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RESUME

Le diagnostic biologique de I’infection VIH1/2 est essentiellement sérologique, il consiste
a rechercher les anticorps anti VIH1/2 et/ou les antigénes viraux (la protéine p24) par
différentes techniques immunoenzymatiques ou autres. Parmi les tests disponibles ; le
Western blot demeure une technique de confirmation tres spécifique, permettant de poser
le diagnostic d’infection .Cependant, les résultats indéterminés obtenus par cette technique

constituent un véritable probléme d’interprétation, et engendrent un retard de diagnostic.

Le bat de ce travail vise essentiellement a étudier I’interprétation des profils indéterminés

obtenus en Western Blot, par la recherche de 1’ARN viral par PCR en temps réel.

L’analyse a été effectuée sur un total de 60 sérums préalablement analysés et trouves
indéterminés par le Western blot. Seul 31 sérums dont les résultats étaient positifs en

MEIA, ont été analysés par d’autres tests : Elisa, Western blot et PCR.

Sur le total des 31 échantillons analysés par PCR, 30 étaient indétectables en ARN et un

seul échantillon était positif en ARN.

L’absence d’ARN viral dans nos échantillons, confirme qu’il y a bien absence d’infection

par ce virus, et par conséquent ces échantillons sont négatifs en anticorps anti-VIH.

La PCR a permis d’exclure I’infection VIH chez 30 sujets et, de confirmer la présence

d’une infection VIH chez un seul patient.

Ce travail a montré 1’intérét de la PCR dans I’interprétation des profils indéterminés, et la
place qu’occupe ce test dans la rapidité des résultats et dans la prise en charge immediate
du patient.

Mots clés : VIH1/2, western blot indéterminés, trace p24, PCR en temps réel, ARN viral.



SUMMARY

The laboratory diagnosis of HIV-1 infection / 2 is mainly serological; it is for anti HIV1 /2
antibodies and / or viral antigens (p24) by different technical or other immunoassays. Among
the available tests, the Western blot technique remains a very specific confirmation test for the
diagnosis of infection, however, indeterminate results obtained by this technique are a real

problem of interpretation, and generate a delayed diagnosis.

The aim of this work is mainly to study the interpretation of indeterminate Western blot
profiles obtained by the research of viral RNA by real-time PCR.

The analysis was performed on a total of 60 serums previously tested and found indeterminate
by WB Only 31 serums which were positive in the MEIA results were analyzed by other tests:
Elisa, PCR and WB.

Of the total 31 samples analyzed by PCR, 30 were undetectable in RNA and one sample was
positive RNA.

The absence of viral RNA in our samples, confirming that there is no well infected with this
virus, and therefore these samples are negative HIV Ab PCR allowed to exclude HIV
infection in 30 subjects and confirm the presence of HIV infection in a single patient.

This work has demonstrated the usefulness of PCR in the interpretation of indeterminate

profiles, and the place it in the speed test results and the supported immediate patient.

Keywords: HIV, western blot indeterminate p24 band, PCR, RNA.
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LISTE DES ABREVIATIONS

Ac Anticorps

ADN Acide désoxyribonucleaire

ADNCc Acide désoxyribonucléaire complétaire
AES Accident d’exposition au sang

Ag Antigéne

ARN Acide ribonucleaire

AZT Azidothymidine

CA Capside

CCR5 Cysteine-chymokine receptor type5
CD4 Cluster of differenciation 4

CDC Centers for disease control

CMH Complexe majeur d’histocompatibilité
CMV Cytomégalovirus

CO Concentration Optique

CPA Cellule présentatrice d’antigene

CR Cellule réaction

CRF Circulating recombinant form

CTL Cytotoxic T lymphocyte

CXCR4 CX chemokine receptor type 4
dNTPs Désoxynucléotides triphosphates

E Echantillon

ELISA Enzyme-inked-immun-sorbent-assay
Env Enveloppe

Gag Groupe antigéne

Gp Glycoprotéine

HRP Horseradish peroxidase




LISTE DES ABREVIATIONS

HTLVIII Human T lymphotropic virus

IDR Intradermoréaction

INF-y Interféron gamma

IgA Immunoglobuline A

IgM Immunoglobuline M

[o[€] Immunoglobuline G

IL Interleukine

INNTI Inhibiteurs non nucléotidiques de la transcriptase inverse
INTI Inhibiteurs non nucléotidiques de la transcriptase inverse
IP Inhibiteur de protéase

LAV Lymphadenopathy associated virus

LNR Laboratoire national de référence

LT Lymphocyte T

LTR Long terminal repeat

MA Matrice

MEIA Méthode immuno-enzymatique microparticulaire
NC Nucléocapside

Nef Negative factor

NFkB Nuclear factor-kappa B

NRC Contrdle non réactif

OoMS Organisation mondiale de la santé

P Protéine

PCR Polymerase chain reaction

Pol Polymérase




LISTE DES ABREVIATIONS

QS Standard de quantification

Rev Régulateur de I’expression virale
RT Reverse transcriptase

S Le ratio de la valeur de 1’échantillon
SI Systéme immunitaire

SIDA Syndrome d’immunodéficience acquis
SU Sous-unité

Taq Thermophilus aquaticus

Tat Transactivateur

Th Cellule T helper

TI Transciptase inverse

™ Transmembranaire

TME Transmission mére-enfant

V3 Domaine de I’enveloppe du VIH-1
VHB Virus de I’hépatite B

VHC Virus de I’hépatite C

Vif Virion infectivity factor

VIH Virus d’immunodéficience humain
Vpr Viral protein R

Vpt Viral protein T

Vpu Viral protein U

Vpx Viral protein X

WB WESTERN BLOT

Z05 Enzyme recombinante thermostable




GLOSSAIRE

ADN proviral : résulte de la copie de I’ARN viral grace a la transcriptase inverse et peut
ainsi s’ intégrer au génome de la cellule hote par I’enzyme virale (intégrase).

Avidine : est une protéine présente dans le blanc d'ceuf des oiseaux. Elle peut se fixer a
la biotine (ou vitamine B8), ce qui empéche son assimilation par I'organisme, créant ainsi
une carence.

Biotine : est une vitamine hydrosoluble ;c’ est une coenzyme qui participe au métabolisme
des acides gras, des glucides et des acides aminés, ainsi qu‘a la biosynthése des

vitamines By et By, ;La biotine est utilisée en biochimie expérimentale du fait de son affinité
tres élevée pour l'avidine.

Centre germinatif : Site d'intense prolifération, de sélection, de maturation et de mort des
cellules B dans les organes lymphoides périphériques.

Chimiokines : cytokine de faible poids moléculaire qui sont impliquées dans la migration et
’activation des cellules du systéme immunitaire et sont retrouvees chez tous les vertébrés,
certains virus et certaines bactéries.

Epissage : est un processus par lequel les ARN transcrits & partir de I'ADN génomique
peuvent subir des étapes de coupure et ligature qui conduisent a I'élimination de certaines
régions dans I’ARN final. Les segments conservés s’appellent des exons et ceux qui sont
¢liminés s’appellent des introns.

Epitope : région d’une molécule antigénique susceptible de s’associe ou site de liaison d’un
anticorps.

Hémophile : patient atteint d’hémophilie qui est une anomalie constitutionnelle de
la coagulation sanguine en rapport avec un déficit d’un des facteurs de la coagulation

Immunodéficience (ou immunodépression) : caractérise un état dans lequel une personne voit
ses défenses immunitaires affaiblies.

Indéterminé : lorsque le résultat des tests sérologiques est discordant et il y’a présence d’une
trace d’Ac de 1’une des protéines virales du HIV1-2 (P24 ou gp120 ou gp 41....ect) par WB.

Margueurs sérologiques : Produit chimique présent dans le sang dont la concentration est en
rapport avec certaines situations physiologiques ou pathologiques qui est facilement
détectable, par exemple anticorp-antigéne.

Peroxydase : enzyme qui catalyse 1’oxydation d’un substrat en utilisant le peroxyde
d’hydrogéne comme accepteur d’électrons.

Pneumonie : est une infection respiratoire aigué affectant les poumons.

Polymérase 11 : est un complexe enzymatique responsable de la synthése de I'acide
ribonucléique, ou ARN, a partir d'une matrice d’ADN.
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GLOSSAIRE

Rétrovirus : Virus dont le génome est constitué d'’ARN. Sa particularité est de posséder une
"transcriptase inverse", enzyme qui permet la transcription de I'ARN viral du génome

en molécule d'ADN"complémentaire” (ADNc) capable de s'intégrer a I'ADN de la

cellule héte. Il utilise ensuite la machinerie cellulaire pour se répliquer.

Sarcome de kaposi : est un type de tumeur cutanéemaligne qui se caractérise par
des nodules rouge-bleu.

Sécrétions cervicovaginales : sont considérées comme le principal vecteur de la transmission
du VIH de la femme infectée a son partenaire sexuel et/ou a son enfant en cas de transmission
périnatale.

Séroconversion : passage, pour individu, de 1’état séronégatif a séropositifs, traduisant
I’exposition de 1I’Ag et la production de I’ Ac spécifique.

Syncytium : est une région de cytoplasme contenant plusieurs noyaux.

Thérapie antirétrovirale : Médicaments utilisés dans le traitement de I’infection par le VIH.
Ces meédicaments ralentissent la réplication du virus et, par conséquent, sa propagation a
I’intérieur du corps.

Variations génétiques : désigne le degré de variétés des génes au sein d'une méme espéce.

Virion : est un virus, ou particule virale, éjecté avec ses congénéres de la cellule infectée et
dont la machinerie génétique a été detournée pour les fabriquer.

Larousse médicale, 2013
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INTRODUCTION GENERALE

Le VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine) appartient a la famille des Retroviridae,
genre Lentivirus, il est responsable d’une infection chronique caractérisée par un ensemble
d’infections opportunistes et /ou atteintes malignes, cet ensemble de syndromes est appelé
SIDA(Syndrome d’Immuno Déficience Acquise) révélé en 1981.Comme son nom
I’indique, il  entrailne une dépression du systtme immunitaire ; car il s’attaque
principalement aux lymphocytes TCD4+, aux monocytes et aux macrophages qui sont des

cellules de la défense immunitaire (Irwin et al., 2000).

Le VIH est responsable actuellement d’une pandémie, avec 35 millions de personnes
infectées dans le monde. Cette infection n’a épargné aucun pays, 1’ Afrique subsaharienne
représente la région la plus touchée avec preés de 25 millions de cas (environs trois quarts
de I’ensemble des cas) (ONUSIDA, 2013). Les relations sexuelles constituent le mode de

transmission le plus important.

Le diagnostic biologique de I’infection VIH est essentiellement sérologique, il consiste a
rechercher les anticorps anti VIH1/2 et/ou les antigénes viraux (la protéine p24) par des
techniques immunoenzymatiques ou autres. Les techniques de biologie moléculaire visant
I’ARN ou I’ADN viral sont utilisées pour le diagnostic de I’infection chez les nourrissons

de moins de 18 mois, et pour le suivi thérapeutique des malades.

L’¢évolution des techniques sérologiques a grandement amélioré les conditions de dépistage
des infections a VIH. Parmi toute la variété de tests existant sur le marché, le western blot
demeure la technique de référence permettant la confirmation d’une infection VIH.
Malheureusement, les profils indéterminés obtenus par cette technique deviennent de plus
en plus fréquents, qui peut donc compliquer le diagnostic de I’infection VIH et prolonger
ainsi le délai du résultat. Pour cela, d’autres tests sont nécessaires pour palier a ce

probléme.



INTRODUCTION GENERALE

L’ARN viral plasmatique est le meilleur marqueur biologique permettant de confirmer
I’existence d’une réplication virale et donc de diagnostiquer une infection a VIH. Ce
paramétre, ne fait pas partie de I’algorithme classique de diagnostic, a cause de son co(t

¢levé et surtout 1’exigence d’une qualification technique et d’un laboratoire bien équipé.

Le bat essentiel de notre travail, consiste a étudier I’interprétation des profils indéterminés
obtenus par le Western Blot, en le comparant a d’autres tests sérologiques dont I’AxSYM,
ELISA et par la recherche directe de I’ARN par la biologie moléculaire dont la PCR en

temps réel, pour confirmer la présence ou 1’absence d’une infection a VIH.
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I.L1.HISTORIQUE

Le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) est 1’agent étiologique responsable de
I’infection chronique de 1’organisme humain appelé : SIDA (Syndrome d’Immuno
Déficience Acquise) (Barre-Sinoussi et Chermann, 1983). Cette nouvelle maladie
infectieuse est reconnue en 1981 pour la premiére fois aux Etats-Unis chez des jeunes
homosexuels américains qui avaient manifesté une pneumonie & Pneumocystis carinii et le
sarcome de kaposi, corrélés a un déficit immunitaire profond lié a la disparition des
lymphocytes TCD4(LTCD4) (Sanhadji, 1994 ; Kernbaum, 1990).

L’origine virale du syndrome est découverte par LUC Montagnier a I’institut Pasteur de
Paris, en 1983 (Janier, 2009).

Ce virus sera, successivement, dénommé LAV (lymphadenopathy associaced virus),
HTLVIII (Human T Lymphotropic Virus) et finalement HIV (Human Immunodeficience
Virus) ou VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine) (Hoang, 1989 ; Gallo, 1987 ;
Charlemagne, 1989).

En 1986, un second virus appelé VIH2, a été isolé chez les patients atteints du SIDA
habitants dans les régions Ouest de 1’ Afrique (Clavel et Guetard, 1986).

En 1987, I’AZT ou Zidovudine est le premier médicament antirétroviral disponible
(Vaubourdoulle, 2007).

1.2. DEFINITION ET CLASSIFICATION

Le VIH appartient a la famille des Retroviridae (Coffin, 1992 ; Levy, 1998). Sous-famille
des Orthoretrovirinae et au genre Lentivirus (I1zopet et al., 2007).

Ces virus sont tres largement répandus parmi les diverses especes animales et sont définis
essentiellement par leur mode de réplication. Le génome de ces virus, constitué de deux
copies d’ARN simple brin de polarité positive, de haut poids moléculaire (environ 10KB),
est en effet transcrit en un ADN bicaténaire grace a une enzyme contenue dans le virion et
caractéristique de cette famille : la transcriptase inverse (TI) ou reverse transcriptase (RT),
rétro- transcrivant leur génome en ADN viral qui va s’intégrer dans I’ADN cellulaire de la
cellule héte (Girard, 2011 ; Duriez, 2011 ; Sala, 1999).

~3~
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Le résultat direct de I’infection a VIH est d’infecter massivement et, quasi exclusivement,
le systtme immunitaire amenant au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)
(Katlama, 2004 ; Lydyard, 2002).

1.3. LA STRUCTURE DU VIRUS

1.3.1.Aspect général

Le VIH se présente, schématiquement, sous la forme de particule sphérique de 90 a 120

nanometres de diametre (Duriez, 2011).
On retrouve, de I’extérieur vers I’intérieur (figure 1) :

> L’enveloppe : formée d’une double couche lipidique dérivée de la membrane
cellulaire de la cellule précédemment infectée, elle contient deux glycoprotéines
associées : gp 120 extramembranaire et gp 41 transmembranaire (Revillard, 2001).

> La matrice : ’intérieur de la particule virale est tapissé de molécules : protéine de
la matrice (P17), et la protéase virale (Rozenbaum, 2001).

> La capside : elle se présente sous une forme de trapéze au centre de la particule
virale, constituée de protéine (p24). A I’intérieure de la capside virale, on retrouve : les
protéines de la nucléocapside (p7), les enzymes nécessaires a la réplication du virus (la
transcriptase inverse et 1’intégrase) et le matériel génétique du virus constitué de deux

molécules d’ARN identiques (Rozenbaum, 2001 ; Duriez, 2011).
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Figure 1: Structure du VIH (Huraux, 2003).
1.3.2. Le génome viral

Le génome du VIH (figure 2) est constitué de deux molécules d’ARN identiques avec une
longueur d’environ 9200 nucléotides, il contient, comme tous les rétrovirus, 3 génes
rétroviraux classiques : gag, pol, env qui codent respectivement pour les protéines internes
du virion, les enzymes nécessaires a la réplication virale et les protéines de surface du

virus, de I’extrémité 5’vers 1’extrémité 3’ (Goff, 2007 ; Rozenbaum, 2001).

Il existe aussi six génes viraux supplémentaires (tableau 1), dénommés : tat, rev, vif, vpr,
vpu et nef. Les protéines codées par ces géenes sont impliquées dans des phénomenes de
régulation de I’expression des protéines virales et de la multiplication du virus (Gordon et
al., 2005 ; Seelamgri et al., 2004). A chaque extrémité du génome, existe des régions

répétitives LTR (Long Terminal Repeat), et des régions appelées : U5 et U3 (Barin, 2002).

L’organisation des VIH1 et VIH2 est similaire sauf que le géne vpu au sein du génome du

VIH2 est remplacé par vpx (Barre-Sinoussi, 2004).
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Figure 2 : Organisation du génome du virus VIH et expression des genes (Korber et

al., 1998 ; Nielsen et al., 2005)
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Tableau I : Génes et protéines du VIH

Geénes Protéines codées Fonctions
gag pl7, p24, p7, p55 Protéines de structures
Geénes Protéase, reverse transcriptase, endnucléase
coOmmuns aux pol p66, p51, p31,pl2
rétrovirus
gp 120 Fixation au récepteur CD4 phénomeéne de
env fixation des membranes
gp 41 Fusion entre I’enveloppe virale et la
membrane cellulaire
tat Trans-activator Augmente le niveau d’expression de tous
les génes viraux
Régulateur de Accumule ou transporte les ARNm des
rev L’expression des protéines de structure
virions
Genes nef Négative factor Régulation négative
auxiliaires
propre aux vpr Viral protéine R Augmente la vitesse de Réplication
HIV (génes
de vpu Viral protéine U Maturation des virions
régulation (VIH-1)
VpX Viral protéine X Mal connu
(VIH-2)
vif Virion infectivitiy Role dans I’affectuosité
factor
vpt Viral protéine T Cadre de lecteur ouvert Tat et protéine
fusion a réle inconnu
tev Tat env rev fusion Protéine hybride de 3exons ayant une
protéine activité tat et rev réduite

1.3.3.La variabilité genétique du VIH

(Setffy et Wong Staal, 1991)

Le VIH est caractérisé par une grande variabilité génétique, liée aux nombreuses erreurs

qui ont lieu au cours de la réplication, le taux de ces mutations est estimé a 1 pour
10 000 virus produits (Katlama, 2004).
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Les variations génétiques entre les deux types de VIH, sont prédominantes dans certaines
régions du génome viral tel que le géne env. C’est tout particuliérement le cas du domaine
V3 de D’enveloppe du VIHI, qui posséde d’importantes fonctions biologique s et
immunologiques (Mc-Cutchan, 2006).

Il existe au moins deux types distincts de virus responsable de sida : VIH1et VIH2.

e VIHL1 :il comprend trois groupes de virus qui sont (figure 3):
< Le groupe M : (pour majoritaire), le plus répandu dans le monde, découvert en 1983
(Barre-Sinoussi, 1983).

Il regroupe jusqu’a present 9 sous- types (A-D, F-H, J-K) et des formes recombinantes

appelées CRF (Circulating Recombinant Forms) (Mc-Cutchan, 2006).

% Le groupe O : (pour outlier) identifié essentiellement au Cameroun et au Gabon, il est
beaucoup plus rare, découvert en 1990 (De Leys, 1990).

< Le groupe N : (pour new) identifié au Cameroun, en 1998 (Simon, 1989).

< Le groupe P : trés proche de virus de gorille SIV gor, identifié¢ en 2009 chez une

femme Camerounaise (Duffy, 2009 ; Pantier et al., 2009).

N L-HIA

Pan troglodytes troglodytes

Figure 3 : Classification phylogénétique : les groupes du VIH-1(Van Heuverswyn,
2007)

e VIH2: sa structure est similaire (figure 4), seuls quelques variations sont observés au

niveau du poids moléculaire des protéines ainsi que les enzymes constitutives de ce virus

~8~
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(Huraux et al., 2003). Il comporte 6 sous-types de A a H, les plus fréquents étant les sous-
types A et B (Genetet, 2002).

Hibi2 G

%

Figure 4: Classification phylogénétique : les groupes du VIH-2 (Lebreton, 2007)

I.4. LAMULTIPLICATION DU VIRUS

1.4.1 Les étapes du cycle de réplication et sa régulation

Les principales étapes du cycle du VIH sont communes a tous les rétrovirus (Barre-
Sinoussi, 1996 ; Roth et al., 1996).Chacune de ces étapes constitue une cible potentielle

pour une thérapie antirétrovirale (Nielsen et al., 2005).

< La réplication du VIH dans I’organisme a lieu dans de nombreux tissus (ganglions
lymphatiques, intestin, thymus, cerveau, etc..) et/ou liquides biologiques (sang, liquide
broncho alvéolaire, etc..), dans lesquels on retrouve les cellules cibles du VIH (Archel,
2009 ; Kayser, 2008).

Les principales étapes du cycle de réplication du VIH sont les suivantes (Figure 6):

< L’adsorption et la pénétration: I’entrée du virus dans la cellule commence par la
liaison de la gp120 a son récepteur spécifique, la molécule CD4. Ce récepteur posséde

une forte affinité pour la partie C terminale de la gp120 du virus. Cette liaison engendre

~0~
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un changement conformationnel de la gp120 permettant ainsi a la boucle V3 (une région
spécifique de cette protéine), de se fixer a des corécepteurs a la surface de la membrane
cellulaire (figure 5).

Parmi les corécepteurs du VIH, on distingue le CCR5 et CXCR4, dont le réle est de
reconnaitre les chimiokines sécrétées par la cellule. Cette interaction entre gpl120 et
corécepteurs met en contact la gp4l, avec la membrane cellulaire ; il en résulte une
fusion entre I’enveloppe virale et la membrane de la cellule héte et prélude a la

pénétration du core dans le cytoplasme de la cellule (Tilton, 2010).

< La rétrotranscription : une fois entré dans la cellule, ’ARN viral va étre
immédiatement rétrotranscrit dans le cytoplasme en ADN par la RT. Celle-ci dégrade
I’ARN viral puis copie I’ADN viral monocaténaire en ADN a double brin.

< L’intégration : grace a Dl’intégrase virale, ’ADN chromosomique est clivé et
I’ADN viral bordé par les séquences LTR s’intégre dans cet ADN chromosomique au
sein du noyau de la cellule infectée, qui sera appelé ADN proviral (Motomura et al.,
2004).

< La transcription : une fois intégré dans I’ADN cellulaire, I’ADN proviral est
transcrit en ARN génomique et en ARN messagers grace a une enzyme cellulaire
I’ARN polymérase II.

< La traduction : les ARNm subiront un épissage engendrant ainsi des ARN multi-
épissés qui seront traduits en protéines virales régulatrices et aussi, en ARN peu ou non
épissés qui seront traduits en polyprotéines virales de structure. Dans le cytoplasme de
la cellule, ces polyprotéines qui sont des précurseurs non clivés, sont codées d’une part
par les génes gag et pol et d’autre part par le géne env. La polyprotéine Env va étre

clivée par une protéase cellulaire en deux protéines d’enveloppe (gp120 et gp 41).

< L’assemblage : les protéines virales Vpu et Vif interviennent dans I’assemblage
des protéines virales et de deux molécules d’ARN virales au niveau de la membrane
cellulaire. Cette derniére étape conduit & la formation de nouvelles particules virales, qui

bourgeonnent a la surface de la cellule avant d’étre libérées dans le milieu

~10 ~
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extracellulaire, prétes a infecter une nouvelle cellule cible (Barin, 2002 ; Brun-

Vezinetet al., 2003).

Corécepteur

Inhibiteurs CCR5

— gpa1

Al gp120
| LS —V3 loop

«—CD4

, —.-‘-“_-‘--“ B o - . o . . .

Membrane CCR5/CXCR4
(R5/X4) Inhibiteurs CXCR4

Cellulaire
AMDO70

Figure 5 : La voie de pénétration du VIH (Gastaut et al., 2001).
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Figure 6 : Le cycle de réplication du VIH (Huraux et al., 2003).
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1.5. EPIDEMIOLOGIE MONDIALE

1.5.1Situation du sida dans le monde

L’OMS estimait, en 1995, le nombre de personnes vivants avec le VIH/SIDA a 20 millions

dans le monde (Semaille, 2011).

Depuis 2003, environ 3000 séropositivités VIH sont découvertes chaque année, chez des

personnes ayant été contaminées par rapports sexuels, dont

et deux tiers chez des hétérosexuels (Jinier, 2009).

En 2012, le nombre de personnes touchées est estimé a 35.3millions. La plupart des

un tiers chez des homosexuels

personnes VIH positif vivent en Afrique (25 millions) (ONUSIDA, 2013).

VIH et Sida dans le monde en 2012
| 2001 | 2012
° Persolnt:ﬁ:' vive‘,«:)t12 Millions de personnes avec le VIH 30 35,3
avec le en e
(Evolution par rapport Millions de nouveaux cas de VIH 3,4 2,3
& 2001) Millions de décés dus au Sida 1,9 1,6
Europe centrale
et occidentale Europe de I'Est
. (82)7%0800) 9 et Asie centrale
Amérique du Nord (40000
(+330 000) @ Afrique du Nord Asie de I'Est
et Moyen-Orient 880 000
Caraibes 260 000 (+510 000)
@ 250 000 (+110 000)
-50:000) Asie du Sud
et Asie du Sud-Est
(+200 000)
Amérique latine Afrique
(+200 000) subsaharienne
25 millions Océanie
(+3.3 miilions) ®51 000
(+14 000)
Source : Onusics (rapport 2013) AP

Figure 7: Nombre d’adultes et d’enfants vivant avec |
2013).
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1.5.2 Situation du sida en Algérie

L’Algérie reste un pays a faible prévalence pour I’infection a VIH/SIDA. Selon le
Laboratoire National de Référence de I’infection (LNR) VIH/SIDA, le nombre cumulé de
personnes atteintes de VIH depuis 1’apparition du premier cas en 1985 jusqu’au 31
Octobre 2013, est de 1448 cas de sida et de 6671 cas de personnes seropositives
asymptomatiques .Depuis 1990, I’infection VIH est a déclaration obligatoire en Algérie.
Les données de la notification par le LNR ne représentent pas la totalité des personnes

infectées par le VIH ou atteintes du sida.
La situation épidémiologique de I’infection VIH en Algérie est caractérisée par :

Une augmentation réguliére du nombre de cas : on assiste a une progression alarmante du
nombre de nouveaux cas par an, surtout ces derniéres années a raison de 600 a 700 cas

approximativement.

1.5.3 Les modes de transmission

Les trois principaux modes de contamination du VIH sont : la voie sexuelle, la voie

sanguine et la transmission mére-enfant.

a) Latransmission sexuelle

Elle est actuellement majoritaire (80% des cas). Le virus est présent dans le sperme et les
sécrétions cervicovaginales. Certains types de rapports sexuels présentent un risque accru
(Izopet et al., 2007).

b) La transmission par le sang

» La toxicomanie par voie intraveineuse est a 1’origine de la contamination sanguine la
plus fréquente.

» La contamination professionnelle : principalement dans les établissements de soins
connue par les accidents d’exposition au sang (AES) (Sanhadji, 1995).

> Chez les hémophiles et les transfusés : la contamination des hémophiles a été liée a

I’utilisation de facteurs de coagulation et des produits extraits du sang.

~ 13 ~
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c) Latransmission mére-enfant(TME).

Les meres séropositives non traitées  peuvent contaminer leurs enfants. Cette
contamination survient le plus souvent lors du dernier trimestre de la grossesse, par le
passage transplacentaire du VIH ou pendant I’accouchement par exposition de I’enfant au
sang ou aux sécrétions génitales de la mére. L’allaitement maternel est rarement une source
de contamination (Laporte et Lot, 2004). La prévention de la transmission maternofoetale
par 1’administration de traitement antirétroviral pendant la grossesse a permis de limiter la

transmission & moins de 1% (lzopet et al., 2007).

Certains liquides biologiques contiennent une faible quantité de virus sans pouvoir de

contamination parmi-eux : la salive, les larmes, la sueur et I’urine (Sanhadji, 1995).

|.6. Les mécanismes immuns pathologiques de I’infection a VIH

Le VIH infecte les LTCD4 et les CPA, cellules clés du systeme immunitaire, induisant un
déficit profond de I’immunité cellulaire (Chark, 2000).

Dés le début de I’infection a VIH-1, le processus pathologique est initié dans les organes
lymphoides de ’homme, qui constituent un réservoir important de virus. D’autres tissus
tels que la rate, I’intestin et le thymus sont également touchés. Les virions localisés dans
les centres germinatifs, sont piégés par les cellules folliculaires dendritiques et seront ainsi
présentés et transmis aux cellules lymphoides ganglionnaires (CD4), dans lesquelles ils se
répliqueraient. 1l en résulte un déficit qualitatif et quantitatif des lymphocytes CD4
(Prescott et al., 2003).

Les cellules sensibles a I’infection VIH sont surtout celles qui expriment a leur surface le
récepteur CD4 et ’un des corécepteurs. Il s’agit des lymphocytes TCD4+ (helper ou
auxiliaires), mais aussi des monocytes /macrophages ou d’autres cellules présentatrices
d’antigéne telles que les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans ou les cellules

microgliales du cerveau (Geijtenbeek et al., 2000).

Les cellules infectées présentent des épitopes viraux par leurs molécules du CMH de classe

| et déclenchent une réponse immunitaire cytotoxique contrdlée par LTCD4 (auxiliaire)

~ 14 ~
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de type Th1l, capables de produire de 1’IL-2 et de I’IFNy. Ces lymphocytes amplifient de
facon majeure les réponses cytotoxiques CTL (cytotoxic T lymphocyt) au VIH (Batch,
2002 ; Theze et Debre, 2000).

Une infection de la cellule Th2 aprés liaison avec les moléecules du CMH de classe Il
conduit & Pactivation des cellules B suivie de la production d’Ac anti-VIH (protéines
d’enveloppe, matrice, enzymes virales, protéines de régulation) :c’est la réponse
immunitaire humorale (Carcelain et Autram, 2001). La cellule B produit d'abord des
IgM puis aprés un "switch" intracellulaire, elle produit des IgG puis des IgA et ensuite les
autres classes d'immunoglobulines. Il y ' a une prolifération de plasmocytes producteurs,
c'est ce qui explique que la quantité des anticorps va en augmentant au fur et a mesure du

déroulement de la réaction (Connick et al., 2001).

La diminution du nombre de cellules TCD4, au cours de I’infection par le VIH, est due a

plusieurs phénomenes :

R/
0.0

La destruction directe des cellules infectées par le virus.

B

» Les cellules TCD4 infectées sont tuées par les lymphocytes TCD8 cytotoxiques, qui

reconnaissent des peptides viraux.

*

L’inactivation fonctionnelle des cellules ; phénoméne d’anergie (paralysie cellulaire).

K/
0.0

Les cellules infectées sont sensibles a I’induction d’apoptose, qui est la mort cellulaire
programmee.

< Les LTCD4 infectées peuvent former un syncytium avec LTCD4 normaux in vitro
(Revillard, 2001 ; Autoran et al., 1997).

I.7.Pouvoir pathologique du virus
1.7.1. Classifications de I’infection

> Laclassification du CDC proposée en 1993 distingue 3 catégories : A, B et C.

Ces catégories sont subdivisées en 3sous-catégories (1,2et 3) selon la valeur des
lymphocytes TCD4+ (tableau I1).

> La classification clinique différencie 4 catégories: N (asymptomatique); A

(symptomatique mineur) ; B (symptdome modérés) et C (symptdmes séveres).
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> La classification immunologique comporte 3 catégories: |

(pas de déficit

immunitaire) ; Il (déficit modéré) et Il (déficit sévere) (Vaubourdolle, 2007).

Tableau Il : Systeme de classification de I’infection VIH selon le CDC (1993)

Nombre (A) (3)]

lymphocytes Asymptomatique Symptomatique

T CD4+

> 500/mm Al Bl Cl
200 & 499/mm® A2 B2 C2
< 200/mm® A3 B3 C3

1.7.2. Histoire naturelle de I’infection par le VIH

L’infection se caractérise par la succession de trois phases (figure 8) :

(Duriez, 2011)

Lymphocytes CD4

CONCENTRATION RELATIVE

Charge virale ARN

AC- Anti env

< Ag-VH

3-8 semaines jusqu'a 12 ans

2ad ans

Primo infection Asymptomatique

SIDA

Figure 8:Les trois phases de I’infection a VIH (Shanmugam et al., 2000).
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Chronologiquement, il semblerait qu’il y’ait d’abord une primo-infection pouvant étre
symptomatique caractérisée principalement par un syndrome mononucléosique, ainsi
qu’une réaction fébrile, Perte de poids , eruption et une lymphadenopathie (Laperche et
al,. 2000).Durant cette phase les anticorps ne sont pas détectables dans les trois semaines
qui suivent la primo-infection, I’ARN plasmatique est décelable en moyenne a partir du

10e jour (8 a 17 jours en moyenne) apres la contamination, alors que 1’antigene p24 ne se

positive qu’en le 15ej0ur (12 a 26 jours).

Pendant la séroconversion, les premiers anticorps anti-VIH détectables sont dirigés contre
la protéine p24. A ce stade, le Western Blot est souvent indéterminé (Dercrion et al.,
2005).Une réplication tres intense du virus est observée ; elle est en méme temps contrélée
par le systeme immunitaire (SI). Puis une phase de latence clinique (asymptomatique)
caractérisée par la présence persistance d’une faible virémie dans le sérum et par une
déplétion graduelle des lymphocytes CD4. La constante baisse des CD4 et 1’augmentation
de la charge virale aboutissent en dernier a la phase appelée « phase symptomatique de

I’infection » ou aussi « SIDA » (Ivan et al., 2010).

1.8.Le diagnostic biologique du VIH
Le dépistage de I’infection concerne :

% Les personnes s’estimant ponctuellement ou durablement a risque de
contamination.

< Les patients présentant des signes de primo-infection.

< Les personnes présentant des pathologies pouvant étre des complications de
I’infection a VIH.

% Le cas d'incarcération, en préopératoire, en prénuptial et lors de la déclaration de

la grossesse.

Le dépistage VIH ne peut étre prescrit sans 1’accord du sujet.
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1.8.1. Evolution des marqueurs virologiques (sérologiques)

L’évolution des marqueurs au cours de I’infection par le VIH se fait selon la courbe de la

figure ci-dessous.

Niveau des
marqueurs
A
Anticorps anti-gp 160
Anticorps anti-gp 120
Anticorps anti-gp 41
Anticorps anti-p24
Seuil de ARN HIV plasmatique
détection
des marqueurs Antigéne p24
~ = -
Contage JO J14-15 J20-21 J28-29 Temps (jours)
Fenétre < i
| e | ARN HIV plasmatique 1>
«{ Antigénémie p24 I—»
<{ ADN proviral f>
: : <|  Anticorps anti-HIV positifs par ELISA| >
«| Fenétre immunologique | Ac anti-HIV positifs
-« »
par Western blot

Figure 9: Les marqueurs virologiques au cours de la primo-infection par le VIH
(Révir, 2000).

la cinétique des marqueurs virologiques montre que I’ARN plasmatique est détectable dés

le 10° jour (8 a 17 jours en moyenne) apres la contamination suivi de I’Ag p24 vers le 15

jour (12 a 26 jours) puis des anticorps anti VIH vers le 21° jour (20 a 45 jours), le sujet

devient un séropositif : c’est la phase asymptomatique (Lepot et al., 2000).
1.8.2. Diagnostic sérologique de I’infection a VIH

Il existe plusieurs types de tests VIH, les principaux utilisent la détection d'anticorps et/ou
d'antigénes (protéines) ou encore une séquence d'/ARN du VIH. En raison des limites
inhérentes a tout test biologique, il est nécessaire de réaliser plusieurs tests
(successivement un test sensible puis un spécifique) avant que le patient soit déclaré
séropositif au VIH (Jacomet, 2001).
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Le diagnostic sérologique comporte deux étapes : le dépistage puis la confirmation.
1.2.8.1. Diagnostic indirect

Le diagnostic indirect cherche a mettre en évidence des anticorps synthétisés en réaction a

une infection virale. Ces anticorps sont les marqueurs indirects de I'infection.
L’OMS oblige a pratiquer deux tests différents pour chaque sérum teste.
A. Les tests ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay)

La technique d'ELISA a été conceptualisée et développée par 2 scientifiques suédois, Peter
Perlmann et Eva Engvall a I'Université de Stockholm en 1971.

C’est une technique immuno-enzymatique permettant la détection du complexe Ag/Ac
aprés la fixation sur une phase solide telle que les puits d’une plaque multi-puits en

plastique ou en billes (Ly et al., 2000 ; Saville et al., 2001 ;Weber et al., 2000).
Principe

Cette technique permet de visualiser une réaction Ag/Ac grace a une réaction colorée
produite par I'action sur un substrat d'une enzyme (peroxydase du raifort ; la phosphatase

alcaline, galactosidase) préalablement fixée a I'anticorps (Laperche et al., 2000).

Le changement de la coloration peut étre constaté directement dans les plaques de réaction

ou lu par photométrie optique (Lambert et Latour, 2000).
Les différentes modalités de la technique ELISA

e La méthode par compétition :

Elle est basée sur la différence d’affinité entre les anticorps anti-VIH1 marqués par une
enzyme, et les anticorps du patient a se fixer sur des antigenes VIH-1 déposés sur la plaque
.de réaction. En cas de présence d’anticorps anti-VIH1 dans le sérum du patient, tous les
sites antigéniques seront occupés par les anticorps du patient, I’anticorps marqué de plus

faible affinité ne peut se fixer sur I’antigéne (Revillar, 2001).

e La méthode sandwich :

Elle est utilisée pour un dosage d’anticorps et d’antigenes.
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Dosage d’anticorps : les plaques sont recouvertes d’antigénes, puis on ajoute les anticorps

a détecter et les antigenes marqués par une enzyme.

Dosage d’antigénes : les microplaques sont recouvertes d’anticorps, puis on ajoute les
antigenes éventuellement présents dans le sérum, et les anticorps spécifiques couplés a une

enzyme, et révéler par 1’addition du substrat (Goldsby et al., 2003).

e La méthode combinée :

Elle est utilisée pour le dosage simultané d’anticorps anti-VIH et antigénes p24. Ces tests

de diagnostic combinés permettent de détecter 1’infection d’une fagon précoce (Herbein,
2003).

Evolution des tests ELISA

Depuis ,1985 les performances de ces tests n’ont cess¢ d’évaluer vers une grande
sensibilite et specificité, les premiers tests disponibles, appelés tests de premiére
génération préparés a partir de lysats de cellules infectées, ils ont été remplacés par les
tests dits deuxiéme génération utilisant des protéines recombinantes ou peptides de
synthese correspondant a une partie des principales protéines impliquées dans la réponse
immunitaire .Les tests ELISA sandwich , appelés de troisieme génération, sont plus
récents , la révélation de la réaction antigene de la trousse avec les anticorps du patient ne
se fait par une anti Ig-humaine , mais par un antigene marqué se fixant sur les sites

anticorps restés libres.

Depuis quelques années (1998), ont été développés des tests ELISA combiné, appelés de
guatrieme génération, car détectant I’antigéne p24, I’anticorps anti-VIH1 et VIH2 .Un
résultat positif peut révéler la présence d’anticorps et/ou I’antigéne (Weber, 1998 ; Brun-
Vezinet, 2000 ; Lacomet, 2000).

B. Autres tests

e Tests simples et rapides :

Ils sont basés sur le couplage d’antigénes viraux avec un support particulier tel que les

particules de latex ou de gélatine, ¢’est une technique d’agglutination (Mammette, 2002),

ou sur une filtration a travers une membrane recouverte d’antigéne recombinants, c’est une

technique de filtration par membrane (Brun-Vezinet, 2000) et en dernier, une technique

immunchromatographique qui repose sur la détection qualitative des anti-VIH et la
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migration de ces derniers sur des bandelettes contenant un conjugué avec qui ces Ac vont

s’associer puis migrer afin de se lier aux Ag recombinants immobilisés (Herbein, 2003).
C. Test de confirmation (WESTERN BLOT)

Ce test permet la détection des Ac anti-VIH sériques ou plasmatiques humains. Sa grande
spécificité permet de confirmer ou affirmer les résultats trouvés positifs ou douteux en test

de dépistage.
Principe

Ce test se présente sous forme de bandelettes de nitrocellulose sensibilisées par la présence
de protéines antigéniques, une fois incubées avec le sérum du patient, la fixation des Ac
sur les protéines spécifiques sera mise en évidence par un Ac conjugué a une enzyme et

révélée par un substrat chromogénique (Herbein, 2003).

Tableau 111 : Interprétation des résultats du WB selon les critéres de ’OMS
Diagnostic Profil

Positif Présence de deux Ac anti Env et d’un Ac anti Gag ou d’1 Ac anti Pol
Indéterminé Présence d’un seul Ac anti Env et d’un Ac anti Gag ou d’Ac anti Pol

Présence d’Ac anti Env seuls

Présence d’Ac anti Gag et/ou anti Pol seuls

Négatif Aucune bande ou bandes non répertoriées

(OMYS)
Parmi tous les profils indéterminés, c’est la protéine p24 isolée qui est la plus fréquente.

L’interprétation « indéterminé » peut étre liée a plusieurs éventualités :
> Dinfection VIH :
- Un début de séroconversion (primo-infection) par le VIH, les anticorps anti VIH ne
sont pas encore tous formés.
- Une positivité au VIH-2 (Watt et al., 2000) si le kit ne détecte que le VIH-1.
- Stade avancé du SIDA (deplétion progressive des Ac)
- Infection par d’autres Retrovirus comme le HTLV (réaction croisée)

> Autres causes :
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- Hypergammaglobulinémie.

- Maladies auto-immunes, présence du complexe immun circulant du facteur
rhumatoide (Bocket, 2009).

- Infections dues a d’autres agents pathogenes (Basch et Sattern, 1997).

- Grossesse (réactions non spécifiques) (European aids clinical society et al.,
2005).

1.8.2.2. Diagnostic direct
A. Technique d’amplification génique : PCR (Polymerase Chain Reaction)

Depuis son invention, la PCR est devenue la technique la plus utilisée pour la détection de
I’ADN et de ’ARN. A partir d’'une simple copie d’une séquence particuliere d’acides
nucléiques, cette séquence peut étre spécifiquement amplifiée et détectée. Sa nature
exponentielle rend cette technique attrayante pour des analyses quantitatives (Houde et
Poitras, 2002).

Principe

Son principe repose sur 1’extraction des acides nucléiques puis leur amplification par un
ensemble de cycles, suivie d’une détection a 1’aide d’une sonde spécifique (Jacomet,
2001).

B. Recherche d’antigéne p24 :

S’effectue grace au test ELISA ou I’anticorps anti-p24, fixé a la phase solide, va capter

I’antigene libre du sérum.

Sa positivité doit toujours s’accompagner d’une recherche sérologique quelques semaines

apres.
C. Isolement viral :

Se fait par co-culture des lymphocytes du patient infecté avec les lymphocytes d’un
donneur sain, dans un milieu de culture approprié .la multiplication virale sera mesuré par

la détection et la quantification de I’antigene p24.

Ce test devient rare car il ne se pratique que dans les laboratoires de haute sécurité type P3.
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1.8.2.3.Autres examens

Un bilan biologique (population lymphocytaire, dépistage HCV, HBV, CMV...), une IDR
a la tuberculine, une radiographie pulmonaire et un examen clinique complet permettant

I’évaluation initiale de I’infection (lzopet et al.,2007).
1.8.2.4. Les algorithmes :

L’algorithme d’analyse dit « conventionnel » utilise un test immuno-enzymatique pour le
dépistage des échantillons et ceux trouvés positifs ou indéterminés sont ensuite confirmés
par un test de confirmation qui est le Western-Blot.

L’algorithme d’analyse dit « alternatif » se base sur une combinaison de tests de dépistage
sans Western-Blot. L’algorithme conventionnel a beaucoup d’inconvénients, a savoir : les
résultats indéterminés donnés par le Blot ainsi que son coit élevé, I’exigence d’une
qualification technique et d’un laboratoire bien équipé. Pour cette raison, ’OMS conseille
maintenant le remplacement de I’algorithme conventionnel par 1’algorithme alternatif a
condition que le premier test soit treés sensible (=99%) et le second spécifique (=98%)
(ONUSIDA / OMS, 1997). Cette nouvelle stratégie a grandement amélioré les conditions
de dépistage de I’infection & VIH dans les pays a ressources limitées puisqu’elle permet de

donner la méme qualité de résultats a moindre co(t.

1.9.Prévention
La prévention permet d’éviter la propagation de la transmission du VVIH. Parmi ces moyens
de prévention :
a. L’information et I’éducation sanitaire : 1’action de prévention integre des
informations claires et nettes sur les modalités de la contamination et la précaution
a prendre face a ce risque (Raffi, 1999).
b. Mesures techniques :
> La prévention de la transmission sanguine
+ Le matériel d’injection : doit étre réservé a une seule utilisation
(matériel a usage unique) ou étre correctement stérilisé, le VIH est
parfaitement détruit par différents agents physique ou chimique,
(alcool, eau de javel diluée, glutaraldéhyde, chauffage a 56 ¢ [1).

» Contro6le de sang et ses dérivés : le dépistage obligatoire des dons de

sang et d’organes avec un contrdle sérologique (VIH, VHC, VHB).
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>

La prévention de la transmission sexuelle : utilisation de préservatifs, peut
étre masculin ou féminin.

La prévention de la transmission meére-enfant: le traitement par la
zidovudine (AZT) en fin de grossesse, pendant I’accouchement et les 6
premicres semaines de vie de 1’enfant, permet de réduire de 25 % a 8 % le

taux de transmission (Amrane, 2000).

1.10Traitement de P’infection a VIH

Le traitement actuel de I’infection a VIH repose sur la chimiothérapie anti-rétroviral,

son but est de réduire la charge virale (donc la réplication du VIH) a un niveau tres bas et

de maintenir cette réduction le plus longtemps possible (Revillard 2001, Fleury 2002).

La charge virale et le nombre de lymphocytes CD4 sont les deux parametres

complémentaires et indispensables a I’instauration et a la surveillance d’un traitement

antirétroviral (Kaltma et al., 2004).

a. Les différentes classes thérapeutiques : les antirétroviraux sont classés en fonction de

leur mode d’action sur les virus.

< 1inhibiteurs de [’entrée du VIH dans la cellule :

>

>

Les inhibiteurs de fusion : capables de bloquer I’entrée du virus dans la cellule
immunitaire CD4 par inhibition de la fusion VIH-membrane cellulaire
(Fleury, 2002).

Les inhibiteurs de corécepteurs.

< Les inhibiteurs de la réplication (inhibiteurs de la transcriptase inverse) :

>

Les inhibiteurs nucléosidiques de la Tl (INTI) : analogues aux nucléosides
capables d’empécher la réplication du virus en agissant sur la transcription
inverse de la copie d’ARN viral en ADN, avant son intégration dans I’ADN
cellulaire.

Les inhibiteurs non nucléosidiques de la TI (INNTI) : ils sont toujours donnés
en association avec d’autres classes thérapeutiques vu le grand taux de

résistance (Genetet 2002 ; Fleury, 2002 ; Rouzenbaum, 2001).
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> Inhibiteurs de I’intégrase : ils sont censés bloquer I’intégration de I’ADN viral
dans le génome de la cellule hote, (Katlama et al., 2004).

% Les inhibiteurs de la maturation (inhibiteurs de la protéase) : la polyprotéine

*

formée ne peut étre clivée en protéines virales actives.
b. Les schémas thérapeutiques recommandes :
% 2INTI+IP
% 2 INTI+ INNTI
< 3 INTI (Delfraissy, 2004 ; Bon, 2004).

c. Nouvelles perspectives thérapeutiques :

< La thérapie génique : elle constitue une voie d’avenir, avec la mise au point de

*

vecteur capable de rendre in vivo les cellules cibles de ’infection résistantes au

virus.
< Le vaccin préventif : c’est le développement d’un vaccin anti-VIH qui se heurte
actuellement a plusieurs problemes :
v’ sa variabilité : grande capacité de mutation.
v" voies de pénétration multiples

v D’existence de réservoirs de virus échappant a ’action des anticorps

(Revillard, 2001).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé a 1’Institut Pasteur d’Algérie (IPA) annexe Sidi Fredj, au Laboratoire
National de Référence de I’infection a VIH (LNR).

I1.1.Matériel

II.1.1. Type d’étude

C’est une étude descriptive d’ordre diagnostic concernant I’infection a VIH chez des sujets
ayant un résultat positif au niveau d’un laboratoire externe, et dont le but est de confirmer
I’infection.

Cette étude a été realisée durant 7 mois allant de Mars jusqu’au Septembre 2013, au niveau
du laboratoire VIH (LNR).

Les facteurs étudiés : la protéine p24, les anticorps anti VIH-1/2 et I’ARN VIH.

11.1.2. Population d’étude
Notre étude a porté sur des sérums préalablement congelés a -20 C° jusqu’a la réalisation de
notre étude, provenant de 60 sujets agés entre 12 et 64 ans et recrutés durant une période
qui s’étend de 2007 & 2013.

11.1.3. Appareillage

¢ Automate de sérologie AXSYM ABBOTT.

e Centrifugeuse jouan E82s.

e Agitateur EV-102 tehtnica.

e Agitateur HEIDOLH POLYMAX 1040.

e Incubateur a sec IPs.

e Laveur manuel a vide Millipore.

e Laveur automatique PW 40.

e Spectrophotometre SANOFI DIAGNOSTIC PASTEUR PR2100avec imprimante.
e Automate ROCHE.
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11.1.4. Réactifs : les réactifs utilisés pour le dépistage (Annexes2).

e Trousse MP HIV Ag/Ac.

e Trousse MP western-blot HIV-1 BLOT 1.3.

e Trousse d’AxSYM HIV % gO.

e Trousse PCR COBAS®AmpliPrep/COBAS®TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

11.2. Méthodes

11.2.1. Prélévement

Les 60 prélevements de serum, préalablement congelés, ont subi au préalable une série de
deux tests ELISA et un test Western blot, avec des résultats discordants (ELISA 1 + /
ELISA 2 - / présence isolée d’Ac anti P24 WB) ce qui nous a permis de les classer comme
étant indéterminés. Ces sérums sont décongelés puis centrifugés (15 minutes, 4000 tours),

ensuite une étape de microfiltration a été réalisée sur le surnageant.

La microfiltration se fait a 1’aide du dispositif swinnex millipore, c’est une filtration sous

pression avec un filtre membrane (0.45 pum).

Le dispositif est adapté sur une seringue remplie de sérum, en pressant sur le piston de la

seringue, on éjecte le serum dans les tubes.
Les étapes de la méthodologie de travail (figure 10):

(A) Nous avons 60 sérums qui sont déja indéterminés : nous avons débuté avec le test
MEIA car il représente une trés grande sensibilité visant la moindre concentration
d’anticorps anti p24 HIV-1 et 2. Cette sensibilité peut étre augmentée en élargissant la
surface de contact et en utilisant un conjugué marqué a la fluorescéine avec un systeme

optique trés sophistiqué qui utilise le rayonnement ultraviolet.

D’aprés PAYAN et al. (2000), la méthode automatisee sur AXSYM ABBOTT permet de
détecter en 20 minutes les anticorps dirigés contre les protéines structurales et non
structurales, ce test permet une approche sérologique quantitative, calibrée sur le seuil de

test.

(B) Nous avons analysé les 60 sérums par le 1* test AXSYM : nous avons obtenu comme

résultats 31 échantillons positifs et 29 échantillons négatifs.
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(C) Les 31 sérums positifs en AXSYM ont été analysés par un 2°™ test qui est I’ELISA:

nous avons obtenu 23 échantillons négatifs et 8 échantillons positifs.

(D) Aussi, les 31 sérums positifs en AXSYM ont été analysés par un 3°™ test qui est un

test de confirmation Western Blot.

(E) A la fin de notre travail, nous avons analysé les 31 sérums par PCR en temps réel a

la recherche de I’ARN viral.

(60) Sérums indéterminés « E »

(A)
v -
Covea
\
(B) |
y !
1
1
1
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v v \
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1 sérologie
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1
4 A 4
E*(8) E(23) -
{ J \
1
| !
\
\
- /> Test de
/ confirmation
(D) ’l’ ;
1
1
Présence de P24 //'

!

Figure 10: Méthodologie de travail (Original)
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11.2.2. Les tests de diagnostic

A. MEIA (Méthode immuno-enzymatique microparticulaire : AXSYM HIVY:
go).

Définition

C’est un dosage immunoenzymatique microparticulaire pour la détection qualitative des

anticorps dirigés contre le virus VIH-1 et VIH-2 dans le sérum ou plasma humain. Il est

utilisé dans le diagnostic d’une infection par le VIH.

Principe

L’échantillon et tous les réactifs AXSYM VIH %2 gO nécessaires pour une série de dosage,

sont pipetés par 1’aiguille d’échantillonnage dans des CR (cellule réaction).

La CR est immédiatement transférée dans 1’unité de traitement ou s’opere une série de

réactions, dont le pipetage continue avec ’aiguille de traitement, les réactions ont lieu dans

I’ordre suivant :

B3

7
*

Le diluant pour échantillon, 1’échantillon et les microparticules recouvertes
d’antigénes recombinants (enveloppe du VIH-1, core VIH-1 et enveloppe du VIH-2)
sont ajoutés dans les puits a échantillon de la CR.

Lorsque les anticorps humains anti-VIH-1/VIH-2 sont présents dans 1’échantillon, ils
se lientaux microparticules recouvertes pour former des complexes antigéne-anticops
dans le mélange réactionnel.

Une partie du mélange réactionnel est transférée sur la matrice. Les microparticules se
lient irréversiblement sur la matrice en fibre de verre.

La matrice est lavée afin d’éliminer tout matériel non li¢ aux microparticules.

Des antigénes recombinants marqués a la biotine (enveloppe du VIH-1, core du VIH-1
et enveloppe du VIH-2) et des peptides synthétiques correspondant a 1’enveloppe du
VIH-1 et a ’enveloppe du VIH-2 sont distribués sur la matrice et forment un
complexe antigene-anticorps-antigene.

La matrice est lavée afin d’éliminer tout matériel non li¢ aux microparticules.

Le conjugué d’anticorps anti-biotine : phosphatase alcaline est distribué sur la matrice
et se lie aux complexes immuns (antigéne-anticorp-antigéne), puis la matrice est lavée.
Le substrat : phosphate de métthyl-4-ombelliféryl, est ajouté. Le conjugué marqué a

la phosphatase alcaline catalyse la séparation d’un groupement phosphate du substrat
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conduisant a I’obtention d’un produit fluorescent le méthyl-4-ombélléférone. Ce

produit est mesuré par le systeme optique MEIA.

Figure 11 : Automate de sérologie AXSYM ABBOTT
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Les etapes de la réaction sont illustrées dans la figure 12.

Fixation de la biotine a I’anti-biotine (réaction spécifique) 2

Anti biotine
marqué
al'enzyme
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Systéme
révélateur

Antigéne et fou
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alaBiotine
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alcaline (pal

Anti biotine
[otne |

Addition du sérum ou plasma
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(Conjugué 1)

——
“‘ Antigéne et fou
Anticorps
-
Anticorps recherché
(ou I'Antigéne)

Particule de latex —
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| — de l'antigéne et ) |Particule de latex
Anticorps de I'anticorps _— Anticorps de I'antigéne et /ou
Particules ][ Particules (" |de I'anticorps
de latex de latex J
Formation du complexe Ag-Ac-Ag
a Transfére du mélange dans la matrice
Anti biotine —
marqué
Phosphatase alenzyme
alcaline (pal i é
(st:or:j}lgue ) S 1 Conjugué et
yeteme systéme
révélateur J révelateur
Antigéne et /ou \ Complexe
L antlcor]ps S Ag-Ac-Ag
marqué N ; etiou
icor] ala Biotine \ (Ac-Ag-Ac)
(Conjugué 1) NB: autres
Anticorps tests
* recherché
(ou I'Antigéne)

Particule de latex
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de I'antigene et

fou de I'anticorps

Particule de Latex

==

Transformation du substrat MUP
(incolore) en MU+P Produit coloré
(Fluorescent)

par I'enzyme (Phosphatase
alcaline)

Les particules de Latex se fixent
sur les fibres de verre et ne se
detachent plus

(reaction irreversible)

Ky .’\Mq!_

. [Lampe d mercurs |
:

U

Exitation du produit Fluorescent
obtenue MU

]

Dicde semi-conductrice dans laquelle un rayon lumineux
une modification du courant &lectrique

Le courant &lectrique est transmis aux logiciel Acsyme

pour dvaluar e test ot donner e résultat soit qualitativemart,

quantitativement ratio ou

Figure 12: Principe du test de diagnostic MEIA (Lazzarotto al., 2001)
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Mode opératoire

Les échantillons qui ont été congelés puis décongelés, doivent étre transférés dans un tube
pour étre centrifugé. Apres, ceux dont la quantité de sérum était insuffisante, ont eté mis

dans des godets-¢chantillons ou un tube aliquot pour 1’analyse.
Interprétation des résultats

La présence ou l’absence des anticorps dirigés contre le VIH dans 1’échantillon est
déterminée en comparant le taux du produit fluorescent a la valeur seuil calculée a partir
d’une précédente calibration indice AXSYM. Si le taux de formation du produit fluorescent
est supérieur ou ¢gal a la valeur seuil, I’échantillon est considéré comme réactif pour

I’anticorps anti-VIH.

La valeur seuil est déterminée en ajoutant 27.5 a la moyenne du calibrateur indice.

La valeur seuil(CO) = valeur moyenne de calibrateur indice
+27.5

Le dosage AXSYM VIH calcule un résultat basé sur le ratio de la valeur de 1’échantillon

sur la valeur seuil pour chaque échantillon.

S : le ratio de la valeur de I’échantillon

CO : la valeur seuil. - -
S /CO= Echantillon/valeur seuil

E : Echantillon.

= S/CO<2a1.00 =» considérés comme négatifs.

= S/CO> al.00 = considérés comme réactifs.

B. Test ELISA : HIV Ag/Ab combo ELISA 4.0 de MP diagnostic
Définition
C’est une technique immuno-enzymatique basée sur le principe du sandwich pour la
détection et la quantification de I’Ag p24 et les différents Ac associes aux virus VIH-1/2,

dans le sérum ou plasma humain.
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Principe

C’est une technique qui permet de visualiser une réaction Ag/Ac grace a une réaction
colorée produite par l'action de la peroxydase sur son substrat. L’ajout de ce substrat
chromogeéne permet de mesurer I’intensité de la coloration qui est proportionnelle a la
concentration initiale de 1’antigéne et/ou de I’anticorps, la lecture se fait par

spectrophotomeétre.

Le kit utilisé est basé sur le principe de I’ELISA sandwich permettant la détection de

I’antigeéne p24 et des anticorps anti VIH1/2 (test combiné).

Ce kit ELISA est une incubation en deux étapes, « sandwich » immuno-enzymatique qui
utilise des puits microplaque en polystyrene préenduit d’antigéne recombinés VIH (VIH-1
gp 41 et lagp 120, VIH-2 gp 36) et des anticorps anti VIH (p24).

Dans un premier temps, anti —VIH anticorps p24 biotinylé avec 1’échantillon de sérum ou
plasma du patient sont ajoutés dans les puits .pendant I’incubation, les anticorps
spécifiques VIH 1/2 si elle est présente dans 1’échantillon seront capturés a I’intérieur du

puis.

En méme temps, si I’antigéne p24 du VIH est présent dans 1’échantillon, il sera également
capturé comme un double anticorps « sandwich » complexe comprenant des anticorps p24
enduit et anticorps p24 biotinylés. Les cupules sont ensuite lavées pour éliminer les

protéines sériques libres.

La détection de la p24 complexe antigéne-anticorps biotinylé VIH 1/2 capturé ou anticorps
anti VIH 1/2 est réalisée au cours de la seconde étape d’incubation en ajoutant de I’enzyme
peroxydase de raifort (HRP) qui a été conjugué a deux antigéne recombinés VIH et a

I’avidine.
Détection p24 :

Quand la p24 été capturé a I’intérieur du puits, I’avidine va réagir avec la biotine et

I’attacher HRP au complexe Ac-p24-Ac.
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Le VIH 1/2 détection d’anticorps :

Quand les anticorps anti-VIH ont été capturés a I’intérieur du puits, les antigénes conjugué-
HRP se lient aux anticorps capturés formant Ag-p24-Ag (HRP) de complexes immuns

« sandwich ».

Les cupules sont lavées pour éliminer le conjugué non lié, et des solutions chromogene

sont ajoutés aux puits.

Dans les puits contenant 1’Ag-Ac-Ag (HRP) et / ou Ac-p24-Ac (HRP) des complexes
immuns « sandwiches », les chromogenes incolores sont hydrolysées par la HRP lié a un
produit de couleur bleu. La couleur bleu devient jaune aprées arrét de la réaction avec de
I’acide sulfurique .la quantité de D’intensité de la couleur peut étre mesurée et est
proportionnelle a la quantité d’anticorps ou d’Ag p24 dans le puits, et a 1’échantillon,
respectivement. Les puits contenant les échantillons négatifs pour anti-VIH 1/2 ou Ag p24

restent incolores. La lecture s’effectue au spectrophotométre a 450/620nm

Figure 13 : Spectrophotométre SANOFI DIAGNOSTIC PASTEUR PR2100
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Sandwich ELISA

a (2] (3] (4] (5]

TME Colored
Substrate Product
Biotin Labeled Ayidin-HRFO
Detection Antibody @ " 0"'7

Antigen

Capture Antibady

Blocking Buffer

Figure 14 : Principe du test ELISA : HIV Ag/Ab combo ELISA 4.0 de MP diagnostic
(Rudolf et al., 2005)

Mode opératoire

1. Préparation réactifs :

Laisser les réactifs et 1’échantillon a température ambiante antre (18-30 C [J) pendant au
moins 15 a 30 minutes vérifier la présence de cristaux de sel dans le tampon de lavage
concentré. Si des cristaux se sont formés, dissoudre par réchauffement a 37 C [] jusqu’a
dissolution des cristaux. Diluer le tampon de lavage de 1 a 20 avec I’eau distillée ou
desionisée. Utilisez uniquement des récipients propres pour diluer le tampon.

2. Numération des puits :

Définissez le nombre de puits et de barrettes nécessaires pour les échantillons et les
contrdles dont trois témoins négatifs (B1, C1, D1), trois contréles positifs (un pour le
VIH1, VIH-2 et une autre Ag VIH contréles (E1, F1, G1) et un blanc A1, ni échantillons ni
conjugué-HRP ne doit étre ajouté dans le puits blanc.

3. Distribution du réactif conjugué a la biotine :

Déposer 20 ul anti VIH-p24 biotinylés dans chaque puits sauf dans les puits Al.

4. Ajout des échantillons et des contrdles :

Ajouté 100ul d’échantillons et des controles dans leurs puits respectifs.
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5. Incubation (1) :
Couvrir la plaque avec le couvercle de la plaque et incuber pendant 60 minutes a 37 C [ il
est recommander d’utiliser un réservoir d’eau contrélé par thermostat pour assurer une
bonne température et la stabilité de I’humidité au cours de 1’incubation.
6. Lavage (1) :
A la fin de I’incubation, retirez et jetez le couvercle de la plaque.
Laver chaque puits 5 fois avec tampon de lavage dilué. Chaque cycle, laisser les puits a
température pendant 30-60 secondes. Aprés le cycle de lavage final, tournez la plague vers
le bas sur du papier absorbant ou une serviette propre, et tapoter pour enlever les liquides
restant.
7. Distribution du conjugués-HRP :

Distribuer 100ulde conjugué HRP dans chaque puits sauf dans le puits Al.
8. Incubation (2) :
Couvrir la plague avec le couvercle de la plaque et incuber pendant 30 minutes a 37 C°.
9. Lavage (2) :
Apres la fin de I’incubation, retirez et jetez le couvercle de la plaque.
Lavez chaque puits 5 fois avec le tampon de lavage dilué.
10.  Coloration :
Distribuer 50 ul de solution chromogene A et 50ul de chromogene B dans chaque puits, y
compris le blanc, ne pas couvrir la plaque.
Incuber la plaque a 37 C° pendant 15 minutes en évitant la lumiere directe. La réaction
enzymatique entre les solutions chromogeénes etle HRP produit la couleur bleu dans le
contrdle positif et les échantillons positifs en antigenes et / ou en anticorps VIH 1/2.
11. Solution d’arrét :
Distribuer 50ul de solution d’arrét dans chaque puits en utilisant une pipette multicanaux
ou micropipette et mélanger doucement .une couleur jaune intense se développe dans le
contréle positif et les échantillons positifs en antigéne et /ou en anticorps VIH 1/2.
12. Mesure de I’absorbance :
Lire ’absorbance a 40 nm.si un instrument a double filtre est utilisé, réglez la longueur

d’onde de référence a 630 nm .calculer la valeur seuil et évaluer les résultats.

La lecture s’effectue au spectrophotométre a 450 / 620 nm.
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Interprétation des résultats

> Calcul :

1. Calcul de I’absorbance moyenne du contréle non réactif (NRC) :

DO (B1) +DO (C1) +DO (D1)

3

2. Calcul de la valeur seuil:
VS =M + constant (0.12).

> Validation du test :

Contréle de qualité :

La valeur de DO de chaque controle positif doit étre >0.8 a 450 nm
La valeur de DO de chaque contrdle négatif doit étre < 0.1 a 450 nm
> Interprétation des résultats :

v Densité optique de I’échantillon > Valeur seuil» résultat positif (présence d’Ag
p24) — jaune
v' Densité optique de 1’échantillon < Valeur seuil » résultat négatif (absence d’Ag

p24) — incolore
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Figure 15 : Résultat de test d’ELISA

C.Test de confirmation (WESTERN BLOT) HIV BLOT 22 de MP
DIAGNOSTICS (MPD).

Définition

C’est un test qualitatif basé sur la méthode immuno-enzymatique pour la détection in-vitro

des anticorps dirigés contre le VIH1/2 dans le plasma ou le sérum humain.

Il s’agit d’un test complémentaire trés spécifique appliqué sur les échantillons trouvés

positifs ou discordants avec les méthodes de screening telles que ’ELISA ou MEIA.
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Principe

Le test repose sur le principe de ’ELISA indirecte sur bandelette de nitrocellulose

contenant les protéines constitutives du virus VIH1/2 et un contréle interne anti-IgG. La

bande de contrdle interne permet de valider 1’addition de 1’échantillon, des réactifs et le

bon déroulement du protocole opératoire.

Les protéines du virus VIH sont inactivées, séparées, en fonction de leur poids moléculaire

par électrophorese sur gel de polyacrylamide, puis électerotransférées sur membrane de

nitrocellulose.

La mise en ceuvre du test comprend les étapes suivantes :

0
%

K72
¢

2
L4

Une réhydratation des bandelettes suivies d’une incubation des échantillons a
confirmer ou les sérums du controéle.

Les anticorps éventuellement présents dans le prélevement se lient aux protéines
virales présentes sur la bandelette.

Apres lavage, on ajoute des Ac anti-lgG humains marqués (conjugué) a la phosphatase
alcaline qui, ces Ac vont se lier aux Ac anti-VIH retenus sur le support solide.

Apres lavage, et élimination du conjugué en exces, la solution de révélation permet de
mettre en évidence 1’activité enzymatique des complexes liés a la nitrocellulose.
L’apparition de bandes colorées spécifiques permet de mettre en évidence la présence

d’Ac anti-VIH dans I’échantillon (figure16).
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Figure 16 : Principe du western blot (Alegria-Schaffer et al., 2009)

Mode opératoire
1.  Préparation réactifs et Les bandelettes :

Avant I’utilisation, il est nécessaire d’attendre 30 min pour que les réactifs s’équilibrent a
la température du laboratoire (18 a 30 C°), puis s’assurer que la face des bandelettes
comportant le trait de repére et la numération est visible afin que les protéines virales
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présentes sur cette face soit recouverte par les différents réactifs tout au long de la

manipulation.

Les bandelettes doivent étre manipulées soigneusement a 1’aide d’une pince en plastique.

2. Numération des puits :

En utilisant les pinces brucelles, sortir avec précaution du tube le nombre de
BANDELETES nécessaires. En placer une par puits, coté des numéros vers le haut, inclure

une bandelette pour chacun des contréles, fortement réactif, faiblement réactif et négatif.

3. Distribution du tampon de lavage :
Ajouté 2 ml de TAMPON DE LAVAGE DILUE dans chaque puits.
4. Incubation :

Laisser incuber les bandelettes pendant 1 a 2 minutes a température ambiante 25 C° sur un
plateau oscillant.

5. Distribution du TAMPON de dilution :

Ajouté 2ml de TAMPON DE DILUTION dans chaque puits.

6. Ajout des échantillons et des contrdles :

Ajouté 20 ul d’échantillon patient dans les puits appropriés.

7. Incubation (1) :

Couvrir le plateau d’incubation avec le couvercle fourni et laisser incuber pendant 1 heure
a température ambiante 25 C° sur le plateau oscillant.

Enlever avec précaution le couvercle en évitant de provoquer des éclaboussures ou un
mélange d’échantillon .Pencher le plateau pour aspirer le mélange liquide des puits.
Changer d’embout a chaque échantillon pour éviter les contaminations croisées.

8. Lavage (1) :

Laver chaque bandelette 3 fois avec 2 ml de TAMPON DE LAVAGE DILUE en laissant
un temps de trempage de 5 minutes sur le plateau oscillant entre chaque lavage.

9. Distribution du conjugué :

Distribuer 2 ml de SOLUTION DE CONJUGUE dans chaque puits.

10. Incubation (2) :

Couvrir le plateau et laisser incuber pendant 1 heure a température ambiante 25 C° sur le
plateau.

11.  Solution d’arrét :

Aspirer le CONJUGUE des puits

Distribuer 2ml de SOLUTION SUBSTART a chaque puits pour stoppée la réaction.

~4]1 ~



(O g VAV MER{=R AN [Matériel et méthodes]

12. Incubation (3) :
Couvrir le plateau et laisser incuber pendant 15 minutes sur le plateau.
13. Lavage (1) :

Aspirer le SUBSTART et rincer les bandelettes ou moins trois fois avec de 1’eau ultra-pure
pour stopper la reaction.

14.  L’interprétation visuelle :

A l’aide de la pince brucelles, retirer délicatement les bandelettes et les déposer sur du
papier absorbant.

Placer les bandelettes sur une feuille de papier blanc et non absorbant pour I’interprétation

des résultats.
Validation du test :

v' Contrdle de qualité :
> Controle non réactif :
Aucune bande spécifique au VIH-1 ou au VIH-2 ne doit apparaitre sur les bandelettes de
contréle négatif.
La bande de contrdle d’échantillon doit étre visible.

> Controle fortement réactif :

Toutes les bandes aux poids moléculaire pertinents doivent étre visibles (p17, p24, p31,
gp41l, p51, p55, p66, gp 120).

La bande de controle d’échantillon doit étre visible.

> Contrdle faiblement réactif :
Des bandes de faible intensité pour p24 et /ou gp 41 et gp 120/gp 160 peuvent apparaitre.

La bande de contrdle d’échantillon doit étre visible.

Interprétation des résultats

La présence d’anticorps anti protéines constitutives du virus VIH-1 dans les échantillons se
traduit par I’apparition de bandes spécifiques colorées (bleu violet), leur position
correspond aux masses moléculaires (kDa) des protéines virales répertoriées dans le

tableau suivant :
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Tableau I'V: Aspect des constituants viraux en western blot

DENOMINATION gene NATURE ASPECT EN
WESTERN BLOT
GP 160 env Glycoprotéine Bande large et diffuse
précurseur de la GP 41
GP 120 env Glycoprotéine Bande diffuse
d’enveloppe.
P 66 pol Transcriptase inverse.  Bande fine
P55 gag Précurseur des Bande fine
protéines internes.
P51 pol Transcriptase inverse.  Bande fine juste en
dessous de p 55
GP 41 env Glycoproteine Bande diffuse
transmembranaire
P 39 gag Fragment de p 55 Bande fine
P31 pol Endonucléase Double bande
P 24 gag Protéine du noyau Bande large
P17 gag Protéine du noyau Bande large

(Trousse WESTERN BLOT)

Selon le critére de positivité de ’OMS, on interpreéte les résultats de la maniére suivante :
% Positif : présence de 2 protéines d’enveloppe + 1 protéine Gag.
Ou
Présence de 2 protéines d’enveloppe + protéine Pol.
% Indéterminé : présence de bande viral spécifique P24, P17, p55, P51.
 Négatif : Aucune bande virale spécifique.
Ou

Détection uniquement des anticorps p17, sans aucune autre bande.
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GP 41
P39

P24

P17

Figure 17 : Résultat de test WESTERN BLOT

D. Test COBAS®AmpliPrep/ COBAS ®TagMan ® HIV-1 Test, version 2.0 (Roche)

PCR en temps réel :
Définition

C’est un test basé sur ’amplification in vitrode 1’acide nucléique. Il permet la mesure

quantitative de I’ARN du virus de I’immunodéficience dans le plasma humain.
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Figure 18 : Automate de PCR en temps réel COBAS et I’amplificateur COBAS
TagMan 48

Principe

Consiste a la mesure quantitative en continu de ’ARN du VIHI dans le plasma humain,
par fluorescence des produits d’amplification au fur et a mesure de leur production a

chaque cycle d’amplification (en temps réel).

Ce test permet la préparation automatisée des échantillons dans le but d’isoler I’ARN viral,
suivie de la transcription inverse de I’ARN cible pour produire de I’ADN complémentaire
puis, de I’amplification par PCR de I’ADNc cible en méme temps que la détection de
produits amplifiés par I’utilisation de sondes oligonucleotidiques doublement marquées,

spécifiques de la cible.

1) La préparation des échantillons dans le but d’isoler P’ARN du VIH-1
(extraction) : (COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan, v2.0)
> Préparation automatisée des échantillons a 1’aide d’une capture a base de silice.
> Lyse de particules de VIH-1 a T° élevée et a I’aide d’une protéase.
> Libération et protection d’acides nucléiques contre des ARNase par un tampon
de liaison/lyse.
> Introduction dans le mélange de : protéase, quantité connue d’ARN « Amored »

du QS du VIH-1 (construction d’ARN « Armored » non infectieux qui contient
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des sites de liaison aux amorces identiques a ceux de I’ARN cible et un site
unique de liaison a la sonde qui permet de distinguer I’amplicon du QS du VIH-
1 de I’amplicon cible du VIH-1), réactif de lyse et particules magnétiques en
verre.

> Incubation du mélange et fixation des ARN cibles et ARN du QS du VIH-1 sur
la surface des particules en verre.

> Lavage du mélange et séparation des acides nucléiques des particules
magnétiques en verre.

» Elution a T° élevée des acides nucléiques avec une solution aqueuse.

2) La transcription inverse de I’ARN cible pour produire ’ADN complémentaire

(ADNCc) (COBAS/TagMan)

>

En présence d’ADN polymérase de I’enzyme recombinante thermostable (Z05), de
manganése (Mn*") et sous conditions tampons appropriées, la transcription inverse
et ’amplification sont effectuées en méme temps que la détection en temps réel de
I’amplicon.

Les échantillons traités sont ajoutés au mélange d’amplification dans des tubes
d’amplification ou s’effectuent la transcription inverse et I’amplification.

Chauffage du mélange reactionnel pour permettre aux amorces antisens de
s’hybrider spécifiquement a I’ARN cible du VIH-1 et a I’ARN du QS.

En présence de Mn?* et d’un excés de désoxynucléotides triphosphates (ANTPs), la
Z05 allonge les amorces hybridées.

Production de brins d’ADN complémentaire de I’ARN cible.

3) L’amplification par PCR (COBAS/TagMan)

Amplification de la cible

Dénaturation des hybrides ARN:ADNCc par chauffage du mélange réactionnel par le
thermocycleur.

Hybridation des amorces a I’ADN cible pendant que le mélange refroidisse.

En présence de Mn?* et un excés des dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dUTP, dTTP), la
Z05 allonge les amorces hybridées le long des matrices cibles qui génére des
molécules d’ADN bicentenaires appelé « AMPLICON ».

L’analyseur répete automatiquement cette opération pendant un nombre de cycle

défini, chaque cycle doublant effectivement la quantit¢ d’ADN de I’amplicon.
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Mode opératoire
Nous avons suivi la procédure suivante :

e Préparation des échantillons et contrdles.

e  Préparation de ’appareil COBAS® AmpliPrep.

e Mettre la station de travail du logiciel AMPLILINK sous tension on.
e Chargement des cassettes de réactifs et les échantillons.

e Configurer notre appareil.

e (Création d’une liste contenant les échantillons a étudier.

e Lancement du processus.
Interprétation des résultats
Indétectable ——> Absence de copies d’ARN ——> négatif

Détectable = ——> Présence de copies d’ARN ——> positif

L'amplification de fragments d’ADN in vitro :
la PCR

Réaction cyclique d’amplification

ADN a amplifier |

|
A% P
T 4V ingh

&O
Solymicase Dénaturation
des deux brins d’ADN s
- ‘%.
S g S = - Nouveau cycle - 1
S Ve = v 2 e
» = ] =
g - = .
-, Y o o
iyl =1 - >
.

Elongation
Synthése d'un brin
complémentaire par
la Taq polymérase

Fixation
d’un couple
d’amorces

LR L

i

Hybridation E

o WA

Figure 19 : Principe de la PCR (TAHMINUR RAHMAN et al., 2013)
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I11.1.Caracteéristiques de la population

II1.1.1. Selon le sexe et ’age

Notre échantillon était composé de sujets appartenant a différentes tranches d’age, et la
répartition des sexes a été hétérogéne, avec une légere prédominance des femmes avec un
pourcentage de 60% qui comptaient parmi elles des femmes enceintes, et un pourcentage de 40%
pour les hommes. Nous avons observé notamment que les sujets de notre étude
appartiennent majoritairement a la tranche d’age entre 20-40 ans avec une moyenne d’age
de 30 ans.

Tableau V:Caractéristiques de la population selon le sexe et ’age.

Age HOMME FEMME TOTAL
10 — 20 ans 2 3 5
20 — 30 ans 11 13 24
30 — 40 ans 6 14 20
40 - 50 ans 3 5 8
> 50 ans 2 1 3
Total 24 36 60
Pourcentage 40% 60% 100%
60 -

a 50 -

2

3 40 -

[}

T 30 -

S 5 = HOMME

S 10 - ‘ B FEMME

0 : : : = i _— :
10-20  20-30 30-40 40-50 =>50ans
ans ans ans ans
Age

Figure 20 : Caractéristiques de la population étudiée selon I’Age et le sexe.
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I11.1.2. Selon la région

Nous avons notamment trouvé que ces individus provenaient de différents secteurs, mais la
plupart des sujets venant pour confirmer le résultat proviennent de la région du centre avec
22 individus.

Tableau VI : Caractéristiques de la population étudiée selon la région.

Région Effectif
Est 11
Ouest 14
Sud 13
Centre 22
Total 60

60 -

50

D
o
L

Nombre de sujets
w
o

20 -
5§ B
0 . . .
Centre Est Ouest Sud
Région

Figure 21: Caracteéristique de la population étudiée selon la région.

111.1.3. Selon ’année

La majorité des sujets de cette étude s’est présentée pour un dépistage VIH surtout entre
les années 2008 et 2010.

Tableau VII : Répartition de la population étudiée selon I’année.

L’année 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Sujets 3 13 19 15 5 2 3
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2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
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Figure 22 : Caractéristiques de la population étudiée selon I’année.
I11.2. Résultats des tests

Dans ce travail, la recherche des différents parameétres virologiques réalisée sur les 60
sérums par les techniques : MEIA, ELISA, Western blot et PCR, a donné les résultats

suivants :

111.2.1. Test MEIA (AXSYM).

60 1

w0 52% 48%

30
20 A
10 -

Nombre d'échantillon

Positif Négatif
Résultat

Figure 23 : Résultat du test MEIA sur 60 échantillons.

Sur les 60 sérums nous avons obtenus 31 sérums positifs et 29 sérums négatifs en
anticorps VIH avec le test AXSYM.
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111.2.2. Test ELISA combiné

S 30 - 74%
E
&
S 20 -
A
° 26%
5 10 A
£
2
0 r
Positif Négatif
Résultat

Figure 24 : Résultat du test ELISA sur 31 échantillons.

Sur les 31 sérums trouvés positifs en MEIA, nous avons obtenu 8 sérums avec un résultat

positif et 23sérums avec un résultat négatif en anticorps /antigene VIH avec le test ELISA.
111.2.3. Résultat du test Western blot

Tableau VIII: Résultat du test Western blot

Effectif Pourcentage
Trace de P24 30 97%
Cas particulier 1 3%
Total 31 100%

M Cas particulier m®Trace P24

3%

Figure 25 : Résultat du test Western blot sur 31 échantillons.
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La totalité des 31 sérums ont présenté une trace de P24 en western blot.

Durant notre travail, en 2013 nous avons croisé un cas particulier qui a présenté une trace
P24 durant les 3 mois de suivi, et aprés le 4 “™ et 5 °™ prélévement, nous avons remarqué

la présence d’autres traces de protéines gp160.

19 = ——— i i stmgrwes 1S amgTE—
La trace 21 - B e e et =
P24 20 n E e IS
22 | | - —wees
\
23 ] TORERT. e

Figure 26 : Résultat WB du cas particulier.

111.2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

o 97%
T 30 -
©
-
:8 20 -
-
o
.g 10 A 3%
o -
Z 0 T T T T
Positif Négatif
Résultat

Figure 27 : Résultat de la PCR sur 31 échantillons.

Sur les 31 sérums, nous avons obtenu 30 sérums négatifs en ARN VIH, et un seul sérum

positif en ARN VIH (cas particulier).

Le tableau ci-dessous représente une récapitulation des résultats obtenus durant notre étude

et apres la réalisation des différents tests de diagnostic de I’infection a VIH.

~52 ~



(OIS VANK WRR{=R W [Résultats et discussion]

Tableau IX : Résultats des tests MEIA, ELISA, WB et PCR

MEIA ELISA WB PCR Interprétation
(Ac) (Acl/Ag) (P24) (ARN)
S1 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S2 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S3 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S4 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S5 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S6 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S7 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S8 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
59 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S10 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S11 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S12 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S13 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S14 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S15 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S16 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S17 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S18 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S19 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S20 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S21 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S22 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S23 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S24 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S25 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S26 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S27 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S28 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
S29 Positif Positif Trace Négatif Négatif
S30 Positif Négatif Trace Négatif Négatif
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111.3. Discussion

Le diagnostic biologique de I’infection VIH est avant tout un diagnostic sérologique basé
sur la recherche spécifique d’anticorps anti-VIH 1/2 dans le sang du patient. 1l comporte
une étape de dépistage suivie d’une étape de confirmation ; il repose sur un algorithme a

tests multiples destinés a détecter les anticorps anti-VIH.

L’algorithme d’analyse dit « conventionnel » utilise un test immuno-enzymatique pour le
dépistage des échantillons, et ceux trouvés positifs ou indéterminés sont ensuite confirmés
par un test de confirmation qui est le Western-Blot.

L’algorithme d’analyse dit « alternatif » se base sur une combinaison de tests de dépistage
sans Western-Blot. L’algorithme conventionnel a beaucoup d’inconvénients, a savoir : les
résultats indéterminés donnés par le Blot ainsi que son cofit élevé, I’exigence d’une
qualification technique et d’un laboratoire bien équipé. Pour cette raison, I’OMS conseille
maintenant le remplacement de 1’algorithme conventionnel par 1’algorithme alternatif a
condition que le premier test soit treés sensible (>99%) et le second spécifique (>98%)
(ONUSIDA / OMS, 1997). Cette nouvelle stratégie a grandement amélioré les conditions
de dépistage de I’infection a VIH dans les pays a ressources limitées puisqu’elle permet de

donner la méme qualité de résultats a moindre codt.

Avec toute la variété de tests de dépistage qui existe sur le marché international, la
technique de référence pour confirmer la présence d’une infection a VIH reste le western-
Blot. Il est pratique sur un deuxieme prélevement lorsque les tests de depistage réalises sur
le premier prélévement sont positifs ou discordants. Ce test détecte les anticorps anti-VIH
dirigés contre les différentes protéines du VIH1/2 par une réaction immuno-enzymatique
sous forme de bandes colorées. En raison des profils indéterminés et de son co(t, beaucoup
de laboratoires ne disposent pas malheureusement de ce test pour diagnostiquer une

infection a VIH.

L’analyse de la population incluse dans cette étude, montre que les sujets appartiennent a
différentes tranches d’age, et sont surtout des adultes jeunes, d’age moyen égal a 30 ans ;
un age ou l’activité sexuelle est importante. Nous constatons une 1égére prédominance du

sexe féminin (60 % versus 40%) avec une provenance des différentes wilayas du pays.
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Ces caracteéristiques concordent avec celles rapportées par le LNR VIH/SIDA, qui stipule
que le dépistage de I’infection VIH en Algérie se fait a travers tout le territoire national, et

concerne surtout les adultes jeunes qui sont en pleine activité sexuelle.

Il faut noter que notre étude a été réalisée sur un seul préléevement, car les patients ne
revenaient pas pour refaire d’autres prélévements qui s’imposent dans ce cas de figure, afin

de suivre 1I’évolution de chaque cas, et pouvoir poser un diagnostic de certitude.

Dans notre étude, nous avons débuté avec le test MEIA pour la recherche des Ac anti-VIH,
car ce test performant représente une trés grande sensibilité visant la moindre concentration
d’anticorps anti VIH. Les résultats ont donné 31 échantillons positifs, et 29 négatifs en Ac
anti-VIH. La grande sensibilité du MEIA qui le rend un bon test de dépistage nous a
permis d’écarter les échantillons négatifs (un résultat négatif en MEIA suffit pour éliminer

une infection VIH).

Les 31 échantillons positifs en MEIA, ont été analyses par ELISA, et ont donné: 8
résultats positifs et 23 négatifs en anticorps. Donc, nous avons obtenu 8 échantillons
concordants (positifs), et 23 résultats discordants avec les 2 techniques sérologiques.
L’obtention des résultats discordants confirme la nécessité d’utiliser au moins 2
techniques sérologiques de sensibilité¢ élevée, afin d’éviter un diagnostic erroné. Donc,

nous ne pouvons confirmer une infection VIH a partir d’un seul test.

Les 31 échantillons ont été aussi analysés par le western blot, tous ces échantillons ont

donné une bande isolée de la protéine p24 et donc un résultat indéterminé.

Les Western blot indéterminés posent probléme a différents niveaux, ce genre de résultats
demande plus de travail, et d’exploration par le laboratoire, et donc plus de moyens. Il
entrave les décisions cliniques prises par le médecin prescripteur, et cause une anxiéeté

inappropriée.

Ce genre de résultats exige un suivi de malades, et le laboratoire doit utiliser tous les
moyens nécessaires afin de poser un diagnostic de certitude. Pour cela, le suivi de ces
individus est crucial, et tous les renseignements obtenus aident a I’interprétation des

résultats, qui doit étre faite avec prudence.
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La primo-infection VIH-1 peut étre une cause d’un résultat indéterminé (les anticorps anti
VIH ne sont pas encore tous formés), le suivi du malade est donc déterminant afin de voir
I’évolution du profil. Un deuxiéme prélévement est ainsi demandé 2 a 4 semaines apres le
premier. En cas d’une primo-infection, il y’a apparition des autres bandes. En revanche,
devant la persistance d’un résultat indéterminé, surtout si les renseignements donnés
indiquent une possible contamination, on se trouve devant la nécessité de suivre le malade
pendant plusieurs semaines, ce qui n’est pas toujours évident. Généralement, devant ce cas

de figure, les malades sont perdus de vue.

Afin de palier a toutes les contraintes liées a ces résultats, et la perte de temps engendrée,

le recours a la biologie moléculaire s’aveére la meilleure solution.

La recherche de I’ARN viral par PCR trouve tout son intérét devant ces résultats, et permet
d’affirmer ou confirmer I’infection. En effet, la cinétique des marqueurs virologiques
montre que I’ARN plasmatique est détectable dés le 10° jour (8 a 17 jours en moyenne)
suivi de I’Ag p24 vers le 15° jour (12 & 26 jours) puis des anticorps anti VIH vers le 21°
jour (20 & 45 jours) , ce qui rend la fenétre sérologique de la PCR plus étroite par rapport
aux autres techniques sérologiques. Malheureusement, ces techniques moléculaires

couteuses ne sont pas accessibles dans tous les laboratoires.

Sur cette base, notre étude a porté sur la recherche de I’ARN VIH par PCR sur les 31
échantillons indéterminés afin de pouvoir confirmer ou affirmer 1’infection, et d’apprécier

globalement 1’évolution et I’interprétation des résultats indéterminés.

Sur le total des 31 échantillons analysés par PCR, 30 étaient indétectables en ARN et un

seul échantillon était positif en ARN-VIH plasmatique.

L’absence d’ARN viral dans nos échantillons, confirme qu’il y a bien absence d’infection

par ce virus, et par conséquent ces échantillons sont négatifs en Ac anti-VIH.

Par conséquence, on constate que la majorité des résultats indétermines au Western blot ne

sont pas liés a une infection VIH.

Cette constatation semble également avoir été rapportée dans plusieurs études. On cite par
exemple 1’étude Saoudienne (King Fahd General Hospital) qui a été effectuée sur 214
prélévements dont les résultats étaient positifs en ELISA 3° génération et indéterminés au
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Western blot. Ces prélévements n’ont pas étaient analysé par une PCR, mais les auteurs ont
suivi I’évolution des sujets pendant plusieurs mois, 1’analyse de plusieurs prélévements
ultérieurs a montré que la majorité des résultats demeuraient négatifs (66%) ou sont resté

indéterminés (31%), avec 3% uniquement qui sont devenus positifs (Ghazi et al., 1997).

On cite aussi une étude Tunisienne qui a été effectuée sur 466 prélévements retrouvés
indéterminés au western blot .Tous ces échantillons ont été ultérieurement analysés par la
PCR. Les auteurs ont constaté que les prélevements considérés comme indéterminés selon
les criteres d'interprétation de I'OMS et CDC sont toujours négatifs en PCR (ARN
indétectable) ; ce qui laisse suggérer que les échantillons retrouvés indéterminés a deux

reprises devraient étre déclarés négatifs (FethiTebourski, et al., 2003).

A partir de tous ces résultats, nous pouvons déduire que les Western blot indéterminés sont
souvent liés a des causes autres qu’une primo-infection. Différents scientifiques ont

proposé plusieurs explications a ce profil.

La présence d’un profil p24 isolée, correspond dans la majorité des cas a des réactions non
specifiqgues (VALENDAR et al.,, 1993) liées a des états physiologiques tels que la
grossesse (par la présence d’Allo-anticorps qui interférent avec les anticorps présents dans
les Kits, et qui disparaissent aprés 1’accouchement) (Bocket et al.,2009 ; Ministry of
Health; of Japan, 2007) ou des états pathologiques tels que les maladies auto-
immunes(Vinay et al., 2010),Hypergammaglobulinémie(Basch et Sattern, 1997) , ou

autres infections.

Les renseignements cliniques ont montré que parmi les 31 femmes incluses dans notre
étude, 4 étaient enceintes, leurs résultats étaient positifs en MEIA, négatifs en ELISA avec
une trace de protéine p24 et une PCR négative. Le suivi de ces femmes donne

généralement une disparition de cette bande aprées 1’accouchement.

L’adoption des critéres de ’OMS pour interpréter des WB  indéterminés, a permis de
confirmer I’absence de I’infection VIH chez 30 patients de notre étude. Cela a été confirmé
par la recherche de I’ARN viral du VIH. De ce fait, la prise en charge sera immédiate et

¢vitera la perte de vue des patients en cas de suivi pour confirmation de I’infection.
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L’ARN viral a été détecté dans un seul serum parmi les 8 prélevements trouvés positifs en
Ac anti-VIH par les deux tests sérologiques et indéterminé par le Blot. En paralléle, au
cours de notre étude, ce sujet a été suivi par la réalisation de plusieurs prélévements sur
lesquels on a effectué le western blot. Les résultats sont restés indéterminés, et au bout du
4eme prélevement (3mois apres le premier), il y a eu une évolution de profil avec
apparition d’autres bandes (gp120, pl17), ce qui correspond a une séroconversion. Les
résultats de ce suivi concordent avec les résultats obtenus par PCR et ont permis la

confirmation de I’infection.

En effet, la présence d’un seul profil indéterminé sur un seul western-Blot, n’exclue pas la
présence d’une infection a VIH. Il est nécessaire d’exiger un autre prélévement pour

effectuer un deuxiéme Western-blot.

La PCR a permis d’éliminer le diagnostic de I’infection VIH chez 30 sujets supposés étre
positifs en Ac anti-VIH. Ceci, a permis d’éviter de lancer d’autres tests complémentaires
et ainsi des colts supplémentaires et surtout d’éviter de prolonger 1’attente des résultats,

qui peut avoir un impact psychologique sur le patient.

La PCR a aussi permis de confirmer la présence d’une infection VIH chez un seul patient.
Ce test est d’un grand apport pour trancher, permet la prise en charge rapide de patients et

évite leur perte de vue.

Au total, vu les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons recommander 1’utilisation
de la PCR pour trancher face aux profils indéterminé du Western-Blot. A défaut, la non
disponibilité de la PCR au laboratoire, nous incite a exiger un deuxieme prelevement pour

effectuer un autre western-Blot.
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CONCLUSION

L’affirmation d’une infection a VIH nécessite de disposer de résultats concordants des

tests de dépistage.

L’interprétation des 31 profils indéterminés obtenus par le western blot reste délicate et

nécessite de la rigueur pour poser le diagnostic.

La persistance d’un résultat indéterminé, surtout si les renseignements donnés indiquent
une possible contamination, impose la nécessité de suivre le malade pendant plusieurs

semaines, ce qui n’est pas toujours évident.

La PCR constitue une bonne alternative car elle permet un gain de temps important, donc

moins de stress pour 1’individu concerné.

Le résultat de ce présent travail, montre que le recours a la PCR pour interpréter les profils
indéterminés, permet de confirmer la présence ou 1’absence d’une infection a VIH (30
sérums négatif et un seul sérum positif ). De ce fait, le délai du rendu de résultat sera court,
la prise en charge sera immédiate et évitera la perte de vue des patients. Malheureusement,

son cout élevé la rend inaccessible a tous les laboratoires.

Devant toutes ces constatations, la création d’un consensus visant a interpréter ces résultats

le plus rapidement possible et a moindre colt est une trés bonne alternative.

Les différentes études visant a interpréter ces profils indéterminés peuvent conduire a des
résultats concluants. Vu la particularité de cette infection, la prudence est toujours

demandée pour ’interprétation des résultats.
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ANNEXE 1

APPAREILLAGE

Figure 28 : Centrifugeuse Jouan E82s  Figure 29 : Agitateur HEIDOLH POLYMAX 1040

Figure 30 : Micropipettes a volume fixe de 50l,100p1,200ul

Figure 31 : Embouts a usage unique (bleus et jeunes)
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Figure 34: Laveur manuelle a vide Millipore

Figure 35 : Incubateur a sec IPs. Figure 36 : Laveur automatique PW 40
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Figure 37: Agitateur EV-102 tehtnica. Figure 38 : Amplificateur COBAS TagMan 48

Figure 39 : Trousse de test ELISA



ANNEXE 1

Figure 40 : Trousse de test WESTERN BLOT

Figure 41 : trousse de Test COBAS ®AmpliPrep/ COBAS ® TagMan ® HIV-1 Test, version
2.0(PCR)
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Tableau X : Composants de la trousse « Western blot »

Description Quantite fournie

18 ou 36 108
Bandelettes de nitrocellulose bandelettes bandelettes

1 flacon 3 flacons
Contr6le non réactif (80ul) (80 ul)

1flacon 3 flacons
Contrdle fortement réactif (80ul) (80ul)

1 flacon 3 flacons
Contrdle faiblement réactif (80ul) (80 pul)

1 flacon 3 flacons
Tampon de dilution concentré (10x) (20 ml) (20 ml)

1 flacon 3 flacons
Tampon de lavage concentré (20x) (70ul) (70ul)

1 flacon 3 flacons
Conjugate (120 pl) (120 pl)

1 flacon 3 flacons
Substrat (100 ml) (100 ml)

10 sachets de 1g | 30 sachets de 1g

Poudre absorbante
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Tableau XI : Composants de la trousse « Elisa »

Description Quantité fournie
1 plaque 5 plaques
Plaque microtitre VIH 96 tests 480 tests
Contrble non réactif 1 ampoule 3 ampoules
Controle réactif aux antigenes 1 ampoule 3 ampoules
Controle réactif | 1 ampoule 3 ampoules
Controle réactif I 1 ampoule 3 ampoules
Concentré de lavage (20x) 1 flacon 2 flacons
Conjugué HRP 1 ampoule 5 ampoules
Conjugué de biotine 1 ampoule 5 ampoules
Solution chromogene A 1 ampoule 1 flacon
Solution chromogeéne B 1 ampoule 1 flacon
Solution d’arrét 1 ampoule 1 flacon
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Couvercles de plaques

2 couvercles

15 couvercles

Poche plastique scellable

1 poche

5 poches

Notice d’utilisation

1 exemplaire

1 exemplaire

Tableau XII : Composants de la trousse « AXSYM »

Description Quantite fournie
Microparticules recouverte d’antigene | 1 flacon
VIH1/VIH2 (6,8 ml)
Conjugué d’antigéne anti-biotine 1flacon
(11,7 ml)
Antigéne VIH1/VIH2 1 flacon
(14,3ml)
Diluant pour échantillons 1 flacon
(41,9ml)
AXSYM HIV1/2 gO index Calibrator | 1 flacon
(2,8 mi)
AXSYM HIV1/2 gO contréles: 3 flacons
contrdle négatif, contréle positif VIHL1, | (8 ml)

controle positif VIH2
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2 flacons

AXSYM HIV1/2 gO contrdles: (8 ml)
contrdle négatif, contréle positif VIHL.
Solution de lavage des aiguilles 2 flacons
AXSYM (220 ml)
Solution 1 (MUP) 4 flacons
(230 ml)
Solution 3 (lavage pour matrice) 4 flacons
(1000 ml)
Solution 4 (diluant) 1 bidon
(10L)

Tableau X111 : Composants du kit « COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Test, v2.0 »

Description Constituants
Cassette 1 : cassette de réactifs de 1 x 48 tests
particules de verre magnétique HIV1

Cassette 2 : cassette de réactifs de lyse | 1 x 48 tests

HIV1

Cassette 3 : cassette de mutli-réactifs
HIV1

- Solution de protéinase (Pase) : 1x 3,8
ml
-Tampon d’élution (EB) : 1 x 7,0 mi
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Cassette 4 : cassette de réactifs -Standard de quantification de
specifiques au test HIV-1 HIV1(QS):1x 3,6 ml
-Mélange réactionnel HIV1(MMX) :
1x2,5ml

-Solution de manganése CAP/CTM
(CAP/CTM Mn?") : 1x19,8 ml

Controdle fortement positif HIV1, v2.0 | 4x 1,0 mi

Controle faiblement positif HIV1, 4x1,0ml
v2.0
Contrdle négatif (plasma humain) 4x1,0ml

Réactif de lavage COBAS 1x51L
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