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Résumeé

Titre : Intérét des papiers filtres (DBS8) pour la quantification de la charge virale ARN VIH-1
dans le sang total : comparaison avec les résultats plasmatiques o

Le ViH constitue un véritable fiéau de santé publique. La mesure de FARN VIH-1
plasmatique nécessaire au suivit biologique des patients sous ARV et au diagnostic précoce
des enfants exposés au VIH, nécessite un équipement codteux, un personnel qualifié et des
conditions particuliéres de prélevement. La technique de prélévement sur papiers filtres
(DBS) pour réaliser la mesure de la CV de I'ARN VIH-1 3 partir de sang total pourrait
constituer une alternative intéressa nte.

Objectif : il s'agissait pour nous d'évaluer l'intérét du papier fi Itre dans Ia quantification de
'ARN VIH-1 chez des personnes infectées et sous traitements ARVs

Méthode : nous avons réalisés une étude analytique et clinique rétrospective utilisant la
biothéque DBS de I'essai Kesho-Bora de PTME VIH-1 & Bobo-dioulasso. A partir des
prélevements de sang total recueilii sur des tubes EDTA, les DBS ont été confectionnés au
Laboratoire de Viroclogie du Centre Muraz {conservé 4 -20C) ainsi que des allicots de
plasma (conservé a -80T). Des mesures des charges virales ARN VIH-1 ont été réalisées
sur le plasma et les DBS de méme patient a différentes visites. L'extraction de I'ARN VIH-1 &
été réalisé (i) sur plasma par la technique de QIAGEN (i) sur les DBS par la technique Boom -
de NucliSens sur MiniMag (BioMérieux). L'amplification/détection par le Kit Generic HIV
charge virale {Biocentric). Les DBS des méres sous ARV ont été pré-traités a la DNAse
avant I'amplification/détection afin d‘éliminer. I'ADN résiduel. '

Résultats : nous avons obtenu une bonne performance analytique des DBS avec un seuil
de détection a 1550 copies/ml (3,17 logs,) par emploi de 2 spots de 50ul de sang total. La
répétabilité et la réproductibilité étaient respectivement de 3,65 (SD, 10,23) log,¢/ml et 3,32
(SD, 10,30) logsp/ml. Une période de [2-1318] jours de conservation & -20C n’avait pas
d'impact significatf sur ies valeurs des CV DBS. L'évaluation clinique a porté sur 326 DBS
La comparaison des mesures de CV plasmatique et DBS donne des Corrélations de 0,89 et
0,82 respectivement chez les enfants (n=210) et les méres (n=91) avec une bonne
concordance des valeurs. La sensibilité et la spécificité étaient de 100% chez les enfants et
97,8% de sensibilité chez les méres. Les soUs traitement ARV (n=25) le pré-traitement des
DBS avec la DNAse a permis de ramener les CV a lindétectable chez celles qui étaient en
succes virologi ique avec le plasma.

Conclusion : Au regard de nos résultats l'ulilisation des DBS: trouve sa place dans notre
contexte de pays a ressources limités, aussi bien pour le diagnostic que pour le suivi des

personnes infectées.
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' Introduction
Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine {VIH} est responsable du Syndrome
d'Immunodéficience Acquise (SIDA). Ii constitue un véritable fléau de Santé Publique
touchant adultes, adolescents et enfants, L'ONUSIDA estimait a 33,2 millions [30,6-36,1
millions] le nombre de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) dans le monde en 2007 (43).
La découverte de ce réfrovirus humain remonte maintenant 4 26 ans. Elle a valu & ses
découvreurs (Dr Franq;ois'e Barré-Sinoussi et Pr Luc:Montagnier, Institut Pasteur, Paris,
France) la remise du Prix Nobel de Médecine en 2008 (5).

Dans les pays du Nord, depuis 1996, date de I'avénement des « trithérapies »
combinant au moins trois médicaments antirétroviraux (ARV) (13), des progrés
considérables ont &té eﬁ'ectués dans le traitement de Ilnfectlon a VIH-1. Les multithérapies
antirétrovirales bloquent la replucahon virale, retardent la progression de la maladie et
réduisent conmderablement {(de l'ordre de 80%) la mortalité et la morbidité liées au VIH-1.
L'’ARN VIH-4 plasmatique constitue un marqueur biologique pronostique important de
linfection a VIH/SIDA, indépendamment de 'ADN proviral VIH-1 et du taux de lymphocytes
T CD4" (25, 30, 31). Dans les pays industrialisés, les tests permettant ia mesure de la
charge virale (CV) ARN VIH-1 plasmatique par PCR (polymerase chain reaction), en
association avec la détermination du taux des lymphocytes T CD4*, sont'périodiduement
utilisés en routine pour déterminer le moment approprié pour instaurer un traitement ARV,
pour-évaluer I'efficacité du traitement et le moment opportun pour en changer en cas d'échec
du précédent traitement. o Lo

En outre, ces tests de mesure de la CV ARN VIH-1 plasmatique sont des outils
essentiels pour le diagnostic de I'infection a@ VIH-1 dans les situations oll les tests
sérologiques ne sont pas utiles, telle I’ihfection pédiatrique (21). Le dépistage systéematique
du VIH chez les femmes enceintes, la prise de médicaments antirétroviraux par la mére
séropaositive pendant la grossesse durant I'accouchement, et en penode post-partum, ainsi
que les césariennes électives ont permis de réduire e taux de transmission mére enfant
du VIH-1 autour de 1% dans les pays industrialisés (44). _

En Afrique sub-saharienne, la situation sanitaire par rapport 4 la pandémie VIH est
bien différente. Selon 'ONUSIDA, I'Afrique sub-saharienne est la région la plus touchée
avec environ 22,5 millions [20,9-24,3] de personnes infeciées, dont 15,4 millions [13,9-16,6]
de femmes. Environ 90% des enfants séropositifs vivent en Afrique subsaharienne et le
VIH/SIDA reste l'une cle.s principales causes de mortalité et de morbidité chez le nourrisson
et l'enfant en Afrique. Le SIDA est déja responsable d’'une augmentation de la mortalité de
plus de 19% chez le nourrisson et de 36% chez I'enfant de moins de cing ans. Les bénéfices
des avancées spectaculaires en terme de soins et de suivi;biologique n‘ont donc pas atteint
la trés grande maljorité des sujets infectés par le VIH-1 qui vivent dans les pays en
développement (PED) (42). ‘
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Cependant, depuis environ 5 ans, des progrés trés significatifs en matiére
d’accés au traitement (et/ou a la PTME) des PVVIH vivant dans les PED ont été initiés
par TOMS, 'ONUSIDA, I'UNICEF et d'autres bailleurs de fond internationaux et nationaux.
Approximativement 3 millions de PVVIH dans les pays a faibles ressources recoivent des
traitements ARV en 2007. Le nombre d'enfants sous traitement ARV est passé de 75.000 en
2005 & 200.000 en 2007 avec un accroissement de plus de 150%. Les sites de dispensation
des ARV ont doublé entre 2005 et 2007 (de 4.000 a 10.000) ; Enfin, 33% des femmes
enceintes ont regu des traitements pour la PTME en 2007 contre 10% en 2004 (45).

Depuis ces cing mé&mes derniéres années, c'est frés certainement dans le domaine
de l'accads au suivi biblo’glque des personnes infectées par le ViH-1 (CD4*, CV) que les
progrés sont les plus notablement insuffisants. La mesure de YARN VIH-1 plasmatique
(appeté communément charge virale) est pourtant un examen essentiel pour permetire de
- fagon fiable le suivi virologiqug des adultes et enfants sous traitement ARV. Cet examen est
aussi un test essentiel pour le dépistage précoce de l'infection 3 VIH-1 chez les nourrissons
de moins de 18 mois. Bien que ies traitements ARV soient aujourd’hui décentralisés dans les
centres de santé régionaux, les tests de laboratoires spécifiques resteht centralisés 3
quelques sites.

La mesure de I'ARN VIH-1 plas.matique nécessite un équipement coliteux, un
personnel qualifié et des conditions particuliéres de prélévement (prélévement veineux au pli
du coude), de conservation (respect de la chaine du froid), de transport (tubes en vérre
EDTA) et de stockage (-80TC) des échantillons. Tous ces éléments constituent des
barriéres importantes a un accés élargi a la mesure de PARN VIH-1. | existe donc un
besoin urgent de trouver des moyens plus simples permettant aux enfants exposés au VIH
et aux adultes identifiés dans les structures de santé primaires d'avoir accés a ce test a partir
des laboratoires de référence.

La technique de prélévement sur papiers filtres {couramment appelés DBS en
anglais pour Dried Blood Spots) pour réaliser la mesure de la CV de I'ARN VIH-1 a partir de
sang total pourrait constituer une alternative intéressante au:k prélevements et mesures dans
le plasma. La réalisation du prélévement peut se faire au talon ou au bout du-doigt. Aprés .
dépot d'une goutte de sang total sur un papier filtre, celui-ci, aprés séchage, peut 8&tre
transporté sans nécessité de réfrigération a un laboratoire & proximité. |l est alors conservé &
-20TC. De fait, cette stratégie devrait permettre d e réaliser le diagnostic précoce de l'infection
a VIH-1 chez les enfants et d’évaluer la réponse virologique chez les patients traités par
ARVs, a partir de structures décentralisées, La quantiﬁ_cation'de la charge virale sur papier
filtre est réalisée sur du sang total. Une technique d’extraction permet d"isoler les particules
~ d'acide nucléique du VIH-1 présentent dans les échantillons avant lamplification par RT-
PCR en temps réel, '



Introduction

Malheureusement, a ce jour, relativement peu d'études ont été menées en Afrique
sub-saharienne afin de déterminer si cette stratégie d'emploi des DBS est fiable et faisable
sur le terrain. Les résultats de ces études sont parfcis anciens, souvent realisés sur de petits
echantillons, et ont fait 'objet de controverses. '

Notre étude vise & déterminer la sensibilité, la spécificité et le ccefficient de
corrélation de l'utilisation des papiers filtres compérés’ au plasma pour le diagnostic des
enfants exposés au ViH mais aussi pour le suivi des meres séropositives de |'essai Kesho-
‘Bora.
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Le Burkina Faso est situé au cceur de I'Afrique de I'ouest, sa position géographique fait
de lui un important carrefour migratoire. Le pays compte environ 14 017 262 habitants en
2006 (18) pour une supe'rﬁcie de 274 000 Km*. Le Burkina Faso présente ['un des profils
sanitaires les plus faibles de I'Afrique de I'Ouest. En effet les taux bruts de mortalité (11,8
pour 1000) et de natalité (46 pour 1000) demeurent trés élevés (17). La population du
Burkina Faso est trés jeune avec environ 56% de sujeté ayant moins de 20 ans (18). Le taux
de fréquentation des centres de santé est relativement bas lié & une insuffisance et a
I'éloignement de ces centres. Les ressources humaines et matérielies sont eégalement
déficientes. Les colts des soins de santé et des médicaments sont parfoi.s inaccessibles aux
populations. Le manque d'informaﬁon de la population, I'absence de régime de protection
sociale, les difficultés d'accés a l'eau pbtable, I'insalubrité de I'environnement, la malnutrition
sont autant de problémes qui minent Ié systéme sanitaire du pays.

A cette problématique, s'ajoute I'expansion rapide de [linfection du VIH/SIDA. Le
Burkina Faso est I'un des pays de I'Afrique de "Ouest les plus affectés par-la pandémie du
VIH/SIDA. En effet avec dn taux de prévalence de 2,0% ,le Burkina Faso compie environ
150 000 PVVIH dont 80 000 Femmes (15 a 49 ans) et 17 000 enfants de moins de 15 ans en
2006 (33).

Cependant, il faut noter une baisse significative de la prévalence du VIH dans le
pays. En effef, avec Faide de la société civile et de ses partenaires multilatéraux,- le
gouvernement a élaboré un plaﬁ nétibnal multisectoriel de luﬁe contre e VIH/SIDA e{ les IST
qui comprend : un prograrhme de prévention par la sensibilisation sur les comportements a
risque, la _prbrnotion du dépistage volontaire et la prise en charge globale des PVVIH
(thérapeutique et psycho-social). Un programme national de prévention de la transmission
du VIH de la mére a 'enfant a été mis en place et comprend une chimio prophylaxie a la
Névirapine et un allaitement artificiel ou limité & quelques mois (1). Ces efforts ont permis de
réduire la prévalence du VIH de 7,2% en 1997 4 2,0% en 2007(33). |

Au Burkina, le diagnostic biologique du VIH est basé shr les tests sérologiques de
dépistage des anticorps anti-VIH chez les adultes et les enfants 8gés de plus de 18 mois.
Chez les nourrissons de moins de 18 mois, la présence des anticorps anti-VIH maternelies
spécifiques acquis in utero ne permet pas d'utiliser ce dépistage sérologique classique. Pour
le diagnostic pédiatrique, les laboratoires doivent faire des tests virologiques telle que ia
quantification de la charge virale plasmatique par PCR en temps réel (12, 42) '

Au Burkina Faso, seulement cing centres sont capables de réaliser les tesis
vir_ologiques de diagnostic pédiatrique précoce et de suivi des patients sous traitement ARV
par la mesure de la charge virale plasmatique. En effet, ces tests nécessitent des conditions
particuligres de préldvements, de conservation, de transport, et de stockage des
éc;hantillons. surtout quand les patients sont éloignés de ces centres (20) (28)



Enoncé du probléme
—— ———— ——— ——— ————— ——— —— ]

Au regard de toutes ces difficultés, des spots de sang total sur les papiers fitres sont
proposés pour faciliter ia réalisation de cet examen. '.

Notre étude, réalisée dans le cadre de I'essai de PTME appelé OMS/ANRS 1289
Kesho Bora mené a Bobo-Dioulasso (Burkina Faso), a pour objectif d’évaluer l'intérét des
papiers filtres pour réaliser la mesure de 'ARN VIH-1 dans le sang total. Les résultats
obtenus avec les DBS vont étre comparés avec les valeurs obtenues dans le compartiment
plasmatique. La finalité de naotre étude est de savoir si les DBS peuvent étre employés de
fagon fiable pour réaliser le diagnostic précoce de l'infection pédiatriqué a VIH-1 et le suivi
virologique des méres séropositives traitées par ARVs.
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Premiere partie : Généralités
I. STRUCTURE ET CLASSIFICATION DES VIH

Les virus de l'immunodéficience humaine appartiennent a la familie des Rétrovirus. ils
sont largement répandus dans le monde animal et se définissent essentiellement par leur
mode de réplication. La présence d'une enzyme, la transcriptase inverse, permettant ja
rétrotranscription de FARN en ADN caractérise ces virus,

La famille des rétrovirus se divise en trois sous famiiles selon des critéres de pathogénie,
mais aussi selon des paramétres phylogénétiques :

- Les oncovirus a ARN sont les rétrovirus de type HTLV (human T-lymphotropic virus)
Igs plus répandus. lIs sont associés & des tumeurs et 2 des leucémies. Quatre types
de HTLV ont été caractérisés a ce jour : les HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3, et HTLV-4.

- Les lentivirus éon_t des virus qui provoquént des maladies & évolution lente et qui
sont cytopathogénes en culture. Les VIH, agents responsables du SIDA, font partie
de cette sous-famille ; deux types de virus ont été identifiés a ce jour: le VIH-1,
répandu sur tous les continents, et le VIH-2 présent essentiellement en Afrique de
l'ouest. Les lentivirus sont aussi retrouvés chez de nombreux mammiféres (mouton,
chat, cheval....) ainsi que chez plus de quarante espéces de singes en Afrique
(singes verts, mangabés, cercopithéques, chimpanzés, gorilles...} lesquels sont
dénommés SIV « Simian immunodefiency Virus ».

- Les spumavirys sont des vitus idéntiﬁés chez de nombreux mammiféres, mais ils ne
sont associés a aucune pathologie connue chez 'homme et I'animal.

1.1 Aspects structuraux

Les rétrovirus, se présentent sous forme de particules sphériques d'un diamétre de 80
a 100 nm, Ces particules sont constituées d’une enveloppe d'origine cellulaire dans laquelle
sont insérées les glycoprotéines d’enveloppe du virus. L'enveloppe est tapissée a l'intérieur
de la particule virale par une matrice qui entoure la capside virale contenant: le génome viral,
la nucléocapside et les enzymes nécessaires a la réplication du virus.. L.es particules virales
sont libérées par bour_g_eonnement a la surface des cellules infectées. |
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Figure 1: Structure du ViH-1{9)

1.2 Organisation génétique

Le génome des rétrovirus est constitué d'au moins trois régions appelées gag, pof et
env, qui codent respectivement les protéines intemes du virion, les enzymes nécessaires a
la réplication et les protéines de surface du virion (36). A partir de ces trois génes, des
précurseurs polyprotéiques sont synthétisés dans la cellule infectée, ol ils sont clivés en
protéines in'ternes'par une protéase virale et en protéines _d'énveloppe par des protéases
cellulaires. '

Le géne gag code pour les précurseurs Pr160 gag-pol, Pr55gag et Pr40 gag qui sont
clivés en protéine de la matrice (p18), de la capside (p24) et de la nucléocapside (p7- p8).

Le géne pol code les protéines virales a activité en'zymatique. Le précurseur est le
Pr160 gag-pol p24, il s’aqit de 1a transcriptase inverse soué forme d'hétérodimére {p51-p66}),
de l'intégrase (p32) et de la protéase (p12}. .

Le géne env Synthétise un précurseur glycosylé intracellulaire de 160 KDa appelé gp
160 qui sera par la suite clivé en glycoprotéine de surface gp120 et en glycoprotéine
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transmembranaire gp41. Ce sont ces protéines d'enveloppe qui jouent un réle important
dans les phénoménes de reconnaissance virus-ceiiutes hotes et dans l'effet cytopathogéne
in vitro des virus VIH.

Par ailleurs, le géndme des VIH présente un méme géne de taille variable («long
terminal repeat » ou LTR) situé a chaqué extrémité de 'ADN viral ; cette séquence permet
l'intégration de I'ADN proviral dans le genome de la f:eiiule hote et contient les éléments
promoteurs nécessaires a I'expression des génes (153, 36) .

Six autres génes sont tat, rev, nef, vif, vpr et vpu (ou vpx pour le ViH-2) codent pour fes
protéines régulatrices du virus; Elles sont capables de modifier I'expression de certains
genes cellulaires, et donc de provoquer une altération du fonctionnement des cellules de
l'immunité touchées par le virus(15).

A -

Figure 2: Organisation génétique du ViH-1 {18)

1.3 Variabilité génétique et classification des VIH

Le VIH est un virus qui se caractérise par sa trés grande varabilité génétique. Il presente
ainsi une trés grande diversité. Deux types de ViH ont été & ce jour decouverts :
- Le VIH-1, le plus répandu dans le monde découvert en 1983 par I'équipe du Pr Luc
Montagnier ; o _
- Le VIH-2, moins contagieux que le VIH-1 & é&té découvert en 1986. Il sévit
principalement en Afrique de I"Ouest découvert en 1986 par I'équipe du Pr Luc
Montagnier. '
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Au sein de chague type existent plusieurs groupes, qui 3 leur tour comportent des sous-
types. . |

Le VIH-1 est classé qépuis 1898 en quatre groupes, dont chacun correspondrait & des
transmissions indépendantes de SIV a 'Homme :

- groupe M {pour major group), responsable de la pandémie actuelle,

- groupe O (pour outlier group), présent en Afrique Centrale,

- groupe N {pour non-M, non-O group), présent au Cameroun,

- groupe P, récemment identifié chez une patiente camerounaise vivant en France

{Plantier JC et al, Nature Médecine, 2009).

Le groupe M est actuellement subdivisé en 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K) et
plus de 40 formes recombinantes. Le sous type A est subdivisé en sous-sous-type A1, A2 et
plus récemment A3 et A4. Le sous-type F est lui-méme subdivisé en sous-sous-type F1 et
F2. (24) ,(26)

A cela s'ajoutent plusieurs formes recombinantes (en anglais, cirbulati'ng recombinant
form ou CRF), qui ont pour origine la muitiple infection d'une cellule par des sous-types
différents, ce qui entraine des phénoménés de recombinaison au sein des génomes viraux.
Les CRF les plus frequemment retrouvées sont le CRF0Q1-AE (recombinaison entre les virus
de sous-type A et les virus de sous-type E) et le CRF02-AG {recombinaison entre les virus
de sous iype A et les virus de sous-type G). De trés nombreuses formes recombinantes ne
correspondant pas aux critéres' de ciassification sont appélés URF {(unique recombinant
forms). Ces formes. recombinantes proviennent d'événement de recombinaison intervenue
lors de la rétrotranscription de leur ARN dans une cellule co-infectée par différent sous
types.(24, 26)

Bien que la variabilité génétique au sein d'un méme groupe ne semble pas modifier de
maniére significative la pathogénicité et la progression de l'infection, elie pose de sérieux
problémes pour la mise au point d'un vaccin efficace sur tous les groupés et souches du VIH,
pour les mesures de la charge virale et dans certains cas particuliers pour la realisation
fiable des tests sérologiques VIH (38). Dans ce dernier cas, ¢'est ainsi que les tests de
depistage basés sur des antigénes du VIH-1 de sous-type B et du VIH-2 de sous-type A,
peuvent présenter une sensibilité moindre pour la reconnaissance des autres sous-types,

_ particuliérement lors de la primo-infection ou d'infection par des variants comme les VIH-1 du
groupe O (38) Les tests commefciaux ont été modifiés en conséquence pour pallier a cette
difficulté.. | |
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II. SITUATION DU SIDA DANS LE MONDE

i.1 Epidémiologie

De nouvelles données montrent que la prévalence mondiale du VIH et le pourcentage

de personnes vivant avec le VIH (PWIH) se sont stabilisés, Le nombre de nouvelles

“infections a chuté, parfiéllement en raison de |'impact des programmes de lutte contre le VIH,
Toutefois, on estime en 2007 que 33,2 millions [30,6 ~ 36,1 millions] de personnes vivent
avec e VIH, que 2,5 millions (1,8 - 4,1miIIi'0ns] de personnes ont été nouvellement infectées
et que 2,1 millions {1,89-2,4 millions] de personnes sont décédées du sida.(34) (32)

L'Afrique subsaharienne reste la région la plus sévérement touchée avec 22,5 millions
[20,9 — 24,3 millions] de PVVIH, soit 68% du total mondiale. Depuis 2001 le nombre de
PVVIH en Europe orientale et en Asie centrale a augmenté de plus de 150 %, passant de
630 000 [490 000 — 1,1 million] & 1,6 million [1,2 - 2,1 millions] en 2007. En Asie, le nombre
de PVVIH au Vietnam a plus que doublé entre 2000 et 2005, et I'iIndonésie connait
I'épidémie dont la croissance est la plus rapide. (34)

L'estimation de 13,8 millions {12,7 millions -15,2 millions] de femmes vivant avec le VIH
en 2001 a augmenté de 1,6 million pour atteindre. 15,4 millions [13,9 millions-16,6 millions]
en 2007 ; les chiffres correspondants pour les hommes .son'l de 13,7 millions [12,6 millions-
15,2 millions] en 2001 et 15,4 millibns [14,3 millions-17,0 millions] en 2007. En Afrique
subsaharienne, prés de 61% des adultes vivant avec le VIH en 2007 étaient des femmes, et
43% dans les Caratbes (4 comparer aux 37% de 2001). En Europe orientale et en Asie
centrale, on estime que les femmes représentaient 26% des aduites infectés par le VIH in
2007 (comparé aux 23% de 2001) ; en Asie ce pourcentage était de 29% en 2007 (26% en
2001).(34) ' ' '

Au niveau mondial, le nombre d’enfants vivant avec le VIH est passé de 1,5 million
{1.3 million-1,9 million] en 2001 & 2,5 millions 2,2 millions-2,6 miilions] en 2007. Le nombre
estimé de nouvelles infections chez les enfants a toutefois diminué, passant de 460 000 {420
000-510 000] en 2001 & 420 000 [390 000- 470 000] en 2007. Les décés attribuables au sida
parmi les enfants ont augmenté, de 330 000 [380 000 - 560 000] en 2001 a 360 000 [350
000-540 000] en 2005, mais commenceraient a diminuer, avec une estimation pour 2007 de
330 000 déceés [310 000-380 000). Prés de 90% de I'ensemble des enfants séropositifs
vivent ' en
Afrique subsaharienne_(34)

La pandémie du VIH continue donc d'étre un challenge majeur pour la santé

- mondiale.
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.2 Distribution géographique du VIH

La répartition géographique des différents VIH-1 différe selon I'ancienneté dans ie
pays, et les migrations de population. Dans les pays du Nord, le sous-type B est
prédominant et il est responsable de I'épidémie initial dans les pays industrialisés, en
particulier 'Amérique du Nord et 'Europe de I'ouest. Par contre a P'échelle mondiale, les VIH-
1 non-B représentent au rno.ins 90% des virus circulants. Les sous-types prédominants sont
les sous-types C, responsable de 50% des infections, principalement en Afrique du Sud et
en Asie, le sous-type A et le sous-type D en Afrique de I'Est, le CRF02-AG en Afrique de
'Quest etie sous-type B (12%) en Amérique du Nord et en Europe. En Afrique centrale,
circulent les différents groupes du VIH-1 (M, N et O), 'ensemble des sous-types du groupe
M et la majorité des forf_nes recombinantes. B

A la différence du VIH-1, un nombre limité de souches VIH-2 a été génétiquement
caraclérisé permettant une classification én 8 groupes (A-H), seul les groupes A et B jouent
un réle dans I'épidémie du VIH-2 en Afrique de I'Ouest. (24)

iil. PHYSIOPATHOLOGIE DE L'INFECTION A VIH

1l.1 Modes de transmission du VIH

Depu,ié le début de I'épidémie, trois principaux modes de transmissions sont observeés :
- Transmission sexuelle
A l'échelon mondial, la grandé majorité des infections par le VIH ont été acquises a
l'occasion de rapports sexuels non protégés, quiils soient hétérosexuels ou homosexuels. La
- transmission sexuelle de Pinfection a VIH se fait par I'intermédiaire des muqueuses buccale,
génitale ou rectale, Iorsqu‘e!lés sont en contact avec des sécrétions sexuelles ou du sang
contenant du virus. La muqueuse présente une cerfaine perméabilité vis-a-vis du VIH, et on
peut retrouver des cellules infectées {cellules dendritiques) dans la sous muqueuse aprés
une exposition non tra.um'atiqUe de I'épithélium vaginale au VIH. La muqueuse rectale, par

son épithélium monocellulaire, est la plus susceptible a I'infection (36).

- Transmission par voie_éanguine

La fransmission par voie sanguine concerne principalement trois groupes de population :
les usagers de drogues par voie intraveineuse, les hémophiles et les transfusés, et plus
rarement les professionnels de santé en milieu de soins et laboratoires, victimes d'accident
d'exposition au sang.(36)
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- Transmission verticale

Dans les pays industrialisés, la transmission du virus de Ja mére & I'enfant peut survenir &
differentes étapes de la grossesse : in utero, dans les semaines précédant laccouchement,
dans un tiers des cas, infra-parfum, au moment de. I'accouchement, dans deux tiers des cas.
En Afrique sub-saharienne, il existe un risque su;:Jplémentaire lie a la pratique de
l'allaitement maternel (risque d'infection pour U'enfant estimé entre 5 et 7 %). En ce qui
concerne le ViH-2, le risque de transmission maternafoetale est beaucoup plus faible (de
I'ordre de 1%) (36).

1Il.2 Réplication du VIH

Le VIH parasité le systéme imrﬁunitaire en utilisant & son propre compte diverses
molécules de ce systéme. La sélectivité' des tropismes du VIH et la sévérité du déficit
immunitaire induit par l'infection sont en gfande partie liées a I’ interaction spécifique entre la
glycoprotéine du VIH, la gp120 et la molécule CD4 récepteur de haute affinité au VIH. La
molécule CD4 est une protéine membranaire exprimée en forte quantité a ta surface des
lymphocytes T auxiliaires.. Le récepteur CD4 est également exprimé bien qu'a un moindre
degré, suf les cellules présentatrices d'antigéne : monocytes et macrophages, céllules
dendritiques et de Langerhans, et sur la microglie dans le cetveau. Les cellules foiliculaires
dendritiques (FDC, follicufar dendritic ceil) fixent le VIH 2 feur surface mais ne sont pas
infectées. Le VIH, par son tropisme pour le récepteur CD4, infecte ainsi les cellules centrales
du systéme immunitaire et peut infiitrer la totalité des tissus humains (36).

La réplication du virus dans les cellules infectées se déroule en plusieurs étapes :

- La fixation ou attachement :
Cette étape repose sur la reconnaissance entre les protéines de la surface virale {gp120) et
les récepteurs CD4 de la cellule cible. En plus de la grande affinité gp120-CD4, des
récepteurs accessoires sont nécessaires a la pénétration du virus dans la cellule. Ces
récepteurs accessoireé sont des chimiokines, et plus d'une dizaine de corécepteurs ont été
identifiés, mais les principaux sont CXCR4 pour les lymphocytés T CD4” et CCRS pour les
macraphages.

- La fusion, la pénétrat:‘on et la décapsidation
C'est la seconde étape de l'infection intervenant juste aprés 'union de la gp120 avec son
corécepteur. Cette union libére la protéine gp41 qui se fixe sur la merﬁbrané cytoplasmique,
Par repli sur elle-méme, la gp41 attire I'enveloppe virale vers Ja membrane cytoplasmique.
La fusion des membranes cellulaire et virale a alors lieu grace & un peptide de fusion preésent
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W
dans {a gp41. La capside du VIH pénétre alors dans le cytoplasme de la cellule ; Une fois &
lintérieur de la cellule, elle se désagrége, libérant les deux brins d'ARN et les e“zymes
qu'elle contenait.

Ainsi, la protéine gp12'0 est responsable de I'attachement et la gp41 de la fusion PUi de |a
pénétration au sein de la cellule.

- Latranscripiion inverse
Cette étape est spécifique aux rétrovirus. Ces derniers ayant pour génome de I'ARN 44 non
de IADN, une opération de transcription, "convertissant® ARN viral en ADN Virg| est
nécessaire, car seul de 'ADN peut éire intégré dans le génome de la cellule cible. Cette
transcription est réalisée par I'enzyme appelée transcriptase inverse (T). La Tl péreayrt
'ARN viral et le transcrit en une premiére molécule d'’ADN simple-chaine, ou ADN tJrin(-).
Pendant cette synthése, 'ARN matrice est dégradé par une activité dite "RNAse H" p,ee
par la Tl. La dégradation de FARN est totale sauf pour deux courtes séquences richgg en
purines appelées séquences PPT (poly purine tracts). Ces deux courtes séquences; ,ont
servir d'amorces a la Tl pour la synthése‘ du second brin d'ADN, e brin (+), en utilisant opN
brin (-) comme matrice. L'ADN final est une molécule bi caténaire, appelée ADN 2 dq, pie.-
brin. Une particularité de la transcriptase inverse est de ne pas é_tre'ﬂdéle daig ¢4
transcription et de souvent faire des erreurs. C'est une des raisons expliduant la trés grande

variabilité génétique du VIH.

- Lintégration
L'ADN bi caténaire pénitre dér_ls le noyau cellulaire selon un processus actif encory, o
compris. L'ADN bi caténaire est étroitement associé a I'intégrase et & d'autres compogynis
protéiques viraux et ceflulaires dans un complexe appelé complexe de'pré-intégratiog_ Ce
complexe posséde la capacité d'interagir avec des éléments de la membrane nucléaire pour
traverser cette memorane et accéder a la chromatine cellulaire. L'ADN s'integre ensuiie 4,
hasard dans le génome de la cellule cible sous l'effet de l'intégrase.

- Laformation d'un ARN messager
Les deux brins dADN de ia cellule « s'écartent» localement sous Teffet de lARN
polymérase. Des bases azotées libres du noyau viennent prendre la complémehtarité de la
séquence et se polymérisent en une chaine monobrin de type ARNm {messager).

- lL'épissage _
L'ARNm ainsi obtenu est hétérogéne. £n effet, il est constitué d'une succession d'Nrons
(parties non codantes) et d'exons (parties codantes). Cet ARNm doit subir une maturation

16



Premiére partie : Généralités

pour pouvoir &tre lu par les ribosomes. Se passe alors une excision des introns, pour ne
laisser que les exons.

- Latraduction de 'ARN
Une fois sorti du noyau par Pun des pores nucléaires, TARNm est lu par les ribosomes du
RER (réticulum endoplasmique rugueux). L'’ARNm vient se glisser entre les deux sous-unités
du ribosome. A chaque codon (groupe de trois nucléotides) de I'ARNm, le ribosome atiribue
un acide aminé. Les différents acides aminés se polymérisent au fur et & mesure de la
lecture. Un codon initiateur AUG {Adénine-Uracile-Guanine) fera débuter la synthése des
polypeptides. '

- La Maturation
Elle a lieu dans F'appareil de Golgi : les polypeptides ainsi formés ne sont pas encore
opérationnels. s doivent subir une maturation dans l'appareil de Golgi.

» L'assemblage |
Les protéines de structure du virus {matrice, capside et nucléocapside) sont produites sous
forme de polyprotéines. Lorsqu'elles sortent du Golgi, Ies différentes protéines sont liées
entre elles. Les protéines sont transportées & la membrane ou elles rejoignent les
glycoprotéines virales membranaires. Des ARN viraux rejoignent les p'rotéines virales. Les

protéines de structure s'assemblent pour former la capside et la matrice, englobant cet
ensemble. ’ '

» Le bourgeonnement
La capside sort de la cellule infectée en arrachant une partie de la membrane cellulaire &
laquelle ont éié préalablement fixées les protéines virales de surface (gp120 et gp41).

» La maturation des virus |
Une protéase virale doit couper les liens qui unissent les différentes protéines de structure
(matrice, capside et nucléocapside) pour que les virions soient infectieux. Suite aux
coupures, les virions sont préts & infecter de nouvelles cellules.

17




Premiére partie : Généralités

e —__—  —— ——— e e Rt

Flgure 3 : Etapes de répiication du VIH dans une celiule (9}

1.3 Evolution physiologique de I'infection a VIH-1

D'un point de vue clinique, immunologique et virologique, Finfection par le ViH-1 peut

étre présentée en trois stades : .
- - la primo-infection (Pl) (phase initiale aigue) dure quelques semaines. Aprés
contamination, le ViH-1 se multiplie silencieusement dans I'organisme pendant une dizaine
de jours puis survient une virémie plasmatique contemporaine des éventuelles
manifestations cliniques (fiévre, céphalées, dysphagie, asthénie, myalgie, amaigrissement,
adénopathie) et précédant !a séroconversion, c'est-a-dire 'apparition des anticorps (Ac). Au
cours de la Pl, la charge virale (CV) va atteindre un pic (ou « zénith »}. Celte virémie
mas#ive comparable a celle des stades ultimes de la maladie, entraine une large
dissémination du ViH-1 dans les organes lymphoides et le tissu nerveux central. Ce niveau
élevé de CV expose a un risque majeur de transmission sexuelle. Le pic de virémie est
observé entrs le 15°™ et fe 21°™ jour.aprés linfection, pouvant atteindre plusieurs mitiions
de copies/ml d'’ARN VIH-1 plasmatique. Ce pic est suivi d’'une phase de décroissance. i
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existe une grande variabilité inter-individuelie dans les taux de virémie piasmatique, certains
sujets présentant d'emblée des virémies basses.

- la période de fatence clinique asymptomatique dure plusieurs années. Durant
cette période, il n'y a pas de latence virologigue puis que la virémie plasmatique se stabilise
environ 6 mois aprés fa contamination autour d'une valeur plateau (ou « set-point»
virologique) correspendant & "équilibre in vivo entre production et clairance virale. Au cours
de cette phase, la réplication du virus et sa clairance constituent un processus hautement
dynamique au cours duguel les forts taux de production virale {entre 1 & 10 milliards de
particules virales produites par jour) et d'infection des lymphocytes T CD4" sont compensés
par des taux aussi élevés de clairance virale, de mort des cellules infectées et de
rencuveliement des lymphocytes T CD4", ce qui aboutit 4 des taux relativement stables de ia
virémie plasmatique. .

- la maladie SIDA symptomatique dure quelques mois & plusieurs années en absence
de traitement antirétroviral. Le SIDA est une immunodéficience acquise de limmunité
cellutaire résultant de linfection par le VIH et caractérisée par une numération des
lymphocytes T CD4* inférieur & 200/mm?, une virémie exponentieie, une sensibilité accrue
aux infections opportunistes et aux néqpfasmes malins.

MULTIPLICATION DU VIWHIV DANS L'ORGANISME
Symptémes

.....'..

 ac anti-gp180

‘virémie (ag p24]
1 2 3 mols 10 ans
Primo-infection Phase asymplomatique SIDA

A noter que la phase asymptomatique n'est pas une périods de lafence virologitue :
Il y 2 muitiplication virale et contaglosité, méme scus traltement antirétroviral act!,

VARCUEURS YIRAUX AU COURS DE LA PRIMO-INFECTION PAR HIV-1,
SANS TRAITEMENT (Groupe de travall sur e dingnostic pricoce, npportau Directewr Glnéral du in Sasté, 1697)

Figure 4: Clnétique des marqueurs viraux au cours de Iinfection 4 VIH-1 sans traitement
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V. QUANTIFICATION DU VIH-1 OU CHARGE VIRALE

IV.1 Définition

Stricto sensu, la mesure de la charge virale est la quantification d’un virus dans un
compartiment de I'organisme. Pour le VIH-1 les ma'f"queurs utilisés pour la quantification
sont 'ARN viral et 'ADN proviral. Les compartiments explorés sont le plasma, le sang total,
le lait maternel, les sécrétions vaginales, les cellules mononuclées du sang. Dans e plasma
le marqueur utilisé pour ia _q_uantiﬁcétion de la charge virale se.ra 'ARN du faft de la présence |
des virus libres. Par contre, dans le sang total, 'ARN et/ou 'ADN proviral peuvent étre
quantifiés du fait de la présence non seulement du virus libre dans la composante
plasmatique mais aussi du génome viral intégré dans les cellules sanguines {lymphocytes,
monocytes). La quantité d'ARN VIH-1 dans le plasma est directement corrélée avec le
nombre de particules virales circulantes dans le plasma sanguin. Elle refiéte essentiellement
la multiplication active du virus dans I'organisme. La quantification de 'ADN proviral dans les
cellules mononuclées sanguines a une signification plus ambigué du fait de sa présencé ala
fois dans les cellules infectées quiescentes et dans les cellules produisant de grandes
quantités de virus. Bien souvent, Ia quantification de FARN VIH-1 plasmatique est résumée
par le terme « charge virale », il s'agit d'un terme impropre mais consacre par-('usage.

V.2 Techniques de quantiﬁcéﬁon du VIH-1

Il convient de préciser que seuls les tests moléculaires ayant fait I'objet d'évaluations
poussées depuis de nombreuses années seront évoqués dans ce paragraphe. Depuis
lapparition de techniques d'ampiification des acides nucléiques par réaction de
polymérisation en chaine (PCR) au milieu des années 80, plusieurs « sauts » technologiques
ont contribué a leurs succés {27). A présent, 3 techniques commercijales de détection et
quantification de 'ARN ViH sont. actuellement disponible sur le marché, ce sont des
technigues d'amplification de la cible. |

- Reverse transcriptase (RT) PCR; {Cobas Amplicor HIV-1 Monitor® Ultra
Sensitive/Cobas Amplicor HIV-1 Monitor v1.5 ; Roche Diagnostics).
- Realtime PCR {Cobas TagMan® HIV-1 Test; Roche Diagnostics / Abbott
RealTime® HIV-1 ; Abbott Laboratories)
- Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA; NucliSensEasyQ® HIV-1
; BioMérieux Clinical Diagnostics)
NB : Les techniques d'amplification du signal, Branched-chain DNA amplification (bDNA;
Bayer Versant® HIV-RNA 3.0; Bayer Corp.) n'est plus commerclalisé en 2010. Bayer
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n’existe plus non plus et a fusionné avec Siemens. Siemer.s propose un nouveau test

qui est une PCR en temps réel.

IV.2.1 Techniques d’amplification de la cible (ARN ou ADN proviral)

IV.2.1.1 Les tests de RT-PCR : Reverse Transcr]ptic;n Polymérase Chain Reaction

Elles exigent en p.remiéfe étape une transcription inverse (ou reverse transcription)
convertissant la cible ARN ViH-1 en une matrice ADN simple b-in (ADNc), laquelle est alors
amplifiée en ADN double brin, La seconde étape d’amplification (polymérisation) comprend :

- Une dénaturation de FADN double brin (réalisée £ environ 90T),

- Lhybridation des amorces spécifiquement dans la séquence cible
(température & 50-60C)

- L'élongation de I'ADN double brin par polymérase -a_ partr des dNTP
{température & 70C)

A chaque cycle d’'ampilification, la quanfité d’ADN double en cas d'efficacité optimale de la
réaction de PCR. Le nombre de cycle d'amplification est de l'ordre de 30 a 40. (26)

Ces deux étapes (reverse transcription et polymérisation) sont réalisées au moyen d'une
méme polymérase recombinante thermostable. _

La detection/quantification de la cible amplifice est colorimétrique, et s'effectue

oomparat.ivement a un standard quantitatif interne a la fin de la réaction d’amplification
(détermination en point final}. _
Cette technologie est utilisé par Amplicor™ HIV-1 Monitor Test, version 1.5, Roche
Diagnostic Systems, le géne cible est la région gag, le seuil de sensibilité de cette technique
est de 400 copies/mi de plasma en procédure standard ¢t 50 copies en protocole
ultrasensibis. Elle est _épp!icable aussi bien sur du plasma, du PBMC que sur le sang total
(DBS). Elie peut étre manuelle sur microplaque coatée par des sondes VIH ou sur un
automate (Cobas Amplicor).
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ARN HiV

2 amorces HIV Reverse- transcnptase
Extraction des ARN gont 1 biotinylée cDNA  ADNdoubie brin

PYYEEPNVEEINYS ’W*%%%

Figure 5: RT PCR par Amplicor HIV Monitor v1.5 Roche Diagnostic

IV.2.1.2 Les tests de RT-PCR en temps réel (real time PCR)

Le principe de la PCR en temps réel est basé sur celui de la RT PCR avec en plus ta
détection du signal d'amplification émise par une molécule de flucrescence spécifique &
chague cycle d'amplification {26). Les teChniques_cinétiqhes de PCR en temps réel vont
réaliser simultanément 'amplification et la détection/gquantification de la séquence cible lors
de la phase exponentielle de 'ampiification (14).

Classiquement, on distingue quafre phases majeures lors d'une amplification par PCR : -

- La phase linéaire de base, qui correspend au début de la réaction de PCR, a cette
éfape I'émission de flucrescence correspond en fait au bruit de fond

- La phase exponentielle précoce, la quantité de fluorescence émise a atteint un seuil
qui est significativement supérieur au bruit de fond (10 fois la déviation standard du
bruit de fond). |

- La phase linéaire d'amplification, la réaction de PCR se fait dans les conditions
optimales avec approximativement un doublement des preduits de PCR a chaque
cycle. '

- L’étape de plateau est atteinte quand les composants réactionnels de la PCR sont en
quantité limitée. Il y a donc saturation de la réaction et [intensité de fluorescence

n'est alors pas utile pour {'acquisition des données.
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Pha_se plateau

Phase sxponentislle

Ligne da base Ligne seul

Elgure 6: Différentes phases d'amplification d’'une PCR en temps réel (4)'

La RT-PCR en temps réel utilise différentes chimies pour la détection du signal
d'amplification. Pour ce qui concerne ge paragraphe nous allons nous limiter aux sondes
d'hydrolyses ou sonde TagMan. Elles sont actuellement les plus utilisées dans les
techniques de PCR en temps réel. La technologie Tagman est basée sur l'activité 5'-
exonucléasique de la Taq polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence
cible sur l'amplicon durant I'étape d’hybridation/extension de la PCR. Un fluorochrome
émetteur (reporter) (ex. FAM : 6-carboxyfiuorocein mais aussi VIC, JOE, NED,) est fixé a
lextrémité 5' de la sonde d'hybridation et son émission est inhibée par un second
fluorochrome suppresseur (quencher) présent a l'extrémité 3' (ex. TAMRA . 6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine mais aussi DABCYL). Lorsque la sonde est non hybridée, le
fluorochrome émetteur transfert son énergie au fluorochrome supprésseur voisin par le
principe de FRET (fluororescence résonnance énergie transfert) qui dissipe cette energie
sous forme de chaleur plutst que d'émettre de la fluorescence. Etant donné que l'activité 5'-
exonucléasique de la Tag polymérase est spécifique & 'ADN double brin, les sondes libres
en solution demeurent intactes et aucune fluorescence n'est émise. Lors de- I'étape
d’hybridation, la sonde et les amorces se fixent & leurs séquences complémentaires
respectives. A I'étape'suivante. la Taq polymérase débute I'élongation du nouveau brin
d’ADN 2 partir de 'amorce jusqu’d ce qu’elle rencontre sur son passage la sonde hybridée
qu’elle déplace et hydrolyse avec son actfvité 5'-exonucléasique. Le reporter est alors libéré
de lenvironnement du suppresseur permettant ainsi I'émission de flucrescence qui
augmente & chaque cycle proportionnellement au taux d’hydrolyse de la sonde., La
technologie Tagman utilise une étape combinée d’hybridation et de polymérisation a 60-62°C
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assurant I'hybridation et la stabilité de la sonde durant I'extension. Ceci permet aussi une

activité 5-exonucléasique maximale de la Taq polymérase (10).

{a) Taqg polyrmeorrans

3] Probe
lils nonONOAOnnnn . .
5y

Figure 7: Principe de fonctlonnement d’une sonde TaqMan (4)

Cette technologie de détection par les sondes TagMan est utilisée par les constructeurs
Roche, Abbott et par la technique ANRS.

Cobas TagMan® HIV-1 Test; Roche Diagnostics et Abbott Real-Time ™ HIV-1
Ces deux tests utilisent des automates complétement fermés réalisant 'extraction suivie
d'une PCR en temps réel permettant la quantification de 'ARN VIH-1 plasmatique. Les
procédés d'extraction sont basés sur le méme principe. L'échantillon subit une premiére
étape de lyse virale, suivie d'une fixation des acides nucléiques sur des billes magnétiques.
La purification est assurée pa.r une série de lavages au cours de laquelie les billes
magnétiques soﬁt capturéés par un aimant. Finalement, les billes sont immergées dans un
tampon permettant I'élution des acides nuclgiques. '

Le test Roche réalise la co-amplification de 'ARN cible du VIH-1 (région gag) et d'un
ARN encapsidé (« armored RNA ») non infectieux utilisé comme standard interne compétitif
de quantification. Ce standard _inlerne contient des séquences du VIH avec des _sites de
liaison a la sonde qui permet de distinguer I'amplicon du .standard et celui du VIH-1, Le
standard inteme est ajouté en quantité connue cohstante a chaque échantillon. Le mélange
réactionnel contient donc les amorces et deux sondes, 'une spécifique de 'ARN ViH-1 et
marquée par un fluorochrome, et l'autre spécifique de 'ARN du standard interne du VIH-1 et
marquée par un autre fluorochrome. Cela permet leur identification indépendante.

Le test Abbott utilise dans le tampon de lyse un contréle interne non compétitif de
fagon 2 vérifier si toutes les étapes de I'extraction a lamplification se sont bien déroulées. Le
controle interne correspond & de 'ARN encapsidé dérivé du géne de 'hydroxypyruvate
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réductase provenant de la citrouille (curcnbita pepo). Ce test est ciblé dans la région pol-in
du VIH-1. Il utilise une sonde partiellement double brin, longue de 43 pb, ce qui autorise les
mis-appariements. Une gamme d'étalonnage externe a 3 points en duplicate est employée
pour la quantification a chaque changement de lot de réactif. Les virus de groupe O sont
quantifiables par cette technique.

Le test Versant kPCR Molécular System : cette technique utilise deux modules dont
un systéme de préparation des échantillons qui réalise I'extraction et la purification des
acides nucléiques du plasma et un systéme ampilification/détection par PCR en temps réel.
Un contrble interne non compétitif permet de controler les différentes d’extraction purification
amplification/détection. Le systéme détecte les VIH-1 du groupe M (A a H), CRF-AE, CRF-
AG et le groupe O. La région du génome concerné est po/ ihtégrase

Le test de 'ANRS : il s'agit d’'une technique mise au point par 'ANRS qui réalise une
- extraction manuelle avec le kit Qiagen. C'est une technique de purification de I'ARN par
centrifugation sur colonne. La qua.ntificationldétection est réalisé au moyen du kit Generic
HIV-1 commercialisé par Biocentric. La région du génome viral concemé est le LTR, une
gamme d'étalonnage en six points obtenus par une dilution en cascade de raison 10 est
utilisée pour la quantification. Un bont_rble externe (témoin de reproductibilité¢) de
concentration connue assure le contrdle depuis l'extraction jusqu'a Pamplification. Ce test est
uniquement destiné 4 la recherche. o
IV.2.1.3 Latechnologie NASBA

La technologie NASBA permet I'amplification de la cible ARN (géne gag de 'ARN
VIH-1). Elle est basée sur une succession d’étape de transcription et d'élongation a l'aide de
trois enzymes (1ranscripta.se inverse du virus aviaire myéloblastique, polymérase ARN T7 et
RNase H) et deux amorces. C'est une réaction isotherme, la température d'amplification est
de 41C. (16) _ _

Le processus d'ampilification dans la technique NASBA suit une cinétique
exponentielle. Ce test nécessite la co-extraction et la co-amplification de la séquence cible
avec des quantités connues de trois standards (ou calibrateur). L’addition d'un calibrateur a
chaque échantillon dés la phase d'extraction va permetire la quantification des ARN dans
des conditions standardisées. _

La détection en temps réel se fait A l'aide de balises moléculaires et est basée sur la
mesure de {augmentation d'un signal fluorescent. Ce signal apparait uniquement lors d'une
hybridation spécifique d’'une bhalise moléculaire & un amplicon, et permet la détection de ces
amplicons en phase homogéne de fagon rapide et fiable.

Une balise moléculaire est un ohgonucléoﬁde d’ADN ayant ia forme d'une épmgle a
cheveux (hairpin en anglais). Ces balises sont constituées de deux (2) parties : une partie en
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boucle correspondant a Ia. séquence complémentaire de (a ¢ible que 'on veut mesurer, et
une partie linéaire constituée de deux. séquences complémentaires et permettant de
refermer la boucle sur elle méme. A ['extrémité de cefte partie linéaire, on trouve un
fluorophore (émetteur de fluorescence: FAM, TAMRA, TET, ROX) et un quencher
(extinctedr de fluorescence: DABCYL). La présence de cet extincteur au voisinage du
fluorophore permet d’occulter la production de fluorescence lorsque la balise est dans sa
forme de base. En présence d’une séquence «cible» la balise s'ouvre, le fluorophore se

trouve alors éloigné de I'extincteur et émet un signal fluorescent.

ii balises moleculaires spécifique de la cible

Figure 8: Etapes d'amplification dans la technique NASBA (29)

Elgure 9: Princlpe de fonctlonnement d'une balise moféculaire {29)

Le test NucliSens EasyQ v1.2: il utilise la technologie NASBA et réalise une
extraction automatisé (EasyMag) ou serni automatique (MiniMag) des acides nucléiques
(ADN et ARN) par emploi de billes de silice. L'étape d'amplification /quantification est aussi
réalisé au moyen d’un automate fermé. La quantification de 'ARN du VIH-1 (région gag) est
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comparée a celle obtenu avec le standard interne. Le test permet de mesurer la charge

virale dans le sang total {DBS), plasma, sérum efc....

Tableau 1: Tests commerclaux utilisés pour la quantification de I'ARN VIH-1 (26)

sens intervalle Sous-type

test échantill Vol Niveau
on () ibilit VIH-1 détecté d’automatisat
_ é ion
RT PCR
Cobas Amplicor EDTA 200 400 750000 Groupe M Extraction
HIV-1  Monitor® plasma (tous les ss- manuel
v1.5 types)
Cobas Amplicor EDTA 500 - 50 50-75000 Groupe M Extraction
HIV-1 Monitor plasma : ' {tous les SS- manuel ou
ultra sensible : types) automatique
PCR en temps réel _
Cobas TagMan® EDTA 1000 40 40- Groupe M Extraction
HIV-1 test plasma - 10000000 (SS-types A- automatique
H)
~ Abbott ACD et 1000 40 Groupe M
RealTime® HIV-1 EDTA 500 75 40- (SS-types A- Extraction
plasma 200 150 10000000 H) Groupe O manuel ou
N  automatique
Amplification des acides nucléiques
NuciiSens EDTA 1000 50 50- Groupe M Extraction
EasyQ® HIV-1 plasma 2000 3000000 (SS-types A-J) semi
50 automatique
ou
automatique
V. PAPIERS FILTRE (DBS) DANS LE DIAGNOSTIC ET LE

SUIVI DE L'INFECTION A VIH

Le terme « dried blood spot » ou DBS signifie goutte de sang séchée. Depuis les

années 1960, les papiers filtres ont été utilisés pour 'dtude de plusieurs pathologies chez les

nourrissons. C'est un mede de collecte de sang sur du papier buvard a des fins d’'analyses

sérologiques ou moléculaires. Des échantillons de sang sont collectés, séchés, transportés

pour étre analysés et archivés. L'adoption de cette procédure & été suggérée car elle est

facile, souple et moins couteuse pour la mise en ceuvre des programmes d’étude du VIH

dans les pays & ressource limitées. Elle trouve son application dans les études de
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séroprévalence, de détermination de la transmission mére enfant du VIH, la détermination
de la charge virale, des tests de génotypage et de résistance aux antirétroviraux (2).(41)

Dans le cadre du diagnostic précoce des enfants exposés au VIH, et du suivi virologique
des patients sous ARV, de nombreux tests ont été adapté aux DBS en vue d'optimiser la
prise en charge des patients. Ce sont : '

- Test Roche Amplicor

- Test NucliSens BioMérieux

- Test RealTime PCR Abbott

V.1 Prélévement sdr papier filtre

Le prélévement sur papier filtre ou papier buvard nécessite du matériel adapté et des
conditions particuliéres. Les sites de prélévement chez les enfants de 18 mois et moins sont
le gros orteil, le talon et le bout des doigts. Chez 'adulte le prélévement se fail sur le bout
des doigts. '

Le matériel requis se compose de :
> Papier buvard
Lancette stérile
Désinfectant pour prélévement
Quates/tampons alcoolisés
Sac plastique avec possibilité de le sceller

Y V V v VY

Dessicant
» Indicateur d'humidité si possible
La procédure consiste a ;
- Réchauffer la partie choisie (talon ou gros orieil)
- Désinfecter la partie avec de I'alcool et laisser sécher 30 secondes
- Piquer franchement la partie choisie avec une lancette
- Essuyer la premiére goutle avec une ouate non imbibé d’alcool
- Déposer la seconde goutte formée sur le cercle de la carte et le remplir entidrement
- Remplir les autres cercles. _
Les DBS doivent étre confectionnés dans les conditions de biosécurité universelle, et

étiquetés avec le humél_‘o d'identification du patient.
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V.2 Stockage, transport, et conservation des DBS

Les DBS confectionnés sont séchés & température ambiante pendant 3 & 18 heures & ['abri
de la lumiére solaire, de la poussiére et des insectes. I} faut éviter de toucher les spots de
sang ou de les entasser pendant le processus de séchage.

Aprés séchage chaque échantillon DBS est emballé dans du papier weight {intercalaire} pour
éviter les contaminations inter échantillons, puis les DBS (10) sont stockés dans des sacs
plastiques qui sont scellés et qui contiennent des dessicants (2 & 4) et un indicateur
d'humidité. lls peuvent étre conservés au réfrigérateur (+2 4 +8T) pendant 8 jours avant
d'&tre acheminés au laboratoire de référence pour analyse. Pendant le transport les DBS ne

doivent pas étre exposé au soleil.
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. OBJECTIFS

Objectif général
Evaluer I'intérét du papler filtre dans la quantification de 'ARN VIH-1 chez des personnes
infectées et sous traitements ARVs .

Objectifs spécifiques

1. Calculer le seuil de sensibilité (limite de détection) de la technique.

2. Déterminer la répétabilité intra-essai (précisioh a court terme) de la technique.

3. Déterminer la reproductibilité inter-essail (précision a long terme) de Ia

. technique. _' _

4. Calculer les corrélations et concordances des résultats de charge virale de
'ARN VIH-1 obtenus a partir des DBS, corﬁparativement aux valeurs obtenues
dans le plasma. :

5. Déterminer les sensibilités et spécificité cIi'niques de la technique pour réaliser

_Ie diagnostic pédiatrique précoce de. Infection a VIH-1, c_:omparativement a
'emploi d’échantillons de plasma, _ | _

6. Comparer les cinétiques de FARN VIH-1 par emplm des DBS, comparativement

a celles obtenues avec le plasma, pour réaliser le suivi thérapeutique des

patientes traitées par ARVs.
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. METHODOLOGIE

1. Type de 'étude _
Il s’agit d'une étude analytique et clinique rétrospective utilisant la biothéque DBS
stockee entre 2005 et 2008 a -20°C dans le cadre de I'essai Kesho-Bora.

2. Cadre de Pétude

Notre étude a pour cadre le Laboratoire de Virologie du Centre Muraz a Bobo-
Dioulasso (Burkina Faso). Ce laboratoire a pour vocation le diagnostic biologique des
infections virales {VIH, Hépatite, Figvre Jaune) dans le cadre d'activités de recherche ou de
routine (patients extemes); '
Pour ja quantification de T'ARN VIH-1 plasmatique, ce laboratoire participe & des
programmes d'assurance qualité internationaux (notamment celui organisé par 'ANRS,
Paris, France).
Il réalise aussi la formation de jeunes chercheurs & orientation virologique.

3. Population d’étude

La population d'étude est issue de lessai multicentrique {(Burkina Faso, Kenya, Afrique
du Sud) OMS/ANRS 1289 Kesho-Bora de Prévention de la Transmission Mére Enfant
(PTME) du VIH-1. -
Pour la ville de Bobo-Dioulasso, entre Mai 2005 et Décembre 2007, 350 meéres infectées par
le VIH-1 ont été recrutées dans cet essai. En fonction de leurs taux de CD4 a l'inclusion, ces
méres ont regu les schémas thérapeutiques suivants :

- Partie la : CD4 < 200/mm? (cohorle observationnelle)
Les méres ont regu un traitement ARV associant la prise de ZDV+3TC+NVP.

- Partie Ib : CD4> 500/mm? (cohorte observationnelie)
Les méres ont regu une prophylaxie ARV associant une prise courte en pré-partum de ZDV
~ etde NVP simpie dose lors du travail. | |
B - Partie Il : CD4 compris entre 200 et 500/mm*® (essa: Kesho Bora)
Les meres ont regu une prophylaxie ARV associant (i) une prise courte en pré-partum de
ZDV plus de NVP simple dose lors du travail plus de la ZDV £ 3TC pendant une semaine
aprés Faccouchement; (ii} ou une prise longue de ZDV+3TC+LP/r pendant une période

maximalé de 6 mois aprés 'accouchement.

Les nouveau-nés correspondants ont &té suivis jusqu'a 24 mois de vie. lls ont tous
regus une simple dose de NVP administré entre 0-3 jours de vie et parfois associée & la
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prise de ZDV pendant une semaine aprés la naissance. L’ensemble des nouveaux nés a fait
l'objet d'un diagnostic.pédiatrique précoce en testant en prospectif pour F'ARN VIH-1 les
plasmas prélevés a 6 semaines de_ vie. En cas de négativité, la recherche de FARN VIH-1 a
éte répétée a 12 mois de vie (en raison du risque de transmission du ViH-1 par l'allaitement
maternel).

Cet essai a été accepté par les différents comités d’éthique nationaux et internationaux.
4. Méthodologie
4.1 Préléevements/Visites

4.1.1. Méres infectées par le VIH-1

Le tableau 2 résume les préldvements de plasma et DBS réalisés chez les méres
incluses dans I'essai Kesho-Bora. A partir de sang veineux prélevé sur tube EDTA a chaque
visite, des aliquots de plasmas (aliquots de 2.0 m|. stockage a -80T) ainsi quedes DBS (4 a
5 spots de 50 pl, stockage & -20T) ont été réalisés. |

Tableau 2: Prélévement de plasma et de DBS réalisés chez les méres incluses dans I'essai Kesho Bora,
Bebo-Diculassoe, Burkina Faso (2005-2008)

Visite ~ . "Nomenclature Plasma . DBS*
| | 05/05-04/07 A partir de
05/07
Inclusion Mo1 X X X
Aprés 1 semaine ARV M02 X X
Aprés 3  semaines
d’ARV MO3 X X
Accouchement - . Mo4 X X
Semaine 2 MO05 X X
Semaine 6 M06 X X
Mois 3 MO7 X X
Mois 5 MO8 X X X
Mols 6 M09 X X
Mois 9 " M10 X X
Mois 12 M11 X X
Mois 18 M12 X X
Mois 24 M13 X

*DBS=Un papier filtre avec 4 spots chacun.
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Pour la présente étude, nous avons testés en DBS - '
- 91 meres prélevées 3 la visite MO1 (avant instauration de toute prise d'ARV),
- 13 méres traitées par ARVs (partie 1a) et prélevées aux visites MO1, M04, M0Z et
M11.

4.1.2. Enfants exposés au VIH-1

Le tableau 3 résume les prélévements de plasma et DBS réalisés chez les infants
nés de méres séropositives incluses dans I'essai Kesho Bora. A partir de sang veineux
prélevé sur tube EDTA a chague visite, des aliquots de plasma (stockage & -80<C) ainsi que
des DBS (stockage a -20T) ont été réalisés.

Tableau 3 : Prélévements. de plasma et de DBS réallsés chez les enfants nés de meéres incluses dans
'essal Kesho-Bora, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso (2005-2008). '

Visite Nomenclature . | Plasma DBS

0-7 jours de vie co4 X X
Semaine 2 C05 X
Semaine 6 C06 X X
Mois 3 - cor X X
Mois 5 co8

Mois & Cco9 X X
Mois 8 ' C10 X X
Mois 12 Ci1 X X
Mois 18 C12 X X
Mois24 ~ - C13 X X

Pour la présente étude, nous avons testés en DBS :
- un certain nombre de DBS chez des enfants testés négatifs en ARN VIH-1
plasmatique aux visites C06, CcQo7,C09;
- tous les DBS disponibles pour lesquels les plasrﬁas correspondant avaient été
trouvés positifs en ARN VIH-1 plasmatique.

4.2. Techniques de quantification de I’ARN VIH-1



ic HIV charge virale,

raisons de résultats est

. FARN VIH-1 au moyen

La technique évaluée dans ce travail est la suivante : E

- Extraction : Utilisation de DBS pour réaliser I'extraction de I‘Aic HIV charge virale)
kit NucliSens (BioMérieux, France) ;

- Ampilification/quantification : Emploi de la trousse Gener |
(Biocentric, Bandol, France)

La technique de référence (ou gold standard) ayant servi aux compa.
, : o ts et les méres, quatre
la suivante ;

filtre (Papier
Extraction : Utilisation de plasma. pour réaliser ['extraction de tre (Papier Wattman
tres sont séchés a la
du kit QlAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France
és dans des sachets
- Amplification/quantification : Idem (emploi de |a trousse Generi s sacne
_ es dessiccateurs,

a. papiers filtres (DBS} :
A partir des échantillons de sang veineux prélevés chez les enfan plasma sont réalisés
spots de 50pl chacun de sang fotal sont déposés sur du papier °
903,Inc Sanford, ME.US 58X58 cm, réf 10538018). Les papiers fiIISés
température ambiante: pendant 18 & 24 heures avant d'étre scell
plaS(iques, stockés et conservés é_-ZO'C dans des b oites contenant d.

Pour la quantification de 'ARN VIH-1, deux spots de 50 pl chacun «

tilisé pour
b. plasma: Mag sera utilisé p

Extraction Reagents
A partir des échantillons de sang total, des aliquots de 2 ml de g

- : € r la technique -
aprés centrifugation et sont stockés & -80T. _ ; s ;:a » q
Pour la quantification de PARN VIH-1, 200 i de plasma ont &t& utili - - 0 T agnetgue.
' s de tampons de lyse

422.  Extraction de I'ARN VIH-1 sample mixer-roller »
rrature ambiante. Les
a. Papiers filtres de sang total (DBS) yse des membranes
Le protocole d'extraction de Biomérieux sur le NucliSens Mini
I'extraction de FARN VIH-1. Il s'agit du kit NucliSens Magnétique
(BioMerieux, Boseihd. Netherland). L'exiraction des acides hucléim
NucliSens repose sur la chimie de Boom en utilisant des particules .
Deux confettis de 50ul de DBS sont découpés et placés dans les tube
de 2.0 mi (NucliSens lysis buffer), les tubes sont ensuite placés sur le «
(agitateur rotatif) et laissés en incubation pendant une heure a tempé
confettis &tant en contact avec le tampon de lyse, il s'ensuit une |
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cellulaires et la libération des acides nucléiques (ARN et ADN proviral VIH-1). Le lysat est
transféré dans des microtubes de 2.0 mi; puis 5Cul de silice est ajoutée en prenant soin de
bien voriexer avant chaque ajout. Dans les conditions de salinité elevée, aprés 10 mn
d'incubation, Ieé acides nucléiques vont se fixer sur ies particules de silice qui agissent
comme une phase solide. Par emploi du NucliSens MiniMag, plusieurs étapes de lavage
sont effectuées : deux lavages de 30 secondes avec 400ul de WashBuf 1, deux lavages de
30 secondes avec 500ul de WashBuf 2 et un lavage de 15 secondes avec 500y} de
WashBuf 3. Les composants étrangers aux acides nucléiques sont retirés grace a la pompe
a vide. Les acides nucléiques sont ensuite élués de la phase solide avec 25pi de Ja solution
d'élution et conservés a -20T.

Le maté_riel nécessaire a l'extraction est le suivant : _

- Instrument d’extraction magnétique capable de capterlles billes de silice et de les

mixer en solution (MiniMag) '
- Agitateur thermostaté {thermomixter compact. Eppendorf): Tt limite de 80T
fréquence d'agitation de 1200 & 1400t /min

- Portoir magnétique adapté aux microtubes de 1,5 ml

- Portoirs | a

- Microtubes de 2 ml, 1,5 m

- Centrifugeur de 1500 rpm

- Micre centrifugeur

- Sampie mixer-roller (agitateur rotatif)

. Micropipettes calibrées avec graduation de 5 4 10004!

- Embouts de pipettes stériles (pipettes tips de 20y, 100p1 et 1000u!)

- Mélangedr é-vdrtex.

- Chronométre

- Papier absorbant

- Gants sans talc jetables

- Coenteneur de déchet & couvercie

b, Plasma

Le kit QiAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) a été utilisé pour
Pextraction de 'ARN VIH-1 plasmatique. Ce kit utilise la propriété de la fixation sélective de
IFARN VIH-1 sur les membranes de ge! de silice (38). Aprés lyse virale par 800ul du mélange
réactionﬁel (ARN entraineur, tampon AVE, tampon AVL} pendant 10 minutes, 800ui
d'éthanol absolu est ajouté afin de précipiter les acides nucléiques. Les lysats sont
transférés dans les cdlonnes contenant la membrane de gel de silice et centrifugés a 8000
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rpm pendant une minute. Une série de lavage permet d'éliminer les protéines précipitées et
les impuretés. L'ARN VIH-1 est récupéré par 60l de la solution d'élution aprés centrifugation
a 8000 rpm pendant une minute et conservé & -20<.

4.2.3. Papiers filtres des méres traités par ARV

Les DBS de 13 méres sous traitement ARV (Partie la : CD4 < 200/mm?, les méres ayant
un traitement ARV associant la prise de ZDV+3TC+NVP ARV) ont été traités de deux
maniéres :

- Amplification direct des extraits DBS suivant Ié protocole décrit B

- Amplification des extraits DBS préalabiement traités par la DNAse (DNase |, Applied

Biosystems/Ambion Inc., Austin, TX, USA). Suivant le protocole ci-dessous:

1541 d'extrait obtenu par extraction sur MiniMag + 1,5p1 EDTA 50 mM incuber a 95C
pendant 10 mn. Ajouter 1,5 p! de Buffer 10X et 3,0 yl de DNAse (2U)

Incuber dans le thermoéycleur 37T 60 mn puis 70T 10mn _

Ces papiers filtre sont traités avec la DNase car la technique d'extraction NucliSens n'est
pas spécifique de 'ARN mais fait une extraction d’acides nucléiques totaux (ARN+ADN).

4.2.4. Amplification et quantification de I'ARN VIH-1

Quel que soit la -nature de [l'echantiion utilis¢é (DBS ou plasma),
'amplification/quantification de 'ARN VIH-1 sera réalisée par emploi du kit Generic HIV
charge virale mis au point par 'ANRS et distribué par la société Biocentric (Bandol, Frénce).
Ce tést de PCR en temps réel a pour séquence cible une région consensus située dans le
géne LTR (pour Long Terminal Repeat). Il utilise une sonde d’hydrolyse de type TagMan. I
permet la quantification de la plupart des sous type du groupe M (A a G) et CRFs du VIH-1
(38). _

Ce kit, prét & 'emploi, éon‘lprend D
- Mix SuperSript™ Ill RT / Platinum® Tagq,
- Réaction Mix 2X,
- Amorce A,
- Amorce B,
- Sonde C,
- Un standard de quantification de titre variable en fonction -des lots (en général,
-~ 10.000.000 Ulml), | ‘
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un standard de reproductibilite qui sert de contréie faiblement positif {(en général,
présemant_un taux d’ARN VIH-1 assez bas, autour de 10.000 Ul/mi).

Le programme d'amplification :

48T pendant 30 minutes permettant la reverse tran scription de 'ARN viral en ADN
complémentaire double brin,

95T pendant 10 minutes permettant I'activation de !‘enzyrhe Tag Polymérase dite
« hot start »,

Puis 50 cycles de PCR selon ie programme de thermocyclage suivant :

95T pendant 15 secondes permettant la dénaturation des 2 brins d’ADN par rupture

- des liaisons hydrogéne,

60T pendant 1 minute permettant I'hybridation des amorces sens et antisens puis de

la sonde sur chacun des simples brins d’ADN ainsi que la polymérisation

b. Préparat.f'oh des standards

Chaque plague de quantification comprendra en plus des échantillons cliniques,

Une gamme de standard de charge virale préparée 4 partir du standard fourni par le
kit (107 Ul/mL équivalent & 6.2 10° copies/mL) : les standards sont obtenus par le
méme procedé d'extraction que les échantilons plasma et DBS. Pour le standard
DBS, une dilution préalable 1:1 du standard avec du sang séronégatif est incubé
pendant une heure puis des spots de 50ul sont déposées sur du papier filtre. Une
série de dilution en cascade selon une raison géométrique de 10 dans de l'eau
qualité Biologie Moléculaire {(10p| d'Eluat + 90pul H20) permet d'obtenir les cing points
de la gamme du standard plasma (6.2 10°; 6.2 10°; 6.2 10*; 6.2 10°; 6.2 10°
copies/ml) et DBS (3.1 10%; 3.1 10%; 3.1 10*; 3.1 10%; 3.1 10? copies/m|)

un témoin de reproductibilité (contrdle faiblement positif) de charge virale VIH obtenu
par le mém.e procédé d'extraction que les échantillons plasma (10* Ut/ml ou 6.2 1¢*
copies/ml) et DBS (3100 copies/ml) aprés dilution 1 : 1 avec du sang séronégatif.

- un témoin négatif (NTC, correspondant a de l'eau qualité biologique).

5. Traitement et analyse des données

Les données ont été analysées par emploil du logiciel Excel 2007.

Les résultats de CV ARN VIH-1 obternus a partir des DBS ont été corrigés par
'hématocrite, selon la formule suivante : CV DBS x 100/ (100-Ht).
Le seuil de la technique: C'est la pius petite valeur de la gamme pouvant étre

quantifiée, avec une incertitude acceptable. Quatre points (3.10 10%; 1.55 10%; 7.75
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10?; 3.10 10° copiesiml) de dilution de 10 gammes ont été mesurés sur un méme
run.

- la sensibilit® et la spécificité a été calculée par rapport aux valeurs de la charge virale
plasmatique qui est le gold standard.

- la reproductibilité {précision inter essai} a été calculée a partir des valeurs des
contréles faiblement positifs sur plus de 10 runs iédépendanls.

- la répétabilité (précision intra essai) a été calculée a partir des valeurs de 10
contréles fainlement positifs {3100 cp/ml} sur un méme run.

- la corrélation de la charge virale plasma vs DBS a éte déterminée les valeurs des
charges virales de méme que ies Bland d’Altman.

Les variables de l'étude
L'évaluation de la technique a été faite avec les variables suivantes :

6.1 Performance analytique des DBS
¢ les valeurs de la gamme et du témoin de reproductibilité

« les dates de confection des DBS et les dates d’amplification virale

6.2 Evaluation clinique par les DBS
« les valeurs de la charge virale des DBS
« les valeurs de |a charge virale plasmatique

« le tarx d’hématocrite
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. PERFORMANCES ANALYTIQUES DES DBS

1.1 Limite de détection de la technique appliquée au DBS

Les points de dilution de la gamme de 3,10 10° a3 107 ant été amplifiés a 100%.
Le point 310 a donné des résuitats dans 10721 run soit 48% de détection. De ce fait deux
dilutions de raison ' a partir du point 3100 (1550 ; 775) ont &été nécessaires pour déterminer
avec plus de précision la limite de détection.

Tableau 4: seuil de sensibiiité de la technique appliquée aux DBS

Concentrations Nombre Nombre % Détection
de test . de détection

31,000 11 1" 100

3,100 21 21 100

1,550 10 10 100

775 10 7 70

310 21 10 48

La limite (seuil de sensibilité) a donc &té défini 1550 copiesiml (3,17 logyo) de sang total,
par emploi de 2 spots de sang de 50pi chacun. '

1.2 Répétabilité intra-essai

Les valeurs de 10 DBS de controle faiblement positifs (valeur estimé & 3,5 logs«/mi) extrait
le m&me jour dans les mémes conditions et analysés sur un méme run ont permis d'obtenir
une moyenne de 3,65 (SD, £0,23) log!ﬂ,lml et un coefficient de variation de 6,3%.

1.3 Reproductibilité inter-essai

Les valeurs de DBS de contrdle faiblement positifs (valeur estimé a 3,5 logy/mi) extraits
indépendamment et analysés sur des runs différents donnent une moyenne de 3,32 (SD,
$0,30) log.o/ml et un coefficient de variation de 9,03%.
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1.4 Impact de la durée de conservation des DBS sur Ia fiabilité des
résultats obtenu par les DBS

Avant la réalisation des tests de quantification de la charge virale, les DBS ont été stockés a
-20 pendant une période médiane de 669 jours {2-1318 jours]. Les DBS stockés a court ou
moyen terme (S 669 jours) ou a long terme (> 669 jours') ont des coefficients de corrélations
de 0,97 {P<0,01) et 0,99 (P<0,002) comparativement aux valeurs plasmatiques. Le temps de
conservation a -20T n'a donc pas d'eﬁef statisti quement significatif sur les charges virales
DBS.

Il. EVALUATION CLINIQUE DES DBS

il.1 Diagnostic précoce des enfants exposés au VIH :

Un. total de 210 DBS a été collecté chez des enfants nés de méres séropositives a
différents timing de visite. La charge virale plasmatique était le gold standard des résuitats
DBS. Sur 105 échantillons plasmatiques positifs (ARN VIH-1 détectable), les DBS appariés
(105) sont également détectables en ARN VIH-1, soit 100% (105/105) de-détectabilité. 105 -
DBS ont été trouvés négatifs (ARN VIH-1 indétectable) de fagon concordante avec les

résultats plasmatiques.

Tableau $ : Répartition des enfants sxposés par tranche d'age

Age ARN VIH-1 détectable . ARN VIH-1 indétectable
o n/N (%) n/N (%)

0 - 6 semaines 22/22 (100,0) 94/94 (100,0)

3 — 6 mois 33/33 (100,0) 4/4 (100,0)

9 - 18 mois 50/50 (100,0) 7/7 (100,0)

Total -105/105 (100,0) 105/105 {100,0)
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1.2 Corrélation et concordance des charges virale ARN VIH-1
plasmatique et DBS chez les enfants infectés

La moyenne des charges virales obtenues avec les plasmas et les DBS est de 5,68
logi cp/mi et 6,02 logs, cp/ml respectivement, avec une moyenne des _différences de 0,17
(SD, 0,42) le test de différence est trés significatif avec P<D0,001. Le coefficient de
corrélation {R?) est de 0,89 (P<0,001}.

7

Concentration DBS ARN VIH-1 (log
copies/ml)

" Concentration plasmatique ARN VIH-1 {log coptes/ml)

Flgure 10 : Corrélation des charges virale ARN VIH-1 plasmatique et DBS chez les enfants Infectés par le
ViH-1
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Figqure 11:Bland-Altman, différence entre les concentrations d’ARN VIH-1 plasma et DBS chez les enfants
infectés
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1.3 Corrélation et concordence des charges virales plasmatiques
et DBS chez les méres séropositives

Les mesures de charge virale sur DBS de 91 méres séfopositives ont été comparées 3
celles obtenues sur les prélevements plasmatiques correspondants. Les moyennes des
charges virales sont de 4,57 et 4,54 Log,, cp/mi respectivement pour le plasma et les DBS.
Deux -échantit!ons DBS avaient une charge virale indétectable toute fois les charges virales
p asmatiques étaient trés faibles pour ces deux échantillons. La sensibilité est de 97,8% IC
95% [92,29 — 99,73] soit 89/91 avec une corrélation (R?) de 0,82.
7

Concentration DBS ARN VIH-1 (log
capies/mi)

Concentration plasmatique ARN VIH-1 {log coples/ml}

Figure 12 : Corrélation des charges virale ARN VIH-1 plasmatique et DBS chez les méres infectées parle
V'H-1 sans traitement ARV
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Figure 13: Bland-Aitman, d!fférence entre les concentrations d’ARN ViH-1 plasma et DBS chez les méres
infectées par le VIH-1 sans traltement ARV , :
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1.4 Cinétique de la charge virale plasmatique et DBS dans le suivi
therapeutique

Cette partie a concerné 13 femmes traitées par HAART. 52 plasmas et 41 DBS ont été
testés & différent timing sur une période de plus de 12 mgis.

- On a obtenu 25 échantillons de plasma (avec un seuil & 5000 copies/ml) montrant
une bonne efficacité des HAART. Pour ces 25 échantillons, malheureusement, quand
les DBS n'étaient pas pré-traités par de la DNase, 13 ont présenté des CV positives.
En revanche, quand on- a traité ces DBS avec de la DNase, tous sont devenus
indétectables comme les plasmas. ' '

- Pour les échantillons de plasma montrant un échec virologique, les DBS (qu'ils soient
traités ou non par de la DNase) étaient aussi positifs.

ncl Delty. ME

HAART
g7l ©
-1
gs
;i
v 34
i! ¥ T
Incl Beliv ME Incl  Deliv,. ME  M12 i Delv, M6 el Dby Mi Il Defv
Legend
Matmy 0
*
DBS withot —+—
Diasa pretregiment
DES with ~4—
' ' Dbdass prstreaiment
Defy, M6  M12 wxl Delv. M6 MI2

Figure 14: Comparaison de la cinétique des charges virales ARN VIH-1 plasmatique et DBS dans le suivl
thérapeutique chez 13 femmes sous HAART - .
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. PERFORMANCE ANALYTIQUE DES DBS

1.1 Limite de détection de Ia technfqae appliquée ad DBS

Le kit d’amplification Generic HIV-1 charge virale a été validé sur des échantillons de
plasma au seuil de 300 copies d'ARN VIH-1/ml (2,48 log:o/ml) par ROUET en 2005 (39).
Dans notre étude, nous avons adapté ce kit pour I'ampliﬁcation de FARN VIH-1 a partir des
spots de sang total séches sur papier filtre (DBS) et déterminé la limite & 1550 copies d’ARN
VIH-1/ml (3,19 logw/ml). La plupart des Studes sur les DBS ont utilisés des tests
commerciaux comme ABBOTT, EASYQ, ROCHE. |

S. M, Lofgren et al en 2009 avec le m 2000rt d’Abbott ont utilisés le seuil de 1000 et
10000 copies/ mi pour déterminer la sensibilité et la spécificité des DBS. (40)

Une étude menée aux USA par Amy Loftis and al a obtenu un seuil & 10%-10° pour 2
spots de 50p! sur le m 2000rt d’Abbott (3)

1.2 Répétabilité intra-essai

La répétabilité (précision dans la série) mesure le degré de similarité entre les résultats
obtenus en appliquant un méme mode opératoire. La moyenne des contrdles faiblement
positifs montre une faible variabiiité intra essai (3,65 £0,23) la dispersion autour de. la
moyenne est assez faible. Le tesi 'appliqué aux DBS donne une bonne performance
analytique (précision et exactitude).

Rouet et al en 2005 ont obtenu des résultats inférieurs au notre (standard de déviation
de 0,12) avec le plasma sur le méme appareil (ABlprism 7000) en Cote d'lvoire.(39)

1.3 Reproductibilité inter-essai

La reproductibilité (précision entre série) mesurée a partir des controles sur 10 tests
de RT PCR a plusieurs jours d'intervalles, nous avons obtenus une moyenne de 3,32 (SD,
10,30) logss/ml et un coefficient de variation (CV) de 9,03%. Il n'y a pas de grande variation
de la reproductibilité des DBS avec la technique utilisée.

C. T. Kaneé et al en 2008 ont &tudié la reproductibilité de I'ARN VIH-1 dans les DBS et
ont_obteﬁus des standards de déviation en moyenne de 0,12 ; 0,18 et 0,18 log,p IU/ml sur
trois tests indépendants. (20) _ |

Chin-Yih Ou et al en 2007 ont mesuré les variations inter-run a partir d’'un panel de 4
points de standards et ont obtenu des coefficients de variation de 44; 31; 42, 20%
respectivement des valeurs des Ct.(35) |
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1.4 Impact de la durée de conservation des DBS sur Ia fiabilité des

résultats obtenus par les DBS

Dans notre étude, le temps de conservation (2 jours & 3 ans et demi) des DBS 2 -20C
n'a pas eu d'impact significatif sur les résultats des charges virales comparés aux résultats
plasmatiques. Les DBS peuvent donc rester stables & -éb‘C dans des plastiques contenant
des dessicants et fermés pendant presque 4 ans, d'autres études sur la stabilité des DBS
ont montré des résultats similaires ainsi :

Caroline Mitchell et al en 2008 ont montré que les DBS étaient plus stable conservé a -
20T qu'a 37T sur une période de 2 & 12 mois (7).

Don Brambilla et al en 2003 ont montré que les DBS étaient stables conservés & -
70T pendant plus d'une année (6). '

W. Leelawiwat et al en 2009 montre dans leur étude que I'ADN était plus stable que
. I'ARN dans les mémes conditions de conservation et quelque soit la concentration en acide
nucléique. par contre les DBS conservés a -20T ava ient une bonne reproductibilité lorsque
les taux I’ARN étaient élevés comparés'-a ceux dont les taux étaient trés faibles et -70T
était la température idéale de conservation des DBS (22).

D'autres études ont montré qu'il n'y avait pas de différence statistiquement significative

entre les valeurs de charge virales de FARN VIH - 1 DBS conservé a température ambiante |

(37%C) pendant une période de 8 a 15 jours selon C. Kane et al en 2008 et entre 18 - 25 C
pendant une période de 80 jours (40) {20). '

Il. EVALUATION CLINIQUE DES DBS

Il.1 Diagnostic précoce des enfants exposés au VIH

Dans les pays a ressources limités comme !e Burkina Faso, la mesure de la charge
virale pIasmatiqUe n'est réalisée que dans les laboratoires de référence et nécessite des
équipements, des infrastructures et des ct_mdilions spécifiques de transport, de conservation
et de stockage des échantillons biologiques. L'utilisation des DBS pour la mesure de la
charge virale dans le suivi des patients sous traitement ARV et dans le diagnostic
pediatrique précoce des enfants exposés est une technique alternative de choix. Depuis plus
d'une dizaine d'années, de norﬁbreuses études visent & montrer que les DBS peuvent étre
utilisés en lieu et place du plasma dans la mesure de charge virale du VIH-1 (8) (6). De ce
fait, des tests commerciaux et des testé maisons sont mis au point et évalués.

Dans notre étude nous avons utilisé la combinaison des tests de Biomérieux (MiniMag
NucliSens} pour I'extraction et le test de 'ANRS pour Famplification. Le test de Biomérieux
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(MiniMag NucliSens) est trés performant pour I'extraction des acides nucléiques (ADN, ARN)
la présence de I'ARN du virus et de '’ADN proviral dans les extraits DBS (35) rend la
techniqtfe beaucoup plus sensible pour 'amplification. Nous avons obtenu pour le diagnostic
précoce des enfants exposés au VIH une sensibilité et une spécificité de 100%.Pour la
mesure des charges virales des méres infectés, nous avons obtenu une sensibilité 97,8%
comparé aux valeurs plasmatiques.

De nombreuses études réalisées dans le cadre du diagnostic précoce des enfants

| exposés au VIH-1 ont également montrés des résultats similaires. Ainsi, _

W. Leelawiwat et al en 2009 a obtenu une sensibilité et une spécificité de 100% avec
les tests Roche (Amplicor v1.5 DNA PCR) et Biomérieux (RNA NASBA) (22).

G. G. Sherman et al obtiennent une sensibilité de 100% et une spécificité de 99,6% en
2005 avec le test de Roche Amplicor ¥v1.5 (11).

S. M. Lofgren et al en 2009 avec le m 2000rt d'Abbott ont obtenu une sensibilité et une
spécificité de 100% et 0,99 au seuil de 1000 copies/ml et 100% de sensibilité et spécificité
pour un seuil de 10000 copies/ml.(40) |

R. R. Lilian et al en 2010 sur le NucliSens EasyQ obtiennent une sensibilité de 100%
et une spécificité de 96,3% (37).

1.2 Corrélation et concordance des CV plasmatiques et DBS

Les coefficients de corrélation R=0,89 et 0,82 montre qu'il y a une bonne association
entre les valeurs des charges virales plasmatique et DBS. Les tests que nous avons utilisés
offrent trés peu de différence entre les valeurs. D'autres études montrent des résultats
similaires aux notres.

Comba T. Kane et al ont obtenu une corrélation de 0,90 en 2008 (20).

Marconi M. et al en 2009 ont évalué le test d'Abbott Real-Time sur les DBS et ont
obtenu une corrélation de 0,882 (23).

Sarah. M. Lofgren et al en 2009 ont obtenu une corrélation de 0,97 (40).

Les Bland-Altman montrent une bonne concordance entre les valeurs DBS et plasmatique,

1.3 Cinétique de la charge virale plasmatique et DBS dans le suivi
thérapeutique

Au seuil de 5 000 copies/mi les DBS donnent plus de résultats détectables chez les
patientes en succés virologique que les plasmas. Ses résultats ont également été observé
par S. M. Lofgren et al en 2009 qui a obtenu 54% d'échec virologique avec le plasma contre
55% avec les DBS d'ou une sensibilité de 100% et une spécificité de 0,97 %(40).
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Le traitement par la DNAse des extraits a permis d’améliorer ia spécificité dans notre
étude cette différence dans te suivi virologique est due a la présence dans les extraits DBS
de I'ADN proviral et de FARN viral {8, 40).
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Recommandations et Suggestions

LES RECOMMANDATIONS ET SUGGESTIONS

Aux autorités politiques nationales impliquées dans la lutte zontre le VIH/SIDA :

Nous recommandons et suggérons un engagement reel dans le volet biologique de la
prise en charge des malades par :

» La mise a disposition dans les laboratoires de référence et les centres de
recherche des appareils, des équipements &' des réactifs de laboratoires, la
formation continue du personnel.

« Une meilleure opérationnalisation des résultats de la recherche dans le domaine
du VIH/SIDA notamment par la mise en ceuvre effective d’utilisation des DBS

dans |a prise en charge biologique.

A travers notre étude nous avons montrés que les DBS peuvent étre utilisés pour le
diagnostic précoce des enfants exposés au VIH et pour le suivit biologique des personnes
infectées par le VIH sous traitement ARV, Cette étude s'est déroulée au niveau laboratoire,
une étude sur le terrain dans les conditions réel d'utilisation dans notre contexte doit étre

réalisée en vue de valider la technique pour sont utilisation a grande échelle.
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Conclusion

CONCLUSION

Dans la lutte contre le VIH/SIDA de nombreux progrés ont été menés en vue de réduire
la prévalence et d’'améliorer la prise en charge globale des personnes infectés et affectées
par le VIH/SIDA. Des structures décentralisées de prise en charge des PVVIH ont permis
d’'accroitre I'accés aux traitements antirétroviraux devénus presque gratuits, toutefois cette
prise en charge reste basée sur la clinique. Selon FOMS (recommandation 2009) il y a des
inconvénients bien connus a ne se fier qu'a la surveillance clinique pour déterminer a quei
moment les gens ont besoin d'un traitement antirétroviral ou commencent a ne plus répondre
& leur schéma thérapeutique, d'ou te role accru du suivi biclogique, notamment la
numération des CD4 et de la charge virale pour améliorer fa qualité dﬁ traitement et des
soins de l'infection & VIH. ‘

La mesure de la charge virale est un paramétre essentiei dans la prise en charge des
personnes infectées par le VIH, et pour le diagnostic pediatrique précoce des enfants
exposés au VIH. Dans les pays a ressources limités, les techniques de PCR utilisées pour
la mesure des CV de 'ARN VIH-1 sont encore considérées comme un luxe réservé aux
laboratoires de référence et aux centres de recherche, limitant ainsi I'accessibilité de ces
tests,

Les résultats de notre étude monfrent que Jes DBS comme technique de prélévement
peuvent étre utilisés en remplacement du plésma. En effet nous avons obtenu une bonne
performance analytique et clinique des DBS en comparaison aux résultats plasmatiques
chez les enfants et chez les aduites. | _

L'utilisation des DBS aussi bien pour le diagnostic que pour lé suivi des personnes
infectées trouve sa place dans notre contexte de pays a ressources limités, car les DBS
offrent un moyen de prélevement, de transport, de conservation et de stockage facile et

moins couteux que le plasma.
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