocytes T auxiliaires et a un degré moindre sur les cellules présentatrices
d’antigénes : monocytes, macrophages et cellules dendritiques. La molécule
CD4 fonctionne comme un récepteur de haute affinité pour la gp120 du VIH.
Des récepteurs accessoires tels que CCRS et CXCR4 sont nécessaires a la

pénétration du virus dans la cellule hote (27).

IV.2-CYCLE DE REPLICATION DU VIH-1

Le VIH se fixe par I'intermédiaire de la gpl120 sur les récepteurs CD4 des
cellules cibles. L enveloppe du VIH va d’abord fusionner avec la membrane de
la cellule hote puis, le virus déversera ses enzymes et son matériel génétique
dans le cytoplasme de la cellule. La reverse transcriptase (RT) réalise ensuite la
retrotranscription de 1’ARN wviral (brin wunique) en ADN (Acide
désoxyribonucléique) proviral (double brin). L intégrase virale incorpore I’ADN
proviral obtenu dans I’ADN de la cellule infectée. Il s’en suit alors la
transcription de I’ADN viral en ARN messager (ARNm) viral qui sera traduit en
protéines virales. La protéase virale découpe enfin les protéines virales

synthétisées qui, assemblées a des molécules d’ARN viral, bourgeonnent a la
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surface de la cellule infectée pour former de nouveaux virions qui se détachent,

puis infectent d’autres cellules (7).

Ce cycle de réplication est représenté par la figure 2.
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Figure 2: Cycle de réplication du VIH1 (54).

IV.3-INTERACTION VIRUS-HOTE

Le déficit immunitaire est induit par la réplication virale qui est responsable
d’anomalies quantitatives et qualitatives au niveau des lymphocytes TCD4+

(LTCDA4+). 11 s’en suit un dysfonctionnement du systéme immunitaire.
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Les anomalies quantitatives sont liées a un effet cytopathique du VIH sur les
cellules cibles. Cet effet cytopathique se traduit par une destruction des cellules

cibles lors de la libération des virions produits au cours de la réplication virale

du VIH.

Les anomalies qualitatives sont provoquées par les protéines accessoires du

virus (Vpu, Nef, Vpr, Tat, Vif) qui alterent le fonctionnement des LTCD4+.

IV.4-HISTOIRE NATURELLE
L’¢évolution spontanée de I’infection a VIH peut étre divisée en quatre phases :

Premiere phase (Phase de Primo-infection) : elle est asymptomatique chez 50%
des sujets infectés. Les premiers signes apparaissent en moyenne 20 jours apres
la contamination. Elle se manifeste par un syndrome pseudogrippal ou
mononucléosique. La primo infection dure de 1 a 3 semaines et passe souvent
inapercue. C’est au cours de cette phase que le systeme immunitaire réagit
aboutissant a la production d’anticorps dirigés contre I’ensemble des protéines
du VIH. 1l s’agit de la séroconversion. Cette primo infection est caractérisée par
une chute rapide, mais transitoire, du taux des LTCD4+, avec des taux
demeurant habituellement a la limite inférieure de la normale et une forte

augmentation concomitante de la charge virale.

Le retour complet ou partiel a la normale a probablement une valeur
pronostique. En effet, une lymphopénie absolue entre 200 et 500 LTCD4+/mm’
peut persister et aboutir au développement rapide du sida, définissant ainsi la

catégorie des patients progresseurs a court terme.

Deuxieme phase (Phase Asymptomatique): D’une durée pouvant aller de

quelques mois a plus de 10 ans.
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Elle se caractérise par une absence de signes cliniques. Elle est marquée par une
diminution progressive du taux de lymphocytes qui passe en dessous des limites
normales. L’absence de déplétion et de progression clinique a long terme (plus

de 8 ans) définit la catégorie des sujets non progresseurs a long terme.

Troisieme phase (Phase d’accélération) : D’une durée de 6 a 18 mois, elle est

caractérisée par un brusque infléchissement de la pente de déplétion des cellules

LTCDA4+.

Quatriéme phase (Phase de sida) : c’est la phase terminale de la maladie. Elle
est la conséquence d’une longue déplétion de lymphocytes. Le sida apparait
lorsque le nombre de LTCD4+ devient tres faible. Il apparait alors des affections

opportunistes.

Les différentes phases de 1’évolution du VIH-1 sont représentées par la figure 3.
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Figure 3 : Phases évolutives de I’infection a VIH1 (28).
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V- DIAGNOSTIC

V.1-DIAGNOSTIC CLINIQUE

Il existe deux principales classifications de I’infection a VIH chez 1’adulte et

I’adolescent :

- La classification CDC de 1993(annexel), qui classe les patients en 3
catégories (15)
- la classification OMS 2006 (annexe2), qui classe les patients en 4 stades

cliniques de gravité croissante (42).

V.2-DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Le diagnostic biologique de 'infection a VIH peut se faire aussi bien par une

meéthode directe qu’indirecte.

V.2.1- LE DIAGNOSTIC DIRECT

Le diagnostic direct repose sur la détection du virus lui-méme ou de certains de

ses composants antigéniques.

V.2.1.1-La détection de I’Antigene p24

La détection de I’antigéne p24 a pour intérét le diagnostic de I’infection avant
I’apparition des anticorps anti-VIH. Elle permet de réduire la fenétre sérologique

et surtout de faire un diagnostic précoce de 1’infection (34).

Elle est utilisée pour le diagnostic dans la période de primo -infection. Sa

détection peut étre réalisée par un test ELISA de 4™ génération.

V.2.1.2- L’Isolement viral

L’isolement du VIH en culture cellulaire est une méthode longue, couteuse,

nécessitant des laboratoires d’un haut niveau de sécurité. L’isolement viral se
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fait a partir des cellules mononucléés sanguines du sujet infecté qui sont mises
en culture avec celles de donneurs sains qui servent de support pour la
réplication virale. Celle-ci est détectée par 1’apparition de I’antigene P24 et/ou
d’une activité enzymatique (exemple : la transcriptase inverse) dans le milieu de

culture.

V.2.1.3- La biologie moléculaire

C’est une technique qui met en évidence le matériel génétique du VIH, aussi
bien I’ARN des virus circulants que ’ADN proviral intégré dans la cellule hote.
Les techniques de biologie moléculaire passent par une amplification du
matériel génétique (PCR) avec une détection des amplicons par des sondes
marquées. Ainsi, les principales techniques utilisées sont la technique RT-PCR,

la technique ADN branche¢e, la technique NASBA (49).

Les méthodes de biologie moléculaire sont utilisées en pratique courante pour le
dépistage pédiatrique précoce de I’infection a VIH qui peut étre réalisé des la
quatrieme semaine de vie. La biologie moléculaire est aussi utilisée pour la
mesure de la charge virale chez les PVVIH afin d’initier ou de suivre un

traitement antirétroviral (49).

Enfin, la biologie moléculaire est une des étapes de la détermination des sous-

types ou génotypes de VIH et pour 1’é¢tude des résistances aux antirétroviraux.

V.2.2- LE DIAGNOSTIC INDIRECT

Le diagnostic indirect permet de mettre en évidence les anticorps produits par un
sujet qui est entré en contact avec le VIH. Ce diagnostic indirect utilise des tests
de dépistage qui peuvent étre réalisés par plusieurs méthodes et combinés dans

plusieurs stratégies.
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V.2.2.1-Les tests Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Les tests ELISA utilisent des réactions immuno-enzymatiques en phase solide.
La réaction antigéne-anticorps est révélée par une coloration obtenue par
I’action d’une enzyme sur son substrat. Ces tests sont utilisés en raison de leur
capacité¢ a analyser un nombre ¢élevé d’échantillons, en particulier dans les

centres de controle du sang.

Les tests ELISA peuvent étre classés en fonction de plusieurs criteres :

I’antigene, le mode de révélation de I’anticorps, le type d’anticorps recherche.

» En fonction de ’antigéne

Depuis 1985, les tests ELISA ont fait des progreés considérables, atteignant

aujourd’hui, le stade de 4™ génération :

Tests de 17 génération : Ils ont utilisé comme antigéne des lysats de VIH
purifiés, obtenus a partir de lignées cellulaires infectées. Leur sensibilité ainsi

que leur spécificité étaient faibles. Ils ne sont plus utilisés de nos jours.

Tests de 2"% génération : Ils utilisaient comme antigéne des protéines
recombinantes obtenues par génie génétique et/ou des peptides synthétiques du
VIH. La spécificité des tests s’était affinée mais ils ne détectaient que les

anticorps de type IgG.

Tests de 3°™ génération : Ils utilisent les mémes antigénes que les tests de 2°™
génération mais ils permettent de détecter les anticorps de type IgG et IgM,

réduisant ainsi la fenétre sérologique.

Test de 4°™ génération : Ils permettent de détecter simultanément ’antigéne

p24 et les anticorps anti-VIH en utilisant pour ces derniers le méme principe que

3 eéme

les tests de géneration. Cette double détection permet de réduire encore plus

la fenétre sérologique et de faire un dépistage précoce des cas d’infection.
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> En fonction du mode de révélation de 1’anticorps

ELISA indirect

Le sérum ou le plasma du sujet est ajouté a une phase solide contenant
I’antigéne et le tout est incubé a une température donnée, pendant une période
indiquée par le fabricant du kit. La révélation se fait par une anti-globuline
humaine marquée et 1’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle au

taux d’anticorps présents.

ELISA par compétition

Ces tests sont basés sur la différence d’affinité entre les anticorps anti-VIH du
patient et les anticorps anti-VIH marqués par une enzyme. Les anticorps du
sérum inhibent la liaison des anticorps anti-VIH marqués, a la phase solide. Si la
concentration d’anticorps du sérum est élevée, trés peu d’anticorps marqués
pourront se lier a ’antigéne. Ainsi, ’intensité de la coloration sera inversement

proportionnelle au taux d’anticorps présents dans le sérum.

ELISA sandwich

Les antigénes du VIH sont fixés sur une phase solide. Les anticorps anti-VIH du
sérum se fixent sur les antigenes de la phase solide, ils se forment un complexe
Antigene-Anticorps. Un conjugué enzyme-antigene est ajouté apres lavage et il
se lie a tout anticorps anti-VIH présent. On procede ensuite a un lavage pour
¢liminer le conjugué non li€. L’ajout du substrat entraine I’apparition d’une

coloration proportionnellement au taux d’anticorps présents.

> En fonction du type d’anticorps recherché

Les tests mono spécifiques : ils permettent la détection d’un seul sérotype du
VIH. C'est-a-dire qu’ils détectent soit les anticorps anti-VIH1, soit les anticorps

anti-VIH2.

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 21



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

Les tests mixtes : ils détectent simultanément les deux types d’anticorps (anti-
VIHI et anti-VIH2) y compris ceux dirigés contre le sous type O. Cependant, ils

ne peuvent pas indiquer le sérotype retrouvé chez le patient.

Les tests discriminants : IIs sont capables de détecter les deux sérotypes de

maniére distincte. IIs permettent donc un sérotypage de I’infection.

V.2.2.2- Les tests d’Immunofluorecence

Ces tests utilisent comme antigéne des lignées cellulaires infectées
chroniquement par le VIH. La présence des anticorps anti-VIH liés aux cellules
infectées est révélée en ajoutant une anti-immunoglobuline humaine (anti-IgG

ou anti-IgG + IgM) marquée a I’isothiocyanate de fluorescéine.

Une réaction positive se traduit par une fluorescence verte visible uniquement a
la périphérie des cellules infectées. Ce test est moins sensible que les tests
ELISA et sa mise en ceuvre requiert un microscope a fluorescence et des

techniciens bien entrainés.

V.2.2.3- Les tests de Radio Immuno-précipitation (RIPA)
Le principe de cette méthode est basé sur le marquage métabolique du virus par
un isotope radioactif (cystéine 35S) qui est incorporé dans la culture virale. Au
fur et a mesure que le virus se développe, il incorpore ces constituants marqués
dans ses ¢€léments structuraux. Les particules virales matures ainsi marquées
sont purifiées, lysées et les protéines sont solubilisées. Ensuite, le lysat viral est
mis en contact avec le sérum a tester : les complexes antigéne-anticorps qui en
résultent sont fixés sur les protéines du gel d’Asepharose, puis ils sont lavés,
dénaturés, séparés par €lectrophorése sur gel de Poly-Acrylamide-Sulfate de
sodium dodecyl (SDS-PAGE). Apres séchage, le gel est mis en contact avec un

film radiographique qui est développé apres une exposition de trois jours.
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Le RIPA est un test de confirmation, plus sensible que le western-blot dans la
détection des anticorps dirigés contre les protéines d’enveloppe du VIH.
Cependant, cette technique est onéreuse et utilise des matériaux radioactifs, c’est

pourquoi, ce test est rarement utilisé.

V.2.2.4- Les Western Blot (WB)

Cette technique permet la détection des anticorps dirigés contre les protéines
virales spécifiques. Les protéines virales purifiées sont séparées par
¢lectrophorese sur gel de Poly-Acrylamide Sulfate de sodium dodecyl (SDS-
PAGE) et ensuite transférées sur un support qui est une bandelette de nylon ou
de nitrocellulose, constituant la phase solide. Les protéines virales apparaissent
sous forme de bandes spécifiques sur la bandelette qui permettra de rechercher
les anticorps au cours d’une réaction immuno-enzymatique indirecte. En effet, le
sérum du patient est incubé avec la bandelette ; apres lavage, un anticorps anti-
immunoglobuline humaine couplé & une enzyme et son substrat correspondant
sont rajoutés pour révéler la liaison des anticorps a chacune des proté€ines
virales. Le profil d’anticorps présents dans [’échantillon permet une

interprétation du résultat avec des critéres de I’OMS ou du CDC.

Selon I’OMS, un échantillon est dit positif pour I’infection a VIH lorsqu’il
contient des anticorps dirigés contre au moins 2 protéines d’enveloppe. Selon le
CDC, un échantillon est dit positif pour I’infection au VIH lorsqu’il contient des
anticorps dirigés contre une protéine d’enveloppe et une protéine du génome

viral gag ou pol.

V.2.2.5- Les tests d’immuno-analyses en ligne

Cette technique se réalise aussi sur une bandelette comme le test précédent.
Cependant, la bandelette contient moins de protéines virales qui sont, dans ce

cas, des peptides recombinants et/ou synthétiques du VIHI et du VIH2.
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Le test Peptilav 1-2° de BIO-RAD constitue un exemple de cette technique.
C’est un test basé sur ’utilisation de peptides synthétiques représentant les

protéines transmembranaires du VIH1 (gp 41) et du VIH2 (gp 36).

V.2.2.6-Les tests rapides

Les tests rapides sont des tests de réalisation simple ne nécessitant pas
d’équipement supplémentaire ni de personnel trés qualifié. Ils permettent
d’obtenir un résultat en moins de 30 minutes, avec un cout de revient réduit. Ils
sont donc trés adaptés a un dépistage de masse et utilisables dans les laboratoires

périphériques.

Plusieurs tests rapides ont donné des performances satisfaisantes en Afrique et
sont utilisés dans plusieurs pays du sud du Sahara pour le dépistage de masse de
I’infection a VIH dans le cadre du dépistage volontaire ou dans les programmes
de prévention de la transmission mere-enfant du VIH (2, 47). Ils peuvent étre

classés selon le support et le principe utilisé.

» Selon le support

Il existe 3 principaux supports : les cassettes ou savonnettes (exemple : Genie III
HIV-1/HIV-2® de BIORAD); les bandelettes (exemple: Determine® de
ALERE) et les autres types de support tels que les lames (exemple : Capillus”® de
CAMBRIDGE BIOTECH).

» Selon le principe

I1 existe les réactions d’agglutination et les réactions d’immuno-marquage. Dans
les réactions d’agglutination, les antigeénes du VIH sont fixés sur des particules
de latex ou des hématies. Une réaction positive se traduit par la formation

d’agglutinats visibles a 1’ceil nu.

Les réactions d’immuno-marquage différent selon le type de migration et le

mode de révélation de la réaction antigéne-anticorps.
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V.23-CINETIQUE DES MARQUEURS AU COURS DE
L’ INFECTION A VIH-1

Au cours de I’évolution de [I’infection apparaissent successivement les

marqueurs suivants (figure 4) :
- I’ARN ou ADN viral ;
- l’antigéne p24 ;

- les anticorps anti-VIH1 apparaissent a un niveau détectable, 6 a 8
semaines apres ’infection. Ils sont essentiellement dirigés contre deux

catégories de protéines de structure virales :
v’ les glycoprotéines de 1’enveloppe (gp120 ; gp41 ; gp160) ;
v' la protéine majeure du core.

Quand la maladie progresse, les anticorps dirigés contre les autres protéines
virales (p17 ; transcriptase inverse (p66/51) ; endonucléase (p34) ; et protéines
de régulation) deviennent détectables. Mais, ils ne sont pas retrouvés dans la
méme proportion : leur quantité varie selon le stade de la maladie. Les anticorps
dirigés contre les glycoprotéines de I’enveloppe demeurent présents jusqu’au
stade terminal. C’est pourquoi ils constituent les meilleurs marqueurs de

dépistage.

Remarque :

La cinétique des anticorps anti-VIH2 est tres faiblement documentée.
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Figure 4: Cinétique des marqueurs sériques au cours de I’infection a VIH-1

(13)

V.3- LES STRATEGIES DE DEPISTAGE
V.3.1-DEFINITIONS

Stratégie : la stratégie de dépistage est I’utilisation d’un test ou d’un algorithme

approprié pour identifier des échantillons positifs.

Algorithme : [Dalgorithme d’analyse pour le diagnostic sérologique de
I’infection a VIH est la séquence suivant laquelle s’effectuent les essais destinés

a detecter des anticorps anti-VIH dans un liquide organique.
L’OMS distingue deux types de stratégies (16) :

- La stratégie classique

- La stratégie alternative.
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V.3.2-STRATEGIE CLASSIQUE

Elle consiste a faire systématiquement un ou deux tests ELISA sur tous les
¢chantillons. Tous les sérums donnant une réactivité positive au(x) test(s)

ELISA sont retestés par le Western Blot.

Cette stratégie est tres colteuse. De plus, le nombre de profils indéterminés
obtenus est ¢levé (1 a 2%) avec le WB. Ces profils indéterminés sont dus a un
début de séroconversion ou a une réaction croisée, soit avec le VIH1 du groupe

0, soit avec le VIH2. Cette stratégie est en vigueur dans les pays développés.

V.3.3-STRATEGIES ALTERNATIVES

Pour faire face aux difficultés de la stratégie classique, entre autres, le cofit élevé
du Western Blot, la nécessité d’une chaine ELISA et d’un personnel hautement
qualifie, POMS et le CDC recommandent trois stratégies alternatives (16)

(Tableau I).
Le choix d’une stratégie repose notamment sur les critéres suivants :

= ]’objectif du test (diagnostic, surveillance, sécurité transfusionnelle ou

recherche) ;
= ]a sensibilité et la spécificité du/ou des tests utilisés ;

= ]a prévalence du VIH dans la population testée.

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 27



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

Tableau I: Recommandations de ’OMS pour le choix de stratégies de dépistage

de I’infection a VIH (16).

Prévalence de

Objectif du dépistage _ _ Stratégie
I’infection a VIH
Sécurité transfusions /greffe Toutes prévalences I
> 10% I
Surveillance épidémiologique
<10% II
Sujets symptomatiques 30% I
SIDA <10% Il
Diagnostic
>10% II
Sujets asymptomatiques
< 10% II1

= Stratégie |

Dans cette stratégie, il est recommand¢ un seul test ELISA ou un test rapide tres

sensible.

= Stratégie 11

Il est recommand¢ dans cette stratégie, d’utiliser d’abord un test ELISA ou un
test rapide sensible. Un sérum positif a ce premier test est retesté par un second
test ELISA ou un test rapide plus spécifique, mais de principe ou de préparations
antigéniques différentes. Si le sérum réagit au second test, le résultat est
considéré positif. Mais si le sérum ne réagit pas au second test, il doit subir a

nouveau ces deux tests au moins deux semaines plus tard, afin de trancher entre
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une séroconversion et une réactivité non spécifique. Si les résultats demeurent
discordants, le sérum est qualifié d’indéterminé et doit faire 1’objet de tests

complémentaires.
= Stratégie 111

Cette stratégie utilise trois tests successifs ELISA et/ou tests rapides ayant des

préparations antigéniques différentes et/ou des principes différents.

Le 1% test doit avoir une sensibilité tres élevée ; les 2 autres doivent étre plus

spécifiques que le premier.

V.3.4-STRATEGIES DE DEPISTAGE EN COTE D’IVOIRE

De Mai 2009 a Novembre 2012, I’algorithme utilisé pour le dépistage du VIH en
Cote d’Ivoire était :
- Determine” + HIV 1/2 STAT-PAK® (pour les postes de dépistage)

- Determine®+ SD Bioline® + HIV 1/2 STAT-PAK" (pour les laboratoires).

VI- TRAITEMENT
VI.1-PRINCIPE

Le traitement antirétroviral vise a rendre indétectable la charge virale
plasmatique et restaurer le systéme immunitaire par I’augmentation du taux de
lymphocytes CD4/mm” de sang, concourant ainsi a assurer une meilleure qualité

de vie aux malades (9).

VI.2- LES ANTIRETROVIRAUX
Les antirétroviraux disponibles pour la prise en charge du VIH sont classés en

différentes familles en fonction de leur mécanisme d’action.
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On distingue: les inhibiteurs de la transcriptase inverse, les inhibiteurs de la
protéase, les inhibiteurs de fusion ou d’entrée, Les inhibiteurs du CCRS, Les

inhibiteurs de I’intégrase.

v Les inhibiteurs de la transcriptase inverse : ils sont subdivisés en deux

sous-groupes :

-Les inhibiteurs nucléosidiques (INRT) et nucléotidiques (INtRT) : Prodrogues
qui rentrent en compétition avec les substrats naturels de la transcriptase inverse
et inhibent ’action de cette dernicre. Ils bloquent ainsi la fabrication de I’ADN
proviral (30). Ces molécules sont actives sur les deux types de VIH : le VIHI et
le VIH2 (25). Exemple : Zidovudine (AZT), Didanosine (Ddi) stavudine (D4T),
Abacavir (ABC) ; Tenofovir disoproxil fumarate (TDF).

-Les inhibiteurs non nucléosidiques (INNRT) : Ils se fixent au niveau d’une
poche hydrophobe adjacente au site catalytique de la transcriptase inverse,
entrainant une modification de la conformation et de la mobilité de 1’enzyme.
Ces modifications inactivent 1’enzyme et freinent la multiplication virale. Ils
agissent directement sans étre phosphorylés. Ces molécules sont inactives sur le

VIH2. Exemple : Nevirapine (NVP), Efavirenz (EFV), Etravirine (ETV).

v Les inhibiteurs de la protéase (IP): ils s’insérent dans la structure

cylindrique des protéases sans étape intermédiaire d’activation. Ils sont actifs a
la fois sur les VIH de types 1 et 2. Exemple : Saquinavir, Indinavir, Ritonavir.

v Les inhibiteurs de fusion ou d’entrée : leur mode d’action consiste a

bloquer la fusion entre la membrane virale et la membrane de la cellule cible
Exemple : Enfuvirtide dans FUZEON®.

v Les inhibiteurs du CCRS5: ces molécules inhibent de fagon non

compétitive le corécepteur CCRS du VIH qui est essentiel a ’entrée du virus
dans les monocytes et les macrophages. Exemple: Le Maraviroc dans

Celcentri®.

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 30



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

v" Les inhibiteurs de I’intégrase : Les inhibiteurs de I’intégrase appartiennent

a une classe d’antirétroviraux récemment introduite en thérapie.

Ces molécules inhibent I’intégration de I’ADN proviral a celle de la cellule
infectée, aboutissant a 1’inhibition de la réplication virale (44).

Exemple : le raltégravir (Isentress®), seule molécule disponible actuellement ;
I’elvitégravir, et le dolutégravir sont actuellement en essais cliniques de phase

III.

VIL.3-CRITERES D’ELIGIBILITE CHEZ L’ADULTE ET
L’ADOLESCENT EN COTE D’IVOIRE
En s’appuyant sur les recommandations de I’OMS, la Cote d’Ivoire a établi des
criteres d’¢éligibilit¢ au traitement. Peuvent donc commencer le traitement

antirétroviral, tout patient adulte et enfants de plus de 5 ans (19) :

» asymptomatiques (OMS 1, CDC A) ou Stades cliniques OMS 2-3
ou CDC B, ayant un nombre de CD4 inférieur ou égal a 350

cellules/ml ;

» aux stades cliniques OMS 4 ou CDC C quelque soit la valeur des
CDA4.

V1.4-PROTOCOLE THERAPEUTIQUE

Le tableau II résume les schémas thérapeutiques adoptés par le ministere de la

santé et de la lutte contre le sida en Mai 2012.
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Tableau II: Schéma thérapeutique utilise chez ’adulte et chez I’adolescent en

Cote d’Ivoire.

Indication | Premiére ligne Deuxié¢me ligne

VIH2/VIH
Sérotype VIH1 VIH2/VIH Dual VIH1

Dual

Centres de
Traitement | AZT+3TC+NVP | AZT+3TC+LPV/RTV | IDFF3TC+LPV/RTV

références

V.4-PREVENTION DE L’INFECTION A VIH

Face a la progression sans cesse croissante de I’épidémie, la prévention demeure

I’arme incontournable de lutte contre I’infection a VIH/sida.

En I’absence de vaccin, la prévention de I’infection passe par une rupture de la
chaine de transmission du VIH. Pour cela, plusieurs mesures combinées sont

utilisées.

¢ la sensibilisation pour une responsabilisation dans le comportement sexuel.
Elle passe par des campagnes d’€ducation sanitaire de masse ou ciblées. Méme
si celles-ci se heurtent quelques fois a des barrages socioculturels, leur objectif
est d’aboutir a la fidélit¢ dans les couples, a I’abstinence et a 1’utilisation de

préservatifs masculins et féminins ;

e la sécurisation des dons de sang et d’organes par le dépistage systématique des

produits prélevés chez les donneurs en utilisant des tests tres sensibles ;

e [’utilisation de matériels d’injection a usage unique ;

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 32




Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

e la prévention de la transmission mere-enfant par le dépistage du VIH chez les
femmes enceintes avec 1’administration, selon un schéma, d’antirétroviraux aux
femmes enceintes dépistées positives ainsi qu’a leur enfant (16). Cette mesure
doit étre couplée, soit a 1’allaitement maternel exclusif, soit a I’allaitement

artificiel de I’enfant ;

e le traitement en post-exposition du personnel soignant victime d’un accident

d’exposition aux produits biologiques.
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
J
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I- MATERIEL ET METHODES

I.1-TYPE ET CADRE D’ETUDE

Il s’agit d’une étude expérimentale d’évaluation en phase II d’un algorithme de
dépistage du VIH/sida, qui s’est déroulée de Septembre a Novembre 2012 dans
trois structures sanitaires de la ville d’Abidjan (Sites évaluateurs) : le Centre de
suivi des donneurs (Centre National de Transfusion Sanguine), le Centre de
Prise en charge de Recherche et de Formation sur le VIH (CePReF) et I’Institut
Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI).

Les tests de références ont ¢té réalisés au Centre de Diagnostic et de Recherche
sur le Sida et les infections opportunistes (CeDReS).

Ces sites d’évaluation ont été sélectionnés en tenant compte de leur volume

d’activité et ’expérience acquise lors d’évaluations antérieures.
I.2-MATERIEL

I1.2.1-SPECIMEN D’ETUDE

Notre ¢étude a été réalisée sur des échantillons de sang total veineux au poste de
dépistage et de sérum/plasma au laboratoire. Ces échantillons ont été collectés
chez des patients venus pour un dépistage de I’infection a VIH ou un bilan
initial.

Chaque client a donné son accord oral pour le dépistage de 1’infection a VIH et

un consentement écrit qui certifie sa participation a 1’étude.

I1.2.2- APPAREILLAGE, REACTIFS ET PETIT MATERIEL DE
LABORATOIRE

Pour la réalisation de notre étude, nous avons utilisé le matériel ci-dessous :

- Des gants a usage unique ;

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 35



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

- Des aiguilles sous vide ;

- Des corps vacutainer ;

- Du papier absorbant ;

- De I’eau distillée et de 1’eau de javel a 8° ;

- Des micropipettes multicanaux et uni canaux avec des embouts de
20ul, 200ul et 1000ul ;

- Des pipettes graduées de 5 ml et de 10 ml ;

- Des cryotubes 2 ml a vis avec joint de sécurit¢ ;

- Des cryoboites ;

- Des éprouvettes graduées de 100 ml, de 250 ml et de 500 ml ;

- Des tubes Falcon ;

- Des tubes de préléevement a bouchon rouge, a bouchon violet
(anticoagulant : EDTA) et a bouchon vert (anticoagulant :héparinate de
Lithium) ;

- Un mélangeur de type vortex ;

- Une centrifugeuse ;

- Un chronométre ;

- Une chaine ELISA PW 40 de BIO-RAD, composée d’un incubateur a
37°C, d’un laveur de microplaques d’un lecteur spectrophotométrique
et d’une imprimante ;

- Le test Determine® de ALERE ;

- Letest STAT-PAK® de Chembio;

- Le test Genie III HIV-1/HIV-2® de BIORAD ;

- Le test ELISA Murex” VIH 1.2.0 de DIASORIN ;

- Le test ELISA peptidique dit ELISA « MAISON » en vigueur au
CeDReS ;

- Le test INNO-LIA™ HIV VI Score ' INNOGENETICS.
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1.3- METHODES
Le protocole d’étude a été approuvé par le comité national d’étique et de la
recherche du Ministére de la Santé et de la Lutte contre le Sida (CNER). Notre

¢tude a comporté une analyse biologique et une analyse statistique.

[.3.1- ANALYSES BIOLOGIQUES

1.3.1.1- Collecte des échantillons

Les prélevements ont ¢€té réalisés aussi bien au site de dépistage qu’au

laboratoire.

> AU SITE DE DEPISTAGE

Le prélevement a concerné les sujets sélectionnés sur la base d’un résultat de
dépistage négatif au niveau des postes de dépistage selon I’algorithme en

vigueur (Determine® N¢égatif).

> AU LABORATOIRE

Le prélevement a été réalisé chez les personnes venues pour un bilan initial ou
un bilan de suivi biologique dans le site d’évaluation. Certains sujets ont été
convoques sur la base de leur sérotype connu, selon 1’algorithme en vigueur

(Determine® + SD Bioline® +/- Stat-Pak™).

Les échantillons ont été obtenus a partir de sang total veineux réalisés au pli du
coude sur tube sec ou tube avec anticoagulant (éthyléne diamine tétracétique ou
héparinate de lithium). Apreés centrifugation, le sérum/ plasma obtenu a été
utilisé pour réaliser le test Genie III° et un aliquote réalis¢ en vue de

I’acheminement au CeDReS en respectant les régles d’hygiéne et de biosécurité.
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1.3.1.2. Présentation des Algorithmes
s Algorithme évalué
L’algorithme évalué comporte deux volets (Figure 5) :
- Un volet réalis¢ au poste de dépistage (a)

- Un volet réalisé au laboratoire (b).

I Determine |
a
v ) 4
Determine ( -) Determine( +)
4
Stat-Pak (-) fe————— Stat-Pak |
v
\ 4 | N |
v Laboratoire de Stat-Pak(+)
| Résultat Néeatif référence il
v Résultat Positif |
Determine
b
\ 4 v
Determine( -) Determine( +)
v
Genie I11 (-) < Genie 11
\ 4
Y Genie III (+)
enie
Stat-Pak
\ 4
Résultat Néeatif  [€7] Stat-Pak(-) v
\ Résultat Positif
Stat-Pak(+)
v A4 ) 4
. VIH 1 VIH 2 VIHI1+2
Résultat Positif

v

Laboratoire de référence

Figure 5 : Algorithme de dépistage évalué
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% Algorithme de référence

L’algorithme de référence a utilisé de fagon séquentielle le test ELISA Murex®

et le test ELISA peptidique en vigueur au CeDReS (figure 6).

Test ELISA
Douteux

|

ELISA Murex®

Test ELISA
Négatif

|

Retester dans une autre série

Rendre le résultat

(Si encore douteux, exclure de Négatif
I’analyse des données)
POSITIF
VIH1 VIH2 VIHI1+2

Test ELISA
Positif

l

Test ELISA peptidique

NEGATIF

Retester avec les 2
ELISA.
Tests complémentaires
si discordance apres
retesting.

Figure 6 : Algorithme de référence pour 1’évaluation des tests rapides
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1.3.1.3- Réalisation des tests
Sur les sites évaluateurs, le test Genie III® a été réalisé sur sérum/plasma,
exclusivement par le personnel du laboratoire identifi¢ et formé au cours des

séances de coaching précédant 1’évaluation.

Les tests Determine® et Stat-Pak® ont été réalisés par le personnel du laboratoire

selon les procédures de dépistage en vigueur.

Les tests de référence ont ¢été realisés au CeDReS a partir d’aliquote de

sérum/plasma provenant des sites évaluateurs.
Tous les tests ont été réalisés selon les instructions des fabricants.

Tous les échantillons discordants entre ’algorithme €valué et I’algorithme de
référence ont été retestés pour identifier d’éventuelles erreurs de transcription ou
de reproductibilit¢. En cas de persistance de la discordance, des tests

complémentaires ont été réalisés :

e Pour le dépistage : le test Vironostika® dont le résultat a été pris pour

résultat définitif.

e Pour le sérotypage : réalisation des tests Innolia® et/ou Peptilav®.

1.3.1.3.1-Determine HIV-1/2® de Alere
1.3.1.2.1.1- Présentation

Alere Determine®™ HIV-1/2 est un test rapide unitaire de détection qualitative des
anticorps anti-VIH-1/2 dans le sérum, le plasma ou le sang total humain.

Il se présente sous forme de bandelette protégé par un emballage contenant 100
tests et se conservant a une température comprise entre 2 et 30°C.

Le test Determine® HIV-1/2 comprend 3 parties (Figure 7) :
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» une zone de dépdt de 1’échantillon
» une zone de migration comprenant le conjugué (Antigénes du VIH
combinés aux Colloides de Sélénium)
» une zone de lecture subdivisée en deux parties :
- une fenétre patient ou sont immobilisés les peptides synthétiques du
VIH-1/VIH-2

- une fenétre contrdle ou sont immobilis€s les anticorps Anti-selenium.

E |
_,'I:-'

o -y
S 1
! = i 1

i e i

S 0 e— -

A A} A i |

Zone de dépot —— Fenétre controle
Zone de } one de
Migration Fenétre patient lecture

Figure n°7 : Test de dépistage rapide Determine HIV-1/2°

1.3.1.2.1.2-Principe

Le test DETERMINE™ HIV1/2 de Alere utilise une réaction

d’immunochromatographie pour la détection des anticorps anti-VIH1 et VIH2.

L’¢échantillon est déposé sur la zone de dépot de I’échantillon et migre par
capillarité le long de la bandelette. Si 1’échantillon contient des anticorps anti-

VIH, ceux-ci se lient au conjugué (Antigeéne du VIH fixés aux colloides de
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sélénium) au niveau de la zone de migration pour former des complexes

anticorps-antigene-Sélénium (Ac-AgSe).

Ces complexes migrent vers la zone de lecture et se fixent aux peptides
synthétiques du VIH immobilisés au niveau de la fenétre patient de la bandelette

induisant I’apparition d’une bande de couleur rouge.

La bande contrdle est formée par les Ac Anti-sélénium immobilisés au niveau la
fenétre controle qui captent les particules de sélénium libres (non fixés aux Ac

Anti VIH) formant une bande rouge.

1.3.1.2.1.3- Mode opératoire

- Retirer le nombre nécessaire des bandelettes et remettre le reste dans la poche

avec dessiccateur en respectant la sécurité de fermeture.

- Détacher la membrane recouvrant la bandelette en tirant a partir d’en haut de

la bandelette.

- Prélever 50 pul de I’échantillon (plasma, sérum et/ou du sang total) a I’aide

d’une micropipette, et les déposer dans la zone de dépot.

- Si c’est le sang total qui est testé, apres I’absorption de sang, ajouter 1 goutte
de tampon.

- Attendre la diffusion compléte et lire le résultat 15 minutes apres le dépot.

- Au dela de 60 minutes, la lecture n’est pas recommandée.

1.3.1.2.1.4- Résultats
Le test est valide, que si la barre rouge apparait dans la fenétre controle C.
Le test est déclaré positif s’il apparait une bande rouge a la fenétre patient, par
contre le test est déclaré négatif en cas d’absence de cette deuxieme bande.
Le test Determine® est qualitatif et non quantitatif. Pour cela I’intensité de la

coloration de la barre rouge n’influence pas la positivité du test.
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Il est recommandé de ne tenir compte que de la présence ou de 1’absence de la
barre rouge.

Les résultats sont représentés par la figure 8

Résultat Négatif Résultat Positif Indéterminé

Figure 8 : Interprétation des résultats du test Determine HIV-1/2"

1.3.1.3.2-STAT-PAK HIV 1/2” de Chembio
1.3.1.3.2.1-Présentation
Le STAT-PAK HIV 1/2® de Chembio est un test rapide unitaire de détection
qualitative des anticorps anti-VIHI et VIH-2 dans le sang total, le sérum ou le
plasma.
Il se présente sous forme de cassette protégé par des emballages unitaires
scellés. Chaque kit contient 20 tests pouvant se conserver a une température
comprise entre 8 et 30°C.
Le test STAT-PAK HIV 1/2® comprend trois parties : (figure 9)
» Un puits S destiné au dép6t de 1’échantillon ;
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» Une zone de migration comprenant le conjugué (protéines du VIH
combinées a 1’or colloidal) ;

» Une zone de lecture comprenant une zone test (T) et une zone de
controle(C). Au niveau de la zone test sont immobilisés les antigénes du

VIH.

Au niveau de la zone de contrdle sont immobilisés des anticorps anti IgG.

Puits S Zone de lecture contrdle (C)
Zone de Zone de lecture Témoin(T)
migration

Figure n9 : Test de dépistage rapide STAT-PAK HIV 1/2°

1.3.1.3.2.2- Principe
Le test STAT-PAK HIV1 / 2 ® utilise une réaction d’immunochromatographie
pour la détection qualitative des anticorps anti-VIHI et VIH-2 dans le

sérum/plasma et le sang total humain.

L’¢chantillon est introduit au niveau du puits (S) et migre par capillarité le long
de la membrane. Si I’échantillon contient des anticorps anti-VIH, ceux-ci se
lient au conjugué (protéines du VIH fixés a I’or colloidal) au niveau de la zone

de migration pour former des complexes immuns.
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Ces complexes migrent vers la zone de lecture et se fixent aux Antigénes du
VIH immobilisés au niveau de la zone test (T), induisant I’apparition d’une ligne

de couleur rose/violet.

L’apparition de la coloration de la bande de controle est générée par la
formation d’un immuncomplexe entre les anticorps anti-IgG (fixés au niveau de

la zone controle) et les IgG contenus dans le spécimen biologique.

1.3.1.3.2.3- Mode opératoire

Les étapes nécessaires pour la réalisation du test STAT-PAK HIV1/2 sont les

suivants :

- Retirer le nombre de tests nécessaire de leur emballage ;

- Placer les tests sur une surface plane ;

- Prélever 5 pl d’échantillon (sérum, plasma ou sang total) et déposer au
niveau du puits S de la cassette ;

- Y ajouter lentement 3 gouttes du tampon ;

- S'il n'y a pas de migration aprés 3 minutes, ajouter une goutte de plus de
tampon ;

- Lire les résultats au bout de 10 minutes aprés la premiére addition de tampon.

1.3.1.3.2.4- Résultats
Le test est valide, que si la ligne rose/violet apparait dans la zone contrdle C.
Le test est déclar¢ positif s’il apparait une ligne rose/violet dans la zone t€émoin
T, par contre le test est déclaré négatif en cas d’absence de cette deuxiéme ligne.

Les résultats sont représentés par la Figure 10.
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Résultat positif Résultat négatif

Figure 10 : Interprétation des résultats du test STAT-PAK HIV1/2°.

1.3.1.3.3- Le test Genie III HIV-1/HIV-2® de BIORAD
1.3.1.3.3.1- Présentation du test

Le GENIE III® HIV-1/HIV-2 de BIO-RAD est un test rapide unitaire de
détection et de différenciation des anticorps anti-VIH1 et VIH2 dans le sérum, le
plasma ou le sang total humain.

Il se présente sous forme de cassette protégé par des emballages unitaires
scellés. Chaque kit contient 50 tests pouvant se conserver a une température

comprise entre 2-30°C.
Le test GENIE III® se compose de trois parties (figure 11)

» Un puits échantillon destiné au dép6t de 1’échantillon

» Une zone de migration comprenant le conjugué (protéines du VIH1
et VIH2 combinées a I’or colloidal)

» Une zone de lecture comprenant la zone test et la zone de controle.
Au niveau de la zone test sont immobilisés les antigénes du VIH en

deux bandes: une bande avec les protéines recombinantes de
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I’enveloppe et protéines GAG du VIHI1 et une autre bande avec les

peptides synthétiques du VIH 2:

Au niveau de la zone de contrdle sont immobilisés des anticorps

anti IgG.

Zone de controle

Zone de lecture
Zone test

Glycoproteines du VIH

Puits échantillon

Figure 11 : Test de dépistage rapide GENIE I11° HIV-1/HIV-2

1.3.1.3.3.2- Principe du test

Le test GENIE IITHIV-1/HIV-2® utilise une réaction d’immunomarquage ou
d’immunochromatographie pour la détection des anticorps anti-VIHI et anti-

VIH2 dans le sérum/plasma et le sang total humain.

L’¢échantillon est introduit au niveau du puits échantillon et migre par capillarité
le long de la membrane. Si I’échantillon contient des anticorps anti-VIH, ceux-ci
se lient au conjugué (protéines du VIH fixés a 1’or colloidal) au niveau de la

zone de migration pour former des complexes immuns.

Ces complexes migrent vers la zone de lecture et se fixent aux peptides du VIH
immobilisés au niveau de la zone test de la membrane nitrocellulosique

induisant [’apparition d’une ligne de couleur rose/rouge. Le(s) bande(s)

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 47



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

apparaissant au niveau de cette zone test permet (tent) de déterminer le(s)

sérotype(s) en cause.

L’apparition de la coloration de la bande de controle est générée par la
formation d’un immuncomplexe entre les anticorps anti-IgG (fixés au niveau de
la zone controle) et des IgG contenus dans le spécimen biologique. En effet, cet

immuncomplexe va immobiliser le conjugué en cours de migration.

1.3.1.3.3.3- Mode opératoire

e Retirer le test de I’emballage et I'utiliser extemporanément

e Placer la cassette sur une surface plane et propre

e Pré¢lever 25 ul d’échantillon et déposer au niveau du puits de la cassette

e Y ajouter immédiatement deux gouttes de réactifs de lavage

e Démarrer le chronomeétre et faire la lecture apres 15 mn; le résultat est

stable 25 min apres ’application de I’échantillon.

1.3.2.3.3.4- Interprétation des résultats

L’apparition d’une bande colorée dans la zone de controle « C» permet de

valider le test.

Lorsque le test est valide, la présence d’une ligne de couleur rose/rouge dans la
zone test signe un résultat positif. En fonction de la position de cette bande,

I’échantillon sera déclaré positif pour le VIH1, VIH2 ou les deux.

Lorsque le test est valide, I’absence de ligne de couleur rose/rouge dans la zone
test signe un résultat négatif, c'est-a-dire que le spécimen ne possede pas

d’anticorps anti-VIHI et anti-VIH2.

Les différents résultats possibles sont représentés par la figure 12.
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Négatif VIHI VIH2 VIHlet 2

Figure 12 : Interprétation des résultats du test GENIE II1°® HIV-1/HIV-2®

1.3.1.3.4- Le test ELISA Murex
1.3.1.3.4.1-Présentation

C’est un test ayant pour support des microplaques dont les cupules sont
recouvertes d'un  peptide  synthétique  représentatif d'une  région
immunodominante du VIH-1 (groupe O), d'une protéine recombinante dérivée
des protéines d'enveloppe du VIHI et du VIH2, d'une protéine codée par le géne
Pol du VIH et d'anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine p24 du VIHI.
Le conjugué est un mélange des mémes épitopes d'antigénes et de différents
anticorps monoclonaux ¢également dirigés contre la p24, tous marqués a la

peroxydase de raifort.

1.3.1.3.4.2- Principe

Les échantillons a analyser et les contrdles sériques sont incubés dans les
cupules. L’antigene de core du VIH et/ou les anticorps anti-VIH présents dans

I'échantillon ou les contrdles sériques se lient aux anticorps et/ou aux antigenes
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fixés dans la cupule. L échantillon et tout exces d'anticorps sont ensuite ¢liminés
par lavage. Lors de I'é¢tape suivante, le conjugué est ajouté et se lie a tout
antigéne de core du VIH et/ou aux anticorps spécifiques déja liés aux réactifs sur
la cupule. Les échantillons ne contenant pas l'antigéne de core ni l'anticorps
spécifique n'entraineront pas la fixation du conjugué a la cupule. Le conjugué
non li¢ est ¢éliminé par lavage et une solution contenant de la 3,3',5, 5'-
tétraméthylbenzidine (TMB) et de I'eau oxygénée est ajoutée aux cupules. Les
cupules ayant fixé le conjugué développent une couleur bleue/verte qui vire a
I'orange et peut €tre lue a 450 nm une fois que la réaction a été stoppée par de
l'acide sulfurique. La quantité de conjugué, et donc I’intensiteé de la couleur dans
les cupules est directement proportionnelle a la concentration en anticorps anti-

VIH présents dans I’échantillon.

1.3.1.3.4.3- Mode opératoire

L’analyse des échantillons se fait suivant les étapes ci- dessous :

e Reconstituer et homogénéiser le conjugué, préparer la solution de substrat
et le liquide de lavage.

e Utiliser uniquement le nombre de cupules nécessaires pour le test. Eviter
de toucher les parties supérieures ou inférieures des cupules.

e Ajouter 25 pul de diluant d’échantillons dans chaque cupule.

e Ajouter 100 pl d'échantillons ou 100 pl des contrdles dans les cupules.
Pour chaque plaque, utiliser la premiere colonne de cupules pour les
contrdles du test. Ajouter les controles dans les cupules appropriées apres
avoir distribué les échantillons. Pipeter 100 pl de controle négatif dans
chacune des 3 cupules Al a CI et 100 pl des controles positifs p24, anti-
VIHI et anti-VIH2 dans les cupules D1 a F1 respectivement. L'utilisation

d'un fond blanc permettra de mieux visualiser 1'addition de 1'échantillon.
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e Recouvrir les cupules avec le couvercle et incuber pendant 60 minutes a
37°C+1°C.

¢ A la fin du temps d'incubation, laver la plaque.

e Immédiatement apres lavage de la plaque, ajouter 100 pl de conjugué
dans chaque cupule.

e Recouvrir les cupules avec le couvercle et incuber pendant 30 minutes a
37°C+l1°C.

¢ A la fin du temps d'incubation, laver la plaque.

e Immédiatement apres le lavage de la plaque, ajouter 100 pl de solution de
substrat dans chaque cupule.

e Recouvrir les cupules avec un couvercle et incuber pendant 30 minutes a
37°C«£1°C. Tenir a l'abri de la lumiere. Une couleur bleue/verte devrait
apparaitre dans les cupules contenant des €chantillons réactifs.

e Ajouter 50 pl de solution d'arrét (acide sulfurique de 0,5 mol/l & 2 mol/l)
dans chaque cupule.

e Lire la densité optique a 450 nm dans les 15 minutes, (faire au préalable

une lecture a blanc c'est-a-dire sans plaque).

1.3.1.3.4.3- Mode opératoire
e C(Calcul des résultats
v" Controle négatif
Calculer la densité optique moyenne des controles négatifs.
Exemple :
Cupule 1 =0,084 ; cupule 2 = 0,086 ; cupule 3 = 0,070
Total = 0,240

Moyenne du contrdle négatif = 0, 240 /3 =0, 080
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Si l'une des cupules contenant le contrdle négatif présente une densité optique
supérieure a la moyenne des trois contréles négatifs de plus de 0,15 D.O, rejeter
la valeur et calculer une nouvelle moyenne du contréle négatif a partir des deux

valeurs restantes.
v" Valeur seuil

Calculer la valeur seuil en ajoutant 0,150 a la moyenne des répliques du controle

négatif (voir ci-dessus).
Moyenne du controle négatif = 0,080
Valeur seuil = 0,080 + 0,150 = 0,230

e Interprétation des résultats

v" Validation des contrdles
Les résultats de la série de tests sont valables si les criteéres suivants sont
remplis pour les contrdles :
- La DO moyenne du controle négatif doit étre inférieur a 0,15
- La DO de chacun des controles positifs doit €tre supérieur a la DO

moyenne du controle négatif de plus de 0,8.

v" Résultats non réactifs
Les échantillons fournissant une DO inférieure a la valeur seuil sont considérés

comme négatifs pour le test.

v’ Résultats réactifs
Les échantillons fournissant une DO supérieure ou égale a la valeur seuil sont

considérés comme positifs pour le test.
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1.3.1.3.5- Le test ELISA non commercial : ELISA
peptidique dit ELISA « maison »

1.3.1.3.5.1-Présentation

Le test Elisa peptidique est un test non commercial, réalis¢ a partir de plaques
ELISA de type Falcon dont les puits sont sensibilisés avec des peptides
synthétiques du VIH1 (gp41) et du VIH2 (gp36) par le laboratoire d’utilisation.
C’est un test discriminant immunoenzymatique de type indirect permettant la

détection qualitative des anticorps anti-VIH]1 et anti-VIH2.

1.3.1.3.5.2- Principe

Les anticorps anti-VIH contenus dans 1’échantillon se fixent spécifiquement aux
antigenes du VIH préalablement fixés dans les puits. L’exces d’anticorps est
¢liminé par lavage. Le conjugué (peroxydase de Raifort) est ajouté et se fixe aux
complexes anticorps-antigéne dans les puits. L’excés de conjugué est éliminé
par lavage. Le substrat (orthophényléne diamine d’hydrochloryde (OPD) +
peroxyde d’urée) est ensuite additionné, pour donner une coloration jaune qui

vire au marron apres ajout de la solution d’arrét (acide sulfurique).

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 53



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

e Réaction négative

Pas de coloration

Puits de _@ + Sérum +Conjugué + substrat :>
la microplaque #F
Substrat D
Peptides du VIH — Conjugué

(Anticorps anti-IgG
lié a la peroxydase)

e Réaction positive

Puits de __@ + Sérum +Conjugué + substrat E>
la microplaque
Peptides du VIH | >_i —> D T
A - -
| v >—
Ac anti-VIH Substrat

(dans le sérum)

Conjugué
—— (Anticorps anti-IgG
lié a la peroxydase)

Figure 13 : Principe de la réaction de type ELISA indirect.
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1.3.1.3.5.3- Mode opératoire

» Préparation des plaques
a. coating

Cette étape consiste a fixer les peptides VIH1 (gp41) et VIH2 (gp36) dans les
puits des plaques. Pour cela, 100ul de peptides dilués dans du Phosphate
buffered saline (PBS) sont déposés dans les puits en respectant le plan des
plaques (Figure 14). Apres une incubation d’une nuit (overnight) a 37°C, les

plaques sont lavées avec un tampon de lavage (PBS + Tween 20+ eau distillée).
b. surcoating

Le surcoating consiste a saturer la réaction a 1’aide de 200ul de tampon de
saturation (2 ml de SVNN dans PBS 1Xqgs pour 100 ml). Apres une deuxieme
série de lavage et séchage a 37°C pendant 15 min, les plaques sont prétes a
I’emploi ou peuvent étre conservées a —20°C pendant un mois. Une plaque

permet de realiser le sérotypage de 43 échantillons.
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HIV-1 |HIV-2 |HIV-1|HIV-2 | HIV-1|HIV-2 | HIV-1|HIV-2|HIV-1 HIV-2 |HIV-1 |HIV-2
gp4l |gp36 |gp4l |gp36 |gp4l |gp36 |gp4l |gp36 |gp4l |gp36 [gp4l |gp 36
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T- T- S4 S4 S12 | S12 | S20 | S20 | S28 | S28 | S36 | S36
T- T- S5 S5 S13 | S13 | S21 | S21 | S29 | S29 | S37 | S37
T- T- S6 S6 S14 | S14 | S22 | S22 | S30 | S30 | S38 | S38
THIV1 | THIV1| S7 S7 S15 | S15 | S23 | S23 | S31 | S31 | S39 | S39
THIV2 | THIV2| S8 S8 S16  [S16 S24 | S24 | S32 | S32 | S40 | S40
S1 S1 S9 S9 S17 | S17 | S25 | S25 | S33 | S33 | S41 | S41
S2 S2 S10 | S10 | S18 | S18 | S26 | S26 | S34 | S34 | S42 | S42
S3 S3 S11 | S11 | S19 | S19 | S27 | S27 | S35 | S35 | S43 | S43
e S=Sérum
e T =témoin
Figure 14 : Plan de distribution de plaque pour ELISA peptidique.
e SEROTYPAGE
Le sérotypage des échantillons se fait selon la procédure suivante :
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-Préparer extemporanément le tampon de dilution (25ml PBS 2X + 5ml SVNN
+ 25ul Tween 20 + eau distillée gsp 50ml — 40ml pour 40 échantillons et 10ml

pour le conjugué)

-Diluer les échantillons et les témoins (témoin négatif ; t€émoin VIH1 ; témoin
VIH2) au 1/100°™dans le tampon de dilution : 10ul d’échantillon/témoin pour
Iml de tampon de dilution. Pour les échantillons a retester, faire une dilution
supplémentaire au 1/500°™ : 100ul d’échantillons/témoin pour 400 pl de tampon

de dilution.

-Distribuer 100 pl de chaque échantillon/témoin dilu¢ dans les puits
correspondants. Chaque échantillon est distribué a la fois dans un puits impair

(pour VIH1) et un puits pair (VIH2).
-Incuber pendant 30 minutes a 18°C sans couvrir la plaque.

-Faire 5 cycles de lavages en distribuant 150ul de tampon de lavage (100 ml de
PBS 10X + 5ml de Tween 20 + eau distillée qsp 1000 ml) par puits.

-Déposer 100 pl de conjugué (2 ul de peroxydase de Raifort pour 10ml de
tampon de dilution, préparé 10 min avant la fin du 1* temps d’incubation) dans

chaque puits.

-Incuber pendant 30 minutes a 18°C sans couvrir la plaque.

-Faire 5 cycles de lavages en distribuant 150ul de tampon de lavage par puits
-Déposer 100 ul de substrat préparé extemporanément dans chaque puits.
-Incuber pendant 15 minutes a 18°C a I’abri de la lumiére.

-Arréter la réaction avec la solution d’arrét (acide sulfurique 2N) préalablement

préparee.

-Faire la lecture des DO de la plaque au spectrophotométre a 490/620 nm (faire

au préalable une lecture a blanc c'est-a-dire sans plaque).
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1.3.1.3.5.4- Résultats et interprétation
e Validation des controles
Les controles sont valides lorsqu’ils respectent les conditions suivantes :
» DO témoin négatif (T-) en Al, Bl et C1, inférieure a 0,5
» DO témoin positif (THIV1) en D1 supérieure a 2
» DO témoin positif (THIV2) en E2 supérieure a 2
e Interprétation des résultats

> Les échantillons donnant une DO inférieure a 1 sont considérés

comme négatifs.

» Les échantillons donnant une DO supérieure a 2 sont considérés

comme positifs.

> Les échantillons VIHI+2 au 1/100°™ doivent étre retestés au

1/500°™,

> les échantillons testés au 1/500°™ sont considérés comme positifs

si la DO est supérieure a 1.

1.3.1.3.6- INNO-LIA™ HIV I/II Score
1.3.1.3.6.1-Présentation du test

C’est un test immuno-enzymatique sur bandelette ou Line Immuno Assay

(LIA), pour confirmer la présence d’anticorps anti-VIH1 y compris le groupe O,

et anti -VIH2 dans le sérum ou le plasma. Ce sont des bandelettes sur lesquelles

sont fixées sous forme de fines bandes des protéines recombinantes et des

peptides synthétiques du VIHI1 (gp 120, gp41, p31, p24, p17), du VIH2 (gp36 et

gp105) et un peptide synthétique du groupe O du VIHI.

Par ailleurs 4 bandes de controle sont disposées sur chaque bandelette : la ligne

de la streptavidine et 3 lignes d’IgG humaine d’intensité variable £, 1+ et 3+.
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La figure 15 présente une bandelette du test.

Streptavidine

3+
1+

+/-
sgpl20
gp4l
gp31
gp24
gpl7
sgpl105
gp36

Figure 15 : Bandelette du test INNOLIA™ HIV I/IT

1.3.1.3.6.2- Principe du test
L’’échantillon est mis a incuber avec la bandelette. Les anticorps anti-VIH se
lient aux bandes individuelles des antigenes du VIH sur la membrane. Ensuite,
une anti-IgG humaine marquée a la phosphatase alcaline est ajoutée et se lie au
complexe antigéne/anticorps formé précédemment. L’incubation avec le 5-
bromo 4chloro 3-indolyl phosphate / nitro blue tetrazolium (BCIP /NBT) utilisé
comme substrat produit une couleur brun foncé proportionnelle a la quantité

d’anticorps anti-VIH présents dans 1’échantillon.

1.3.1.3.6.1-Présentation du test

L’analyse des échantillons se fait suivant les étapes ci-dessous :

-Identifier les auges de tests de controle et de spécimens et les placer dans le
bac.

-Ajouter 1 ml de diluant dans chaque auge de test.

-Ajouter 20 ul de I’échantillon appropri¢ ou de contrdle dans leurs auges

¢tiquetées de fagon appropriée.
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-Retirer la quantité requise de bandes d’essai a partir de leur récipient, et ajouter
une bande dans chacune des auges de test. Les bandelettes doivent éEtre
compleétement immergées.

-Couvrir les bacs avec un scellant adhésif. Incuber les échantillons pendant 3
heures en placant le plateau sur un agitateur.

-Laver chaque bandelette 3 fois pendant 6 minutes avec 1 ml de solution de
lavage.

-Ajouter 1 ml de solution de conjugué dans chaque compartiment de test.
-Incuber avec le conjugué sous agitation lente pendant 30 minutes a température
ambiante.

-Laver chaque bandelette 3 fois pendant 3 minutes avec 1 ml de solution de
lavage

-Ajouter 1 ml de solution de substrat dans chaque auge de test.

-Incuber avec le substrat sous agitation lente pendant 30 minutes a température
ambiante

-Aspirer le liquide, ajouter 1 ml de solution d’arrét dans chaque compartiment
de test.

-Incuber avec la solution d’arrét sous agitation lente pendant 10-30 minutes a
température ambiante.

-Aspirer la solution d’arrét.

-Retirer les bandes des auges de test et les placer, sur du papier absorbant a

I’aide des pincettes.

1.3.1.3.6.4-Résultats

L’intensité de la réaction des lignes de contrdle sur chaque bandelette est utilisée
pour assigner la réactivité (notes) pour chaque antigéne sur cette bandelette

(tableau III).

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 60



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

Tableau III: Cotation des lignes de réactions antigéne-anticorps

Intensité de la ligne de réaction Note
Inférieure a + -
Egale a + +
Supérieure a &, mais inférieure ou égale a 1 + 1+
Supérieure a 1 +, mais inférieure a 3 + 2+
Egale a3 + 3+
Supérieure a 3 + 4+

e Validation de la bandelette de controle

-la bandelette du controle positif doit présenter une note d’au moins 1+ sur
sgpl120, gp31, gp4l, gp24 et gp36. Les bandes de pl7 et sgpl05 peuvent

montrer une note négative.

-la bandelette du controle négatif doit présenter une note négative pour toutes les

bandes.
e Validation d’une bandelette.

Les bandes de controle +, 1+ et 3+ doivent étre visibles sur toutes les bandelettes
avec une intensité croissante. La ligne de la streptavidine doit avoir une note

négative.

> Interprétation

Un échantillon est négatif si :
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= Toutes les bandes ont une note inférieure a + ou si au maximum une

bande est cotée a +
Un échantillon est dit indéterminé si

* Deux ou plusieurs bandes ont une note égale a +

= Une bande a une intensité supérieure ou égale a 1+et les autres — ou %

= Deux ou plusieurs bandes ont une intensité supérieure a + mais les
conditions de positivité énoncées ci-dessous ne sont pas respectées.

Un échantillon est positif si

* Deux bandes ont une note supérieure ou égale a 1+: deux lignes
d’enveloppe du méme type de VIH ou une bande d’enveloppe combinée a

la bande de ’antigéne p24.

*  Au moins trois bandes ont une note supérieure a 1+ : ’'une doit étre un

antigene d’enveloppe.

Discrimination

= Echantillon positif pour les anticorps du VIH1

Un antigene du VIH1 (gp 120 ou gp 41) ou les deux sont positifs (note

supérieure a 1+) et une note d’au plus =+ est autorisée sur les bandes (gp105 et

gp36).
= Echantillon positif pour les anticorps du VIH2

Un antigeéne (gp105 ou gp36) ou les deux sont positifs (note supérieure a 1+) et

une note d’au plus + est autorisée sur les bandes (gp 120 et gp 41).
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[.3.2- ANALYSE STATISTIQUE
Les données de 1’évaluation ont été recueillies sur une fiche avant transcription
dans une base de données Excel.
Pour I’algorithme évalué, différents criteres de performance ont été calculés en

comparaison avec les résultats de 1’algorithme de référence.
1.3.2.1- Analyse des performances de dépistage de I’algorithme

évalué

Les performances de dépistage de I’algorithme évalué ont été calculées en
comparaison avec les résultats de 1’algorithme de référence a partir du tableau de

contingence (Tableau IV).
Ces performances de dépistage sont les suivantes :

= L[a sensibilit¢ (Se) est la capacité du test ¢value¢ a détecter

correctement les échantillons contenant des anticorps anti-VIH.

= La spécificit¢ (Sp) est la capacité du test évalué¢ a détecter

correctement les échantillons ne contenant pas des anticorps anti-VIH.

= Le pourcentage de discordants (P) est la proportion des faux positifs et

des faux négatifs parmi I’ensemble des sujets.
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Tableau IV : Calcul des performances de dépistage

Algorithme de référence

Positif Négatif TOTAL
Positif Vrai positif Faux positif A+B
A B
Algéi),;iltuhéme Négatif Faux gégatif Vrai r;)égatif C+D
TOTAL A+C B+D A+B+C+D

= La sensibilité

A
S = —cmmmmmeeee x 100
A+C
= La spécificité
D
Sp - X 100
B+D

= Pourcentage de discordants

B+C
P= x 100
A+ B+C+D

1.3.2.2-Analyse du pouvoir discriminant

Les performances de sérotypage de 1’algorithme évalu¢ ont ét¢ déterminées a
partir du calcul du coefficient de concordance Kappa (tableau V) et du taux de

concordance (TC).
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Tableau V : Calcul du coefficient KAPPA (32).

Algorithme de référence

Type de 1 2 142 Total
VIH
1 nll nl?2 nl3 L1
2 n2l n2?2 n23 L2
Algorithme
¢valué 142 n3l n32  n33 L3
Total Cl C2 C3 N

Po=(n11 +n22 +n33)/N

Pa=[(CIXL1/N)+(C2xL2/N)+ (C3xL3/N)]/N

Coefficient Kappa (K) =Po—-Pa/1- Pa

Le coefficient Kappa varie de —1 (désaccord absolu) a +1 (accord parfait). La

valeur 0 correspond a un degré d’accord nul du fait de I’indépendance entre les

mesures (32).

Landis et Koch, ont proposé un classement de 1’accord entre les mesures en

fonction de la valeur de Kappa présentée dans le tableau VI (33).
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Tableau VI : Valeurs de KAPPA et degré d’accord attendu (32).

Valeur de K Accord
<0,20 Insuffisant
0,21 - 0,40 Faible
0,41 - 0,60 Modéré
0,61 -0,80 Bon
0,81 —1,00 Tres bon

Le calcul du taux de concordance en fonction du sérotype se fait selon la

formule ci-dessous :

TC VIH-n = [nombre VIH-n de I’algorithme évalué / nombre VIH-n de

I’algorithme de référence] x 100 avec n=1, 2, let2.

1.3.2.3- Caractéristiques opérationnelles de 1’algorithme évalué

D’autres paramétres li€s aux caractéristiques générales et opérationnelles on été

évalués : variabilité de lecture, appréciation technique, praticabilité.
1.3.2.3.1- La variabilité de lecture entre 15 et 30mn

Dans le cadre de notre étude nous avons procédé, a deux lectures par différents
operateurs, pour chaque échantillon testé par le Genie III*. Une lecture a 15

minutes et une autre a 30 minutes.
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La fiche de résultat a été utilisée pour rapporter les informations de variabilité de

lecture par-rapport au temps.

L’ensemble des performances techniques et opérationnelles ont permis
d’apprécier la facilité¢ d’utilisation et les performances de 1’algorithme dans les

laboratoires périphériques.
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II- RESULTATS

Au total, notre étude a porté sur 377 échantillons.
L’ age moyen des patients était de 41 ans et le sexe ratio était de 0,54.

L’origine des échantillons et leurs sérotypes établis avec 1’algorithme en vigueur

sur les différents sites évaluateurs, sont présentés dans le tableau VII.

TABLEAU VII : Origine des échantillons utilisés

NEGATIF VIH-1 VIH-2 VIH-1+2 TOTAL

CEPREF 54 73 38 165
CNTS 40 54 39 133
IPCI 49 20 8 2 79
TOTAL 49 114 135 79 377
POURCENTAGE(%) 13 30,2 35,8 21 100
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II.1-EVALUATION DES PERFORMANCES DE DEPISTAGE DE
L’ALGORITHME EVALUE

Les performances de dépistage de 1’algorithme évalué sont présentées par le

tableau VIII.

Tableau VIII : Performances de dépistage de I’algorithme évalué

Algorithme de référence

POSITIF NEGATIF TOTAL

POSITIF 328 0 328
Algorithme
évalué NEGATIF 0 49 49
TOTAL 328 49 377

Sensibilité (Se) :(328 / 328) x 100 =100 %
Spécificité (Sp) : (49 /49) x 100 =100 %

Aucune Discordance n’a été observée.
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I1.2- EVALUATION DU POUVOIR DISCRIMINANT DE
L’ALGORITHME EVALUE ET DE L’ALGORITHME EN
VIGUEUR

Les performances de sérotypage de I’algorithme évalué et de I’algorithme en

vigueur sont respectivement présentées dans les Tableaux IX et X.

Tableau IX : Performances de sérotypage de 1’algorithme évalué
Type de Algorithme de référence
VIH

VIH-1 VIH-2 VIH-1+2 Total

VIH-1 148 0 0 148

VIH2 0 116 1 117

Algorithme v\ 1 11 9 43 63
évalué

Total 159 125 44 328

Le coefficient kappa de I’algorithme évalué était de 0.89.
Pour chaque sérotype la concordance était de :

VIHI1 : (148/159) =93,1 %

VIH2 : (116/125)=92,8 %

VIHI1 et 2 : (43/44) = 97,7 %.

Taux de concordance global : 94,5%

Diplome d’Etat de Doctorat en Pharmacie SOMBIE ABOU 70



Evaluation d’un algorithme de dépistage du VIH utilisant trois tests rapides (Determine HIV1/2® de Alere, Genie III HIV-
1/HIV-2® de BIO-RAD et Stat-Pak HIV1/2® de Chembio) : Etude en phase II réalisée a I'IPCI, au CePReF et au CNTS.
(Abidjan, Cote d’Ivoire, 2013).

Tableau X : Performances de sérotypage de 1’algorithme en vigueur

Type de Algorithme de référence

VIH

VIH-1 VIH-2 VIH-1+2 Total

VIH-1 113 0 1 114
VIH-2 8 115 12 135
Algorithme en
vigueur VIH-1+2 38 10 31 79
Total 159 125 44 328

Le coefficient kappa de I’algorithme en vigueur était de 0.67.
Pour chaque sérotype la concordance ¢tait de :

VIH1 : 71,1 %

VIH2 : 92,0 %

VIHI et 2 : 70,4 %.

Taux de concordance global : 77,8 %.

La comparaison des performances de sérotypage de 1’algorithme évalu¢ et de

I’algorithme en vigueur est présentée par le Tableau XI.
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Tableau XI: Comparaison des performances de sérotypage de 1’algorithme

évalué et de 1’algorithme en vigueur.

Algorithme en  Algorithme p
vigueur évalué
VIH1 71,1 93,1 <107
Tauxde vy, 92,0 92.8 0,67
Concordance
VIH1+2 70,4 97,7 <10
Global 77,8 94,5 <107

Nous avons observée une différence de performance de sérotypage entre

I’algorithme évalué¢ et I’algorithme en vigueur.

II.3-CARACTERISTIQUES OPERATIONNELLES DE
L’ALGORITHME EVALUE

Les techniciens de laboratoire des sites évaluateurs ont indiqué au cours de notre

étude, la praticabilité trés simple des tests constituant 1’algorithme évalué.

Ces tests se réalisent en trés peu d’étape (deux étapes au maximum) et ne
nécessitent pas la préparation préalable d’antigéne, de substrat, de solution de

lavage et de conjugué.
Leur conservation se fait a la température ambiante :

= 22430°C pour les tests Determine® et Génie II1° ;
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= 82a30°C pour le test Stat-Pak®.

Cependant, pour le test Genielll®, il a été noté I’apparition pour certains
¢chantillons, de fines bandes pas facilement détectables au niveau de la zone
test. De plus, I’absence d’indication pour I’ouverture des sachets individuels du
test rend difficile ’ouverture de I’emballage plastique et donc 1’accés a la

cassette du test.

Les différences de lecture du Genie I11®entre 15mn et 30mn sont présentées dans

le tableau XII.

Tableau XII : Variabilité de lecture du Genie I1I® entre 15 et 30 mn.

Deuxieme lecture a 30 mn

Négatif VIH-1 VIH-2 VIH-1+2 Total

Négatif 49 0 0 0 49
. VIH-1 0 113 0 1 114
Premiere
lecturea 15  VIH-2 0 0 131 4 135
mn
VIH-1+2 0 0 0 79 79
Total 49 113 131 84 377

Au total 5 échantillons ont donné des résultats différents entre la premiére
lecture a 15 mn et la seconde a 30mn, conduisant a une variabilité de lecture de
1,32 % (5/377). Pour ces 5 échantillons les résultats obtenus lors de la premiere
lecture a 15 mn, étaient concordants avec les résultats de 1’algorithme de

référence.
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II-DISCUSSION
Le dépistage de I’infection a VIH constitue un maillon important dans la prise

en charge des personnes infectées.

En effet du fait de I’existence de différents sérotypes du VIH (VIH 1 et VIH 2),
une bonne prise en charge thérapeutique du VIH/Sida nécessite un dépistage

incluant I’identification du sérotype en cause.

Il est donc utile de disposer d’un algorithme de dépistage du VIH possédant de
trées bonnes caractéristiques a la fois techniques et opérationnelles, afin de
garantir un diagnostic fiable et précis et partant une prise en charge adaptée et

efficace.

Nous avons dans notre étude décrit les performances de dépistage, analysé le
pouvoir discriminant et définit les caractéristiques operationnelles de
I’algorithme de dépistage du VIH (i) Determine® + Stat Pak® au poste de
dépistage ; (ii) Determine® + Genie III HIV-1/HIV-2® +/- Stat Pak® au

laboratoire.

Performances de dépistage de I’algorithme évalué
L’algorithme ¢valu¢ a présenté une Sensibilité et une Spécificité de 100% tres
satisfaisantes et répondant aux directives de I’OMS (sensibilité supérieure a 98%

et spécificité supérieure a 95%,).

GALIWANGO R M et collaborateurs ont obtenu une Sensibilit¢ de 97.3% et
une Spécificité de 99.7% en Ouganda, lors de I’évaluation d’un algorithme
composé des tests Determine®, Stat-Pak® et Uni-Gold® (29). Ces performances

de dépistage sont inferieures a celles de I’algorithme évalué.
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Performances de sérotypage de I’algorithme évalué
L’algorithme évalué a fourni une concordance globale égale a 94,5%, supérieure
a la concordance globale de 1’algorithme en vigueur qui était de 77,84 %.
Nous avons observé avec I’algorithme évalué, 17% d’échantillons VIH-1+2 qui
ont donné un résultat VIH-1, et 14% un résultat VIH-2 avec 1’algorithme de
référence. Cette tendance a donner plus de VIH1+2 pourrait s’expliquer par
I’existence des réactions croisées entre les protéines internes du VIH (p24 du
VIH1 et p26 du VIH2) du fait d’épitopes communs entre ces protéines (10).
Cette tendance a donner les VIH 142 a des conséquences :
* Au plan épidémiologique : d’engendrer des données non fiables lors des
enquétes épidémiologiques.
= Au plan thérapeutique :
Pour les patients VIH2 cela ne pose pas de probleme majeur dans la
mesure ou le protocole ARV des patients VIH2 et VIH1+2 est semblable.
Cependant pour les patients VIHI, cela pourrait conduire a une prise en
charge thérapeutique inadaptée car il existe une différence de protocole

ARYV entre les patients VIH1 et VIH-1+2.

Caractéristiques opérationnelles de I’algorithme évalué

L’algorithme évalué, offre des caractéristiques opérationnelles compatibles avec
un passage a échelle nationale des activités de dépistage. En effet, les tests
constituant I’algorithme se réalisent en trés peu d’étape : deux étapes au
maximum (dépot échantillon et dépdt de tampon). La lecture des résultats se fait
en moins de 30 minutes et les tests peuvent €tre conservés a la température
ambiante contrairement au test Immunocomb II HIV 1&2 Bispot® qui se

conserve entre 4 et 8°C.
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Cependant pour le test Genie I11°, la délicatesse de la lecture liée a ’apparition
de bandes d’intensité faible dans certains cas, requi€rent que ce test soit utilisé

par du personnel de laboratoire.

Pour la lecture des résultats du Genie III®, le fabricant indique de considérer

positif toute bande apparaissant dans la zone test dans un délai de 15 minutes.

Il n’y a aucune comparaison a faire pour I’intensité¢ des bandes comme on peut
le constater pour d’autres tests discriminants comme le SD Bioline HIV 1/2 3.0
et Immunocomb II HIV 1&2 Bispot”. Cependant il est important de respecter
strictement le délai de lecture pour éviter des erreurs de lecture du fait de

I’apparition possible de bandes non spécifiques au-dela de 30 minutes.
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CONCLUSION

_/
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Notre étude avait pour objectif 1’évaluation des performances de dépistage, du
pouvoir discriminant et des caractéristiques opérationnelles de 1’algorithme de
dépistage de linfection a VIH (i) Determine®+ Stat Pak® au poste de
dépistage ; (ii) Determine®+ Genie III HIV-1/HIV-2® +/ Stat Pak® au

laboratoire.

Nous pouvons conclure au terme de notre étude :

= [’algorithme évalué posséde une bonne performance de dépistage car
présentant une sensibilit¢ et une spécificité trés satisfaisante,

répondant aux recommandations requises par I’OMS.

= [’algorithme évalué¢ présente un tres bon pouvoir discriminant mais a
une tendance a donner des résultats VIH 1+2 pour des échantillons

VIHI ou VIH 2.

= Les tests composant 1’algorithme sont trés simples d’utilisation, ce
qui constitue un avantage car permet leur utilisation par du personnel
non professionnels de laboratoire, de plus ils se conservent a la

température ambiante donc facile a conserver.

» L’algorithme évalué peut donc étre utilis€ pour le dépistage de

I’infection a VIH en Cote d’Ivoire.
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RECOMMANDATIONS
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Au terme de cette évaluation de phase II, nous pouvons faire les

recommandations suivantes :

» Au programme national de prise en charge des PVVIH
= [’algorithme a adopter pour le dépistage de I’infection a VIH devrait étre
e Determine” + Stat Pak® sur sang total au poste de dépistage
e Determine® + Genie III® + Stat Pak® sur sérum/plasma au
laboratoire lors du bilan initial, pour toutes les personnes dépistées
positives a I’infection a VIH aux postes de dépistage.

- Un protocole d’utilisation du Genie III® doit étre élaboré (avec des
schémas) a D’attention du personnel de laboratoire pour s’assurer de
’utilisation de ce test dans des conditions optimales (respect du délai de
lecture).

- Une ¢étude doit étre conduite pour bien documenter les faux dual (VIH-

1+2) obtenus avec le Genie I11°.

> Au fabricant du test Genie IT1®

Améliorer I’intensité des bandes de lecture afin de faciliter 1’interprétation des

résultats.
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ANNEXES
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Annexe 1 : Catégories cliniques selon les classifications CDC de 1993

Un ou plusieurs des critéres listés ci-dessous chez un adolescent ou un adulte infecté par le

VIH, s’il n’existe aucune des catégories B et C

Catégorie A
> Infection a VIH asymptomatique
> Lymphadénopathie généralisée persistante
> Primo-infection symptomatique.
Manifestations cliniques chez un adolescent ou un adulte infecté par le VIH ne faisant pas
partie de la catégorie C et qui répond au moins a ’une des conditions suivantes :
e Angiomatose bacillaire
e Candidose oro-pharyngée
e Candidose vaginale, persistante, fréquente ou qui répond mal au traitement
e Dysplasie du col (modérée ou grave) carcinome in situ
Catégorie B e Syndrome constitutionnel : fiévre (>38,5°) ou diarrhée supérieure a 1mois

e Leucoplasie chevelue de la langue

e  Zona récurrent ou envahissant pus d’un dermatome

o  Salpingite, en particulier lors de complications par des abcés tubo-ovariens
e  Purpura thrombocytopénique idiopathique

e Listériose

e  Neuropathie périphérique.
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Catégorie C

Cette catégorie correspond a la définition du SIDA chez I’adulte. Lorsqu’un sujet a présenté

une des pathologies de cette liste, il est classé définitivement dans la catégorie C:

Candidose bronchique, trachéale, cesophagienne, pulmonaire, ou extrapulmonaire
Cancer invasif du col

Cryptococcose extrapulmonaire

Coccidioidomycose disséminée ou extrapulmonaire

Cryptosporidiose intestinale supérieure a 1 mois

Infection a CMV (autre que foie, rate, ou ganglions

Rétinite a CMV (avec altération de la vision)

Encéphalopathie due au VIH

Infection herpétique, ulcéres chronique supérieure a 1mois, ou bronchique, pulmonaire,
ou ecesophagienne

Histoplasmose disséminée ou extrapulmonaire,

Isosporose intestinale chronique (supérieure a 1mois)

Sarcome de Kaposi

Lymphome de Burkitt

Lymphome immunoblastique

Lymphome cérébral primaire

Infection @ Mycobacteriumavium ou kansasii, disséminée ou extrapulmonaire ;
Pneumonie a Pneumocystisjiroveci

Pneumopathie bactérienne récurrente

Leuco-encéphalopathie multifocale progressive (LEMP)

Septicémie a salmonella non typhi récurrente

Toxoplasmose cérébrale

Syndrome cachectique di au VIH.
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Annexe 2 : Stades cliniques proposée par I’OMS révision 2006

Stade 1 e Patient asymptomatique,

e Adénopathies persistantes généralisées

e Perte de poids inférieure & 10% du poids corporel involontaire.
e Dermite séborrhéique.

e Prurigo typique.

Stade 2 e Atteinte fongique des ongles

e Ulcérations buccales récurrentes

o Chéléite angulaire (perléche)

e Zona

e Infection récidivantes des voies respiratoires supérieures

e Perte de poids supérieure ou égale a 10% du poids corporel involontaire.

e Diarrhée chronique inexpliquée pendant plus de 1mois.

o Fiévre prolongée inexpliquée (intermittente ou constante) pendant plus de 1mois.

e Candidose buccale persistante.

Stade 3 e Leucoplasie chevelue buccale typique.

e Tuberculose pulmonaire certaine ou probable dans les 2 années précédentes.

e Infections bactériennes sévéres (pneumopathie, salpingite, septicémie, pyélonéphrite,
prostatite).

e Stomatite ulcéro-nécrotive aigue, gingivites ou périodonites

e Anémie (<8g/dl), neutropénie (<(500 10%1) et/ou une thrombopénie chronique
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e Syndrome cachectique li¢ au VIH,

e Pneumopathie a Pneumocystispneumoniae (jiroveci).

e Tuberculose extra-pulmonaire dans les antécédents

e Sarcomes de kaposi

e Toxoplasmose cérébrale.

e Cryptosporidiose, accompagnée de diarrhée pendant plus de 1mois.

e Septicémie a salmonelles non typiques récurrentes

e Isosporose chronique

e Candidose de I’cesophage, de la trachée, des bronches ou des poumons
Stade 4
e herpés cutanéo muqueux pendant plus de 1mois.

e Mycobactériose atypique généralisé

e Herpés viscéral quelle que soit la durée, ou infection viscérale a CMV

e Cryptococcose extra-pulmonaire

o Lymphome (cérébral ou B non hogdkinien) ou autres tumeurs solides associées au VIH
e Leuco-encéphalopathie multifocale progressive ou encéphalopathie a VIH.

e Histoplasmose ou coccidioidomycose.

e Leishmaniose atypique disséminée

e Cancer invasif du col utérin.

e Néphropathie ou cardiopathie symptomatique associées au VIH
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Annexe 3 : Evaluation des tests rapides pour le dépistage de I’infection a

VIH

m a proposé¢ de participer a 1’é¢tude « Evaluation des performances des tests rapides
............................................................................................................... ».

J’ai compris apres les informations regues, I’intérét de cette étude.

J’en ai discuté avec le personnel médical et/ou paramédical qui m’a expliqué les avantages et
les contraintes de cette étude.

J’ai notamment bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser cette proposition, sans
en étre inquiété(e) et en continuant a bénéficier des mémes prestations de services dans la
structure sanitaire qui m’accueille.

J’accepte donc librement de participer a cette étude.

J’autorise que les données confidentielles qui me concernent soient consultées et analysées
par les personnes qui collaborent a cette évaluation et qui sont tenues au secret médical.

Fait a Abidjan, le .../..../......
Code du patient : ...............
Signature

Je soussigné, Dr (Mr) , certifie avoir expliqué a la personne susnommée
I’intérét et les modalités de participation a notre €tude. Je m’engage a faire respecter les
termes de ce formulaire de consentement, les droits et libertés individuels ainsi que les

exigences d’un travail scientifique.

Fait a Abidjan, le ..../..../......

Signature
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Résumé

La Cote d’Ivoire, faisant partie des pays les plus touchés par le fléau du VIH/ sida et
ou circulent les deux sérotypes du VIH, une bonne prise en charge de personnes vivant
avec le VIH (PVVIH) et partant une prévention adéquate passe par un dépistage
efficace. Pour cela 1’on doit disposer d’un algorithme de dépistage présentant des

performances optimales.

L’objectif de notre étude était de déterminer les performances techniques et les
caractéristiques opérationnelles de I’algorithme de dépistage (i) Determine®+ Stat Pak®™
au poste de dépistage ; (ii) Determine®™+ Genie III HIV-1/HIV-2® +/- Stat Pak® au

laboratoire lors du bilan initial.

Notre ¢tude s’est déroulée de Septembre a Novembre 2012 dans trois structures
sanitaires (CePReF, CNTS et [PCI) sur 377 échantillons de sérum/plasma. Les tests de
référence étaient le test MUREX VIH-1.2.0 de DIASORIN® pour dépistage et un test
ELISA peptidique pour le sérotypage.

L’algorithme évalué a présenté de trés bonnes performances de dépistage qui se

traduisaient par une sensibilité et une spécificité de 100%.

L’algorithme a également présenté un bon pouvoir discriminant avec une concordance

globale de 94,54 % et un coefficient KAPPA ¢égal a 0,89.

Cependant il a été observé 31% de résultats faussement VIH-1+2.

L’algorithme évalué peut étre utilisé¢ pour le dépistage de I'infection a VIH en Cote

d’Ivoire.

MOT CLES : COTE D’IVOIRE, VIH/sida, ALGORITHME, DEPISTAGE.




