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LEXIQUE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS :
ADN : Acide désoxyribonucléique.
ARN : Acide Ribonucléique.
CDC: Center of deseases control and prevention.
CNTS : Centre National de Transfusion Sanguine.
DDT : Diclhoro Diphényl Triclhoroéthane
Eff : effectif.
ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.
g/l : gramme par litre.
g/dl : gramme par decilitre.
IV : Intra-Veineuse
LT CD4 : lymphocyte T CD4
ml : millilitre.
mm’ : millimétre cube.
NASBA: nucleic acide sequence based amplification.
Nbre: nombre.
OMS : Organisation Mondiale de la Sant¢.
PCR : polymerase chain reaction.
pg : picogramme.
PED pays en développement
PVVIH : personne vivant avec le VIH.
RT-PCR : retro-transcriptase polymerase chain reaction.
SIDA : Syndrome Immunodéficience Acquis.
UDI : utilisateurs des drogues injectables.
ul : microlitre.
um : micrometre.
VIH : Virus Immunodéficience Humaine.

% : pour cent.
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I. INTRODUCTION :

Découvert en 1981 aux Etats Unis d’Amérique puis identifié¢ en 1983 par le
frangais L. Montagnier, le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) ne cesse
de se propager dans le monde.

Vingt-cing ans apres sa découverte, la situation est dramatique dans les pays en

développement (PED), et tout particuliérement en Afrique subsaharienne.

On estime, 40 300 000 personnes vivent avec le VIH/SIDA (PVVS) en fin 2005
(38 000 000 d’adultes, dont 17 500 000 femmes ; et 2 300 000 enfants de moins
de 15 ans) [5].

Au cours de I’année 2005, 4 900 000 personnes ont €té contaminées. La
prévalence du sida dans le monde est de 1,1% et 7,2 en Afrique subsaharienne.
Le sida demeure la principale cause de décés en Afrique, et la 4° dans le monde
[5].

Le virus a la capacité de pénétrer a ’intérieur des cellules de 1’hote, et d’utiliser
les matériels génétiques de ces cellules. Les virus ont une affinité élevée pour se
fixer sur les lymphocytes a travers les molécules exprimées a leurs surfaces
surtout les CD4. Une fois dans le lymphocyte, le virus utilise son ARN pour se
multiplier ce qui aboutit a la destruction du lymphocyte.

La perte des lymphocytes est responsable de 1I’immunodéficience au sein de
I’organisme. Dans un premier temps la réplication du virus est controlée puis on
arrive a la réplication active en ce moment le virus ne rencontre pratiquement
pas de résistance. A ce stade le terrain devient favorable a la pénétration et a la
prolifération de divers agents infectieux, ces derniers sont responsables de la
dégradation de 1’état de santé de 1’individu.

L’ Afrique, continent le plus touché par le SIDA, reste également le plus touché
par le paludisme. Le paludisme est une érythrocytopathie hémolysante di a un

parasite du genre Plasmodium, transmis a I’homme par la piqlire d’un
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hématophage, la femelle de 1’anoph¢le. Il sévit en zone intertropicale sur le

mode endémique, parfois épidémique. Le genre regroupe quatre especes
pathogénes chez 1’homme dont une seule (I’espéce P. falciparum) est
responsable des formes graves de la maladie qui est malheureusement I’espece
la plus fréquente en Afrique.

L’infection a Plasmodium touche plus de 90 pays, 2 milliards 400 millions de
personnes (40% de la population mondiale), 300 a 500 millions d’acces par an,
sont recensés ainsi que 1 500 000 a 2 000 000 décés par an. Quatre vingt dix
(90%) des cas intéressent les pays de I’Afrique subsaharienne (incidence en
Afrique : 500 a 900/1000 ; en Asie : 5 a 6/1000) [4].

Actuellement, il a été noté une association fréquente entre le paludisme et
I’immunodépression due au VIH [5]. Il a été montré une augmentation du
nombre des acceés palustres, des infections plasmodiales chez les femmes
enceintes ou des adultes séropositifs et une augmentation de la densité
parasitaire associée a une immunodépression avancée [5].

Les personnes infectées par le VIH font-ils plus souvent de paludisme que les
sujets non infectés ?

Les parametres hématologiques sont-ils plus perturbés chez les co-infectées que

chez les personnes infectées par un seul des microorganismes ?
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1. OBJECTIFS :

1. Objectif général
Etudier les paramétres viraux, plasmodiaux et hématologique de la co-infection

VIH et Plasmodium falciparum.

2. Objectifs spécifiques

- Comparer les paramétres hématologiques chez les différents groupes.

- Comparer la prévalence de I’infection a Plasmodium falciparum chez les
personnes a VIH positif et a VIH négatif.

- Comparer la densité parasitaire entre les personnes a VIH positif et a VIH

négatif.
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I11. GENERALITES :

A) LeVIH:

1. HISTORIQUE : [24]

Les premiers cas d’infection a VIH, diagnostiqués rétrospectivement, remontent
aux années 60, et 1’épidémie actuelle s’est probablement développée
sournoisement durant les années 70. Le premier isolat du virus responsable a été
cultivé a partir d’un prélévement datant de 1976 et des anticorps dirigés contre
le VIH ont été retrouvés sur des sérums conservés depuis 1959 au Zaire et aux

Royaumes Unis, mais I’histoire du SIDA débute en juin 1981.

A cette date, les épidémiologistes des centres de lutte contre les maladies
(CDC), basés a Atlanta, aux Etats-Unis, inquiets d’une demande anormalement
¢levée de pentamidine, médicament qu’ils sont les seuls & pouvoir délivrer,
enquétent et découvrent une épidémie de pneumopathie a Pneumocystis carinii
chez les adultes antérieurement sains et n’ayant comme trait commun que
I’homosexualité. Peu de temps apres, la survenue d’autres manifestations
d’immunodéficience, ainsi que de sarcomes de kaposi, est décrit dans la méme
population. Un déficit de I’'immunité cellulaire est mis en évidence chez ces
patients et la maladie prend son nom définitif de SIDA (syndrome
d’immunodéficience acquise) (AIDS en anglais: Acquired immuno-Deficiency
Syndrome). L’affection est ensuite reconnue en Europe, d’autres groupes a
risque identifiés (transfusés et toxicomanes par voie veineuse). Elle est, par la
suite, rapportée en Haiti et en Afrique centrale. Parallélement, en 1983, un virus
est identifi¢ par les virologistes frangais puis américain, virus qui, apres
quelques avatars, prend le nom de virus de I’'immunodéficience humaine. En

1986, un deuxieme virus est cultivé a partir de patients originaires d’Afrique de
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I’Ouest, le VIH-2. Enfin, en 1986, I’efficacité du premier médicament

antirétroviral, la Zidovudine, est démontrée et son utilisation largement
répandue, du moins dans les pays industrialisés [24].

2. EPIDEMIOLOGIE DU VIH/SIDA [5].

2.1. Statistiques globales suivant les régions: fin 2005 dans les régions
tropicales

En 1981, les premiers cas de sida €taient décrits aux Etats Unis d’Amérique.
Vingt-cinq ans apres, la situation est dramatique dans les PED, et tout

particulierement an Afrique subsaharienne.

Quarante millions trois cent mille personnes vivent avec le VIH/SIDA (PVVS)
fin 2005 (38 000 000 d’adultes, dont 17 500 000 femmes et 2 300 000 enfants de
moins de 15 ans). Au cours de I’année 2005, 4 900 000 personnes ont été
contaminées dont 700 000 enfants de moins de 15 ans. 3 100 000 sont décédés.
La prévalence du sida dans le monde est de 1,1%. Le sida est la principale cause

de décés en Afrique, et la 4° dans le monde.
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TABLEAU I- Statistiques et caractéristiques régionales du VIH et du sida en
2005
PVVS Nouvelles Prévalence Déces dus

infections chez 1’adulte au sida

(o)
Afrique subsaharienne 25800000 3200000 7,2 2400 000
Afrique du nord et 510000 67 000 0,2 58 000
Moyen Orient
Asie du sud et du sud-est 7400 000 990 000 0,7 480 000
Asie de I’est 870 000 140 000 0,1 41 000
Océanie 74 000 8200 0,5 3 600
Amérique latine 1 800 000 200 000 0,6 66 000
Caraibes 300 000 30 000 1,6 24 000
Europe orientale et Asie 1600000 270 000 0,9 62 000
centrale
Europe occidentale et 720 000 22 000 0,3 12 000
centrale
Amérique du nord 1 200 000 43 000 0,7 18 000
Total 40300 000 4900000 1,1 3 100 000

2.2- Tendances régionales

2.2.1- L’Afrique subsaharienne, qui abrite moins de 15% de la population
mondiale, est toujours en 2005 la région la plus touchée avec 25 800 000 PVVS,
ce qui représente les 2/3 de porteurs de virus dans le monde. La prévalence est
de 7,2%, a peu prés stable (7,3% en 2003). Mais, il existe toujours en Afrique
subsaharienne des variations importantes de prévalence du VIH.

2.2.1.1- L’Afrique australe est la partie du continent la plus touchée. Il n’y a

aucun signe de décroissance.
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2.2.1.2- En Afrique de I'ouest, la situation est stable, mais on note des

différences importantes quant a 1’é¢tendue de I’¢épidémie. La prévalence est
¢levée en Cote d’Ivoire et au Nigeria. Le Nigeria est le 3° pays du monde ou vit
le plus grand nombre de PVVS (aprés I’ Afrique du sud et I’Inde). A 1’opposé, la
prévalence est faible (de ’ordre de 1a 2%) en Gambie, au Mali, en Mauritanie,
au Sénégal, au Niger.

2.2.1.3- En Afrique centrale, la situation est difficile a évaluer par défaut de
surveillance. C’est en République Centrafricaine et au Cameroun que le taux de
prévalence est le plus élevé.

2.2.1.4- En Afrique orientale, région touchée en premier par 1’épidémie, il y a
une baisse réelle des taux d’infection en Ouganda, au Rwanda et au Burundi.
2.2.2- Asie et le Pacifique

On observe une inversion de la tendance a la progression de 1’épidémie dans les
pays d’Asie du sud-est touchés de bonne heure, comme la Thailande et le
Cambodge, alors que 1’épidémie progresse en Indonésie, au Népal, au Vietnam.
Elle progresse surtout en Chine et en Inde. On explique cette explosion en Chine
par la vente de sang pour augmenter les revenus, I’injection de drogues IV
(intra-veineuse) et la prostitution ; en Inde, par la prostitution et les drogues 1V.
2.2.3- L’Amérique latine et les Caraibes

Les pays les plus touchés en Amérique latine sont le Brésil, 1’Argentine et la
Colombie. Cependant, le traitement par ARV, fabriqués sur place, a entrainé une
stabilisation depuis 1999 au Brésil. Les Caraibes restent la sous-région ou I’on
observe la prévalence la plus €levée hors d’Afrique (1,6%). La contamination se
fait par voie sexuelle (homosexuels, prostituées) et par drogues I'V.

2.2.4- En Europe orientale et en Asie Centrale :

I1 y a une augmentation trés importante en Russie et en Ukraine (40 a 50% entre
2002 et 2004).

2.2.5- En Afrique du nord et au Moyen-Orient :
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La prévalence chez I’adulte est stable (0,2%), mais varie selon les pays, elle est

de 2,3% chez les 15 a 49 ans au Soudan.

2.2.6- Dans I’Océan Indien, ou les premiers cas de sida sont connus depuis
1987, seul le nombre de cas cumulés de sida était jusqu’ici signalé a I’OMS (fin
2001 : 70 cas a Maurice, 41 cas aux Seychelles, 42 cas a Madagascar). La
prévalence aux Comores est mal connue.

Les projections montrent que 45 millions de personnes supplémentaires
pourraient étre infectées par le VIH dans 126 pays a faible revenu entre 2002 et
2010 a moins que I’on ne parvienne a mettre en place une stratégie mondiale de
prévention considérablement élargie [48].

Selon le résultat de EDSMIII (Enquéte Démographique de Santé au Mali) publié
en 2001 le taux de prévalence au Mali est de 1,7% dans la population générale
[16].

3. DEFINITION DE L'INFECTION A VIH.

Le syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) est une maladie infectieuse
d'origine virale causée par le virus d'immunodéficience humaine (VIH) se
traduisant par un déficit majeur de l'i'mmunité a condition qu'il n'y ait pas
d'autres  causes  physiologiques, pathologiques ou  thérapeutiques

d'immunodéficience [10, 43].

La premiere définition du SIDA fut publié¢e le 24 septembre 1982 par le centre
pour le contréle des maladies d’Atlanta aux Etats- Unis (Center of deseases
control : CDC), bien avant les classifications en stades cliniques et I'isolation du
VIH. Cette définition a été révisée d'abord en juin 1985 puis en aolit 1987 ; en
janvier 1993 pour l'adulte et 1994 pour I'enfant

Définition du SIDA en Afrique

A partir de 1985, ’OMS a essay¢ de donner une définition du SIDA en Afrique
au cours de sa réunion appelée définition : classification de Bangui. Selon cette

définition, un malade a le SIDA s’il présente au moins 2 signes majeurs et 1
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signe mineur, en dehors de toute autre cause d’immunodéficience tels le cancer,

la malnutrition. Aussi la présence d’un sarcome de Kaposi agressif et d’une

méningite a cryptoccoque prouvée permet de poser le diagnostic du SIDA en

Afrique [7].

TABLEAU II: Diagnostic du SIDA en milieu tropical (classification de Bangui)

[51].
Adultes
La présence d’au moins 2 signes majeurs
Associés a au moins 1 signe mineur

Perte de poids>10% en 1 mois,
Signes  Diarrhée chronique >1mois,
majeurs Fi¢vre prolongée >1mois.
Toux chronique>1 mois,
Lymphadénopathie généralisée,
Infection herpétique,
Fatigue permanente,
Sueurs nocturnes,
Signes  Candidose buccale ou vaginale,
mineurs

Herpés génital récurrent

Cancer du col agressif a HPV

Enfants de moins del3 ans

Présence d’au moins 2 signes majeurs

Associés a au moins 2 signes mineurs
Fiévre récidivante,

Signes Candidose récidivante,

majeurs Infection pulmonaire

récidivante.

Diarrhée chronique>1mois

Perte de poids retard de

croissance,

Lymphadénopathie

géneralisée,

Signes Toux chronique >1 mois,

mineurs Tuberculose

extra-pulmonaire

Pneumocystose pulmonaire

Infection maternellea VIH

confirmée.
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4. STRUCTURE ET ORGANISATION GENETIQUE VIH [7, 25].

Structure du VIH

254 FIQ. 1 Envnloppe

Py by

U gp 120
17 MA
matrice) . (gptgransmembranalrgj (?;p Eg surface)

Core &anslda) - o

+  ~-Protéase o

TITI w
transcriptase ----
nverse)

904 120 nm

FIGURE 1: Structure du VIH selon Y. Gille in www.google.fr / rubrique /
sant¢/SIDA
La structure générale du VIH est semblable a celle des HTLV. Le VIH ne

comporte pas d’ADN mais seulement de I’ARN.

L’ARN viral est condensé en cylindre avec deux protéines associées et une
enzyme 1importante appelée "ADN polymérase ARN dépendante" ou
transcriptase inverse.

Le noyau viral est entouré d’une coquille de forme conique appelée p24, qui est
la protéine centrale majeure et est identique pour le VIH-1 et

VIH-2.
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Cet ensemble constitue la capside qui est recouverte par deux enveloppes : la

coquille protéique ou pl7 et la bicouche lipidique traversée par des protéines
membranaires (gp 41 attachées a la matrice p17 et aux gp120) qui font saillie a
la surface de la particule virale. Ce sont ces saillies et ces protéines d’enveloppe
qui différencient le VIH-1 et VIH-2. Les protéines correspondantes du VIH-2
sont les gp110/130 et gp36.

Comme tous les rétrovirus, les VIH-1 et VIH-2 sont produits par
bourgeonnement a la surface des cellules infectées. Mais la morphologie de la
particule mature est unique [11, 7, 22, 53].

5. REPLICATION VIRALE :

Le VIH se réplique dans de nombreux tissus dont les ganglions lymphatiques, le
cerveau, les muscles, etc; et dans des liquides biologiques dont le sang, le
liquide broncho alvéolaire, les sécrétions vaginales ou on retrouve les cellules

cibles du VIH.

CD4

Cco-récepleur

Le cycle :
du VIH Lymphocyte T4
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- Attachement : il se produit lorsque les boutons de glucoproteines qui se

projettent a partir de 1’enveloppe virale se lient a la molécule de CD4 et aux co-
récepteurs CCR-2, CXCR4 ou CCR-5 a la surface des cellules du systeme
immunitaire.

- Pénétration : la couche externe du virus (enveloppe virale) fusionne avec la
membrane cellulaire.

- Décapsidation : c’est le corollaire de la pénétration qui aboutit a I’implantation
de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule hote, la capside est en partie
enlevée et le virion découvert ,ce qui expose le génome ARN viral au
cytoplasme de la cellule et prépare la prochaine étape.

- Transcription inverse et insertion : la transcriptase inverse du virus utilise les
deux brins d’ARN viral comme mode¢le pour copier le génome ARN en une
molécule d’ADN a double brin. Lorsque la copie d’ADN est terminée, 1’enzyme
Rnase H qui fait partie de ’enzyme transcriptase inverse, dégrade le génome
ARN original du virus.

L’ADN viral ainsi formé migre, alors dans le noyau cellulaire ou il fusionne
avec 1’un des 46 chromosomes de la cellule hote avec 1’aide de I’intégrase pour
devenir un provirus. A partir de ce moment le provirus devient partie intégrante
du chromosome de la cellule hote.

- Traduction : la production de protéines virales ressemble a celle des protéines
cellulaires: les geénes sont d’abord copiés (transcrits) en ARN messager (ARNm).
Ensuite I’ARNm voyage au travers du cytoplasme cellulaire ou les ribosomes se
lient a Iui. Les ribosomes se déplacent le long de ’ARNm en lisant les
instructions génétiques et en les traduisant en protéines virales.

- Assemblage : toutes les autres protéines virales produisent pendant la
réplication virale s’accumulent dans le cytoplasme cellulaire. La les protéines
des génes gag s’assemblent en nouvelles capsides. Le processus de formation de

la capside et des matériaux qu’elle contient est connu sous le nom de
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« decapsidation ». Durant I’assemblage les protéines de matrice s’unissent

¢galement pour englober la capside.
- Bourgeonnement et libération : lorsque les virions émergent de la cellule, ils
emportent un peu de la double membrane cellulaire. Ces fragments deviennent
I’enveloppe extérieure du rétrovirus. Elle comprend les boutons produits par le
géne d’enveloppe et quelques protéines qui appartiennent a la membrane
cellulaire elle-méme (celles-ci ne sont pas utilisées par le virus).
6. LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE L’INFECTION A VIH:
Le dépistage biologique consiste dans certains cas a la mise en évidence du virus
lui-méme ou de certains de ses composants : c’est le diagnostic direct. Dans
d’autres cas, il s’agit de la mise en évidence des anticorps spécifiques issus de la
réponse immunitaire de I’organisme infecté par le VIH : diagnostic indirect.

6.1 Diagnostic indirect : c’est la recherche des anticorps dirigés contre les
antigeénes viraux.
Nous avons 5 types de méthodes de tests différents :
- La méthode de I’ELISA
- La méthode d’agglutination
- La méthode RIPA (Radio Immunoprescipitation Assay)
- La méthode IFI limmonofluoescence Indirecte)
-Le Western blot (WB)
-La méthode ELISA
Principe : Le sérum a tester est mis en incubation avec les antigénes viraux
préalablement fixés par adsorption sur un support solide. Les antigénes viraux
peuvent €tre des protéines virales matures ou des peptides synthétiques. Lorsque
les anticorps anti-VIH sont présents dans le sérum il se produit une réaction
antigénes —anticorps entre les immunoglobulines et les antigénes viraux. L exces
d’anticorps est €liminé par lavage.
Des anticorps de cheévre anti-immunoglobulines humaines complexées a la

peroxydase vont se fixer sur les anticorps liés a I’antigéne. Un deuxieme lavage
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¢limine I’exces de conjugués qui n’a pas réagit. L’addition de substrats

enzymatiques permet d’obtenir la coloration lue visuellement ou évaluée en
densité optique.

C’est une méthode trés sensible et avec une bonne spécificité. Elle est simple a
manipuler, de moindre colt et stable dans les conditions climatiques. Elle est
donc d’usage pratique en Afrique.

- La méthode d’agglutination [12]

Principe : Cette méthode est basée sur le principe d’agglutination passive des
billes de polystyréne ou des hématies humaines servant de support aux protéines
virales du VIH (naturelles ou produits de génie génétique). Mises en présence
d’anticorps anti-VIH, elles forment un réseau d’agglutination visible a 1’ceil nu.
Ces tests peuvent étre effectués sur une lame (test au latex) ou sur une plaque de
micro-agglutination (hémagglutination passive avec lecture de culot de
sédimentation des hématies). Ils présentent un atout supplémentaire sur I’ELISA
car leur exécution tres simple ne nécessite aucun appareillage. L’amélioration de
leur spécificité pourrait entrainer leur expansion.

- La radio —-immunoprécipitation (RIPA) [12]

Principe : Utilise un virus marqué par un isotope radioactif (en général la
cystéine 35). Le lysat viral contenant les antigeénes a 1’état natif est incubé avec
les sérums a tester. Les complexes immuns formés sont alors captés sur un
support d’affinité tel que des billes de protéine A sepharose. Les antigénes
viraux retenus par les anticorps spécifiques sont ensuite €lus et séparés en
fonction de leur poids moléculaire sur gel de polyacrylamide. La révélation est
effectuée par autoradiographie. Cette technique met en évidence
préférentiellement des anticorps dirigés contre les protéines d’enveloppe et de ce
fait elle constitue un apport complémentaire d’informations pour les échantillons
sériques d’interprétation délicate en Western Blot. La RIPA est un test de
confirmation tres sensible, réservé a des laboratoires agréés.

- Méthode IFI (immunofluorescence indirecte) [7]

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



A“E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

Principe : On dispose sur une lame des cellules dont la moitié¢ est infectée de

virus. Le sérum a tester est mis en contact avec ces cellules. Lorsque les
anticorps anti-VIH sont présents dans le sérum ils se lient de fagon spécifique
sur les cellules infectées. Un lavage permettra 1’é¢limination des réactions non
spécifiques. La révélation est faite par les anticorps de chevre anti-
immunoglobuline humaine fluorescents. En cas de fluorescence de toutes les
cellules 1l s’agit de faux positifs. L’immunofluorescence est une excellente
réaction de détection des anticorps dirigés contre les glycoprotéines
membranaires et transmembranaires spécifiques de 1’infection par le virus. Cette
technique est trés sensible mais difficile a standardiser. Elle est susceptible
d’interprétation erronée et se préte mal au dépistage de routine.

- Le Western Blot (WB)

Principe : On réalise une électrophorése sur gel polyacrylamide d’un substrat de
virus en milieu dissociant. On transfeére sur une membrane de nitrocellulose.
Cette derniere est ensuite découpée en bandelettes longues et étroites. Dans un
deuxiéme temps les sérums a tester sont mis en incubation avec les bandelettes
de nitrocellulose et les anticorps présents se fixent en fonction de leur spécificité
sur les protéines virales préalablement séparées. On révele leur présence par
I’addition d’anti-globulines humaines marquées par une enzyme puis d’un
substrat chromogene. C’est le test de confirmation utilisé fréquemment en
Afrique.

6.2 Le diagnostic direct :

Nous avons la détection des antigenes du virus, 1’isolement viral, la PCR
(polymerase chain reaction) de la retro-transcriptase dite la RT-PCR ou de
I’acide nucléique dite la NASBA.

- La detection de I’antigéne du virus :

Principe : C’est une méthode ELISA. Les anticorps d’un sérum polyclonal fixés
sur le fond des puits d’'une microplaque ou sur les billes de polystyréne sont mis

en présence du sérum a tester et se lient a I’antigéne viral au cas ou il serait
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présent. On réalise plusieurs lavages. La présence de 1’antigéne est révélée par

des anticorps anti-VIH de lapin ou de cheévre marqués par une enzyme. On dit
que ’antigéne est pris en sandwich. La présence de la coloration spécifique du
produit de la réaction enzymatique et I’intensité de la coloration permettent une
quantification de cet antigene. En pratique c’est essentiellement la protéine p24
qui est mise en évidence.

La sensibilité est faible mais utile pour la mise en évidence précoce du virus.
-LaPCR:

C’est une technique de détection qui consiste a agrandir artificiellement la
molécule a détecter afin de simplifier sa détection. Elle peut s’appliquer a
I’ARN du virus et dans ce cas elle est appelée NASBA (nucleic acide sequence
base amplification), ou a la retro-transcriptase (RT-PCR). C’est actuellement la
méthode de référence de diagnostic rapide.

- L’isolement viral :

Cette technique a le mérite historique d’avoir identifié le virus causal du SIDA.
Elle consiste a faire la culture des cellules mononuclées du sang périphérique a
tester. Les cultures sont entretenues et étudiées pendant 4 & 6 semaines. La
multiplication du VIH se traduit par ’apparition d’un effet cytopathologique
avec des cellules géantes multinuclées résultant d’une fusion lymphocytaire,
mais cet effet est fugace et inconstant. La mise en évidence du virus repose
souvent sur I’étude du surnageant de culture dans lequel on détecte I’antigéne
viral ou I’activité de la retro-transcriptase. Cette méthode est coliteuse en temps
et en moyens.

6.3 Les marqueurs biologiques de substitution:

Au sein des multiples paramétres biologiques directement ou indirectement liés
a la réplication du VIH, la détermination du taux de lymphocytes CD4 et la
quantification de la charge virale plasmatique représentent les deux principaux

marqueurs prédictifs de progression. Ainsi d’autres marqueurs jadis considérés
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sont devenus obsoletes tels que I’antigénémie p24, la béta-2 microglobuline, la

néoptérine, le taux sérique ganglionnaire

La démonstration de la valeur pronostique de la numération des lymphocytes
CD4+, sa standardisation, et sa large diffusion ont permis de I’intégrer dans les
classifications visant a définir des groupes homogenes de patients. La
quantification de I’ARN-VIH-1 plasmatique est devenue le meilleur marqueur
prédictif d’évolution de I’infection a VIH.

La mesure de la charge virale plasmatique du VIH-2 n’a été que récemment
mise au point par une technique PCR en temps réel. Elle n’est réalisable en
France que dans les laboratoires de virologie impliqués dans 1’é¢tude de cohortes
ANRS [1].

- Numération des lymphocytes CD4 circulants : [8]

Au cours de ’infection, le nombre absolu de lymphocytes CD4 circulants va en
décroissant et indique approximativement le temps écoulé depuis la premicre
infection. Il est d’autant plus bas que les malades sont plus gravement atteints.
La dépression moyenne de lymphocytes CD4 est estimée a 49 cellules tous les
mois. Le chiffre de 200 lymphocytes CD4/mm’ comme seuil déterminant pour
I’entrée dans le SIDA avéré est généralement admis. Cependant certains auteurs
estiment que le chiffre de 50 lymphocytes CD4/mm’ définit mieux le seuil de
passage au stade de SIDA. Récemment I’hypothése a été¢ évoquée d’une mort
programmée de lymphocytes CD4 par « apoptose », un mécanisme régulateur
physiologique de dépression cellulaire impliquant le thymus pendant
I’embryogenese, qui serait normalement activé au cours de I’infection a VIH.
Deux tiers (2/3) des lymphocytes du sang périphérique sont porteurs de la
molécule CD4, soit environ 500 & 1200/mm’. La notion récente de co-récepteurs
viraux CCR-2, CCR-4 et CXCR-5 présage d’une explication plus élaborée de la
transmission préférentielle du virus ou d’une singulicre résistance a 1’infection.

- Quantification de la charge virale plasmatique [20, 50]
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Indépendamment du taux de T L CD4 plusieurs études ont démontré que la

mesure de la charge virale plasmatique quantitative représenterait un marqueur
prédictif de progression et aussi de survie des patients. Des études récentes
quantifiant la charge virale plasmatique ont prouvé que :

- une virémie est mesurable a tous les stades de I’infection VIH ;

- la charge virale HIV1 a une valeur pronostique a long terme supérieure a celle
de tous les autres marqueurs dans les différentes populations étudiées ;

- la charge virale est un reflet majeur de la capacité de transmission du VIH-1
qu’il s’agisse de transmission verticale ou horizontale (sang, voie sexuelle) ;

- la mesure de la charge virale permet d’évaluer I’efficacité d’un traitement
antirétroviral ; une diminution de 1Log;o, aprés 4 semaines de traitement est
considérée comme la réponse minimale indicatrice de Iefficacit¢ de ce
traitement ;

- la mesure de la charge virale est trés utile pour décider une modification de
traitement.

La charge virale plasmatique a permis d’une part de mettre en évidence la
continuité de la réplication virale durant toute I’infection, contredisant ainsi le
concept initial de latence virale et d’autre part de démontrer que le niveau de
virémie plasmatique était en corrélation avec la rapidité de la progression de la
maladie [39, 40, 45].

- L’hypergammaglobulinémie et vitesse de sédimentation [8]

L hypergammaglobulinémie polyclonale est généralement observée au cours de
I’infection a VIH. Elle est secondaire a [D’activation polyclonale des
lymphocytes B. Elle peut étre absente au stade avancé de la maladie méme si
elle semble étre en corrélation comme le montre certaines études avec la sévérité
de la maladie. L’évolution vers le sida en 36 mois serait significativement plus
fréquente en cas d’hypergammaglobulinémie a IgA supérieure ou égale a 3,7g,
le taux d’Ig étant li€¢ a une évolution vers le sida sur 3 ans dans 38% des cas,

contre 15% avec un taux d’IgG inférieur a 3,7g. Une élévation du taux des IgA
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sériques semble corrélée pour des taux supérieurs a 18g, avec la progression

vers le stade IV du CDC. Une ¢lévation de la vitesse de sédimentation
supérieure a 35mm a la premicre heure constituerait un marqueur biologique
d’évolution péjorative a 16 mois précédant la chute des lymphocytes CDA4.

7) LES STADES EVOLUTIFS DE L’INFECTION ET
MANIFESTATIONS CLINIQUES [56].

L’infection par le VIH commence habituellement avec la transmission du virus
par relations sexuelles non protégées ou par exposition a du sang contaminé, se
qui se produit le plus souvent lors de 1’échange de seringue par les UDI. Les
enfants dont les méres sont séropositives peuvent étre infectés durant la
grossesse, lors de la naissance ou au cours de I’allaitement.

Aux ETATS-UNIS, comme dans les autres pays industrialisés, la durée
moyenne entre I’infection et le développement de la maladie a un stade avancé
ou SIDA est d’environ 10 ans chez une personne non traité. Environ 20 % des
personnes infectées développent le sida en 5 ans ; certaines, moins de 5% vivent
durant plus de 10 ans sans symptomes significatifs avec seulement une faible
baisse de leur taux CD4. On les appelle «progresseurs lents»

Quelques autres, de 5 a 7% des personnes séropositives, manifestent un niveau
trés faible et constant de VIH dans leur sang et un taux normal de CD4 pendant
plus de 10 a 15 ans. On les appelle des non «progresseurs a long terme»

Chez la plupart des gens, ’infection par le VIH progresse, de 1’infection initiale
au stade sida, en quatre phases : infection aigue (ou primo-infection), stade
asymptomatique, stade symptomatique et maladie avancée ou sida.

La progression de la maladie implique la présence d’un nombre croissant de
particule virale libre dans le sang et une altération de plus en plus importante du
systtme immunitaire, ce qui est démontré par la baisse du nombre de
lymphocyte T dans le sang. Ces derniers posseédent a leur surface le récepteur

CD4, ce qui leur vaut le nom de CD4 positif ou tout simplement lymphocyte
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CDA4. 1ls sont des ¢léments clé du systéme immunitaire ou ils sont responsables

de la coordination d’importante réaction immunitaire ils sont également la
premiere cible du VIH: la molécule CD4 (ainsi quun ou plusieurs co-
récepteurs) est nécessaire au virus pour lui permettre d’infecter les cellules. La
destruction continue des CD4 par le VIH est responsable de la progression et du
développement de la maladie.

Le taux de CD4, - le nombre de lymphocytes CD4 contenus dans un millimétre
cube de sang - est vérifié régulierement chez les personnes séropositives ; il joue
un role important dans la gestion de I’infection par le VIH de différentes fagons :
- le suivi de taux de CD4 est actuellement 1’indicateur le plus utilisé pour
mesurer la fonction immunitaire d’une personne et la progression de la maladie.
On obtient une tendance en faisant plusieurs comptages étalés dans le temps.

- Une baisse des taux de CD4 est étroitement reliée a un risque accru de
développement de certaines maladies opportunistes et de cancers.

- Le taux de CD4 est utilisé pour déterminer le moment d’initier une
chimioprophylaxie, c’est-a-dire I'utilisation de médicaments visant a prévenir
certaines infections opportunistes.

- Le taux de CD4 est un élément clé de la classification de la maladie par CDC
et les services de santé publique.

Les tests de charge virale mesurent la quantité¢ de virions, ou particules virales
libres, dans le plasma sanguin. La recherche a démontré que les modifications de
charge virale constituaient un indicateur précoce et plus précis que le taux de
CD4 dans la progression de la maladie et la réponse au traitement. Jusqu’a tout
récemment, gérer le suivi de la charge virale n’était pas possible. La
connaissance de la charge virale est actuellement considérée comme une donnée
essentielle dans la détermination du risque de progression de la maladie chez les
personnes s€ropositives, ainsi que dans I’appréciation de la réponse a la thérapie
antirétrovirale.

LES QUATRE STADES DE LA MALADIE
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7.1 Infection aigué : taux de lymphocytes CD4 normal (500 a 1200 cellules

par millimétre cube)

L’infection aigué, ¢également appelée «primo-infection», commence
immeédiatement aprés I’entrée du virus dans le corps et sa réplication dans les
cellules infectées. Cette période se termine deux a six semaines plus tard, apres
une baisse initiale du taux de CD4, la séroconversion et le retour du taux de CD4
a un niveau quasi normal.

- Activité du VIH durant la primo-infection

Lorsque le VIH pénétre dans le corps, il ne rencontre pas de résistance de la part
du systtme immunitaire qui n’a jamais rencontré cette particule virale
auparavant. La premiére ou deuxiéme semaine de I’infection est une période de
réplication virale rapide, durant la quelle le virus se répand rapidement dans le
corps, la charge virale atteignant de tres hauts taux chez la plupart des personnes
infectées. Des taux élevés de VIH sont également présents dans le sperme, les
sécrétions cervicales et vaginales, rendant la personne hautement infectieuse
pour tout partenaire sexuel. On retrouve également une charge virale élevée dans
le lait maternel, ce qui augmente le risque de transmission mére-enfant lors de
’allaitement.

Pendant la primo-infection le VIH infecte plusieurs types de cellules, la plupart
¢tant des lymphocytes T helper qui meurent un ou deux jours apres le début de
I’infection.

Le VIH infecte aussi monocytes et macrophages qui sont des cellules du
systeme immunitaire comportant également des récepteurs CD4 et le récepteur
chemokine CCR-5, un co-récepteur pour le VIH. Les monocytes sont des
cellules qui peuvent quitter les vaisseaux sanguins pour aider a combattre les
infections. Dans ce cas, ils deviennent des macrophages. On pense que les
monocytes et macrophages infectés par le VIH servent de vecteurs pour le virus
vers le cerveau et d’autres tissus ainsi que de réservoirs, car ils ne sont pas aussi

rapidement détruits par le VIH que les lymphocytes T.
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Les propriétés biologiques des particules VIH présentes durant le stade de

primo-infection tendent a étre différentes de celles présentes durant 1’étape
avancée de la maladie, ou sida. Les formes de VIH présentes lors de la période
d’infection aigué tendent a utiliser les co-récepteurs CCR-5 lorsqu’elles
infectent les CD4, a avoir des taux de reproduction plus lents, et a étre moins
meurtriéres pour les CD4 que les formes du virus présentes lors du sida. Durant
cette phase avancée de la maladie, 1’apparition des virions plus destructeurs pour
le systéeme immunitaire survient chez plusieurs patients. Ces virions utilisent la
molécule CD4 et le récepteur chemokine CXCR-4 pour pénétrer et infecter les
cellules T helper et les macrophages.

- Activité du systeme immunitaire lors de la primo-infection

Il est fort probable que le systéme immunitaire réagit doublement a 1’infection
par le VIH, par une réponse a médiation cellulaire et par une réponse a
médiation humorale. L’immunit¢é a médiation cellulaire mobilise les
lymphocytes CD8, é¢galement connus sous le nom de lymphocyte T cytotoxique
(LTC) ou cellules T tueuses ( Natural Killers ou NK) qui détruisent les cellules
infectées. L’ immunité a médiation humorale mobilise les lymphocytes de type B
qui produisent et secretent des anticorps.

Les LTC sont probablement les premiers & répondre a 1’infection ; la production
d’anticorps qui constitue la réponse immunitaire survient ensuite en quelques
semaines (d’ou la fenétre durant la quelle les dépistages anticorps anti-VIH
produisent des résultats faux négatifs). Lors de I’infection par le VIH , des
anticorps sont produits comme les protéines gp160, gp20 et gp40 de ’enveloppe
virale ; contre la protéine p24 du noyau viral, et parfois contre 1’enzyme
polymérase p66/51.

Ce sont ces anticorps qui sont détectés par les tests de dépistage ELISA standard
et les tests de confirmation. Ils deviennent habituellement détectables au bout de

trois a douze semaines apres I’infection. Leur présence dans le sérum sanguin
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signifie que la personne a subi une séroconversion et est maintenant

séropositive.

Lors de I’infection aigué€, le nombre de CD4 présents dans le sang diminue tout
comme le nombre de LTC. La chute du taux de CD4 est probablement due a leur
destruction par la réplication rapide du VIH avant qu’une forte réponse
d’anticorps ne survienne pour contrer le virus. Pendant ce temps également, de
nombreux virus sont transportés dans tout le corps par le sang et le systéme
lymphatique. Lorsque les virions passent a travers les ganglions lymphatiques,
ils sont filtrés et efficacement extraits de la lymphe grace a des cellules
ganglionnaires particulieres du nom de cellules dendritiques folliculaires ou
CDF.

Les CDF sont des cellules servant a révéler la présence d’antigenes. C’est-a-dire
qu’elles capturent et révelent la présence d’antigénes aux lymphocytes dans les
ganglions lymphatiques. En temps normal, les antigénes ainsi isolés par le CDF
servent a rappeler aux lymphocytes B et T que I’antigéne est toujours présent
dans le corps. Ceci permet aux lymphocytes B et T de demeurer actifs, en
reproduction et en ¢état constant de défense jusqu’a ce que I’infection soit
¢liminée de 1’organisme.

Pour la plupart des agents infectieux, ce systéme fonctionne a merveille, mais
dans le cas du VIH, il a des répercussions désastreuses. La capture du VIH par le
CDF sert a concentrer le virus dans les ganglions lymphatiques, la rate et autres
organes lymphoides — ou réside 95% des lymphocytes du corps — et contribue a
mettre le virus en contact avec un grand nombre de CD4. Ce contact permet au
VIH d’infecter un grand nombre de ces cellules. Mais le mal ne s’arréte pas la.
Le contact avec les CDF fait en sorte que les CD4 demeurent trés actifs et se
multiplient. Ceci a pour conséquence désastreuse d’encourager la réplication du
VIH qui ne peut se reproduire qu’a I’intérieur de cellules T activées. Méme les
particules VIH enrobées d’anticorps et filtrées par les CDF peuvent infecter les

CD4 avec les quelles elles entrent en contact. Paradoxalement, un mécanisme si
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hautement sophistiqué en temps normal pour détecter les antigénes et activer le

systéeme immunitaire se transforme en instrument catastrophique qui, pour finir,
détruit le systétme immunitaire au cours de la progression de I’infection par le
VIH.

Le systeme immunitaire prend néanmoins le dessus durant cette premiére phase
de lutte contre le VIH, peut-étre grace aux efforts des LTC. Le nombre des
particules virales libres dans le sang peut atteindre des niveaux de 100 000 a
1 000 000 de particules par millimetre cube de sang, mais le systeéme
immunitaire réussit a réduire cette concentration de 100 a 1 000 fois. Le nombre
de LTC revient alors a la normale et le nombre de CD4 augmente, quoique de
facon temporaire, pour demeurer a un niveau inférieur a la normale. Les
symptomes d’infection aigué disparaissent alors et la primo-infection se termine.
7.2 Stade asymptomatique : taux de CD4 supérieur & 500 cellules par mm?®
Ce stade est le plus long de 'infection par le VIH, il dure en moyenne 10 ans,
bien que pour une minorité il puisse étre de un an ou, au contraire, de 15ans.
Durant le stade asymptomatique, la plupart de personnes vivant avec le VIH
(PVVIH) ne manifestent que peu de symptdmes. Ceci donne I’impression que le
virus a pour ainsi dire «disparu». Mais il ne s’agit pas la d’une phase latente de
la maladie, bien au contraire : chez 95% des personnes infectées, le virus est
entrain de se multiplier a une vitesse foudroyante dans les tissus lymphoides,
tout en détruisant les cellules du systéme immunitaire. Les 5% restants sont des
progresseurs lents ou des non-progresseurs a long terme.

- Activité du VIH

Il y a un certain temps, on croyait que le stade asymptomatique de I’infection
par le VIH était une période latente de I’infection. En d’autres termes, on pensait
que le VIH dormait dans les cellules infectées, jusqu’a ce que, plusieurs années
plus tard, un événement inconnu déclanche son activation et la progression de la

maladie. Cette perception €tait acceptée dans la mesure ou les chercheurs ne
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trouvaient que peu de traces de VIH dans le sang et parce que les patients

avaient un taux de CD4 relativement stable et présentaient peu de symptomes.
Aujourd’hui, les scientifiques reconnaissent que, méme si le stade
asymptomatique n’implique que peu ou pas de symptomes, le virus est toujours
tres actif dans les tissus lymphoides.

Durant le stade d’infection asymptomatique, des milliards de particules VIH
sont détruites chaque jour par la réponse du systéme immunitaire et un nombre
¢gal est produit pour remplacer. Ainsi, des milliards de lymphocytes CD4 sont
quotidiennement détruits par le VIH et remplacés par de nouvelles cellules
produites par le systeme immunitaire.

Apres le stade d’infection aigué, la quantit¢ de VIH libre dans le sang fluctue
pendant une période de 6 mois ou plus et se stabilise par la suite & un niveau qui
varie d’un individu a I’autre (ce niveau de base est également appelé point
d’équilibre). Chez la plupart des individus non traités, ce niveau se situe entre
1000 a 100 000 copies de VIH par ml de plasma. Un niveau plus ¢€levé est
associ¢ a une perte plus rapide de CD4, une progression plus rapide de la
maladie et une survie plus courte.

La nature et la progression de I’infection par le VIH sont sans précédent parmi
les infections virales humaines. Cette transition du VIH entre infection aigué et
chronique avec réplication continue du virus est unique parmi les infections
virales chez I’humain. Les infections virales suivent habituellement un des trois
cours suivants : elles causent la mort dans un court laps de temps, elles sont
¢liminées du corps, ou encore elles entrent dans une vraie période de latence. La
capacité¢ qu’a le VIH de sembler latent tout en se multipliant et en se propageant
activement dans I’organisme a créé un nouveau modele d’évolution d’une
infection virale.

- Activité du systéeme immunitaire :

Une baisse graduelle du nombre des CD4 présents dans le sang se produit

souvent durant le stade asymptomatique de 1’infection par le VIH. Ceci refléte
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probablement la capacité de plus en plus faible du systéme immunitaire a réagir

a la réplication virale toujours croissante dans les ganglions lymphatiques et a la
destruction constante des cellules du systéme immunitaire.

Une autre conséquence de I’infection par le VIH sur le systéme immunitaire est
la perte de régulation des cytokines. Les cytokines sont des messagers chimiques
libérés par les cellules afin d’influencer 1’activit¢é d’autres cellules. Les
cytokines libérées par les CD4 et autres cellules du systtme immunitaire
orchestrent (coordonnent et contrdlent) les réponses immunitaires. Des exemples
de cytokines incluent les interleukines, interférons et tumor necrosis factor.
Certaines cytokines stimulent la division de cellules du systéme immunitaire, ce
qui déclenche la réplication du VIH.

Durant la progression de I’infection par le VIH, la perte de régulation des
cytokines contribue a détruire le systéme immunitaire de plusieurs fagons :

- Il y a surproduction de certaines cytokines et sous-production d’autres, ce qui
perturbe les signaux que les cellules du systéeme immunitaire regoivent pour
fournir des réponses immunitaires efficaces.

- La capacité des TLC (CD8) a détruire les cellules infectées par le VIH est
inhibée.

- Les lymphocytes B qui produisent les anticorps sont poussés a proliférer et a
surproduire de facon spontanée des anticorps non nécessaires, une condition que
I’on appelle <<I’hypergammaglobulinémie>>.

7.3 Stade symptomatique : taux de CD4 entre 200 et 500 par mm?®

La phase asymptomatique évolue progressivement en phase symptomatique au
fur et @ mesure de la diminution progressive des CD4. Ce changement se
manifeste par D’apparition d’une ou plusieurs des infections opportunistes
caractéristiques.

- Activité du VIH

Le taux de réplication du VIH dans les ganglions lymphatiques et la rate

demeure ¢levé. En méme temps, la structure interne des organes lymphoides
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(thymus, moelle osseuse, rate et ganglions lymphatiques) se détériore

graduellement, contribuant a I’augmentation de la charge virale dans le sang.

- Activité du systéeme immunitaire

Durant le stade symptomatique de la maladie, environ un lymphocyte CD4 sur
1000 présents dans la circulation sanguine est infecté par le VIH. Lorsqu’ils sont
administrés pendant ce stade, les tests cutanés d’hypersensibilité retardée qui
montrent la capacité de réponse des lymphocytes T aux antigénes communs ne
montrent qu’une faible réponse. Ceci constitue une preuve que I’'immunité a
médiation cellulaire est altérée. Le taux de CD4 dans le sang continue a chuter.
7.4 Stade Sida : un taux de CD4 inférieur & 200 cellules par mm®

La phase symptomatique de 1’infection par le VIH évolue vers la phase avancée
ou sida avec chute continue des taux de CD4 et I’apparition progressive
d’infections opportunistes séveres et de cancers. Toute personne ayant un taux
de CD4 inférieur a 200 cellules par mm3 est considérée comme atteinte du sida
selon le systéme de classification du CDC de 1993. Ces personnes risquent de
développer des manifestations cliniques indicatrices du sida (infections de
catégorie C).

Cependant, méme les personnes ayant un taux de CD4 inférieur a 200 peuvent
survivre sans traitement pendant de longues périodes sans infections
opportunistes ou autres manifestations externes du sida.

- Activité du VIH

De facon typique, le niveau de particules virales libres dans le sang se situe entre
100 000 virons par ml et 1 000 000, essentiellement en raison de la détérioration
totale de la structure interne des ganglions lymphatiques, du thymus et de la
moelle osseuse qui se produit lors du stade avancé de la maladie.

Les virions présents chez une personne au stade sida ont tendance a étre plus
virulents que ceux présents durant la primo-infection. Des recherches en
laboratoire ont démontré¢ que les types de VIH plus virulents tendent a se

répliquer plus rapidement que ceux présents aux stades précédents de la maladie
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et qu’ils tendent a utiliser les récepteurs chemokines CXCR-4 comme un co-

récepteur lorsqu’ils infectent les lymphocytes CD4. Ces populations de VIH
provoquent également la fusion de lymphocytes infectés avec des lymphocytes
non infectés. Ce résultat produit des cyncytia, cellules géantes polynucléaires.
Les lymphocytes ne peuvent survivre sous la forme de cyncytia et meurent
habituellement dans les 48heures. Les particules provoquant la formation de
cyncytia ont ainsi un effet particulicrement dévastateur sur le systeme
immunitaire.

Des recherches en laboratoire ont également démontré que le VIH peut pénétrer
les cellules, non seulement en tant que particule virale libre, mais aussi par
contact directe entre les cellules infectées et celles qui ne le sont pas. Les
recherches ont pu observer dans les cultures virales la transmission du VIH de
macrophages infectés a des lymphocytes non infectés et de lymphocytes infectés
a des cellules épithéliales non infectées, comme celles qui tapissent les parois
intestinales ou des voies génitales. Un tel transfert d’une cellule a 1’autre permet
au VIH d’infecter de manicre efficace méme les cellules qui ne portent pas la
molécule CD4, tout en se protégeant des attaques par des anticorps qui ne
peuvent pénétrer a I’intérieur des cellules par conséquence ne s’attaquent qu’aux
particules virales libres.

- Activité du systeme immunitaire

Le taux de CD4 dans le sang chute rapidement au cours du sida. A ce stade, un
CD4 du sang circulant sur dix est infecté par le VIH. On peut rencontrer
différentes manifestations de dysfonctionnement du systéme immunitaire dont :

- Les cellules de la moelle osseuse, précurseurs des CD4 et autres cellules du
systéme immunitaire, sont affaiblies ou détruites en raison de la détérioration de
la moelle (les précurseurs eux mémes ne semblent pas étre infectés par le VIH).

- La production et la sécrétion de cytokine sont sévérement perturbées.

- Le VIH ne semble pas influencer le nombre de lymphocytes B de facon

importante (le VIH n’infecte habituellement pas les lymphocytes B), mais la
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perte de régulation de cytokine a toujours comme résultat la surproduction

d’anticorps non nécessaires (ou hypergammaglobulinémie).

- Le systéme immunitaire peut, durant le stade avancé du VIH, étre affaibli au
point qu’il ne peut plus produire de nouveaux anticorps lors d’une vaccination
ou contre le VIH lui-méme. De facon paradoxale, chez certaines PVVIH au
stade sida, les tests pour détecter la présence d’anticorps anti-VIH produisent
des résultats négatifs.

- Les lymphocytes CD4 qui ne sont pas infectés par le VIH ne montrent qu’une
faible réponse au antigenes ; la présence du virus de ’influenza, par exemple,
ne déclenche qu’une faible réaction de leur part. ceci est probablement le
résultat de la perte de régulation de cytokine et contribue au développement
d’infections opportunistes.

8. TRANSMISSION DU VIH: [56]

Les scientifiques ont identifi¢ les modes de transmission du VIH dans les
premiers temps de I’épidémie, bien avant que le virus lui-méme ne soit
découvert. Aucun notre mode de transmission n’a €té découvert depuis. Dans le
monde entier, les personnes peuvent contracter 1’infection par le VIH de trois
maniéres possibles.

- Par contact sexuel, qu’il soit hétérosexuel ou homosexuel. Le contact
hétérosexuel est le principal mode de transmission du VIH dans le monde.

- Par contact avec le sang ou les autres fluides corporels, les produits sanguins
ou les tissus d’une personne infectée. Ceci se produit habituellement par
inoculation du VIH lors du partage de seringue chez les UDI, plus rarement par
piqlire accidentelle ou par éclaboussure de sang sur des muqueuses et encore
plus rarement a travers un contact avec le sang contaminé en présence de

blessures de la peau.
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- Par transfert du virus d’une mere infectée a son enfant avant ou pendant la

naissance, ou juste apres la naissance a travers I’allaitement. Ce transfert mere-
enfant est aussi appelé «transmission périnatale ».

Le transfert du virus d’une mére infectée a son enfant est également appelé
«transmission verticale», ce qui fait référence au passage du virus d’une
génération a la suivante. Ce terme est souvent utilis€é dans la littérature
scientifique, tout comme celui de «transmission horizontale». La transmission
horizontale fait référence au transfert du virus d’une personne a 1’autre dans la
population. La transmission sexuelle et la transmission sanguine sont deux
exemples de transmission horizontale.

Des particules virales libres ont été isolées dans le sang, le sperme le liquide
vaginal et le lait maternel. On trouve également le VIH dans d’autres fluides
corporels comme le liquide cérébro-spinal (dans le quel baigne le cerveau et la
moelle épiniére), le liquide synovial, qui baigne les surfaces articulaires, le
liquide pleural qui occupe I’espace virtuel entre les poumons et les parois de la
cavité¢ thoracique ; le liquide amniotique enfin, qui entoure le feetus. Les
chercheurs ont également retrouvé le VIH en trés petites quantités dans la salive,
les larmes, les urines, et les féces. Aucun cas de transmission du VIH par ces

liquides n’a ét¢ documenté.
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TABLEAU 1V : pourcentage des cas de sida selon le mode de transmission

depuis le début de 1’épidémie jusqu’au 30juin 2001 [56].

Mode de transmission Etats-unis Taux mondial
Homosexuel 46 5-10

UDI (utilisateurs de drogue injectable) 26 5-10
Homosexuel/UDI 6 Non disponible
Hétérosexuel 11 >70
Hémophile 0,6 Non disponible
Personne exposées durant un acte médical 1 3-5

Facteur de risque indéterminé 9,4 Non disponible

B) LE PALUDISME
1. DEFINITION

Le paludisme, endémie parasitaire majeure, le paludisme (palus =marais) ou
(=mauvais air) est une érythrocytopathie due a un hématozoaire, du genre
Plasmodium, transmis & 1’homme par la piqlire d’un moustique hématophage, la
femelle de I’anophele. 11 sévit en zones intertropicales sur le mode endémique,
parfois épidémique. Il existe en fait plusieurs types de paludismes selon 1’espece
de plasmodium en cause [2].

2. HISTORIQUE ET ACTUALITE [23] :

Avant 1630, on distinguait déja, parmi les fievres intermittentes, la "fi¢vre des
marécages".

En 1630, Don Francisco Lopez apprend des Indiens du Pérou les vertus de
I’écorce du quinquina; les fiévres sont divisées en deux groupes, selon leur
sensibilité ou leur résistance a cette drogue. Pelletier et Caventou (1820) en
isolent 1’alcaloide actif, la quinine, que Maillot utilise au cours de la campagne

d’Algérie (1830). L’agent pathogeéne est découvert en 1880 par Laveran a
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Constantine. Marchiafana, Celli et Golgi, distinguent bientdt trois especes

parasites de ’homme : Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, et
Plasmodium malariae. De 1895 a 1897, la transmission de cette affection par un
moustique du genre Anopheéles est soupgonnée par Ross et confirmée par Grassi
en 1898. Stephens isole en 1922 une quatriéme espece plasmodiale :
Plasmodium ovale. En 1948, Shortt et Garnham mettent en évidence 1’existence
de formes exoérythrocytares tissulaires dans le foie expliquant ainsi la phase
prépatente et peut-€tre la survenue des rechutes (acces de reviviscence
schizogonique). De 1820 jusqu’a 1940 environ, aucun progres thérapeutique
n’avait été réalis¢, mais peu avant la seconde guere mondiale, la Chloroquine,
premier antipaludique de synthéese, est préparée et ouvre la voie a toute une série
de dérivés. La guere du Pacifique a partir de 1942, privant les Américains des
plantations Indonésiennes de quinquina, active les recherches. Contre le vecteur,
les insecticides de contact, a effet rémanent tel le DDT, sont dés la fin de la
guerre largement utilisés. Grace a ces nouvelles armes, 1’éradication du
paludisme parait possible. En 1957, elle est entreprise a I’échelle mondiale par
I’OMS. Apres des succes rapides surtout en zone subtropicale et tempérée, dans
les pays développés, dans les iles, les progres deviennent lents, en particulier
dans les pays déshérités [23].

La résistance des vecteurs au DDT apparait; les insecticides de remplacement
sont beaucoup plus onéreux (4 a 10fois plus). En 1961, I’avenir s’assombrit de
la découverte de souches de P. falciparum résistantes aux amino-4-quinoléines,
antipaludiques de synthese largement utilisé€s, et leur extension mondiale est
actuellement inquiétante.

En 1968, un programme de lutte visant a contenir les effets de la maladie
(mortalité, morbidité) a été défini plutét qu’a I’éradiquer. En fin, les succes
acquis ne sont pas toujours définis, comme le montre les récentes €pidémies

apparues dans des régions autre fois débarrassées de la maladie.
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Actuellement, la recherche demeure orientée vers la lutte antivectorielle, le

traitement curatif et prophylactique, la vaccination; contre le vecteur les
problémes sont d’ordre technique (résistance aux insecticides), mais surtout
¢conomique (colt des insecticides et leur mise en ceuvre) ; le traitement du
paludisme requiert de nouveaux produits efficaces contre le P. falciparum
résistants aux  amino-4-quinoléines, et des antipaludiques  visés
exoérythrocytaires. L’immunothérapie est sans doute la voie d’avenir, qu’il
s’agisse d’immuno-stumulation non spécifique, ou surtout d’un vaccin dont la
mise au point quoique difficile ne parait plus utopique en raison des succes
obtenus en expérimentation animale, de la réussite de la culture in vitro des
stades érythrocytaires, puis hépatique de P. falciparum (Trager et Jensen 1976,
Mazier et al. 1985), des progres de la biologie moléculaire, du génie génétique et
d’une meilleur connaissance des mécanismes immunitaires engendrés par
I’infection plasmodiale. Trois types de vaccin sont a 1’étude, selon que la cible
est le mérozoite, le sporozoite ou le gamétocyte [23].

3. TRANSMISSION DU PALUDISME

Le paludisme est causé par le parasite Plasmodium, c’est un protozoaire intra-
céllulaire qui parcourt son cycle biologique chez ’homme et chez certaines
espéces de moustiques du genre anophele. Il existe quatre especes de
Plasmodium qui causent le paludisme chez I’homme : P. falciparum, P. vivax,
P. malariae et P. ovale. Parmi celles-ci, Plasmodium falciparum est la plus
importante dans la plupart des régions tropicales et est responsable de nombreux
cas de maladie grave et de déces [59].

4. CYCLE DES PLASMODIES [23] :

Chez I’homme s’effectue la multiplication asexuée ou schizogonique des
plasmodies.

Au cours de piqlre, le moustique infesté injecte avec sa salive des centaines de

parasites, sous forme de sporozoites fusiformes (8 a 12um X 1um) qui ne restent
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dans la circulation sanguine qu’une demi-heure. Ils gagnent rapidement le foie

ou s’effectue le cycle exoerythrocytaire primaire (syn. : cycle pré-erythrocytaire,
schizogonique tissulaire primaire): Les sporozoites pénetrent dans les
hépatocytes ou ils se cachent sous le nom de cryptozoites ; ceux-ci grossissent,
leur noyau se divise et en une semaine environ est constitu€ un schizonte mature
ou corps bleu, basophile, volumineux (40 a 100um) contenant quelque milliers
de noyaux, déformant I’hépatocyte hote repoussant son noyau en périphérie.
L’¢éclatement du corps bleu libére de nombreux mérozoites qui, pour la plupart,
s’embolissent dans les capillaires sanguines. Cependant en cas d’infestation par
P. vivax, ou P. ovale, certaines cryptozoites peuvent restés quiescents pendant
un temps variable (quelques mois a plusieurs années) déterminé génétiquement
selon la souche. Lorsque ces parasites quiescents, appelés hypnozoites, entrent
en division, effectuant un cycle exo-érythrocytaire secondaire, ou plutot retardé
(syn. : schizogonie tissulaire secondaire), ils sont a 1’origine de nouveaux corps
bleus susceptibles de réensemencer le sang en mérozoites des mois ou des
années apres la primo-invasion et de déterminer ainsi des réviviscences
schizogoniques érythrocytaires. Il y aurait ainsi deux populations de sporozoites,
les unes ¢voluent immédiatement jusqu’au stade de corps bleu intrahépatique et
les autres, les hypnozoites restant un certain temps endormis dans les
hépatocytes. P. falciparum (et P. malariae sans doute) ne comporte ni
hypnozoite ni schizogonie tissulaire secondaire

Dans le sang s’effectue le cycle asexué érythrocytaire (syn.: schizogonie
¢rythrocytaire). Chaque mérozoite pénétre par endocytose dans une hématie et
s’y transforme en trophozoite : celui-ci mesure 2 a 3um et possede une
volumineuse vacuole nutritive qui refoule en périphérie son cytoplasme et son
noyau. Il grossit, et son noyau se divise : c’est alors un schizonte qui se charge
de pigment malarique ou hémozoine. La multiplication des noyaux dont chacun
s’entoure d’une plage cytoplasmique forme un schizonte mir ou un corps en

rosace. Parallélement, I’hémoglobine se dégrade et, dans I’hématie parasitée,
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apparaissent des granulations de Schiiffner (P. vivax, P. ovale), des taches de

Maurer (P. falciparum) ou rien (P. malariae). Le corps en rosace dilaté et mar
éclate ; cet éclatement, contemporain de ’accés fébrile, libére des mérozoites
qui vont parasiter des hématies vierges et effectuer de nouveaux cycles
schizogoniques érythrocytaires. Chaque cycle érythrocytaire dure 48 heures
pour P. vivax, P. ovale ou P. falciparum et 72 heures pour P. malariae. Lors de
I’éclatement des rosaces, ’hémozoine libérée est phagocytée soit dans le sang
par des polynucléaires neutrophiles ou des monocytes, qui deviennent
mélaniféres, soit par des histocytes dans le foie (cellules de Kupffer), la rate ou
la moelle hématopoiétique.

Dans le sang s’amorce enfin le cycle sexué ou sporogonique. Apres plusieurs
cycles schizogoniques, apparaissent dans les hématies des éléments a potentiel
sexuel, les gamétocytes males et femelles.

Chez I’anoph¢le femelle s’effectue le cycle sexué ou sporogonique.

En prenant son repas sanguin sur un paludéen, I’anophele femelle absorbe des
trophozoites, des schizontes, des rosaces, des gamétocytes. Les ¢éléments
asexués sont digérés et seul les gamétocytes ingérés assurent la poursuite du
cycle. Dans I’estomac du moustique, le gamétocyte male se transforme en
gamete par exflagellation, le gamétocyte femelle par expulsion de corpuscules
chromatiniens. La fécondation du gameéte femelle donne un ceuf mobile,
I’ooknéte, qui traverse la paroi de 1’estomac de ’anophele et se fixe au niveau
de la face externe formant 1’oocyste, dans le quel s’individualisent les
sporozoites. Libéré par I’éclatement de 1’oocyste, ces derniers gagnent avec
prédilection les glandes salivaires de 1’anophele. La durée du cycle
sporogonique varie de 10 a 40 jours selon la température et 1’espéce
plasmodiales. Elle est de 12 jours pour P. falciparum en Afrique tropicale. Le
cycle s’arréte lorsque la température moyenne est inférieure a 16°C pour P.

vivax et a 18°c pour P. falciparum [23].
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Le moustique femelle a besoin d’un repas sanguin pour assurer la maturation de

ses ceufs, et comme elle pond plusieurs fois des ceufs au cours de son existence,
elle devra prendre plusieurs repas sanguins et aura plusieurs occasions de

prélever des parasites du paludisme et de les transmettre [59].
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FIGURE III: Cycle biologique du Plasmodium spp. Chez I'homme et le

moustique [59].

5. Diagnostic biologique du paludisme:
5.1. Diagnostic direct :
Le diagnostic du paludisme repose sur la mise en évidence du parasite dans le

sang. On distingue deux techniques : la goutte épaisse et le frottis sanguin.
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Les prélevements de sang sont pratiqués avant toute prise d’antipaludique, de

préférence a 1’occasion d’un clocher thermique. La recherche du parasite
s’effectue sur le frottis et sur goutte épaisse, colorés par la méthode de Giemsa,
ou de May-Grunwald-Giemsa qui teinte le cytoplasme en bleu et le noyau en
rouge. Ces deux techniques sont complémentaires : la goutte épaisse réalise une
concentration ; elle permet d’examiner une plus grande quantité¢ de sang et donc
de dépister une parasitémie moindre ; par contre 1’identification est trés difficile.
Le frottis, au contraire, permet le diagnostic d’espece précis [23].

L’association frottis goutte épaisse doit étre systématique ; elle se pratique
volontiers sur la méme lame lors d’enquétes épidémiologiques [23].

5.2. Diagnostic indirect :

Des techniques visant a concentrer les hématies parasitées et/ ou a identifier de
facon spécifique le plasmodium ou son noyau sont en cours d’évaluation :
centrifugation en tube a microhématocrite avec coloration a ’acridine orange
(QBC malaria test®), immunofluorescence directe avec réveélation par anticorps
monoclonal (monofluo Kit P. falciparum®), identification d’un antigéne
spécifique de P.falciparum par une bandelette réactive (parasight®), hybridation
avec des sondes d’ADN marquées. Aucune n’a actuellement fait la preuve d’une
sensibilité nettement supérieure a celle de la goutte épaisse lue par un spécialiste
[23].

5.3. Numération des parasites du paludisme [58].

En plus du diagnostic définitif de paludisme et du diagnostic différentiel des
especes plasmodiales, 1I’examen microscopique permet aussi de déterminer leur
nombre par unité de volume sanguin. La connaissance du degré de parasitémie
peut avoir une valeur diagnostique et pronostique en cas d’infection paludique
grave a P. falciparum et aide aussi au suivi des changements induits par le
traitement.

M¢éthodes de numération des parasites du paludisme sur un frottis mince
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Pour avoir un pourcentage d’hématies parasitées sur frottis mince, utiliser deux

compteurs, un pour les globules rouges et I’autre pour les parasites. Compter
tous les globules rouges dans un champ (a 1’objectif 100x a immersion), puis
tous les parasites dans le méme champ.
Répéter 1’exercice jusqu’a ce que 500 globules rouges aient ét€¢ comptés. Le
pourcentage de parasitémie est alors le nombre total de parasites x 100 divisé
par le nombre total de globules rouges comptés.

Nbre.total de parasites comptés x 100

------------------------------------------- = Pourcentage de parasitémie

Nbre.total de globules rouges comptés
M¢éthode de numération des parasites du paludisme dans une goutte €paisse
I. Parasites par pl
La méthode qui suit est une méthode pratique d’une précision suffisante. Elle est
basée sur le nombre des parasites par ul de sang dans une goutte épaisse, ceux-ci
¢tant comptés en relation avec un nombre prédéterminé de leucocytes. Une
moyenne de 8000 leucocytes par pl est prise comme standard. En dépit
d’inexactitudes dues a des variations du nombre de leucocytes entre les
individus en bonne sant¢ et a de plus grandes variations chez ceux en mauvaise
santé, ce standard permet des comparaisons raisonnables. Avant de commencer
a compter, I’équivalent de 0.25 ul de sang (environ 100 champs, en utilisant un
oculaire x 7 et un objectif & immersion x 100) doit étre examiné sur la goutte
¢paisse pour déterminer 1’espéce plasmodiale et les stades parasitaires présents.
Quand ceci a été établi, voici une méthode appropriée de comptage pour les
gouttes ¢épaisses positives: pour la procédure de cette méthode  voir
méthodologie.
II. Le Systéme des croix (+...) [58].
Une méthode plus simple de numération des parasites sur une goutte épaisse est
d’utiliser le systeme des croix. Celui-ci indique le nombre relatif de parasites et

suppose que 1’on utilise un code de un a quatre croix, comme suit :
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+ =1-10 parasites par 100 champs d’une goutte épaisse (GE) : (4-40 parasites

par mm’)

++ =11-100 parasites par 100 champs d’une GE : (40-400 parasites par mm”)
+++ =1-10 parasites par champ d’une GE : (400-4000 parasites par mm")

++++ =plus de 10 parasites par champ d’une GE : (4000-40000 parasites par
mm”)

Ce systéme ne devrait €tre utilisé que lorsqu’il est impossible de faire une
numération des parasites par ul de sang plus acceptable.

6. L’IMMUNITE DANS LE PALUDISME [30] :

6.1. Définitions

Immunité naturelle

Etat réfractaire d’un hdte vis-a-vis d’un parasite, relevant de la constitution
génétique de 1’hote.

Immunité acquise de type prémunition

Etat immunitaire (permanent en zone endémique), conférant une protection
relative acquise progressivement (2 a 6 ans), provoqué et entretenu par la
présence du parasite dans 1’organisme de 1’héte. Il s’estompe apres le départ de
la zone d’endémie, peu apres la disparition des parasites (12 a 24 mois).
Immunité congénitale

Transmission a ’enfant d’immunoglobulines (IgG) synthétisées chez la mére,
par passage transplacentaire: le nouveau-né sera protégé pendant environ 6 mois
contre les acces graves.

6.2. Les antigenes de Plasmodium

Une série de protéines antigéniques ont été isolées de P. falciparum au cours de
cycle et définie biochimiquement. Elle a fait I’objet d’un inventaire pouss¢ en
vue de la production d’un vaccin.

Une protéine appelée circumsporozoitique (circumsporozoite protéine, CSP),

située a la surface de la membrane externe, domine le stade sporozoite. Elle
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comporte 412 acides aminés, dont 40p.100 sont des séquences répétées en

tandem. L’épitope le plus immunogene est une asparagine (N) et proline (P), soit
la séquence NANP. Elle a été essayée comme vaccin et utilisée comme antigéne
pour les tests sérologiques. La CSP ne se retrouve pas dans les autres stades du
plasmodium.

Comme remarque ont retient: pour évoquer la variabilit¢ qui existe d’un
Plasmodium a D’autre, il est intéressant de noter que la structure du peptide
¢épitope (CSP) des sporozoites de P.vivax différe de celui de P. falciparum par
les acides aminées qui le composent : arginine (R), acide aspartique (D), glycine
(G), glutamine (Q), proline (P), alanine (A).

Le stade schizogonique hépatique, phase de transmission entre sporozoite et
mérozoites, exprime des antigénes spécifiques a la surface des hépatocytes
parasités. Plusieurs protéines spécifiques ont ¢ét¢ identifiées en méme temps
que, des antigenes de mérozoites. Dans les stades schizogoniques sanguins, les
principaux antigenes sont ceux de la surface et des rhoptriques du mérozoite,
ceux du schizonte mir et de la vacuole parasitophore et celui de la surface de
I’érythrocyte parasité au stade anneau.

Plusieurs protéines specifiques du stade gamétocyte ont été décrites ainsi qu’une
protéine présente sur les zygotes et les ookinetes.

La plupart de ces antigénes varient d’une souche a I’autre de P. falciparum et, a
fortiori, d’une espéce a I’autre de plasmodium.

6.3. Réponse immune

Au cours de I’infection plasmodique, le systéme immunitaire est tenu de réagir
contre tous les antigénes relargués par le parasite. La majorité des antigénes
n’induisent pas d’immunité protectrice: les anticorps concernés sont des témoins
d’un contact récent avec le parasite, ni plus ni moins.

Les antigeénes qui induisent la protection sont situés a la surface du parasite. Ils
sont spécifiques de stade, d’ou 1’absence de protection croisée entre immunité

anti-sporozoite, anti-mérozoite et anti-gamétocyte.
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De plus il est étonnant de constater qu’une protection efficace contre les formes

asexuées du sang n’est acquise, en zone endémique, qu’apres plus de 6 ou 8 ans
de contact avec les parasites. C’est en effet vers cet age que les densités
parasitaires baissent de maniere significative chez les enfants pourtant
continuellement infectés. Une explication plausible serait que les parasites qui se
succedent chez DI’enfant, suite aux multiples inoculations par le moustique,
présentent une diversité génétique énorme qui se traduit au niveau des
schizontes sanguins par des contenus antigéniques différents (polymorphisme
antigénique). Le sporozoite est en effet un stade hybride résultant de la
fécondation de deux gametes pouvant avoir des origines différentes.

6.4. Mécanisme de protection

Les anticorps participent a la protection aussi bien que les cellules T et les
monocytes sécréteurs de monokines.

La formation de complexes antigéne-anticorps au niveau de la CSP facilite la
phagocytose des sporozoites et leur destruction dans les macrophages.

Pour le stade hépatique, ce sont les lymphocytes T cytotoxiques qui sont
responsables de la cytotoxicité sur 1’hépatocyte infecté exprimant 1’antigéne
parasitaire en surface par D’intermédiaire du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I. L’immunité anti-sporozoite comme I’immunité
anti-mérozoite pourrait agir indirectement au début et a la fin du développement
du schizonte, au moment ou les antigenes spécifiques de ces stades sont
exprimés par 1’hépatocyte infecté : sécrétion de cytokines, particulierement
I’interféron g (IFN g) et I’interleukine 6 (IL6).

Au niveau de la surface des mérozoites, c¢’est une opsonisation qui a lieu. Elle
neutralise les sites de reconnaissance cellulaire et interfére donc avec le
mécanisme d’invasion des érythrocytes. Les parasites intracellulaires pourraient
étre atteints par les lymphokines et les globules rouges infectés également subir

I’opsonistion par les anticorps reconnaissant les antigénes parasitaires exposés
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en surface. La reconnaissance des antigénes de surface des gamétocytes et leur

opsonisation les rendent inaptes a la fécondation.

7. EPIDEMIOLOGIE DU PALUDISME DANS LE MONDE

Répartition geographique [46]

La transmission du paludisme est élevée dans toute la zone intertropicale entre le
30° de latitude nord et le 30° de latitude sud :

- en Afrique intertropicale, dans tous les pays, sauf le Lesotho,

- dans I’Océan Indien, dans toutes les iles (Madagascar, Comores, Zanzibar),
sauf I’Ile de La Réunion et les Seychelles,

- en Amérique centrale et en Amérique du sud, en particulier en Amazonie
(Brésil, Colombie, Pérou), sauf au Chili, en Uruguay et au sud de I’ Argentine,

- en Asie : dans tous les pays de I’ Asie du sud-est, sauf a Brunei et a Singapour ;
dans la plupart des pays d’Asie centre-sud, en particulier Inde, Sri Lanka,
Pakistan, Afghanistan, Bangladesh,

- au Proche et au Moyen Orient : dans les pays de la zone, sauf a Bar hein, et
Qatar,

- dans les Caraibes : en Haiti et en République Dominicaine

- en Océanie : aux Iles Salomon, au Vanuatu, en Papouasie Nouvelle Guinée.
Les Départements et Territoires francais d’Outre Mer sont des pays sans
transmission de paludisme (Martinique, Guadeloupe, Ile de la Réunion,
Nouvelle Calédonie, Polynésie), sauf la Guyane et Mayotte. L’incidence a
Mayotte est estimée a 3000 cas.

Le paludisme est, avec le VIH/SIDA et la tuberculose, I'un des principaux
problémes de santé publique qui sapent le développement dans les pays les plus
pauvres du monde. Il y a un lien étroit entre paludisme et pauvreté. La maladie
frappe les communautés les plus vulnérables et les plus déshéritées, et ce sont
donc ceux qui ont le plus besoin du traitement qui peuvent le moins en

bénéficier. Le paludisme condamne donc a la pauvreté. Outre d’immenses
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souffrances humaines, cette maladie colte a 1’Afrique plus de US $12 milliards

par an, ralentissant chaque année la croissance économique de 1,3 %.1 [47].
L’un des problémes les plus urgents auxquels est confrontée I’ Afrique est le
développement de la pharmaco-résistance. Le meédicament antipaludique le
moins colteux et le plus largement utilisé (la chloroquine) perd rapidement de
son efficacit¢ dans presque tous les pays d’endémie alors qu’il reste le
médicament de premiere ligne dans bien des programmes nationaux de lutte
antipaludique. La résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine, souvent considérée
comme le premier médicament de remplacement de la chloroquine et aussi le
moins colteux, se développe elle aussi dans certaines régions d’Afrique [47].

Au Mali, le paludisme sévit sur tout le territoire. L’espece P. falciparum est la
plus fréquente car elle représente 84-95% [23].

Différents facies épidémiologiques de transmission ont été décrit a travers le
pays [23].

- La zone de transmission saisonniére longue de 4-6 mois en zone
soudanoguinéenne ;

- La zone de transmission saisonniere court de 3 -4 mois en zone soudanienne et
au Sahel ;

- La transmission sub-saharienne au nord a transmission saisonniere sporadique
voire épidémique ;

- La zone du delta intérieur du fleuve et les zones de retenue d’eau et de
rizicultures (barrage) a transmission bi ou pluri modale ;

- La zone peu propice a I’impaludation : milieux urbains.

8. Formes cliniques du paludisme.

Certains tableaux cliniques sont communs a toutes les espéces plasmodiales,
méme si I’on observe des nuances ou des degrés dans I’intensité des signes selon
le parasite : ce sont les acces simples qui comprennent la primo-invasion et les

acces de réviviscence schizogonique a fievre périodique. De méme le paludisme
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viscéral évolutif (parfois appel é cachexie palustre) peut, en principe, étre causé

par toutes les plasmodies. En revanche, d’autres tableaux sont spécifiques ou
compliquent une infection par une espeéce précise: [’accés pernicieux
(neuropaludisme), la fievre tierce maligne et fievre bilieuse hémoglobinurique
pour P. falciparum, la néphrite quartane pour P. malariae. Enfin, I’age de I’hote
(enfant) ou son état (femme enceinte) [23].

8.1. Acces palustres simples

8.1.1. Acces de primo-invasion

Par définition, il apparait chez un sujet neuf, non immun, c'est-a-dire chez enfant
de 4 mois a 4 ans, autochtone d’une zone d’endémie, mais aussi a tout age, y
compris chez I’adulte, pour les sujets récemment transplantés d’une région
exempte de paludisme vers une zone d’endémie, pour peu qu’ils ne se
soumettent pas a une prévention efficace [23].

Délai apres piqire infectante variable : classiquement : 11 jours, entre 7 et 14
jours, en fait long chez le sujet sous chimioprophylaxie inadéquate (en régle
inférieur un an) [4].

L’invasion est marquée par une fievre progressivement croissante qui devient
continue, en plateau ou a grandes oscillations irrégulieéres avec plusieurs pics par
jour, atteignant 39 a 40°C. Cette fiévre n’a jamais, a ce stade initial, de
périodicité réguliere. Elle s’accompagne d’un malaise général avec myalgies,
céphalées et douleurs abdominales souvent au premier plan. Nausées ou
vomissements et parfois une diarrhée s’y ajoutent. Ce tableau de gasto-entérite
fébrile chez un céphalalgique est d’autant moins évocateur qu’a I’examen la rate
n’est pas palpable au début, bien que I’hypochondre gauche puisse €tre sensible.
Le foie est parfois augmenté de volume et douloureux. Un bouquet d’herpes
labial est souvent noté, ainsi qu’une diminution de la diurése avec urines foncées

contenant des traces de protéines.
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Le diagnostic est difficile et I’on cherche a écarter une entériose, une arbovirose,

une salmonenose une méningite lymphocytaire aigué si les céphalées sont
intenses [23].

8.1.2. Acces chez les sujets immuns : le portage d’infections plasmodiales
asymptomatiques est fréquent dans les zones ou la transmission est fréquente et
pérenne (parfois, plus de 90% de la population). Il faut penser a une autre
maladie infectieuse associée a un paludisme infection avec portage
“asymptomatique” [4].

8.1.3. Acceés répétés lies a des reviviscences schizogoniques ou acces
intermittents. Frissons, chaleur, sueurs, accés se répétant tous les 2 jours :
fievre tierce maligne a P. falciparum ou bénigne a P. vivax, P. ovale, (ou) tous
les 3 jours : fievre quarte bénigne : P. malariae. Avec splénomégalie [4].

8.1.4. Paludisme visceéral évolutif (PVE)

Il survient en zone d’endémie chez les sujets soumis a des infestations palustres
massives et répétées, ne se soumettant pas a une prophylaxie ou a un traitement
efficace et qui se situent au début de la période d’acquisition de I’'immunité.

La symptomatologie du PVE est subaigué ou chronique : elle associe une
anémie avec paleur, asthénie, anorexie, parfois dyspnée, oedémes des membres
inférieurs, souffle systolique anorganique. La splénomégalie, constante chez les
enfants. La température est variable, parfois le décalage thermique, trop discret,
n’est méme pas noté. Ce tableau d’évolution prolongée entraine chez I’enfant un
retard staturo-pondéral parfois considérable.

Le diagnostic, hors du contexte de 1’enfant en zone tropicale, peut étre difficile
et s’égarer vers une maladie hématologique. L’hémogramme confirme
I’importance de I’anémie et releéve une leuconeutropénie, la VS est augmentée. 11
existe une hypergammaglobulinémie avec élévation de IgM et surtout des 1gG.

De rares hématozoaires sont mis en évidence de fagon intermittente a la goutte
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¢paisse, alors que le sérodiagnostic décéle un taux ¢élevé d’anticorps

antipalustres.

8.2. Les particularités liées aux especes [23].

8.2.1. Paludisme a P. falciparum.

L’aptitude de P. falciparum a déterminer des parasitémies ¢élevées et a
encombrer la circulation sanguine dans les capillaires viscéraux confére au
paludisme di a cette espece une gravité particuliere : il est le seul a pouvoir étre
la cause directe de la mort par acces pernicieux. En revanche, sa longévité ne
dépassant guére deux mois, il n’existe pas de véritables rechutes, seulement des
recrudescences en cas de traitement insuffisant. Mais en zone d’endémie, les
réinfections sont fréquentes.

Ces acces graves surviennent préférentiellement chez des sujets non immuns,
enfants ou adultes récemment soumis a I’infection palustre, mais ne représente
heureusement que 6a10%. Des acces a P. falciparum. Sans que 1’on comprenne
pourquoi, a8 méme niveau d’infection et d’immunité apparent, certains individus
échappent a cette forme maligne.

Au début I’acces pernicieux débute soit progressivement, soit brutalement. A
début progressif, il est marqué par I’installation d’une fiévre accompagnée des
symptomes décrits lors de 1’accés de primo-invasion, mais I’examen clinique
attentif peut révéler une note neurologique. A début brutal, il foudroie un sujet
en pleine santé, souvent un jeune enfant qui, en quelques heures, convulse et
sombre dans un coma fébrile.

Phase d’état; elle associe fievre, troubles neurologiques et d’autres
manifestations de défaillance viscérale grave.

- La fievre est quasi constante (elle est exceptionnellement absente le premier
jour), atteint 39-40°C. Elle peut dépasser 41°C dans les 1/3 des cas et est alors de
mauvais pronostic. Le pouls est accéléré, souvent plus que ne le voudrait la

fievre, mais la pression artérielle est peu modifiée.
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Les signes neurologiques les plus fréquents sont les troubles de la conscience, de

I’obnubilation au coma profond. A la ponction lombaire, le LCR est limpide,
n’est pas hypertendu, au moins chez 1’adulte et ne contient pas ou peu
d’¢éléments cellulaires. La protéinorachie est nulle ou a peine modifi¢e (< 0,5g/1).
- Les convulsions constituent le deuxiéme signe neurologique fréquent : elles
sont plus souvent généralisées que localisées et relévent de I’encéphalite palustre
lorsqu’elles sont répétées (plus de deux crises par 24 heures), déterminant
parfois un état de mal convulsif, et qu’elles sont suivies d’une phase de troubles
de la conscience post-critique durant plus de 15 minutes.

- Les autres signes neurologiques sont variables dans le temps et dans leur
localisation, témoignant de la souffrance cérébrale diffuse et jamais d’un déficit
focalisé : paralysies fugaces, signes d’atteinte pyramidale variable, abolition de
réflexes ostéotendineux. L’abolition du réflexe rotulien est considérée comme de
mauvais pronostic (LE Dantec). Chez un sujet sans trouble de la conscience, des
manifestations psychiatriques (bouffée délirante) sont parfois observées au
début. Des troubles cérébelleux (ataxie avec hypotonie et nystagmus) ont été
observés dans 2 circonstances : parfois en pleine phase aigué de ’acces, plus
souvent au décours du coma, 1ils sont transitoires.

- L’anémie, toujours présente au cours de I’accés pernicieux, est plus ou moins
marquée au début. Elle caractérise un acceés grave lorsque I’hématocrite est
inférieur a 15%.

- Les signes de défaillance hépatique sont parfois présents mais leur
interprétation n’est pas univoque. L’ictére ou le subictére conjonctival,
fréquemment observés chez 1’adulte, releve a la fois de 1’hémolyse et d’un
trouble de fonctions hépatiques (€élévation de la bilirubine libre et conjuguée).
On palpe souvent une hépatomégalie sensible chez les adultes non immuns et les
enfants. Le taux de d’albumine sérique peut baisser, mais la cytolyse est discrete

ou absente (transaminases modérément ¢levée).

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



A‘E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

- La splénomégalie est rarement présente au début d’un acces pernicieux. Elle

apparait secondairement dans un tiers des cas seulement, et constitue alors un
signe se bon pronostic.

- L’insuffisance rénale prend deux aspects: le plus souvent, elle est
fonctionnelle avec oligurie mais persistance d’une concentration uréique urinaire
correcte et cédera sous réhydratation. Plus rarement, il s’agit d’une défaillance
rénale aigué organique, avec oligo-anurie (diurése inférieur a 400ml par 24
heures chez 1’adulte ou a 12ml/kg et par 24 heures chez I’enfant) et ¢lévation de
la créatinine (supérieure a 265umol/l). La défaillance rénale s’accompagne
parfois d’une polyurie trompeuse. Cette insuffisance rénale organique, plus
fréquente chez 1’adulte que chez I’enfant, est mauvais pronostic, mais si I’on
parvient a passer la phase aigué€ grace aux mesures d’épuration extra-rénale, elle
guérit sans séquelle.

- L’oedéme pulmonaire est une complication rare mais grave de 1’acces
pernicieux.

- Le collapsus circulatoire est également rarement observé au cours de 1’acces
pernicieux : le  systétme cardio-vasculaire résiste = remarquablement
habituellement, méme si les pressions artérielles mesurées sont a la limite
inférieure a la normale.

- Des signes d’hémorragie diffuse ou une hémoglobinurie massive sont parfois
observés, saignement gingival, ¢épistaxis, pétéchies, hémorragie sous-
conjonctivale, associés a des signes de coagulation intra-vasculaire disséminée
(CIVD). La thrombopénie est quasi constante au cours de tout acces a P.
falciparum.

- L’hypoglycémie est beaucoup plus fréquente au cours de 1’acce€s pernicieux
constitue un signe de facheux pronostic lorsqu’elle est inférieure a 2,2 mmol/l
(<0,4g/1). Chez I’adulte, est plus rare, mais observée cependant chez les femmes
enceintes. Elle est souvent déclenchée par la quinine, dont [Deffet

hyperinsulinémiant est particuliérement net.
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Le diagnostic est évoqué sur les circonstances épidémiologiques (enfants, sujet

neuf, saison), 1’aspect symptomatique, et qu’il s’agisse d’un coma fébrile,
inauguré ou suivi de crises convulsives (neuro-paludisme) ou d’une anémie
aigué€, ’acces pernicieux grave ou compliqué, est une urgence diagnostique et
thérapeutique. La présence de 1’hématozoaire sur le frottis sanguin ou sur une
goutte épaisse doit toujours €tre confirmée mais I’intensité de la parasitémie
n’est pas constamment corrélée a la gravité des signes. Cependant, une
parasitémie supérieure a 5% (250000parasites par pl de sang), chez un sujet non
immun est de mauvais pronostic. Les jeunes enfants des zones d’endémie
tolerent parfois des parasitémies plus élevées sans signe de gravité.
Fievre bilieuse hémoglobinurique.

I1 s’agit d’un syndrome lié au paludisme a P. falciparum plus que d’une forme
clinique de D’affection. Elle survient chez des Européens expatriés depuis
plusieurs mois ou années en zone tropicale, ayant des antécédents d’acces a P.
falciparum, et prenant irréguliérement une prophylaxie et/ou des traitements par
la quinine . Le rdéle déclenchant d’une prise de quinine (allergie) ou d’une
infection intercurrente virale ou bactérienne est fréquemment retrouvé. Le début
est brutal avec lombalgies, paleur, fievre. Rapidement apparaissent un ictere,
une chute tensionnelle, une oligurie avec urines rouge Porto, témoignant de
I’hémolyse intra-vasculaire massive et confirmée par 1’anémie, 1’insuffisance
rénale et ’hémoglobinurie. En revanche, la parasitémie est nulle ou modérée, ce
qui distingue ce syndrome d’un acceés pernicieux. On discute un accident
d’hémolyse médicamenteuse chez un déficitaire en enzyme érythrocytaire. Le
pronostic, mauvais, dépend de la capacité a pouvoir instituer rapidement une
réanimation avec exsenguino-transfusion et épuration extra-rénale.

La fiévre bilieuse hémoglobinurique n’a pratiquement plus été observée pendant
la période ou les amino4quinoléines ont remplacé la quinine en prophylaxie et

traitement des acces simples. On craint de la voir réapparaitre si la chloroquino-
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résistance de P. falciparum oblige a utiliser de nouveau la quinine ou des

médicaments chimiquement proches comme la méfloquine, en cures répétées.
8.2.2. Paludisme a Plasmodium vivax.

P. vivax détermine habituellement des accés fébriles sans gravité. L’accés de
primo-invasion survient aprés une incubation silencieuse de 12 a 21 jours,
parfois de 6 a 9 mois pour certaines souches. La symptomatologie est typique,
souvent moins intense que celle déterminée par P. falciparum, avec rarement
des tableaux de fievre rémittente. On n’observe jamais d’accés pernicieux. Les
acces de reviviscence a fievre périodique sont fréquents, typiques dans
expression de fievre tierce bénigne et surviennent en 1’absence de traitement
radical.

Le paludisme viscéral évolutif a P. vivax n’a pas de particularité.

8.2.3. Paludisme a Plasmodium ovale

Proche du paludisme a P. vivax, il en partage la bénignité. L incubation varie de
15 jours a plusieurs mois. L’acces de primo-invasion est souvent frustre et
ignoré, voire absent.

8.2.5. Paludisme a Plasmodium malariae

Il est surtout remarquable par le rythme quarte des acces de fievre périodique.
La primo-invasion fruste, passe souvent inapercue. En absence de traitement,
une parasitémie érythrocytaire extrémement basse, infraclinique et indétectable

par les méthodes classiques, peut persister des années, jusqu'a 20 ou 30 ans.

C. INTERRELATION PALUDISME ET VIH :

Le profil épidémiologique de I’infection a P. falciparum et celle du VIH en
Afrique subsaharienne, fait admettre que leur co-morbidité constitue un véritable
probléme de santé publique. En effet la co-infection VIH — Plasmodium a des
implications multiples sur la santé de la population [6, 9, 36, 38].

- L’impact de I’infection & Plasmodium sur celle du VIH :
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L’infection a P. falciparum lors des acces fébriles s’accompagne d’une

lymphopénie en particulier une chute de CD4 [3].

Cette infection a P. falciparum entraine une stimulation de la réplication virale
par production de cytokine (interleukine6, TNF). On observe donc une
évolution plus rapide de I’infection a VIH en raison de 1’augmentation de la
réplication virale au cours des acces palustres répétés [17, 26, 29, 31, 41].
Quelques ¢études publi¢es, notamment celle de Malawi [35], confirment une
augmentation significative de la charge virale VIHI1 lors des accés palustres
chez les patients co-infectés.

Gonzal et al [26] ont exécuté une étude transversale pour étudier le TNF-
ALPHA et la production d’oxyde nitrique (NO) chez 44 enfants infectés par le
VIH-1 ainsi que la relation avec le statut immunitaire et la réplication virale. Ils
ont trouvé une trés forte corrélation entre le taux plasmatique de TNF-ALPHA
et NO chez les enfants infectés par le VIH-1 (r= 0,98 ; p< 0,001). Par ailleurs les
enfants infectés avec une charge virale plus élevée (>4,7log 10) avaient un fort
taux de TNF-ALPHA et NO que ceux avec la charge virale en dessous de ce
seuil. Ces auteurs soutiennent que I’utilisation des inhibiteurs spécifiques
d’INOS (oxyde nitrique synthase induite et des anti-TNF-ALPHA) pourrait
avoir un certain avantage thérapeutique dans I’infection a VI H1[26].

Lane et al ont effectué une étude au décours duquel ils suggerent que le TNF-
Alpha supprime de fagon dose dépendante la réplication du VIHI1 dans les
monocytes sanguins périphériques fraichement infectés et les macrophages
alvéolaires en induisant la production de RANTES et en réduisant 1’expression
du Récepteur5S de chemokine CC (CCRS) [37].

- L’impact de I’infection a VIH sur celle du Plasmodium :

Dans I’infection a VIH on note

- Une chute progressive des lymphocytes CD4 comme dans le paludisme
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- Une réduction de la prémunition (par diminution de réponse des lymphocytes

aux antigénes palustre), avec risque de survenue des formes séveres, [17, 54].
L’infection a VIH/SIDA apparait comme un cofacteur de paludisme sévére, en
particulier dans les zones a transmission instable, associée a une mortalité plus
¢levée liée a un échec du controle de la multiplication parasitaire [17].

Cette comorbidité n’est pas corrélée au niveau des CD4 et ne se retrouve pas
chez les patients ayant une prémunition conservée [17].

Une fréquence plus importante du paludisme plus particulierement une
augmentation des formes graves en raison de I’'immunodépression engendrée par
I’infection a VIH [6, 9, 13, 15, 21, 27, 55, 57].

Plusieurs autres études faites dans la population d’enfants nés de mere
séropositives et dans la population d’adultes séropositifs en général ont montré
que le paludisme ne pourrait pas étre considéré comme une infection
opportuniste du sida, et qu’il n’existe aucune différence dans I’incidence, la
sévérité, ou la réponse au traitement antipalustre [42, 44].

Des études menées au ZIMBABWE, au ZAIRE et en OUGANDA ont prouvé la
méme hypothése, et ont proposé la nécessité de revoir la pratique courante de
traiter tous les cas de fievre chez les enfants et les adultes comme paludiques [5,
57].

D’autres études [52], nuancent 1’opinion ci-dessus : les parasitémies sont plus
souvent positives et de densités plus élevées chez les enfants et les adultes
séropositifs.

Ainsi, chez ces derniers, les acces séveres seraient plus fréquents que chez les
adultes séronégatifs. Le titre d’anticorps vis-a-vis d’antigéne palustres (peptide
de synthése) a été trouvé plus élevé chez les sujets séropositifs au VIH et
asymptomatiques, mais abaissé au stade de dépression immunitaire du SIDA.

Les CD4 sont en effet indispensables a 1’acquisition de I’immunité antipalustre

[5].
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Withworth et al aprés avoir effectué une étude de cohorte en milieu rural

Ougandais de 1990 a 1998 chez les séronégatifs sont parvenus a la conclusion
que la fréquence du paludisme clinique et le faible taux de CD4 étaient liés a
une augmentation de la densité parasitaire [32].

Un autre point d’interrogation concerne 1I’impact de la chimioprophylaxie par le
cotrimoxazole chez les patients a VIH positif : elle pourrait réduire la fréquence
des acces palustres. En revanche, 'utilisation au long cours de ce sulfamide
risque de réduire la sensibilit¢ de P. falciparum a la sulfadoxine-
pyriméthamine, molécule recommandée par de nombreux programmes
nationaux de lutte contre le paludisme en raison de la chloroquino-résistance.
Chez les enfants, les acces palustres répétés sont une des principales causes
d’anémie ; aussi les schémas thérapeutiques antirétroviraux devraient en tenir
compte, en cas d’utilisation de molécules hématotoxiques.

Les antipaludiques ne présentent pas d’interactions réelles avec les
antirétroviraux. Néanmoins, des précautions sont a prendre en cas d’associations
entre : Méfloquine et efavirenz : en raison de leur toxicité neurologique ;
Sulfadoxine-pyrimétamine et névirapine, efavirenz ou abacavir : en raison de
I’hypersensibilité (toxicité cutanée) ;

Sulfadoxine-pyrimétamine et zidovidine en raison de leur hématotoxicité [17].
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IV. METHODOLOGIE :

1. LIEUD’ETUDE :

Le Mali est situé au cceur de 1I’Afrique de 1’ouest, enclavé entre 1’Algérie au
nord-est, le Niger au sud-est, le Burkina, la Cote d’Ivoire et la Guinée au sud, le
Sénégal et la Mauritanie a 1’ouest.

Le Mali est un pays sahélien de 1241000 Km® s’étalant sur plus de 1500 Km du
nord au sud , entre les 10°™ et 25°™ paralléles nord et sur plus de 1800 Km,
entre 4°5 Est et 12°5 de longitude Ouest américains.

Bamako, capitale du Mali, chef-lieu de région, il est situé¢ dans le sud-ouest du
pays, ces agglomérations s’étendent sur les rives du fleuve Niger. Reli¢e a
Dakar par la voie ferrée Dakar-Niger et & Abidjan par la route. Bamako regroupe
de nombreuses petites et moyennes entreprises [19].

La répartition de la population selon le degré de pauvreté est assez disparate, la
tendance est majoritairement trés pauvre dans la couche des agriculteurs,
¢leveurs, et ménageres, moins vulnérables dans la couche des commercants, des

salariés du public et prive [18].
CNTS DE BAMAKO :

Cette étude a été effectuée au CNTS de Bamako qui est situé dans le quartier de
Quinzambougou en commune II du district de Bamako, sur la rue

ACHKABAD.

1.1. Création et mission du CNTS :

Le centre national de transfusion sanguine a été créé par [’ordonnance
N°0041/P-RM du 20 septembre 2000. Bien avant cette date, il existait déja en
aolt 1960 la banque de sang de I’hdpital du point G, puis le 16 décembre 1964

la banque nationale de sang a été inaugurée.
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Actuellement c’est un service public a caractére scientifique, technologique, et

culturel.

Le centre national de transfusion sanguine a pour mission de collecter, de
conditionner, de conserver le sang humain et ses dérivés : sang total, concentré
de globules rouges (CGR), le concentré de globules blancs (CGB), le concentré
de plaquettes et le plasma frais congelé¢ (PFC) en vue de les distribuer aux
¢tablissements sanitaires publics et privés qui en expriment le besoin.

I1 est chargé aussi de :

- Sensibiliser, recruter, et fidéliser les donneurs de sang ;

- Effectuer des analyses biomédicales et des expertises médico-légales ;

- Réaliser des études et des recherches dans le domaine de sa compétence ;

- Participer a la formation universitaire des €tudiants et stagiaires ainsi qu’a la

formation continue des cadres.

1.2 Organisation et fonctionnement du CNTS :

L’organisation et les modalités de fonctionnement du CNTS sont fixées par le
décret N°00587/P-RM du 23 septembre 2000 qui abroge les dispositions du
décret N°90-38/P-RM du 5 juin 1990. Le batiment est divis¢ en deux parties :
une partie administrative et [’autre partie constitue le laboratoire avec ses
différentes sections.

Les activités menées lors du fonctionnement du CNTS sont :

- La collecte de sang en équipe mobile et en cabine fixe ;

- Sélection des donneurs ;

- Validation biologique des produits sanguins ;

- Fractionnement, conservation, et distribution de ces produits sanguins ;

- L’encadrement des stagiaires de la FMPOS et des écoles de formation en
santé ;

- Le CNTS est ouvert 24 heures sur 24.

Le CNTS est animé par un personnel constitué essentiellement de :
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Un directeur

On note la présence de :

- Cing médecins ;

- Trois pharmaciens ;

- Cinq assistants médicaux ;

- Six techniciens supérieurs de labo ;

- Trois contrdleurs des finances ;

- Un secrétaire ;

- Deux adjoints administratifs ;

-  Un manceuvre ;

- Trois chauffeurs ;

- Un standardiste ;

- Une cuisiniere ;

2. TYPED’ETUDE :

Il s’agit d’une étude prospective transversale qui s’est déroulée de février a
décembre 2005

3. POPULATION D’ETUDE :

La population d’étude était constituée de donneurs de sang volontaires réguliers
ou de donneurs occasionnels venus au CNTS durant notre période d’étude. Deux
groupes de donneurs de sang ont été constitués: un groupe compos¢ de
donneurs présentant une sérologie HIV positive et un autre constitué¢ de
donneurs de sang a sérologie HIV négative. A chaque donneur de sang
séropositif choisi et ayant accepté de participer a 1’étude, nous avons associé¢ 2
donneurs séronégatifs. Nous avons au total inclus 251 donneurs séropositifs et
420 donneurs séronégatifs au VIH. Certains donneurs séronégatifs qui avaient
¢été choisis n’ont pas accepté de donner leur consentement éclairé et ceux c¢i  ont
¢té exclus de 1’étude, c’est pourquoi leur nombre n’est pas le double.

4. CRITERES D’INCLUSION :

- Avoir effectué¢ un don de sang ;
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- Donner son consentement éclairé ;

5. CRITERES DE NON INCLUSION :

- Refus de donner son consentement éclairé ;

- Répondre a un des criteéres de contre-indication pour donner son sang.

- Age <18 ans > 60ans ;

- Poids < 55kg ;

- Femme enceinte et allaitante ou en menstruation ;

- Appartenir a un groupe a risque transfusionnel de VIH, BW, HBS, HCV,
connu avant le don de sang ;

- Avoir un examen clinique dont les résultats contre indiquent le don de sang.

6. ECHANTILLONNAGE

Echantillonnage a été de type aléatoire, le donneur était sélectionné par tirage au
sort aprés les résultats sérologiques. Ceux qui acceptaient de signer le
consentement éclairé étaient ensuite réprélevés. A chaque donneur de sang
séropositif choisi et ayant accepté de participer a 1’étude, nous avons associé¢ 2
donneurs séronégatifs. On réalisait la goutte épaisse sur tous les échantillons.
Trois groupes de donneurs de sang ont €té constitués : un groupe composé¢ de
donneurs présentant une sé€rologie VIH positive et ayant une goutte épaisse
positive (VIH+ GE+). Le deuxiéme groupe était constitu¢é de donneurs a
sérologie VIH positive et goutte épaisse négative (VIH+ GE-). Le troisieme
groupe ¢était constitué de donneurs a sérologie VIH négative et a goutte épaisse
positive (VIH- GE+). Nous avons au total inclus 83 donneurs VIH+ GE+, 168
donneurs VIH+ GE- et 136 donneurs VIH- GE+.

7. LES PARAMETRES MESURES :

- Parameétres socio démographiques Age, Sexe, Situation matrimoniale

- Paramétres biologiques : NFS, Goutte épaisse (parasitémie), dépistage du VIH.
8. METHODES UTILISEES :

- Techniques de prélevements :

Le prélévement sur tube du patient se fait ainsi :
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Le patient était assis sur un tabouret ou une chaise pres d’une table.

Nous attachions un garrot sur le bras, désinfections le pli du coude, introduisions
l'aiguille dans la veine et recueillions la quantit¢ de sang nécessaire. Nous
retirions ensuite 1’aiguille aprés avoir détaché le garrot et placé du coton sec sur
le lieu de prélevement.

Le tube était fermé et le nom du patient y était écrit en toute lettre et avec un
numéro d’ordre sur du scotch que 1’on collait sur le tube puis il était déposé dans
le portoir.

- Matériels pour le prélevement :

Nous disposions de : local bien aéré, ventilé et éclairé ; d'un garrot, d’aiguilles,
de gants a usage unique, de tubes secs, de coton, d'alcool et d'eau de Javel, de
pinces et de ciseaux, un portoir, des conteneurs de déchets contaminés.

8. 1. Techniques de dépistage du VIH :

Pour le dépistage de nos échantillons, nous avons utilis¢ le test ELISA
GENSCREEN HIV1/2 du laboratoire BIO-RAD. Tous nos échantillons positifs
au GENSCREEN HIV1/2 ont été confirmés au Western Blot (New Lav BLOT
DE BIO-RAD)

Matériels et réactifs :

Les réactifs et matériels utilisés sont :

e Un papier absorbant ;

e Des gants

e Des ¢éprouvettes graduées de 10, 200, 1000 ml ;

e Des pipettes de 50, 100,200 et 1000 ;

e Des agitateurs ;

e Un systéme de lavage automatique ;

e Un incubateur sec de micro plaques ;

e Des conteneurs de déchets contamingés ;

e Un spectrophotomeétre (PR 2100) de BIO RAD.
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8.1.1. GENSCREEN HIV1/2 (BIO RAD).

Principe:

Genscreen HIV1/2 version 2 est une technique immuno-enzymatique basée sur
le principe du sandwich en deux étapes pour la détection des différents anticorps
associés aux virus VIH-1 et /ou VIH-2, dans le sérum ou le plasma humain.
Genscreen HIV1/2 repose sur l'utilisation d'une phase solide préparée avec les
antigénes purifiés (protéines recombinants gpl60 et p25 du virus VIH-1 et
peptide mimant 1'épitope immunodominant de la glycoprotéine du virus VIH-2)
et d'un conjugué préparé avec des antigénes marqués a la peroxydase (protéine
recombinante  nucléocapsidique et peptides mimant les  épitopes
immunodominants des glycoprotéines d'enveloppe des VIH-1 et VIH-2).

Mode Opératoire :

Suivre strictement le protocole proposé.

Utiliser les sérums de contrdle négatif, positif et le sérum seuil a chaque mise en
ceuvre du test pour valider la qualité du test.
Etablir soigneusement le plan de distribution et d'identification des échantillons.
Préparer la solution de lavage diluée.

Sortir le cadre support et les barrettes de I'emballage protecteur.
Déposer directement sans prélavage de la plaque (plaque de 96 puits ou
microplaque), successivement :
25ul de diluant dans chaque cupule.

75ul de sérum de controle négatif (R3) en Al.

75ul de controle seuil (R4) en B1, C1, et DI.

75ul de sérum de controle positif (R5) en E1.

75ul de sérum du premier échantillon en F1.

75ul de sérum du deuxiéme échantillon en G1...
Homogénéiser le mélange par trois aspirations minimums avec la pipette de

75ul ou en agitant la microplaque apres 1'étape de pipetage.
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Couvrir d'un film autocollant en appuyant bien sur les bords pour assurer

I'étanchéité.

Incuber la microplaque dans un incubateur sec de microplaques pendant

30 £5 minutes a 37+1°C.

Retirer le film adhésif, laver la plaque a l'aide du laveur automatique de
microplaques jusqu'a 5 fois.

Distribuer 100ul de conjugué dans toutes les cupules. Le conjugué doit étre agité
avant emploi.

Recouvrir d'un film autocollant neuf et incuber 30+ 5 minutes a la température
ambiante (18-30°C).

Retirer le film adhésif ; laver 5 fois a I'aide du laveur automatique.

Distribuer rapidement dans toutes les cupules 80ul de la solution de révélation
de l'activité enzymatique préalablement préparée.

Laisser la réaction se développer a l'obscurité pendant 30+£5 minutes a la
température ambiante. Lors de cette incubation, ne pas utiliser de film adhésif.
Ajouter 100ul de la solution d'arrét dans les cupules.

Essuyer soigneusement le dessous des plaques. Lire la densité optique a 450-620
nm a l'aide d'un lecteur de plaques, dans les 30 minutes qui suivent l'arrét de la
réaction.

- Calculs et interprétations des résultats :

La présence ou l'absence des anticorps anti-VIH-1 et ou VIH-2 est déterminée
en comparant pour chaque échantillon l'absorbance enregistrée a celle de la
valeur seuil calculée.

Calcul de la moyenne des absorbances du sérum de controle seuil :

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

DOR4=
3 DOR4
Valeur Seuil : VS VS =
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Validation de l'essai :

Le sérum de controle négatif doit étre inférieur a 70% de la valeur seuil : DOR3
inférieure a 0,7 VS.

La moyenne des sérums de contrdle seuil doit étre supérieure ou égale a 0,8 :
DORA4 supérieure ou égale a 0,8.

Facultatif : le rapport DOR5/DOR4 doit étre supérieur ou égal a 1,3

Les échantillons dont les absorbances sont inférieures a la valeur seuil sont
considérés négatifs d'aprés le test de Genscreen HIV1/2 Version 2.

Les échantillons dont les absorbances sont égales ou supérieures a la valeur seuil
sont considérés initialement positifs d'apres le test Genscreen HIV1/2 version 2.
Toutefois, les résultats situés juste au-dessous de la valeur seuil
(VS-10%<DO<VS) doivent étre interprétés avec prudence et les échantillons
correspondants doivent étre rétestés en double.

LIMITES DU TEST :

De tres faibles taux d’anticorps peuvent ne pas étre détectés lors d’infection
récente, en conséquence un résultat négatif signifie que 1’échantillon contrélé ne
contient pas d’anticorps détectables par le test Genscreen. Un tel résultat négatif
n’exclut pas la possibilité d’une infection VIH-1/VIH-2.

La variabilité des virus VIH-1 (groupe M, groupe O) et VIH-2 ne permet pas
d’exclure la possibilit¢ de réactions faussement négatives. Aucune méthode
connue pour ’instant ne peut offrir I’assurance que le virus est absent. Toute
technique ELISA hautement sensible peut produire des réactions faussement
positives. Afin de spécifier la réaction, tout échantillon trouvé positif
reproductible doit étre soumis a un test de confirmation (Western Blot par
exemple).

8. 1. 2. Le Western Blot.

C’est le NEW LAV BLOT du laboratoire BIO-RAD qu’on a utilisé. Ce test est
utilis€ non seulement pour confirmer la séropositivité mais aussi dans notre

¢tude a servi de typage du VIH
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- Présentation :

La trousse NEW LAV BLOT I est destinée a la détection par immunoempreinte
des anticorps anti-VIH-1 sériques ou plasmatiques humains.

La trousse NEW LAV BLOT II est destinée a la détection par immunoempreinte
des anticorps anti-VIH-2 sériques ou plasmatiques humains.

- Principe de la technique

Le test repose sur le principe de D’ELISA indirect sur bandelette de
nitrocellulose contenant toutes les protéines constitutives du VIH-1 (NEW LAV
BLOT 1), du VIH-2 (NEW LAV BLOT II) et un controdle interne anti-IgG. La
bande du contrdle interne est située du coté de I’extrémité non numérotée de la
bandelette avant la réaction p18 (NEW LAV BLOTI), p16 (NEW LAV BLOT
IT) et permet de valider I’addition de 1’échantillon, des réactifs et le bon
déroulement du protocole opératoire.

Les protéines du virus VIH-1 (NEW LAV BLOT I),du virus VIH-2 (NEW LAV
BLOTII) inactivées sont s€parées en fonction de leurs poids moléculaires par
¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide en milieu dissociant et réducteur, puis
¢lectrotransférées sur membrane de nitrocellulose.

- Mode opératoire :

1. Eliminer le couvercle transparent du rack utilisé. S’assurer que la face des
bandelettes comportant le trait de repere et la numérotation est visible, afin que
les protéines virales présentes sur cette face soient recouvertes par différents
réactifs tout au long de la manipulation.

2. Ajouter 2 ml de la solution de lavage /diluant reconstituée dans chaque
compartiment.

Incuber 5 minutes sous agitation lente

3. Ajouter 20 pl de chaque échantillon ou sérum de contréle dans chaque
compartiment correspondant.

Incuber 2 heures a température ambiante sous agitation lente.
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4. Aspirer entierement le contenu de chaque compartiment a 1’aide d’une trompe

a vide munie d’un piege contenant du désinfectant (eau de javel 25%).

Veiller a ne pas entrainer la bandelette lors de l’aspiration, utiliser le puits
d’aspiration prévu a cet effet. Rincer sous le robinet la pointe d’aspiration en
contact avec les échantillons entre chaque aspiration, pour éviter les
contaminations inter-échantillons.

Laver chaque bandelette avec 2 ml de solution de lavage/diluant reconstituée et
¢liminer immédiatement par aspiration, en respectant les mémes précautions.
Laver 2 fois 5 minutes, sous agitation lente, chaque bande avec 2 ml de solution
de lavage/ diluant reconstituée (soit 3 lavages en tout). Eliminer la solution du
dernier lavage.

5. Distribuer 2 ml de conjugué par compartiment, la solution de conjugué étant
préalablement stabilisée a la température ambiante.

Incuber 1 heure a température ambiante sous agitation lente.

6. lavage : procéder comme en 4.

7. Distribuer 2 ml de solution de révélation par compartiment.

En présence de particules en suspension dans la solution de révélation, laisser
décanter dans le flacon avant pipetage (ces particules n’interférent pas dans le
test).

Incuber sous agitation lente et surveiller 1’apparition de la coloration.

Toutes les bandes correspondant aux protéines virales doivent étre visualisées
avec le sérum de contréle positif.

(Temps de révélation : environ 5 minutes).

8. Arréter la réaction en éliminant la solution de révélation et en ringant les
bandelettes 3 fois a 1’eau distillée.

9. Sécher les bandelettes entre 2 feuilles de papier absorbant a température
ambiante.

Classer les bandelettes, les positionner parfaitement a 1’aide du trait de repere et

interpréter.

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

Validation et interprétation des résultats :

Validation :

La bande du contrdle interne anti-IgG doit étre présente avec une coloration
forte. L absence ou la faible coloration de la bande de contrdle interne anti-IgG
traduit soit une absence de dépot de I’échantillon ou de réactifs, soit un non-
respect du protocole opératoire.

Interprétation :

S’aider du contrdle positif pour identifier les anticorps révélés et vérifier la
présence du controle interne sur chaque bandelette

TABLEAU V: Interprétation du résultat de NEW LAV BLOTI.

INTERPRETATION PROFIL
Positif 2 ENV £ GAG £ POL
Indéterminé 1 ENV + GAG + POL;
GAG £ POL;
GAG; POL
Négatif Aucune bande

La rubrique indéterminé peut faire suspecter une des alternatives suivant :

Séroconversion, VIH-2 ou réaction croisée avec d’autres rétrovirus.

TABLEAU VI: Interprétation du résultat de NEW LAV BLOTII.

INTERPRETATION PROFIL

Positif ENV + GAG + POL

Indéterminé ENV +GAG ; ENV + POL
GAG + POL ; GAG; POL
ENV

Négatif Aucune bande
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Western blot : Confirmé positif si 3 Anticorps dont 2 anti-env
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Figure IV: western blot confirmé positif Source: western blot bandelette hiv
pdf
Chaque anticorps qui se fixe sur la bandelette correspond a une protéine

spécifique du virus, pouvant étre représenté par le schéma qui suit.

INTERPRETATION D'UNE IMMUNO-EMPREINTE

. 3
Contréle positif

Contréle négatif

GP160
GP 120

PEE
P55
] P52
P GP41
P40

@ P24 -

[ ] P25 -

Contrile - -

Aubas de la bandelette, une bande de contréle interne, contenant en guise d°Ag des 1gG, permet de valider le bon
déroulement du protocole opérateire. Les autres bandes correspendent aux différentes protéines du VIH-1.

Figure V

8.2. Confection du frottis mince :
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Sur une lame dégraissée, déposer a une extrémité une petite goutte de sang,

placer en avant de cette goutte une deuxieme lame, I’incliner a 45 et ’amener
au contact de la goutte ; laisser le sang s’étaler dans le diédre formé par les deux
lames, faire glisser rapidement et réguliérement la lame « étaleuse » vers
I’extrémité libre de la lame porte-objet, faire sécher rapidement par agitation.

- Coloration du frottis :

Les réactifs May Grunwald Giemsa colorent les leucocytes des étalements
minces de sang d’une maniere différentielle. Recouvrir la lame de May
Grunwald et laisser au contact trois minutes. Ajouter 1 ml d’eau distillée, laisser
agir une minute, rejeter le tout et colorer par la solution de Giemsa préparée
extemporannement. Laisser au contact 15 a 20mn, laver, sécher, et lire.

La formule leucocytaire est établie sur 100 leucocytes en examinant a
I’immersion la lame régulierement a 1’objectif 100. Lorsque la formule a été
comptée, examiner les hématies afin de noter leur anomalie de taille, de
coloration et de forme.

8.3. Le comptage par le MICROSoft ABX a 8 parametres

Le MICROSoft ABX a 8 paramétres nous permet d’avoir : le nombre par mm’
de globule rouge, de globule blanc et de plaquette ; le taux d’hémoglobine en
g/dl ; I’hématocrite en % ; le VGM en pm’ ; le TGMH en pg et le CCMH en
g/dl.

8. 4. Détermination de la parasitémie

Elle est effectuée sur la goutte épaisse colorée par Giemsa suivant le protocole
de ’OMS.

La procédure :

1 Commencer en haut & gauche de la goutte épaisse, et choisir une partie propre
et bien colorée de la goutte épaisse.

2 Compter tous les leucocytes dans le champ de vue, puis tous les parasites.

3 Continuer dans le champ de vue. S’il y a beaucoup de saletés dans un champ

de vue, continuer au prochain sans rien compter.
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4 En général, compter le nombre de parasites par 200 leucocytes.

5 S’il y a beaucoup de parasites, s’arréter quand on a compté 500 parasites.

6 S’il y a moins de 10 parasites pour 200 leucocytes, compter jusqu’a 500
leucocytes.

7 Avant de déclarer une goutte €paisse négative, examiner 100 champs de vue.

8 Calcul de parasitémie :

(Nombre de parasites X 8000)/nombre de leucocytes

9 Accord entre les résultats A et B :

12A <B <2A

10 Calcul de la moyenne géométrique des résultats A et B

(A2 + B))22

11 S’il y a désaccord entre A et B, demander a une troisieme personne de
vérifier la parasitémie. Prendre alors la moyenne géométrique des deux résultats
les plus proches.

8.3 Traitement et analyse de données :

Les informations recueillies sur le sujet participant a 1’étude ont été analysées
sur le logiciel EPI info version 6.04 dfr et la saisie sur le logiciel Microsoft
Word 2003.

Le test Khi2 a été utilis¢ pour comparer les différentes populations d’étude et le

seuil de signification a été fixé a p<0,05
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V : Résultats :
TABLEAU VI : Répartition des patients selon le statut sérologique et les

résultats de la goutte épaisse.

GE VIH+ VIH-
EFF % EFF %
Positive 83 33,1 136 32,4

Négative 168 66,9 284 67,6

Total 251 100 420 100

Sur 671 personnes testées par la goutte épaisse pour la recherche des
plasmodies, 33,1% des VIH+ avaient une GE+ contre 32,4% des VIH-.
(X* = 0,03; p = 0,85): il n’y avait pas de différence statistiquement

significative.

TABLEAU VII : Répartition des trois groupes d’individus selon le sexe.

VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+ Total
SEXE EFF % EFF % EFF %  EFF %
Masculin 64 77,1 120 71,4 121 89,0 305 78,8

Féminin 19 22,9 48 28,6 15 11,0 82 21,2

Total 83 100 168 100 136 100 387 100

Le sexe masculin était prédominant dans tous les groupes : avec 77,1% pour les
VIH+GE+ et 89,0% pour les VIH- GE+.
X?=14,03 ; p=0,0008) : il y avait une différence statistiquement significative.
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TABLEAU VIII : Répartition des trois groupes selon les tranches d’age.

Classe d’age VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+ Total
(en année) EFF % EFF % EFF % EFF %
18-35 56 68,7 108 64,3 105 77,2 269 69,5
36-50 26 313 54 32,1 31 22,8 111 28,7
51-60 1 1,2 6 3,6 0 0 7 1,2
Total 83 100 168 100 100 100 387 100

La tranche d’age 18 ans a 35 ans était de 68,7% pour les co-infectés et 77,2%

pour les VIH-GE+.

(X*=6,01 ; p=0,049) : il y avait une différence statistiquement significative.
p y

TABLEAU IX : Répartition des trois groupes selon la situation matrimoniale.

Situation VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+ Total
matrimoniale EFF % EFF % EFF % EFF %
Mariés 57 68,7 102 60,7 60 44,1 219 56,6
Célibataires 26 31,3 66 39,3 76 55,9 168 434
Total 83 100 168 100 136 100 387 100

Les mariés représentaient 68,7% des VIH+GE+, 60,7% des VIH+GE- et 44,1%
des VIH-GE+.

(X* = 14,71; p = 0,00064): il y avait une différence statistiquement
significative.

TABLEAU X : Répartition des trois groupes d’individus selon la profession.
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VIH+GE+ VIH+GE- VIH- GE+ Total
Profession EFF % EFF % EFF %  EFF %
Commercants 20 24,1 30 17,9 32 23,5 82 21,2
Eléves/Etudiants 8 9,6 24 14,3 35 25,7 67 17,3

Ouvriers 14 16,9 24 14,3 27 19,9 65 16,8
M¢énageres 11 13,3 36 21,4 4 2.9 51 13,2
Fonctionnaires 11 13,3 18 10,7 13 9,6 42 10,9
Militaires 7 8,7 18 10,7 10 7,4 35 9,0
Paysans 4 4.8 18 10,7 6 4.4 28 7,2
Chauffeurs 8 9,6 0 0 9 6,6 17 4.4
Total 83 100 168 100 136 100 387 100

Les commercants étaient prédominants, représentaient 24,1% des co-infectés
17,9% des VIH+GE- et 23,5% des VIH-GE+.

(X* = 1,98; p = 0,371): il n’y avait pas de différence statistiquement
significative.

TABLEAU XI : Répartition des VIH+GE+ et VIH+GE- selon le type de VIH.

VIH+ GE+  VIH + GE- Total
Type EFF % EFF % EFF %
VIH-1 59 71,1 156 92,9 215 85,7
VIH-2 6 72 0 0 6 2,4
VIH-12 18 21,7 71 7,1 30 11,9
Total 83 100 100 100 251 100

Le VIH-1 était prédominant avec 85,7% de I’effectif total suivit de VIH1/2 avec
11,9%, VIH-2 termine avec 2,4%.
(X* = 21,44; p = 0,000004): il y avait une différence statistiquement

significative.

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

TABLEAU XII : Répartition des trois groupes selon les classes de taux
d’hémoglobine (Hb).

Taux d’Hb VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+

(en g/dl) EFF % EFF % EFF %
<9 13 157 18 10,7 6 4.4
9-10,99 17 205 30 179 26 19,1
>11 53 723 120 714 104 76,5
Total 83 100 168 100 136 100

15,7% des VIH+GE+ avaient un taux d’hémoglobine inférieur a 9g/dl
(X*=8;p=0,0182) : il y avait une différence statistiquement significative entre

les trois groupes.

TABLEAU XII1 : Répartition des trois groupes selon le nombre de globule
blanc (GB).

GB VIH+ GE+  VIH+GE-  VIH- GE+
(en 10° /mm’) EFF % EFF % EFF %
<3,5 23 2777 36 21,4 31 228
>3,5 60 723 132 786 105 772
Total 83 100 168 100 136 100

27,7% des VIH+GE+ avaient une leucopénie, il n’y avait pas de différence
statistiquement significative.

(X*=1,25;p=0,534)
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TABLEAU XIV: Répartition des trois groupes selon le nombre de globule
rouge (GR).

GR VIH+ GE+ VIH+ GE-  VIH- GE+
(en 10%mm’)  EFF % EFF % EFF %
<3,8 27 32,5 48 286 22 162
>3,8 56 67,5 120 714 114 838
Total 83 100 168 100 136 100

32.5% des VIH+GE+ avaient un taux de GR< 3,810%mm’.
(X*=19,28 ; p=0,0096) : il y avait une différence statistiquement significative.

TABLEAU XV: Répartition des trois groupes selon le taux de plaquette (Plaq).

Plaq VIH+ GE+ VIH+ GE-  VIH- GE+
(en EFF % EFF % EFF %

10° /mm’)

<100 10 12,0 24 143 9 6,6

100 — 149 18 21,7 48 28,6 26 19,1

>150 55 663 96 57,1 101 74,3

Total 83 100 168 100 136 100

12,0% des VIH+GE+ avaient un taux de plaquette <100 10° /mm’ Contre 6,6%
des VIH-GE+.
(X*=4,57 ; p=0,0101) : il y avait une différence statistiquement significative.
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TABLEAU XVI: Répartition des trois groupes selon le taux polynucléaire

neutrophile.

Neutrophile VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+

(en %) EFF % EFF % EFF %
<45 55 663 90 53,6 80 58,8
>45 28 33,7 78 464 56 412
Total 83 100 168 100 136 100

Le pourcentage de neutropénie était plus ¢€levé chez les VIH+ GE+ que les
autres groupes.
(X* = 3,72; p = 0,155): il n’y avait pas de différence statistiquement

significative.

TABLEAU XVII: Répartition des trois groupes selon le taux lymphocyte.

Lymphocyte VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+

(en %) EFF % EFF % EFF %
<20 0 0 0 0 1 0,7
>20 83 100 168 100 135 993
Total 83 100 168 100 136 100

Une seule personne des VIH- GE+ avait une lymphopénie.
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TABLEAU XVIII : Répartition des trois groupes selon le taux monocyte.

Monocyte VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+
(en %) EFF % EFF % EFF %
0-10 81 97,6 168 100 136 100
>10 2 24 0 0 0 0
Total 83 100 168 100 136 100

Deux personnes des VIH+ GE+ avaient un taux de monocyte >10%.

TABLEAU XIX : Répartition des trois groupes selon le taux d’éosinophile.

Eosinophile VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+
(en %) EFF % EFF % EFF %
0-5 78 94,0 156 92,9 124 91,2
>5 5 6,0 12 7,1 12 8,8
Total 83 100 168 100 136 100

Le taux d’hyperéosinophilie était comparable dans les différents groupes
(X* = 0,64; p = 0,72): il n’y avait pas de différence statistiquement

significative.
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TABLEAU XX': Répartition des trois groupes d’individus selon le taux

basophile.

Basophile VIH+ GE+ VIH + GE- VIH- GE+
(en %) EFF % EFF % EFF %
0-0,5 82 98,8 168 100 134 98,5
0,6 -1 1 1,2 0 0 2 1,5
Total 83 100 168 100 136 100

Un seul donneur des VIH+GE+ avait un taux de basophile > 0,5 contre deux

donneurs de VIH- GE+.

TABLEAU XXI : Répartition des groupes de VIH+ GE+ et VIH- GE+ selon

les classes de parasitémie.

Parasitémie VIH+ GE+ VIH- GE+

(en p/ul) EFF % EFF %
<400 15 18,1 28 20,6
401 -2000 66 79,5 98 72,1
2001 -3000 1 1,2 6 4.4
>3000 1 1,2 4 2.9
Total 100 100 136 100

La tranche de parasitémie 401-2000 p/ul prédominait dans les deux groupes.
(X* = 021; p = 0,64): il n’y avait pas de différence statistiquement

significative.

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

TABLEAU XXII : Répartition du taux d’hémoglobine en fonction de la

parasitémie chez les VIH+ GE+.

Classe de parasitémie <400 401-2000 2001-3000 >3000 Total

(en p/pl)

Taux d’Hb (en g/dl)

<9 2 9 1 1 13
9-10,99 2 15 0 0 17
>11 11 42 0 0 53
Total 15 66 1 1 83

Les porteurs d’une parasitémie >2001 avaient tous des taux d’Hb <9g/dl.
X=11,74 ;

P=0,067

TABLEAU XXIII : Répartition du taux d’hémoglobine en fonction de la
parasitémie chez les VIH- GE+

Classe de parasitémie <400 401 -2000 2001-3000 >3000 Total

(en p/pl)

Taux d’Hb (en g/dl)

<9 1 5 0 0 6
9-10,99 4 16 2 4 26
>11 23 77 4 0 104
Total 28 98 6 4 136

Les porteurs d’une parasitémie >2001 avaient tous des taux d’Hb > 9g/dl.

(X=18,96 ; P=0,0042) : il y avait une différence statistiquement significative.
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VI : COMMENTAIRES ET DISCUSSION:

Limites :
Au cours de cette étude, 1’absence de technologie pour le dosage du CD4 et la
détermination de la charge virale ont été une limite de notre étude.
1- APPROCHE METHODOLOGIQUE :
1-1 Echantillonnage : Notre étude est une étude prospective transversale qui
s’est déroulée de février 2005 a décembre 2005 ayant pour objectif d’étudier
I’association de I’infection a VIH et I’infection a Plasmodium falciparum chez
les donneurs de sang au CNTS de Bamako.
La taille de I’échantillon n’a pas été fixée au départ nous avions voulu étudier de
facon exhaustive tous les cas de sérologie VIH positive, mais face a
I’importance de la prévalence du VIH chez les donneurs nous avons été
contraints de nous limiter & un échantillon de 251 individus séropositifs tirés au
sort.
Deux groupes de donneurs de sang ont été constitués : un groupe composé de
donneurs présentant une sérologie VIH positive et un autre constitu¢ de
donneurs de sang a sérologie VIH négative. A chaque donneur de sang
séropositif choisi et ayant accepté de participer a 1’étude, nous avons associé 2
donneurs séronégatifs. Nous avons au total inclus 251 donneurs séropositifs et
420 donneurs séronégatifs au VIH. Certains donneurs séronégatifs qui avaient
¢€té choisis n’ont pas accepté de donner leur consentement éclairé et ceux ci ont
été exclus de I’étude. C’est pourquoi leur nombre n’est pas le double de celui
des séropositifs.

1-2 Techniques utilisées :
Dépistage

Pour le dépistage de nos échantillons, nous avons utilis¢ le test ELISA

GENSCREEN HIV1/2 version2 (BIO-RAD)
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Tous nos échantillons ont été confirmés au NEW LAV BLOT (BIO-RAD), test

de confirmation de référence recommandé par I’OMS, ce qui nous fait dire que
tous nos porteurs d’anticorps anti-VIH sont des vrais positifs. Nous pensons que
le test d’ADN par la PCR serrait aussi un bon test de confirmation
Caractéristiques socio-démographiques

La population de donneurs au CNTS est essentiellement jeune, en effet le CNTS
recrute des donneurs pour la plupart au niveau des scolaires, chez les militaires
lors des recrutements et des visites de réengagements, lors des campagnes de
don de sang au niveau des usines et des organisations associatives. Nous avons
trouvé au cours de notre étude une population essentiellement jeune, la tranche
d’age de 18 ans a 35 ans représentait 69,5%. A DIAWARA au cours de son
¢tude sur le déficit en GO6PD chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako en
2004, il avait trouvé 75,7% de donneurs agés de 18ans a 35ans [14].

Guiguemdé T.R et collaborateurs au cours de leur étude sur le paludisme et la
transfusion chez les donneurs de sang de [’hopital de Bobo-dioulasso
(BURKINA FASO) ont trouvé 88,7% pour la tranche d’age 15 ans a 34 ans
[28]. Ces données concordent avec celles que nous avons trouvé au cours de
notre étude.

Le sexe masculin était majoritaire dans la population de notre étude, 78,8% de la
population d’étude. Cela s’expliquerait par les nombreuses contre indications au
don de sang chez les femmes : allaitement, grossesse, menstruation etc, et par
notre coutume qui fait que I’homme est toujours au devant des scénes en cas de
probleme dans la famille.

Ce résultat est comparable a celui de Ouedraogo. H.W: évaluation des
performances de sept tests de dépistage du VIH au CNTS de Bamako en 2004
avait trouvé 85,1% en faveur du sexe masculin [49].

Les mariés étaient majoritaires de 1’effectif total avec 56,6% mais on notait une
différence entre les trois groupes avec 68,7% pour les VIH+ GE+ contre 60,7%
pour les VIH+ GE- et 44,1% pour les VIH- GE+ p= 0,00064.
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Les commergants prédominaient aussi dans 1’effectif total avec 21,2% suivis des

¢leves et étudiants avec 17,3%.

RESULTATS ANALYTIQUES :

Au cours de cette étude la prévalence de I’infection a Plasmodium dans la
population séropositive au VIH était de 33,1% soit 83/251. Elle était de 32,4%
soit 136/420 dans la population séronégative au VIH. La différence de
prévalence n’était pas statistiquement significative entre ces deux population (p=
0,85). L’infection a VIH ne favorise donc pas celle du Plasmodium et vis versa.
Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les donneurs de sang infectés par le
VIH ont une réponse immunitaire comparable aux donneurs séronégatifs de
VIH, car ils n’ont pas atteint un niveau d’immunodépression tel que la réponse
des anticorps permettra la multiplication des plasmodies a I’intérieur des
globules rouges. Il serait bon de vérifier I’hypothése dans une situation ou nous
comparons les malades du SIDA et les donneurs asymptomatiques a VIH+.

Le VIH-1 était prédominant avec 85,7% de I’effectif total suivit de VIH1/2 avec
11,9%, VIH-2 termine avec 2,4%.

(X* = 21,44; p = 0,000004): il y avait une différence statistiquement
significative.

L’anémie biologique (taux d’hémoglobine <11g/dl) a été retrouvée chez 36,2%
des VIH+ GE+, 28,6% des VIH+ GE- et 23,5% des VIH- GE+. Pour la classe de
taux d’hémoglobine comprise entre 9- 10,99 g/dl la différence n’était pas
significative entre les trois groupes (p= 0,87). Par contre pour la classe de taux
d’hémoglobine <9 g/dl il y’avait une différence entre les groupes VIH+ GE+
(15,7%), VIH+ GE- (10,7%) et le groupe VIH- GE+ (4,4%) soit p=0,018.
L’érythropénie a été retrouvée chez 32,5% des VIH+ GE+, 28,6% des VIH+
GE- et 16,2% des VIH- GE+. Il y’avait une différence statistiquement
significative entre les différents groupes, p=0,009.

Le taux d’hémoglobine de méme que le taux d’érythrocyte étaient plus effondrés

chez les co-infectés que chez les porteur d’un seul des microorganismes.

DEMBELE Aboubacar.S.Y. THESE de pharmacie



A‘E Co-infection VIH et Plasmodium falciparum chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako

Chez les VIH+ GE+ tous les porteurs d’une parasitémie >2001 p/ul de sang

avaient un taux d’hémoglobine < 9 g/dl, par contre chez les VIH- GE+ les
porteurs de parasitémie >2001 p/ul de sang avaient des taux d’hémoglobine > 9
g/dl.

Vu ces résultats nous pouvons déduire que chacune de ces infections (VIH et
Plasmodium) peut étre une cause d’anémie, de ce fait leur co-infection entraine
la survenue d’anémie sévére.

Keita avait eu 78,9% d’anémie chez les sujets séropositifs au Mali en 1999 [32]
elle avait conclu que I’infection a VIH est un facteur de risque pour la survenue
d’anémie sévere. La différence avec notre étude est que son étude portait sur des
séropositifs a un stade plus avanceé.

La leucopénie était de 27,7% chez les VIH+ GE+ , 21,4% chez les VIH+ GE- et
22,8% pour les VIH- GE+ Ila différence entre les groupes n’était pas
statistiquement significative avec p=0,5. Mais toute fois le taux de leucocyte
¢tait plus effondre chez les co-infectés que les deux autres groupes.

Les taux de Ilymphocyte, monocyte, ¢éosinophile et basophile étaient
comparables entre les différents groupes, leurs valeurs étaient toutes presque
normales.

La neutropénie (taux de neutrophiles <45% des leucocytes) avait été retrouvée
dans tous les groupes a plus de 53% de I’effectif de chaque groupe. Il n’y a pas
eu de différence statistiquement significative entre les différents groupes : VIH+
GE+ (66,3%) VIH+ GE- (53,6%) BIH- GE+ (58,8%) p=0,15.

La thrombopénie avait été retrouvée chez 33,7% des VIH+ GE+ 42,9% des
VIH+ GE- et 25,7% des VIH- GE+. Il n’y a pas eu de différence statistiquement
significative entre les groupes VIH+ GE+ et VIH+ GE- p=0,16, par contre il y
en avait entre les groupes VIH+ GE+, VIH+ GE- et le groupe VIH- GE+
p=0,007. Nous pouvons donc déduire que la thrombopénie était plus marquée

chez les sujets VIH+.
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Tous nos donneurs avaient une parasitémie <6000 p/ul de sang, la tranche de

densité parasitaire 401-2000 p/ul de sang €tait majoritaire avec une moyenne de
907,6+47 p/ul de sang.

IL n’y avait pas de différence entre les VIH+ et les VIH- par rapport a la charge
parasitaire p=0,64.

KONE [33] avait trouvé une parasitémie 5039 a 12985 p/ul de sang comme
tranche majoritaire, cette différence s’expliquerait par le fait que notre
population d’étude était des porteurs en début de crise palustre.

Guiguemdé T.R et collaborateurs ont eu une densité parasitaire comprise entre
12 et 12800 parasites ml -1 chez les donneurs de sang a I’hopital de Bobo-
dioulasso [28] ce taux est superposable a notre résultat.

Withworth et al [57], dans leur étude de cohorte de 1990 a 1998 ont trouvé une
forte parasitémie parmi les sujets VIHI1 positif 328 /2788 (11%) par rapport au
sujets VIH1 négatifs 231/3688 (6,3%).
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VIl : CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Conclusion :

Nous avons réalisé une étude prospective et transversale sur les donneurs de
sang au CNTS de Bamako, dans le but d’étudier 1’association entre I’infection a
VIH et I’infection a Plasmodium falciparum.

Nous sommes parvenus au terme de cette étude aux conclusions suivantes :

- La prévalence de I’infection a Plasmodium était comparable entre les porteurs
de VIH (83/251) et les non porteurs de VIH (136/420) p= 0,85. L’infection par
le VIH ne favorise donc pas celle du Plasmodium et vis versa.

- L’anémie était plus fréquente et plus profonde chez les co-infectés que chez les
porteurs d’un seul microorganisme.

- la leucopénie de méme que la neutropénie étaient plus fréquentes chez les co-
infectés que chez les porteurs d’un seul microorganisme.

- Les taux de Ilymphocyte, monocyte, ¢osinophile et basophile ¢&taient
comparables entre les différents groupes, leurs valeurs étaient toutes presque
normales.

- La thrombopénie était plus fréquente chez les séropositifs que chez les
séronégatifs, la présence de Plasmodium ne I’influengait pas.

- IL n’y avait pas de différence significative entre les VIH+ et les VIH- par

rapport a la charge parasitaire p=0,64.
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Recommandations

Au terme de cette étude nous formulons les recommandations suivantes :

Aux chercheurs

- Initier une étude au plan National portant sur les sujets immunodéprimés et les
malades du paludisme pour mieux appréhender la relation entre I’infection a
VIH et I’infection a Plasmodium.

Au directeur du CNTS

- Former le personnel a la détermination de I’espeéce plasmodiale et a leur
quantification.

Au ministere de la santé :

- Equiper le CNTS en matériels et réactifs suffisants pour que toutes les poches
dirigées a étre transfusées aux porteurs de VIH et nouveaux nés soient exemptes
de Plasmodium de toutes espéces.

- S’impliquer pour que les PVVIH puissent doser leur taux de CD4 et leur
charge virale pour une meilleure prise en charge.

- Continuer des efforts de sensibilisation afin de freiner la propagation du VIH et

d’intensifier ’utilisation de moustiquaires imprégnés.
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Résume :

Le paludisme et le VIH sont les infections les plus importantes en Afrique
subsaharienne en terme de morbidit¢ et de mortalité. Il s’agit d’une étude
transversale prospective sur les donneurs de sang au CNTS de Bamako qui avait
pour but d’étudier 1’association I’infection a VIH et I’infection a Plasmodium
falciparum, qui s’est déroulée de février en décembre 2005.

Au cours de cette étude nous avons inclus 671 donneurs, la tranche d’age 18 a
35 ¢était prédominante 69,5% de I’effectif total le sexe masculin représentait
78,8%, le VIH-1 prédominait aussi avec 85,7% des porteurs de VIH.

La prévalence de I’infection a Plasmodium était comparable entre les porteurs
de VIH (83/251) et les non porteurs de VIH (136/420) p= 0,85.

- Le taux d’hémoglobine de méme que le taux d’érythrocyte étaient plus
effondrés chez les co-infectés que chez les porteurs d’un seul microorganisme.

- La leucopénie était de 27,7% chez les VIH+ GE+ , 21,4% chez les VIH+ GE-
et 22,8% pour les VIH- GE+ la différence entre les groupes n’était pas
statistiquement significative avec p=0,5.

- Les taux de Ilymphocyte, monocyte, €osinophile et basophile étaient
comparables entre les différents groupes, leurs valeurs étaient tous presque
normales.

- I y avait une neutropénie (taux de neutrophiles <45% des leucocytes) chez :
66,3% des VIH+ GE+, 53,6% des VIH+ GE- et 58,8% des VIH- GE+. La
différence n’était pas statistiquement significative entre les différents groupes :
p=0,15.

- La thrombopénie avait été retrouvée chez 33,7% des VIH+ GE+ 42,9% des
VIH+ GE- et 25,7% des VIH- GE+. Il y avait une différence statistiquement
significative entre les groupes VIH+ GE+, VIH+ GE- et le groupe VIH- GE+
p=0,007.

- [ n’y avait pas de différence entre les VIH+ et les VIH- par rapport a la charge
parasitaire p=0,64.
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