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I- INTRODUCTION
Depuis une vingtaine d’année nous sommes confrontés a I’épidémie du VIH/SIDA.

Les conséquences néfastes sur le plan social et économique se manifestent déja. Il
devient donc nécessaire de mettre en ceuvre des plans de Jutte avec des objectifs et
stratégies approprices. C’est a ce prix qu’on pourra limiter Jes conséquences de
I’épidémie. Ce besoin se fait sentir surtout en Afrique, ou les cffets de I'¢pidémie
au niveau des individus, des familles, des communautés ¢t des nations sont
particuliérement dévastateurs[61].

Reconnu en 1981 chez les homosexuels américains, le Syndrome de L'Tmmuno-
Déficience Acquise (SIDA) s'est progressivement étendu a I'ensemble des
continents sous la forme d’une pandémie frappant des millions d’hoinmes, de
femmes, et d'enfants. L’¢tiologie virale du SIDA a été rapidement 1nise en évidence
{42-52-29].

IL existe deux types de virus du SIDA identifiés a ce jour: le VIH-1 découvert en
1983 par FRANCOISE BARRE SINOUSSI de I'équipe du PROFESSEUR LUC
MONTAGNIER a I'institut PASTEUR et le VIH-2 identifié depuis 1986 [4].

Le VIH-1 est ["agent causal du SIDA le plus fréquent alors que I’épidémie a VIH -
2 vraisemblablement apparu dans les années 1986, est restée circonscrile en
Afrique de l'ouest [15-4]. L'infection par le VIH sévit sous forme de pandémie.
Dans le monde 16000 nouveaux cas de contamination ont lieu chaque jour, soit un
nouveau cas toutes les cing secondes [16].

Quatre vingt dix pour cent des personnes infectées vivent dans les pays en voie de
développement [16] .

Ainsi selon le rapport 2000 de 'ONUSIDA, 25,3 millions de personnes vivant avec
le VIH soit 70% de l'ensemble des personnes contaminées se trouvent en Afrique

sub-saharienne; de méme 83% de déces par le SIDA et 95% d'orphelins par le

SIDA sont observés dans cette région [53-16]. Quatre cent mille personnes sont
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infectées en Afrique du Nord et au Moyen Orient. Aucun Pays d'Afrique n'a &¢
épargné par I'épidémie du VIH/SIDA, mais ce sont I'Est et le Sud du continent qui
sont les plus lourdement frappés.

En Afrique de 1'Ouest et du centre les taux de prévalence de l'infection sont moins
importants qu'en Afrique Australe [54 - 16].

Selon le Programme National de lutte contre le SIDA (PNLS), la prévalence de
l'infection a VIH au Mali est de ['ordre de 3% [59].

De nombreuses études confirment le rdle des infections sexuellement
transmissibles (IST) comme facteur biologique favorisant I’infection par le VIH
[11 27 56]. Dans la plupart des régions du monde I'incidence des IST reste €levée.
Aux Etats Unis d’Amérique (U.S.A) par exemple 3 millions d'adolescents
contractent chaque année une IST. Les IST constituent un probléme de santé
publiique majeur. Selon ’O.M.S. 333 millions de cas d’IST sont dénombrés chaque
année dans le monde: la syphilis serait responsable de 12 millions de ces nouveaux
cas, 62 millions seraient dus a la gonococcie, 89 millions a l'infection par
chlamydia, et 170 millions a la trichomonose [27- 16-11]. L'Afrique sub-
saharienne en paie le lourd tribut. Ce constat est lui aussi préoccupant d'autant que
la probabilité de transmission du VIH est plus forte st le partenaire est atteint d'IST.
Les IST ulcératives, notamment la syphilis et le chancre mou ainsi que les IST
entrainant une inflammation comme la blennorragie et la chlamydiose favorisent la
transmission du VIH tant chez les femmes que chez les hommes [27-11-55].

11 est scientifiquement établi qu'un traitement correcte et systématique des IST et
leur prévention , ainsi que les changements de comportements peuvent faciliter la
lutte contre la pandémie du VIH dans les populations {11-25-55-45].

Plusieurs études ont été menées au Mali, en Afrique, et dans le monde sur la

prévalence des IST/VIH ou sur les connaissances attitudes et pratiques
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comportementales [32-45-39-24-68].Mais coupler I'étude des comportements et
celle des biomarqueurs des IST/VIH est une innovation. D'aucuns ont €mis la
crainte de voir le taux de participation diminuer au cours de telles enquétes puisque
la prise de sang nécessaire aux analyses des biomarqueurs est une méthode
invasive.

C'est pourquoi nous avons proposé cette étude dénommeée Integrated STDs and
behavior Surveillance (ISBS) avec des méthodes de prélevements moins invasives:
la goutte de sang sur du papier filtre pour I'étude du VIH et de la syphilis et les
échantilions urines pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae et Chlamydia
trachomatis.

Des techniques moléculaires plus performantes de détection des IST comme la
PCR ( Polymerase Chain Réaction ) ont été proposées pour l'étude. Pour analyser
ces résultats en fonction du comportement, cing populations cibles ont été retenues:
< LES BONNES: (les domestiques en service dans les ménages citadins ).

s LES COXEURS: (les gargons revendeurs des tickets dans les gares  routiéres
et chargeurs des convois)

< LES VENDEUSES AMBULANTES.

« LES PROSTITUEES (appelées ici filles libres)

= LES ROUTIERS: (voyageurs sur longues distances inter pays)

L'étude était effectuée dans une premiére phase dans 4 régions administratives du
‘Mali { Bamako, Mopti, Ségou, Sikasso) et dans la seconde phase que nous

présentons ici concerne les régions de Gao et Kayes.
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OBJECTIF GENERAL:

Surveiller la prévalence des infections sexuellement transmissibles et du VIH dans
cinq populations cibles ayant différents comportements au Mali.

OBJECTIFS SPECIFIQUES :

¢ Evaluer les taux de participation des différentes populations cibles a 'enquéte
ISBS selon le type de consentement (acceptation du questionnaire, du
prélevement de la goutte de sang sur papier filtre ct/ou  du préleveinent
d'urines).

e Déterminer la prévalence d'infection a VIH dans cing populations cibles au
Mali (les prostituées, les vendeuses ambulantes, les filles domestiques, les
routiers et les coxeurs ).

e Déterminer la prévalence des IST comme la gonococcie, la chlamydiose, la
syphilis dans les mémes populations cibles.

» Faire des recommandations pour freiner la progression du VIH et des IST
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- GENERALITES
1- INFECTION A VIH
1.1- Définition [19]

L’infection & VIH entraine un déficit majeur de |’immunité a condition qu’il n’y ait
pas d’autres causes physiologiques, pathologiques ou thérapeutiques
d’immunodéficience.

Elle est causéc par un virus qui affecte le systéme immunitaire, rendant ’organisme
vulnérable a toute maladie.

L’infection 4 VIH est une affection dont la « survenue », a condition que les
critéres d’excluston soient respectés, suffit a faire poser le diagnostic du SIDA .
Qu’il y est ou non des symptdmes, la personne infectée par le VIH peut €tre
porteuse du virus et infecter d’autres personnes. L’infection a VIH va de la phase
asymptomatique a la phase maladie comprenant toutes les manifestations cliniques.

1.2- Le virus

1.2.1- Historique [14] :

Un rétrovirus a €té isolé en 1983 par BARRE-SINQUSSI et son équipe a Paris chez
un malade présentant une lympbadénopathie. Il a ét¢ nommé LAV
(lymphadenopathy associated virus).

En 1984 I’équipe de Gallo aux USA a isolé un virus appelé HILVIII ( human cell-
T lymphotropic virus type III).

Ces deux virus étaient identiques et reconnus comine 1’agent responsable du SIDA,
¢’est le virus de I'immunodéficience humaine (VIH1).

En 1985 BARIN et COLL ont montré qu’un autre rétrovirus humain apparenté au
VIH]I circulait en Afrique de I’Quest, 11 s’agit du VIH2.

Le VIHI et le VIH2 sont similaires a quelques différences prés.

Le VIHI1 est cosmopolite, le VIH2 a €té décrit chez les patients en Afrique de
I’Ouest ou y ayant séjourné.

1.e VIH2 a un temps de dormance plus long (20 a 25 ans) que le VIHI et s’observe
chez les personnes agées (45-75 ans).Il passe avec difficulté de la mére a I’enfant.
1.2.2- Strueture.

Le VIH appartient a un groupe de rétrovirus, plus précisément a la sous-famille des
lentiviridés.

Il est caractérisé par la présence d’un matériel génétique constitué d’acide
ribonucléique ou ARN et posséde une enzyme : la transcriptase inverse, qui est un
ADN polymérase ARN dépendant permettant de synthétiser un acide
désoxyribonucléique (ADN), double brin complémentaire de I’ARN viral, dans la
cellule infectée.
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Cet ADN néoformé peut alors s’intégrer de maniére stable dans 1’ADN

chromosomique de la cellule devenant ainsi un provirus.
Le VIH utilise la machinerie cellulaire pour transcrire ses génes les traduire en

protéine 9 .
La particularité des rétrovirus réside dans leurs aptitudes a inverser le courant

habituel de !’information génétique qui passe de ADN a PARN puis aux

protéines.

Glycoprotéine denveloppr

% {gp 110 /gp120)

" % _

P s i‘%,, y  Glycoprotéine
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-
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Figure 1 : Morphologie et structure anti-génique du VIH [18].
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2-EPIDEMIOLOGIE DE 1.'INFECTION PAR LE VIH
2.1. Situation de ’infeetion par le VIH dans le Monde

Le taux de transmission du VIH varie selon le mode de transmission et semble éire

influencé par un certain nombre de paramétres.

Selon les nouvelles estimations de 'ONU SIDA, 36,1 millions de personnes viv ent

avec le VIH/SIDA depuis le début de la pandémie dont 34,7 millions d'adulites,

16,4 millions de femmes et 1,4 millions d'enfants de moins de 15 ans [53].

Le nombre de nouveaux cas d'infection a VIH en 2000 s'élevait a un total de 5.3

millions de personnes touchant ainsi 4,7 millions d'adultes dont 2,2 millions de

femmes ainsi que 600.000 enfants de moins de 15 ans. L.e nombre total de déwcés

dus au SIDA dans le monde depuis le début de la pandémie est de 21,8 millions de

personnes, dont 17,5 millions d'adultes, 9 millions de femmes et 4,3 millions

d'enfants de moins de 15 ans. Le nombre de déces dus au SIDA en 2000 s'éléve a3

millions de personnes, dont 2,5 millions d'adultes, 1,3 millions de femmes et

500000 enfants de moins de 15 ans [53].

Les pays les plus sérieusement touchés dont la plupart en voie de développement

sont ceux qui possedent le moins de ressources pour faire face a l'infection due au

VIH/SIDA ou en contenir la propagation.

L'Afrique a elle seule enregistre plus de 70% des cas observés. 25,3 millions

d'adultes et d’enfants vivent avec le VIH en Afrique sub-saharienne, 400.000

aduites et enfants infectés vivent en Afrique du nord et au Moyen Orient [53].

Les nouveaux cas d'infection a4 VIH chez les adultes et enfants en Afrique sub-
.saharienne s'éleéve a 3,8 millions de personnes et 80.000 pour la région d'Afrique du

nord et le Moyen-Orient [53].

Aucun pays d'Afrique n'a échappé a l'infection due au VIH mais certains sont plus

lourdement frappés que d'autres.
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La majeure partie des nouveaux cas d'infection se concentre dans I'Est et surtout
dans le Sud du continent. Les pays les plus touchés au monde sont en majorité
situ€s en Afrique australe :

- le Botswana

- la Namibie

- le Swaziland

- et le Zimbabwe.

La séroprévalence du VIH dans ces pays se situe entre 20% et 26% dans la
population dgée de 15- 49 ans. Les autres pays sont loin d'étre indemnes : en Cote
dTvoire, a Djibouti, au Kenya, en République Centrafricaine, et au Burkina-Faso
environ un adolescent sur dix est séropositif [54-16 ].

D'une maniére générale I'Afrique occidentale est moins touchée que l'Afrique
Orientale ou Australe [54-53].C’est ainsi qu’en 1999,le taux de prévalence du VIH
chez les adultes de 15 a 49 ans était estimée a 1,35 au Niger,10,36% en Cote
d’ivoire, 6 ,44% au Burkina Faso, 1,77 au Sénégal, 2,45 au Bénin, 0,55 en
Mauritanie, 5,06 au Nigeria[75].

En 1999 au Mali la séroprévalence du VIH chez les femmes enceintes était de 3,5%
a Sikasso, 3,2% a Mopti, et 0,6% a koulikoro. Chez les prostituées elle était de
33,3% a Mopti, 31,7% a Bamako. Selon le Centre National de Transfusion
Sanguine la séroprévalence chez les donneurs de sang était & 2,75% en 1997. La
prévalence de l'infection a été estimée a 12% chez les malades tuberculeux, 9%
chez les camionneurs routiers, et 7, 2% chez les prisonniers de Bamako [60-59].
Le Programme National de Lutte contre le Sida (PNLS) estime que la prévalence
globale dans la population générale pourrait étre de 3,0 % a 4,0% mais cette
approximation reste & confirmer. Le nombre de personnes infectées par le VIH est
estimé a 136.000 par le PNLS. Selon les estimations de 'ONU-SIDA il y aurait
130000 adultes infectés en 1998. Le Mali a notifié au 31 mars 1999, 5069 cas
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cumulés de sida dont 53% d'hommes et 47% de femmes [60]. Deux types de vims
ont été identifiés au Mali, le VIH-1 et le VIH-2 avec quelques fois une dowble
séropositivité VIH1/VIH2. Actuellement le VIH -1 est prédominant avec un rap-port
VIH-1 versus VIH-2 supérieur a 10. Quatre types de VIH-1 sont présents au Mali:
les types A(86,2% ), G(10,3%), C(1,7%), et D (1 ,7%) [35].

2.2. Les modes de transmission:

Le virus du sida a été isolé du sang, du sperme, des sécrétions vaginales, de la
salive, des urines, des larmes, et du lait maternel [6-15-64]. Toute fois la
transmission du VIH nécessite une porte d'entrée et il existe trois modes de
transmission:

- lavoie sexuelle

- la voie sanguine

> T4 transmission de la mére a 'enfant

2.2.1. La transmission sexuelle:

La voie sexuelle est le mode de transmission le plus fréquent. Toutes les relations
sexuelles qu'elles soient vaginales ou anales, homosexuelles ou hétérosexuelles
avec une personne contaminée peuvent transmettre le VIH[6].

Certains facteurs augmentent le risque de transmission : le partenaire infecté, la
présence d'ulcération génitale, le rapport anal, le nombre élevé de partenaires. Le
risque de transmission de la femme a I'homme semble étre 1€gérement plus faible
que le risque de transmission de 'homme a la femme. Cependant selon Quinn et al
la différence n'est pas significative (12% de I'homme a la femme et 11, 6% de la
femme a 'homme) [63].

La transmission est d'autant plus favorisée que le sujet infecté i une charge virale

¢levée. Chez les hommes la circoncision diminue le risque de transmission du VIH

[48-63- 53].
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2.2.2. transmission sanguine: [6]

Ce mode de transmission est lié a 1’utilisation de matériel d'injection (seringue ct
aiguille) ainsi qu'a I'utilisation des objets nécessaires a la préparation de la drogue
(cuillére, coton) qui ont €t¢ préalablement contaminés par un autre utilisateur,
L'exclusion des donneurs a risque d'infection par Ic VIH et le dépistage obligatoire
de tous les dons de sang ont perinis de réduire considérablement le risque de
transmission du VIH par transfusion de produits sanguins.

2.2.3. La transmission verticale: de la mére a |'enfant [6]

Le VIH peut se transmettre d'une meére a son enfant au cours de la grossesse par
voie transplacentaire (en fin de grossesse ou au moment de I'accouchement) et par

allaitement maternel.

Le traitement antiretroviral de la mere infectée peut diminuer le risque de

transmission du VIH a sa progéniture.
3- RELATION ENTRE LE VIH ET AUTRES INFECTIONS
SEXUELLEMENT TRANSMISSIBLES

De nombreuses études épidémiologiques et biologiques ont apporté la preuve que

les IST qu'elles soient ulcératives ou non ulcératives favorisent la transmission du
VIH [11-27-56 -25-55].

Mieux, la synergie épidémiologique entre IST et VIH est conforme aux modéles de
Anderson-May qui décrit les parametres nécessaires pour établir une épidémie a
VIH {63].

En outre il semble que le VIH affecte le cours naturel de certaines des IST. On a
retrouvé du VIH dans les voies génitales chez I'homme ainsi que chez la femme
aussi bien dans sa forme associée aux cellules que sous sa forme libre. On a
¢galement isolé du VIH dans I’exsudat provenant d'ulcérations génitales chez

'homme ou chez la femme. Le relarguage du VIH dans les liquides biologiques
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est accru par la réponse inflammatoire liée aux IST et les exsudats provenant des
lésions rendant ainsi les hommes et les femmes qut présentent une IST et porteurs
du VIH plus infectants. IL a été démontré également que le taux de lymphocyte
CD4+, la cellule cible du VIH augmente dans ['endocol de maniére
disproportionnée chez les femmes souffrant de gonococcie ou d'infection a
chlamydia [11].

Aprés la Conférence Internationale de Amsterdam sur le SIDA qui s'est tenue en
1992, JONATHAN MANN avait souligné J'évidence des IST comme facteurs de
risque de transmission du VIH. Il était alors temps de vérifier I'impact de la
prévention et du contrdle des IST sur la transmission du VIH. C'est dans ce cadre
que deux études ont €té menées dont 'une a MWANZA et ['autre 8 RAKAL

A Mwanza en Tanzanie un essai aléatoire visant a évaluer I'impact d'une meilleure
prise-en charge des IST au niveau des soins de santé primaires a démontré dans une
population dont la séroprévalence VIH était de l'ordre de 1,2% a 1,9%, une
diminution de 40% de la prévalence VIH. Cette réduction de 40% a évité environ
254 infections [24].

Une étude similaire menée dans une popuiation dont la séroprévalence VIH était
estimée a 16% dans le district de Rakai en Ouganda, consistait a traiter tous les
membres de cinq groupes constitués par paires de sujets symptomatiques et de
sujets asymptomatiques. L'étude de Rakai a montré qu'il n'y a pas eu une
diminution de la transmission du VIH malgré le traitement systématique des IST du
fait que l'infection a VIH était plus généralisée et que d'autres facteurs pouvaient
intervenir (utilisation de condoms, la fréquence des rapports sexuels, la charge
virale plasmatique, le nombre de partenaires)[24].

Les résultats des études sur les interactions entre les IST et le VIH y compris ceux
de Mwanza et de Rakai suggérent que la prévention et le contrdle des IST dés ie

début d’une épidémie de VIH dans une population sexuellement active peut en
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réduire la propagation. Les legons tirées des études de Mwanza et de Rakai sont les
suivantes:

- La prévention et le controle des IST doivent étre institués dans toutes les
populations ot la prévalence des IST est élevée et /ou la prévalence du VIH faible.
- Des programmes IST 4 long terme doivent étre institués dans les populations dans
lesquelles I'épidémie du VIH est généralisée (prévalence VIH élevée et prévalence
4 IST variable). Ces programmes doivent s'adresser aux adolescents.

- Les services IST doivent étre disponibles pour les femmes enceintes ¢t leurs
partenaires parce que le traitement des IST peut réduire les faibles poids de
naissance et les problémes liés a la grossesse.

Il est nécessaire d'expérimenter des vaccins contre le VIH et des traitements
antiviraux en milieu tropical dans les populations ou la prévalence des IST est
encore faible avec des risques élevés d'infection a VIH. Les IST sont nombreuses et
diverses. Plus de 20 d'entre elles sont connues et causées par des bactéries, des
virus, des champignons, et des parasites. Le potentiel qu'ont ces maladies a
favoriser la diffusion de l'infection a VIH est variable selon leur expression clinique
et leur physiopathologie. Une équipe de chercheurs kenyans et canadiens a publié
des résultats selon lesquels une femme présentant des ulcérations génitales court un
risque 4 fois plus élevé de contracter le virus du SIDA d'un partenaire séropositif
qu'une femme sans ulcérations. Les ulcérations génitales peuvent fournir un point
d'entrée pour la transmission du virus de la femme a 'homme [27].

Les maladies notamment la syphilis ,la gonococcie, la chlamydiose, I'herpés
génital sont les principales causes d'ulcérations génitales. Flles sont intéressantes
comme marqueurs biologiques de l'infection par le VIH, d'ou leur choix dans cette
étude. L'herpes génital est fréquent en milieu adulte sexuellement actif. Son suivi

biologique n'est intéressant que pour suivre le premier contact sexuel des

adolescents [4].

DAFFE. B 12




PREVALENCE DES IST/VIH Thése Pharmacie

¥

4-LA RELATION ENTRE LE VIH ET LES DIFFERENTS
COMPORTEMENTS

Au Mali comme dans le reste du monde il est établi que la transmission sexuelle

constitue le mode de propagation du SIDA le plus important. Cette propagation
repose avant tout sur le comportement intime de I'étre humain. Il est évident que
’épidémie de VIH progresse différemment selon des situations. Elle est soumise a
des comportements individuels & risques (rapports sexuels non protégés, le
vagabondage sexuel, la non utilisation ou 1nauvaise utilisation des préservatifs, les
IST mal traitées ou non traitées) qui mettent les personnes en danger d'étre
infectées. Ces comportements peuvent a leur tour étre influencés par la pauvreté,
par des relations inégalitaires entre les hommes et les femmes, ou encore entre les
personnes dgées et les personnes plus jeunes, ou par des nommes culturelles et
religicuses qui laissent peu de possibilités aux individus de controler leur
exposition au virus [55-27-50-47-49-53].

La sexualité humaine reléve du domaine des comportements. Plus d'une décennie
aprés le début de la pandémie force nous est de constater que le risque et
Iimportance de la transmission hétérosexuelle du SIDA et les mesures préconisées
pour le contenir n‘ont pas produit les effets escomptés. En effet malgré les
campagnes d'information, d'éducation ,et de communication pour la santé certaines
populations notamment les jeunes, les chauffeurs routiers, les professionnels de
sexe,-persistent dans leur comportement a risque ce qui explique une progression
du SIDA de fagon inqui€tante [50-47-49].

La forte mobilité des chauffeurs routiers accroit la propagation géographique du
VIH. Souvent obligés de partir pour 1'étranger ou une autre région pour y trouver
du travail, ils sont séparés d'avec leur famille. Le fait que ces hommes n'ont plus de
relations réguliéres avec leurs é€pouses favorisent le recours aux prostituées en

ayant des rapports sexuels pas toujours protégés. Aussi ils ont régulidrement des
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relations sexuelles avec une multitude de partenaires non réguliéres (exemple: les
petites vendeuses ambulantes opérant dans les auto-gares, les tenanciéres de
gargote, et les pefites employées de maison). Le service est souvent rendu avec une
contrepartie financiére pour la femme pour des rapports sexuels sans port de
préservatif. Une fois contaminés ils présentent une probabilité élevée de contaminer
d'autres personnes car se déplacant en perinanence. L'attitude de certains migrants
est d'opter pour la prévention pendant le premier rapport et au fur et a3 mesure que
la confiance s'établit les partenaires rompent avec cette pratique [62-50].

Les prostituées entretiennent des relations sexuelles de type vaginal ainsi que anal
trés souvent non protégées avec des partenaires multiples et non réguliers. Elles
s'exposent ainsi au risque d'infection de méme que leurs clients [50].

Les jeunes représentent une proportion importante de la population et sont tous
VIH en l'occurrence ceux dont les comportements sont liés aux activités socio-
économiques (les coxeurs, les vendeuses ambulantes, les domestiques de maison).
Les jeunes arrivés en ville du fait de l'exode rural, laissés 4 eux mémes se livrent 2
des comportements non contr6iés. Ils adoptent pour la plupart des comportements a
risque en ayant des rapports vaginaux, des rapports anaux non protégés moyennant
de l'argent avec des partenaires sexuels multiples non réguliers le plus souvent
trouvés sur le site de travail. Ces jeunes gargons ont des relations fréquentes avec
Ies_ p;qstituées. Aussi ils sont souvent employés comme apprentis dans le secteur du
transport ou ils aident les chauffeurs routiers sur les longues distances. Dans ce
cadre ils ont parfois des relations sexuelles avec des hommes beaucoup plus 4gés
[47-62-50].

Les jeunes femmes et les filles qui travaillent comme employées de maison sont
souvent exploitées. Elles ont parfois des relations sexuelles avec leurs employeurs

beaucoup plus 4gés moyennant une contrepartie financiére. Ces rapports sexuels
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sont souvent non protégés. Aussi elles subissent parfois des abus sexuels de la part
des adolescents des familles d'accueil [50-47].

La sexualité entre hommes englobe fréquemment le rapport anal non protégé, orce
type de rapport comporte un risque €levé de transmission du VIH en particulier
pour le partenaire passif, mais aussi un large pourcentage de ces homosexuels sont
mariés et également ont des rapports sexuels non protégés avec d'autres femmes
[51].

Les toxicomanes de sexe masculin pour la plupart utilisent du matériel d'injection
non stérilisé, mais aussi procédent en un échange rituel de matériel d'injection
s'exposant ainsi a un risque élevé pour le VIH, en méme temps que leurs
partenaires au cours des rapports sexuels non protégés [62-47].

Il ne fait plus de doute que la relation entre les comportements humains et la
propagation du SIDA est évidente. La baisse de la prévalence de l'infection suit
I'évolution positive des comportements humains. Il est donc plus que jamais urgent
que les programmes nationaux de lutte contre le SIDA renforcent la prévention en
mettant un accent particulier sur la prévention et les stratégies visant a induire des

changements de comportements afin de réduire le comportement a risque [45-46].
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5- DIAGNOSTIC BIOLOGIOQUE DE L’INFECTION PAR LE VIH:

Le diagnostic de P’infection a VIH repose sur la détection du virus lui-méme owde

certains de ces composants (diagnostic direct) et

sur la mise en évidence des anticorps spécifiques de ce virus (diagnostic indirect)
[8- 14-23-69-71].
5-1 Le Diagnostic Direct: [8-14].

5.1.1. La détection d'antizénes du VIH:

Principe
La détection des antigénes du VIH est réalisée par une méthode ELISA dans le

sérum, le plasma, le liquide céphalo-rachidien ou tout autre liquide biologique. Le
principe général de cette technique est le suivant: les anticorps d'un sérum
polyclonal anti-VIH, fixés sur le fond des puits d'nne micro plaque ou sur des billes
de polystyréne, sont mis en présence du sérum humain a tester et se lient a
l'antigéne viral éventuellement présent.

Aprés des lavages répétés, la présence de l'antigéne est révélée par des anticorps
anti-VIH de lapin ou de cheévre (l'antigéne est donc associé en sandwich avec deux
types d'anticorps anti-chévre ou anti-lapin conjugués a une enzyme). La présence
de l'antigéne se traduit par 'apparition de la coloration spécifique du produit de la
réaction enzymatique et l'intensité de la coloration permet une quantification de cet
antigéne.

5.1.2- L'isolement viral :

L'isolement du VIH en culture de lymphocytes est une technique lourde dont les
indications diagnostiques doivent étre soigneusement pesées et réservées a des
protocoles d'études particulieres ou a des situations d'échec des méthodes évoquées
ci-dessus. Il faut reconnaitre a cette technique le mérite historique d'avoir identifié
le virus causal du SIDA et de continuer a fournir des données essentielles pour la

compréhension et le traitement de la maladie. L'isolement de souches virales
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permet en effet de suivre I'évolution génétique, d'étudier ses caracteres
épidémiologiques, de définir ses sites de multiplication dans I'organisme humazain,
de contribuer a une évaluation pronostique de l'infection et enfin de vérifier que les
médicaments antiviraux administrés sont actifs, tant par la négativité¢ des cultwres
que par des études de sensibilité in vitro.

Principe:

Ces cellules ( lymphocytes) sont séparées des autres cellules sanguines par une
centrifugation sur un gradient de densité puis, apreés lavage, mises en suspension
dans un milieu de culture riche contenant en particulier de ['interleukine 2, un
facteur de croissance indispensable pour les lymphocytes, et des substances
favorisant ['infection virale tels que le polybiéne et le sérum anti-interféron. La
stimulation initiale des cellules se fait avec la phytohémagglutinine (PHA). Quand
te mombre des cellules fournies par le sujet suspect d'infection est trop faible, il faut
leur adjoindre des cellules venant d'un sujet non infecté, ce qui aboutit & une co-
culture de lymphocytes. Les cultures cellulaires sont entretenues et étudiées
pendant 4 & 6 semaines. La multiplication du VIH se traduit par 'apparition d'un
effet cytopathique constitué de cellules géantes multinuclées (syncitia) résultant
d'une fusion lymphocytaire, mais cet effet cytopathique est fugace et inconstant. La
mise en évidence du virus repose en fait sur 'étude du surnageant de culture dans
lequel on détecte I'antigéne viral par une technique ELISA et /ou l'activité d'une
enzyme spécifique des rétrovirus, la transcriptase inverse ou la reverse transcriptase
(RT).

5.1.3. La Réaction en Chaine de la Polymerase: (PCR) {14]

Principe
Elle détecte I'ADN proviral intégré dans L'ADN cellulaire et synthétise de

multiples copies d'une courte séquence des acides nucléiques viraux du

prélévement.
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Des lymphocytes du patient sont isolés sur Ficoll; I'ADN  est extrait des
lymphocytes et chauffé a 90°C-95°C jusqu'a ce qu'il se divise en deux brins
separés.

Aprés refroidissement a 50°C-60°C, les brins d'ADN sont mélangés avec les
amorces (ce sont des séquences d’ADN qui lancent la synthése des brins
complémentaires ), des nucléotides (précurseurs de désoxynucléotides) et la tag-
polymérase ADN dépendante (ADN polymerase thermostable purifiée de la
bactérie Thermophilus aquaticus=Taq) et chauffés a4 72°C, il y a synthése de brins
complémentaires.

Le processus d'amplification est analysé par électrophorése sur gel et la séquence
amplifiée apparait sous la forme d'une bande aprés coloration au bromure
d'éthydium ou aprés hybridation avec une sonde radio marquée correspondant a
cette séquence.

5.2. Le diagnostic indirect [8-14]

5.2.1.Immunofluorescence Indirecte

Principe
Des cellules lymphocytaires infectées par le virus sont déposées et fixées sur des

lames de microscope; des cellules identiques non infectées servent de témoins et
permettent d'éliminer les fixations non spécifiques. Le sérum 2 étudier est mis a
incuber; les anticorps présents se fixent sur les cellules et sont révélés par
antiglobuline humaine marquée a l'isothiocyanate de fluorescéine. Une réaction
positive se traduit par une fluorescence visible uniquement a la périphérie des
cellules infectées; une fluorescence observée également sur le témoin signe une
fixation non spécifique d'anticorps reconnaissant les éléments cellulaires et non Ie

virus.
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5.2.2. Technigue Immuno-enzymatique

La technique actuellement la plus utilisée pour la recherche des anticorps anti-WIH
est une technique Immuno-enzymatique: I'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). C'est une méthode simple, destinée au dépistage de grandes séries de
sérums.

Dans cette réaction l'antigene viral est fixé par absorption physique 4 un support
solide (microplaque ou bille de polystyéne).

On distingue trois grands groupes de techniques: les techniques de type sandwich,
indirecte et les techniques par compétition:

5.2.2.1. Technique de 'ELISA Indirecte

Principe
Le sérum a étudier est mis d'abord a incuber en présence du support sensibilisé:

niicroplaque ou bille; des complexes anticorps se forment et leur présence est
révélée dans un second temps, par l'adjonction d'un sérum antiglobuline humaine
marqué par une enzyme ; apres une phase de lavage minutieux, le substrat de cet
enzyme donnera une réaction colorée d'autant plus intense que le sérum est riche en
anticorps. Des témoins positifs et négatifs inclus dans chaque réaction permettent
de déterminer, par un calcul légerement différent selon les trousses, la valeur seuil
ou limite: les sérums dont la densité optique lue au spectrophotométre est
supérieure a cette valeur sont considérés comme positifs.

5.2:2:2. Technique de I'ELISA par compétition

Principe

Les anticorps anti-VIH de I'échantillon a tester entrent en compétition avec les
anticorps du conjugué (sérum anti-VIH marqué par une enzyme), vis-a-vis des
antigeénes viraux fixés sur le support solide. Plus la concentration d'anticorps dans
I'échantillon est €levée, moins l'antigéne conjugué se fixera. Le substrat

chromogéne donnera une réaction colorée qui sera donc inversement
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proportionnelle & la concentration en anticorps. Les témoins permettent de calculer
une valeur seuil; les sérums dont la densité optique est inférieure a cette valeur sont

considérés comme positifs.

5.2.2.3. Technigue de I'ELISA par sandwich

Principe
Les antigenes du VIH sont fixés sur une phase solide. Les anticorps anti-VIH du

sérum se fixent sur les antigénes de la phase solide; il se forme un complexe
antigéne-anticorps. Un conjugué enzyme antigéne est ajouté aprés lavage et il se lie
a tout anticorps anti-VIH présent. On procéde ensuite a4 un lavage pour éliminer le
conjugué non lié. On rajoute du substrat et une coloration apparait
proportionnellement au taux d'anticorps présents.

5.2.2.4. Technique de I'ELISA par Inmunocapture

Principe
La phase solide est revétue d'anticorps anti IgG humaines. Si les IgG sont présents

dans l'échantillon a tester, elles se lient aux anticorps. Aprés lavage, on rajoute un
conjugué enzyme antigene VIH qui se lie spécifiquement aux IgG anti-VIH. Apres
un second lavage, on ajoute du substrat qui va se fixer sur le conjugué. Une

coloration apparait proportionnellement aux taux d'anticorps présents.

5.2.3. Tests rapides [8-14]

5.2.3.1. Technique d'agglutination

Principe
Cette technique utilise des billes de polystyréne ou des hématies humaines qui

servent de support aux protéines virales du VIH; ces derniéres mises en présence
d'anticorps anti-VIH, forment un réseau d'agglutination visible a I’ceil nu. Elle peut
s'effectuer sur lame (test au latex) ou sur plaque de microagglutination

(hémagglutination passive avec lecture du culot de sédimentation des hématies)
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5.2.3.2. Technique d'immunofiltration ou Dot Blot

Principe
Elle utilise une membrane en papier ou de la nitrocellulose comme support solide.

L'antigéne est fixé sur le support et prend la forme d'un petit cercle; il s'agit le plus
souvent d'un peptide synthétique ou recombinant. Une piéce en plastique soutient
en général le support solide et contient des tampons hydrophiles sous le papier pour
recueillir le sérum et les réactifs aprés addition. Il existe deux types d' "immunodot"
en phase solide.

- L'immunodot sur carte:

Les cartes plastifiées ont la forme d'un peigne dont les dents sont sensibilisées par
des antigénes peptidiques de synthése du VIH-1 et du VIH-2 au niveau de deux
taches séparées. Le principe du test consiste a induire la carte successiveinent dans
les. £chantillons de sérum (disposés dans les puits d'une plaque contenant tous les
réactifs nécessaires déposés dans différents compartiments de la plaque) dans une
solution de lavage, dans le conjugué marqué par une enzyme, une nouvelle fois
dans une solution de lavage et enfin dans le substrat chromogéne, il se forme une
réaction colorée caractéristique d'une réaction positive.

- L 'Tmmunodot sur membrane:

Les antigénes du VIH-1 et du VIH-2 immobilisés sur une membrane sont soient
sous forme d'une tdche unique, soient sous forme de deux tiches distinctes. Le
serum_dilué€ ou non dilu€ est ajouté directement sur la membrane. Les anticorps
anti-VIH du sérum se lient aux antigenes présents sur la membrane. Le complexe
immun formé€ est traité¢ au moyen d'un conjugué marqué a une enzyme. Un substrat

ajouté donne une tiche colorée caractéristique d'une réaction positive.
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5.2.4. Technique de la Radio-Immunoprécipitation (RIPA) [14]

Principe
Elie utilise un virus marqué par un isotope radioactif (en général la cystéine 35); le

lysat viral contenant les antigénes est incubé avec les sérums a tester. Les
complexes immuns formés sont alors captés sur un support d'affinité telles que des
billes de protéines A-Sépharose. Les antigenes viraux retenus par les anticorps
spécifiques sont ensuite élués et sépar€s 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.

5.2.5. Le Western-blot [14-8]

Prineipe
Pans-un premier temps, les protéines virales sont séparées selon leur masse

moléculaire par une électrophorese sur gel de polyacrylamide et en milien
dissociant , puis transférées sur membrane de nitrocellulose; cette dernicre est
ensuite découpée en bandes longues et étroites. Dans un second temps, les sérums a
tester sont mis a incuber en présence des bandelettes de nitrocellulose; les anticorps
présents se fixent en fonction de leur spécificité sur les protéines virales
préalablement séparées; on révéle leur présence par addition d'une antiglobuline
humaine marquée par une enzyme, puis d'un substrat chromogene.

58.2.5.1. Criteres d'interprétation du Western Blot positif selon les différentes

institutions
Pour le VIH-1
ASTPHLD Deux des suivantes:
CDC - P24
- gp4l
- gp120/gp160
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FDf; P24 et P31 plus gp31 ou gp 120/gp160 -

Croix Rouge Des Etats - Unis: au moins trois bandes- une de chaque groupe de
geénes: - GAG-POL-ENV

Consortium de normalisation de la sérologie des rétrovirus(CRSS): au moins
deux bandes:-P24 ou P31, plus gp41 ou gp120/gpi60

Organisation Mondiale de la Santé (OMS):au moins deux bandes ENV avec ou

sans les bandes GAG ou POL

Pour le VIH-2

O.M.S. : manifestation de deux ou trois bandes ENV, avec ou sans les bandes

GAG ou POL.

5.2.6. L'Immunoanalyse en ligne [14]

LE TEST en LIGNE:

Inno-lia: Cette méthode utilise des bandes de nylon fixées sur un support plastique

ainsi que des protéines recombinantes et des peptides de synthése déposés selon
cinq lignes discontinues.

Pour le VIH-1 on utilise quatre antigénes :P17 et P24 du gene gag, gp4ldu géne
env ¢t P32 du géne pol.

Pour le VIH-2 on se sert de gp36 du géne env.

Le conjugué utilis€ est une IgG de chévre anti-IgG humaines purifiée par affinité
et marqué a la phosphatase alcaline.

Pepti-lav: Ce test utilise une membrane fixée sur un support plastique et comporte
une ligne avec un sérum témoin et deux bandes sensibilisées avec des peptides de
synthese spécifiques qui représentent les épitopes immunogénes gp41 du VIH-1 et
gp 36 du VIH-2. Le conjugué utilisé est une immunoglobuline de chévre anti-IgG

humaines purifiée, marquée a la peroxydase de raifort.
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5.3. Les stratégie de dépistage du VIH

Thése Pharmacie

5.3.1. Recommandations de I'Q.M.S. en 1992 concernant les stratégies de

dépistage du VIH en fonction de l'objectif visé et de Ia prévalence de l'infection

dans ]a population [44]

Tableau 1 : Recommandations de L'O.M.S. en 1992 concernant les stratégies de

dépistage du VIH en fonction de l'objectif visé et de la prévalence de l'infection

dans la population.

OBJECTIFS DU PREVALENCE DE | STRATEGIE
TEST L'INFECTION
Sécurité des Toutes prévalences | Stratégie |

fransfusions et des

dons d'organes

Surveillance > 10% Stratégie I
Epidémiologie < 10% Stratégie I1
Diagnostic Signes Toutes prévalences |Stratégie I
cliniques/symptdmes
d'infection au
VIH/SIDA
Dépistage Patients >10% Stratégie Il
asymptomatiques < 10% Stratégie I1
DAFFE. B 24




PREVALENCE DES IST/VIH Thése Pharmacie

¥

Description des stratégies de dépistage du VIH utilisé par I’Q.M.S.

- Stratégie I
Tous les échantillons de sérum/plasma sont testés par ELISA ou par une méthode

simple/rapide. Si l'on observe une réaction positive, le sérum est positif pour les

anticorps anti VIH.

- Stratégie 11
Tous les sérums sont testés avec un premier test ELISA ou test rapide simple. Si la

réaction est positive, on passe & un second ELISA mais de préparation antigénique
différente de la premiere. Si le sérum est positif avec les deux tests donc positifs
pour les anticorps anti-VIH.

- Stratégie I11

Tous les échantillons sont soumis a un premier test ELISA. Un prélévement trouvé
_positif est testé a nouveau avec un test différent. Les prélévements trouvés positifs
sont ensuite testés une troisieéme fois avec une épreuve différente. Le troisiéme test
ELISA doit avoir une préparation antigénique différente des 2 premiers. Les
interprétations des résultats sont résumés dans le tableau II suivant:

Tableau 2 : Interprétation des résultats de la stratégie I11

PREMIER TEST |DEUXIEME TEST |TROISIEME TEST [RESULTATS

Positif Positif Positif Positif
Positif Négatif Négatif Négatif
Positif Positif Négatif Douteux

DAFFE. B 25




PREVALENCE DES IST/VIH Theése Pharmacie

¥

5.3.2. Recommandations de I'ONUSIDA en collaboration avec I'Q.M.S. de

1997 concernant les stratégies de dépistage du VIH en fonction de l'objedtif

visé et de la prévalence de 'infection dans la population [43]

Tableau 3: Recommandations de I'ONUSIDA en collaboration avec I'O.M.S.
concernant les stratégies de dépistage du VIH en fonction de l'objectif visé et de fa

prévalence de l'infection dans la population

OBJECTIFS DU PREVALENCE DE | STRATEGIE
TEST L'INFECTION

Sécurité des Toutes prévalences Stratégie I

Transfusions

/Transplantations

Surveillance > 10% Stratégie I

Eptdémiologique <10% Stratégie II

Diagnostic Signes cliniques/ |> 30% Stratégie I
symptdémes d'infection|< 302, Stratégie I
a VIH

Dépistage Patients > 10% Stratégie Il
asymptomatiques <10% Stratégie III

e Organisation Mondiale de la Santé. Echelle provisoire O.M.S. proposée pour la
détermination des stades de l'infection @ VIH et de la maladie (REH N° 29, 1990,
pp 221 -228).
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e Description des Stratégies de dépistage du VIH utilisé par I'ONUSIDA et de
PO.M.S.

- Stratégie 1
La stratégie I ne peut étre utilisé que pour confirmer le diagnostic clinique chez des

personnes dont le cas correspond aux criteres O.M.S. du stade III ou IV de

I'infection a VIH lorsque la prévalence de l'infection a VIH dans la population est

strictement supéricure a 30%.

- Stratégie 11
Tous les sérums sont testés avec un premier test ELISA ou test rapide simple. Si la

réaction est positive, on passe a un second ELISA mais de préparation antigénique
différente de la premiére. Si le sérum est positif avec les deux tests donc positifs
pour les anticorps anti-VIH. Tout sérum qui réagit a la premiére épreuve mais pas a
“la deuxiéme doivent étre testé au moyen de ces deux épreuves. Les résultats
concordants aprés répétition des tests indiquent un résultat positif. Si les résultats
sont discordants aprés répétition des tests, les sérums sont indéterminés.

- Stratégie I11:

Tous les échantillons sont soumis a un premier test ELISA. Un prélévement trouvé
positif est testé & nouveau avec un test différent. Les prélévements trouvés positifs
sont ensuite test€s une troisieme fois avec une €preuve différente. Le troisiéme test

ELISA doit avoir une préparation antigénique différente des 2 premiers. Un sérum

VIH. Un sérum qui réagit aux deux premiers tests mais pas au troisiéme est
considéré comme indéterminé. Un sérum qui réagit au premier, mais ne réagit pas
au deuxie¢me ni au troisiéme test est considéré comme douteux quand il s'agit de
personnes ayant €t€ expos€ au risque d'infection par le VIH au cours des trois
derniers mois et négatif quand il s'agit de personnes n'ayant pas été exposées a ce

risque.
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6- DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES INFECTIONS SEXUELLEMENT
TRANSMISSIBLES ;

Nous traiterons ici les infections sexuellement transmissibles ulcératives utilisées

comme marqueurs biologiques dans notre étude ISBS

6.1 La gonococcie: [9-14]

Le diagnostic biologique de la gonococcie se fait essentiellement par une mise en
évidence directe du germe dans un prélévement génito-urinaire chez 'homme et
chez la femme.

6.1.1. les prélévements:

Chez 'homme:

Chez l'homme hétérosexuel, on isole ordinairement le germe des prélévements
urétraux. Chez I'homme homosexuel le plus courant c'est d'isoler le germe des
différents prélévements urétraux, rectaux, et pharyngés.

Chez la femme:

Ce sont les prélévements endocervicaux et ceux qui se font au niveau du col utérin
qui sont le plus souvent positifs, il est souvent possible d'isoler le germe des
prélévements rectaux, urétraux et pharyngés chez les femmes qui pratiquent la
fellation.

6.1.2. La Mise en Evidence: [14]

Elle se fait par la Détection directe du germe & partir des prélévements cliniques,

elle peut se faire également par la Culture et par I'Amplification Génétique.

6.1.2.1. La Détection directe:[14-9]

Elle est surtout basée sur:

- L’examen microscopique [9]

La coloration de gram faite directement a partir des prélévements cliniques

constitue la meilleure méthode de détection directe du gonocoque. Elle permet
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identification des diplocoques intracellulaires a gram négatif a l'intérieur des
polynucléaires. Les cellules gonocociques sont en forme de grain de café et
accolées deux a deux par leur face concave. lidentification se fait a l'aide d'un
microscope a l'objectif 100.

6.1.2.2. La Culture[9]

Le gonocoque est un germe exigeant et ne croit que sur des milieux enrichis, telle
la gélose au chocolat. Les milieux sélectifs sont souvent utilisés pour I'isoler
facilement des prélevements contaminés. Par exemple: le Milieu de Thayer-Martin
(TM); le Milieu de Thayer-Martin Modifi¢ (TMM); le Milieu New York City
(NYC); et le Milieu Martin-Lewis (ML)

a- L.a lecture des cultures

Au bout de 24 heures dincubation sur des milieux de cultures sélectifs, le
genoeeque produit des colonies sphériques dont le diamétre varie de 0,5 4 Imm.
Ces colonies sont Iégérement bombées, franslucides, grisatres, luisantes et au
contour bien délimité. Aprés 48 a 72 heures d'incubation les colonies peuvent
atteindre un diamétre de 3mm.Souvent muqueuses et gommeuses, elles viennent
généralement tout d'un bloc lorsqu'on essaie de les prélever avec un fil de platine.

b- l'identification présomptive

Un germe qui réussit a croitre sur un milieu sélectif (comme le milieu de Thayer
Martin modifié, celui de New York City ou bien autre) et qui produit des colonies
ayant la forme et I'aspect caractéristiques de celle des Neisseria pathogénes sur ce

erme on réalise ['épreuve de 1'oxydase sur la souche isolée.
g P

L'oxydase
Lorsqu'on verse sur les colonies d'une souche de Neisseria quelques gouttes du

réactif de l'oxydase (solution a 1 pour 100 de dihydrochlorure de tétraméthyl-
paraphényléne diamine) , les colonies deviennent d'abord couleur lavande, puis

virent au violet.
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¢ - l'identification confirmative:

IL existe deux fagons principales de procéder a l'identification confirmative des
Neisseria pathogénes: par l'étude des propriétés biochimiques ou au moyen des
épreuves d'identifications sérologiques.

La fermentation des glucides:

C'est une réaction au cours de laquelle des colonies de Neisseria gonorrhoeae sont
mises a émulsionnées avec une solution stérile a 20 pour 100 de glucose, maltose,
saccharose, lactose et une solution de BBS (Buffered Balanced-Salt indicator
solution). L'apparition d'une coloration jaune aprés deux jours incubations atteste
une réaction positive.

Les systémes enzvme-substrats chromogénes :

Ces systemes utilisent des produits chimiques que les enzymes bactériennes
hydrolysent, les transformant en substances colorées, détectables directement ou
aprés l'addition d'un réactif spécifique. Ces systémes ne sont utilisés que pour
identifier les Neisseria qui réussissent a croitre sur des milieux sélectifs: Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Neisseria lactamica et Neisseria cinerea.

6.1.2.3. Méthodes moléculaires de diagnostic de 12 gonococcie

La méthode d’amplification des acides nucléiques appelée Réaction de Polymérase

en Chaine ( PCR) permet de déceler la présence de Neisseria gonorrhée dans les
¢chantillons cliniques[14].

6.2. Le Chlamydia trachomatis [9 -14]

Le diagnostic au laboratoire des infections a chlamydia peut se faire par:
- ’examen direct des spécimens
- I'isolement (la culture) des germes

- la détection des anticorps spécifiques dans le sérum du malade

- amplification génétique
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6.2.1. Les préléevements

La nature des prélévements varie selon le genre chlamydia qui comprend 3
espéces. Chlamydia psitacci, du lymphogranulome vénérienne ou d'aulres

infections causées par certaines variétés de Chlamydia trachomatis.

6.2.2. La Mise en évidence [14]

Plusieurs techniques se prétent au diagnostic du chlamydia.

6.2.2.1. La Détection directe [14]

On peut déceler la présence d'inclusions intracytoplasmiques dans les cellules
épithéliales provenant des prélévements urétraux, cervicaux et conjonctivaux. Les
espéces ou variétés de chlamydia associées aux infections génito-urinaires et a la
conjonctivite sont observables au microscope.

Plusieurs techniques de coloration peuvent étre utilisées notamment la coloration a
liode, la coloration de Giemsa, l'immunofluorescence et les épreuves immumo-
enzymentiques.

- La coloration a l'iode et de Giemsa:

La préparation est fixée a l'alcool, puis recouverte de lugol pendant 5 mm.
Examinée a 'état humide des colonies de Chlamydia trachomatis colorées en bnmn
acajou apparaissent au microscope. Aprés l'examen, la préparation est décolorée au
méthanol et recouverte au Giemsa. Des inclusions intracytoplasmiques de
Chlamydia trachomatis apparaissent colorées en bleu.

- L'immunofluorescence directe (IFD)

La mise au point d'anticorps monoclonaux marqués a la fluorescéine dirigés contre
I'épitope spécifique d'espéce des protéines majeurs de membrane permet la
visualisation des corps élémentaires typiques de Chlamydia trachomatis. Ces cOIps
¢lémentaires chlamydiens apparaissent sous forme de petits points colorés en vert

pomme au microscope a fluorescence.
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6.2.2.2. Les Méthodes Immunoenzymentiques [14]

Elisa classigne: Consiste en un traitement de ['échantillon avec une

immunoglobuline spécifique de Chlamydia. Une diminution de la densité optique
(DO) d'au moins 50% atteste la présence d'antigéne Chlamydien.

De nos jours quelques méthodes rapides permettent de rechercher directement
l'antigéne Chlamydien dans les prélevements cliniques .

Le Surecell Chlamydia_test: 1l sert & l'identification des LPS (liposaccharides)

spécifiques d'espeéce de Chlamydia grace a l'action d'un anticorps monoclonal
marqué a la peroxydase qui donne une coloration particuliére.

Le Clearview Chlamydia test: Identifie les liposaccharides (LPS) extraits au

moyen d'une solution tampon a 80°C. L'extrait est mis en présence des particules de
latex colorées sensibilisées par des anticorps monoclonaux. En cas de présence
d'antigéne une ligne colorée apparait a la maniére d'une chromatographie. Ce test

est congu pour étre utilisé exclusivement avec les prélévements endocervicaux.

6.2.2.3. L'isolement des Chlamydia [14]

Actuellement la culture des tissus constitue le moyen le plus utilisé pour isoler les
Chlamydia présents dans les spécimens cliniques. Pour ce faire on emploie
couramment les cellules de Mc coy (fibroblastes de souris) traités a Ila
cyclohéximide. La coloration au moyen des anticorps monoclonaux conjugués a la
fluorescéine est la méthode la plus sensible qui existe actuellement pour détecter
les inclusions & Chlamydia trachomatis dans les cultures cellulaires.

Les cellules de Mc coy sont traitées par des anticorps monoclonaux conjugués a la
fluorescéine et examinées a la lumiére ultraviolette. Sur 1'épreuve positive, les
cellules infectées par Chlamydia trachomatis présentent dans leur cytoplasme des
inclusions (corps élémentaires) qui émettent une fluorescence vert pomme, ces

derniéres ont la forme de petites masses bien définies et sont situées prés du noyau.

DAFFE. B 32




PREVALENCE DES IST/VIH Thése Pharmacie
]

Sur I'épreuve négative, il n'apparait pas de fluorescence vert pomme, le réactif
contient du bleu d'Evan qui colore le fond du frottis en rouge.

6.2.2.4. Le Diagnostic Sérologique [14]

La recherche d'anticorps anti-chlamydia dans le sérum des malades facilite e
diagnostic de la spittacose, du lymphogranulome, de la pneumonie néonatale et de
la pneumonie & Chlamydia pneumoniac. Elle est sans intérét cependant pour le
diagnostic du trachome, de la conjonctivite a inclusions et des infections du tractus
urogénital.

6.2.2.5. L’amplification génétique

La méthode d’amplification des acides nucléiques appelée Réaction de Polymeérase

en Chaine (PCR) peut déceler la présence de Chlamydia Trachomatis dans les

échantillons cliniques[36]

6.3. La Syphilis [9-14]

Pour diagnostiquer la Syphilis on doit effectuer une recherche directe du germe
dans les lésions syphilitiques et dans certains autres prélévements, ou procéder de
fagon indirecte a la recherche d'anticorps dans le sérum ou le liquide céphalo
rachidien du sujet ou par Amplification directe.

6.3.1. Les prélévements

Le germe peut étre isoler a partir des prélévements effectués au niveau des lésions
cutanées et plaques muqueuses, des prélévements obtenus par ponction au niveau
des ganglions satellites, dans le liquide céphalo-rachidien, les écoulements nasaux
et dans le sérum.

6.3.2. La_Mise en évidenee [14]

Elle se fait par détection directe du germe dans les échantillons cliniques et par

détection indirecte des anticorps dans le sérum.
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6.3.2.1. La Détection directe [14]

La détection directe du germe se fait par la microscopie a fond noir et
l'immunofluorescence directe.

La microscopie a fond noir

Les Tréponéma pallidum apparaissent en blanc lumineux sur un microscope a fond
noir. Les Tréponema pallidum se colorent mais il est difficile de les voir, étant
donné leur faible diameétre. Des colorations spéciales permettent de grossir leur
diameétre. Exemple l'imprégnation a l'argent.

La microscopie a fond noir permet de reconnaitre les Tréponemes a leur mobilité
particuliére {( un mouvement hélicoidal, caractérisé par une rotation du corps
bactérien sur son axe longitudinal et des ondulations sinusoidales au cours
desquelles, les cellules se déplacent suivant des mouvements de va et vient). On
note aussi que les spirilles se recourbent et qu'ils effectuent des mouvements
brusques de flexion latérale.

L'immunofluorescence directe

Permet d'observer des Tréponéma pallidum au microscope a fluorescence aprés
traitement au globuline anti-Tréponéma pallidum marquée a la fluorescéine.

6.3.2.2. Le Diagnostic Sérologique [14]

Il existe deux types d'épreuves sérologiques : certaines requiérent ['utilisation d'un
antigéne (cardiolipidique) non tréponemique, d’autres requic€rent I'utilisation d'un
antigéne tréponémique.

Les tests non tréponémique:

Tous les tests non tréponémique existant actuellement pour le diagnostic de la
syphilis sont des tests par floculation qui utilisent comme antigéne le cardiolipide,
la lecithine, et le cholestérol. On distingue les tests microscopiques au cardiolipide,

et les tests macroscopiques au cardiolipide.
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Les tests microscopigues au cardiolipide : on distingue

Le VDRL: (Venereal Disease Research Laboratory)

Ce test utilise de I'antigéne non stabilisé (préparé le jour méme de I'utilisation), le
sérum est chauffé (56°C) et les résultats sont lus au microscope au grossissement
100.

USR: (Unhated Sérum Reagin)

Ce test utilise de I'antigéne stabilisé et le sérum est non stabilisé.

Les tests macroscopiques au cardiolipide:

Le RPR: (Rapid Plasma Reagin)

Ce test utilise des particules de charbon sensibilisées avec de l'antigéne
cardiolipidique pour détecter les anticorps réaginiques présents dans le sérum ou le
plasma des personnes syphilitiques .

Les tests tréponémiques:

Les tests tréponémiques les plus fréquemment utilisés sont les suivants:

Le TPHA: (Treponema Pallidum Haemagglutmation Assay)

Ce test utilise des hématies sensibilisées de moutons avec des antigénes de
Tréponéma pallidum pour la détection rapide des anticorps dirigés contre le VIH-1
et le VIH-2 dans le sérum et le plasma humain. Une haemagglutination indique une
réaction positive.

Le FTA-Abs: (fluorescent treponemal antibody absorption)

Ce-test utilise comme antigéne une suspension lyophilisée de Treponema pallidum
(souche Nichols) et un conjugué antiglobuline humaine marqué a la fluorescéine
qui réconnait les chaines lourdes des IgG, IgM, IgA. L'observation faite au
microscope a fluorescence permet de noter l'intensité de la fluorescence en utilisant

un témoin faiblement réactif comme base de lecture.
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6.3.2.3. Le diagnostic moléculaire de la Syphilis

La méthode d’Amplification des acides nucléiques appelée Réaction de

Polymérase en Chaine peut mettre en évidence le Treponéma Pallidum dans les

échantillons cliniques [14].
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I11- LA METHODOLOGIE:
}. TYPE ET CADRE D’ETUDE:
1-1 Type d’étude : Le CDC ( Atlanta-USA ) en collaboration avec les autorités

maliennes (INRSP-PNLS ) a initi¢ une étude intégrée sur les IST/VIH et les
comportements sexuels au Mali. L’enquéte transversale basée sur un interrogatoire
de {a population et un prélévement sanguin sur confetti pour le dépistage du VIH et
de la syphilis et un prélévement d’urine pour le test de dépistage des chlamydioses
et des gonococcies, s’est déroulée d’octobre a novembre 2000 dans deux capitales
régionales du Mali a savoir : Gao ( en octobre ) et Kayes (en novembre ).

1.2. Cadre d'étude:

Situé en Afrique de l'ouest en plein Sahel, le Mali est un vaste pays continental qui
couvre une superficie d'environ 1.240.192 Km?. Il est enclavé et partage 7.200 Km
de frontiére avec 7 pays dont deux sont a haute prévalence pour le VIH/SIDA, la
Cote-d'ivoire au sud et le Burkina-Faso au sud-est. Les autres pays frontaliers sont
['Algérie au nord, le Niger a l'est, la Guinée au sud, la Mauritanie et le Sénégal a
I'ouest. Cette situation carrefour fait du Mali un espace de forte migration. De plus
la situation économique peu favorable dans tous ces pays incite beaucoup de jeunes
a émigrer a la recherche de travail. A cette migration internationale s'ajoute la
migration inteme campagne/ville.

Répartie inégalement sur le territoire national, la population totale était estimée a
9,790,492 habitants en 1998 contre 7.696.348 en 1987, soit un taux d’accroissement
naturel de 3,7%. La densité moyenne est de 7,4 habitants au Km? avec de grandes
disparités puisque 65% de la population occupe 25% du territoire.

Plus de 75% de la population vivent en zone rurale, il y a 51% de femmes pour
49% d’hommes. Les femmes en adge de procréer (15-49ans) représentent 22% de la
population. Le taux de fécondité a 6,7 enfants par femme est trés élevée. A cette

fécondité, les adolescents contribuent pour 14% ce qui témoigne de la précocité des
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rapports sexuels, 'dge moyen au premier étant de 15,8 ans. Les mariages précoces
y sont fréquents avec un 4ge médian a 16 ans pour les filles et 25 ans pour les
gargons. Pres de 50% de la population sont agés de moins de 15 ans et plus de 45%
sont ages de 15 a 45 ans.

Kaves: Premiere région économique du Mali, Kayes fait frontiere avec le Sénégal.
Gao : sixieme région économique du Mali est une autre grande ville sur la route
des chauffeurs de camions en provenance de Sikasso, Mopti, Bamako et Ségou.

2. POPULATION D’ETUDE:

2.1. Le groupe des camionneurs-coxeurs:

Ce sont dans certains cas des ensembles d'individus affiliés 4 une compagnie de
transport. Dans d'autres 1l s'agit simplement de lieux géographiques ou les individus
du groupe cible pouvaient €tre rencontrés.

Exemple: Les alentours des postes de douanes (les camionneurs y restent le temps
de régler les formalités douanieres).

Ils ont été recrutés sur leur lieu de travatl. Toutes ccs compagnies de transport ont
¢té informées de la présente étude et leur aide a été sollicitée pour le bon
déroulement de l'opération.

2.2. Le sroupe des bonnes:

Ce sont des jeunes filles généralement originaires d'un méme village ou tout au
moins ressortissantes d'une zone gcéographique restreinte. Le plus souvent ces
individus sont affiliés & une méme personne qui est également originaire de la
meéme zone et qui joue le rdle de tuteurs. Ces jeunes femmes ont été recrutées dans
leur dortoir, les ONG locales (ONG Danayaso et Wallé ) ont coordonné leurs
efforts avec ceux de nos enquéteurs et les autorités locales pour se rendre dans les

dortoirs sélectionnés, expliquer aux groupes en quoi consiste 1'étude.
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2.3. Le groupe des vendeuses ambulantes:

Elles ont pour base les gares routiéres et les stations de taxi. Dans quelques rares
cas, cependant ces vendeuses ambulantes ont des liens avec une vendeuse
sédentaire dans la méme gare, celle-ci est plus dgée et joue en quelque sorte le role
de tutrice. Ces vendeuses ont été recrutées sur leur lieu de travail grace au concours
bienveillant des ONG locales (ONG Danayaso et Wallé) choisies pour la
circonstance.

2.4. Le groupe des prostituées: (formelles et clandestines)

L'ensemble de femmes exergant leurs activités dans la méme maison close. Il se
peut que ces femmes soient sous la responsabilité d'une méme personne mais ce
n'est pas toujours le cas. LL.a maison close peut étre simplement une maison louée
‘par les prostituées. Elles partagent les loyers mais chacune exerce ses activités
indépendamment des autres. Elles ont été recrutées en fonction de chaque ville et
des relations existantes avec les ONG notamment ( I'ONG Danayaso dans les villes
ou elles existent), les autorités locales et les propriétaires des différentes maisons de
prostitution sur chaque site.

Les sites de prostitution"informels"

Le personnel des ONG en relation avec les prostituées opérant dans la rue ou dans
les localités a aidé I'€quipe a organiser des entrevues avec elles.

-2.5. Les critéres d’inclusion:

Etaient inclues dans cette étude toutes les personnes des groupes cibles ayant donné
leur consentement pour une participation. Dans le groupe des routiers un des

critéres €tait d'avoir fait au moins un voyage international au cours des douze

derniers mois.
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2.6. Les criteres de non inclusion:

Etaient exclues de I'étude toutes les personnes des groupes cibles n'ayant pas do:mé
un avis favorable ou son consentement pour une participation.

2.7. Echantillonnage :

Les tailles d'échantillons anticipées pour chacun de ces groupes cibles sont

précisées ci-dessous.

La taille de 1'échantillon a été influencée par les problemes logistiques liées an
recrutement et au transport ainsi que par les questions d'ordre financier.

En vue de déterminer la taille d'échantillon approximative pour chaque groupe
d'homme ou de femme le pourcentage de changement attendu dans la prévalence de
toute IST lors des enquétes ultérieures est utilisé.

Du fait que cette enquéte a inclus deux groupes a haut risque (chauffeurs et
prostituées) ainsi que trois groupes a moyen risque ( coxeurs, bonnes et les
vendeuses ambulantes), Le pourcentage de changement attendu concemant toute
IST a été différent en fonction du groupe.

La conception de I'étude ainsi que les méthodes d'échantillonnage ont été adaptées
a partir de la méthodologie de la "BSS" par PHD Pamina Gorbach. Le pourcentage
de changement attendu concernant la prévalence de toute MST dans chacun de ces
groupes est décrit dans le tableau suivant accompagné du calcul de la taille

d'échantillon ultérieure basé sur une puissance a 80% et un alpha de 0,05%.
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Tableau 4: Les Tailles d'échantillons anticipées pour chacun des groupes cibles.

GROUPES A RISQUE PREVALENCE LE TAILLE
FAIBLE APPROXIMATIVE | POURCENTAGE | D'ECHANTILLON
DE TOUTE IST DE APPROXIMATIVE
CHANGEMENT NECESSAIRE PAR
ATTENDU GROUPE
(ZANS)
"coxeurs"les  vendeurs de 78
tickets de bus et taxi 5% +/-5%
"Vendeuses ambulantes” 146
femmes/filles qui vendent
des fruits et d'autres articles|5% +/- 5%
aux stations de taxis/bus
GROUPES A RISQUE
ELEVE
Travailleurs de 30% +/- 10% 94
l'industrie sexe
Chauffeurs de camions 25% +/ 10% 170
Taille totale de 1'échantillon 488

Taux de refus: 5%, Puissance: 80%, Alpha: 0,05%

La prévalence approximative de toute IST dans ces groupes a été basée sur des

données recueillies en 1994 par la banque mondiale ainsi que sur des données

recueillies en 1997 et 1999 par le PNLS au Mali.

Bamako a une population beaucoup plus importante que les autres localités

1000000 contre 800000 a 100000 pour chacune dés 3 autres. Par ailleurs les
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travaux préliminaires d'identification des grappes ont montré une répartition
déséquilibrée des groupes cibles entre les 4 localités. Ces considérations nous ont
amené a envisager une distribution de I'échantillon en tenant compte de ces
différences avec notamment un plus grand nombre de répondants pour Bamako.

Tableau 5 : Répartition de I'échantillon par site et par groupe cible.

KAYES GAO TOTAL
Routiers 59 73 132
Coxeurs 21 50 71
Vendeuses 114 23 137
Prostituées 59 32 91
Total 253 178 431

3. DEROULEMENT DE L’ENQUETE SUR LE TERRAIN:

Les participants ont ét¢ identifiés a partir d'un échantillon al€atoire tiré d'une liste

de grappes spécifiques au groupe cible donné pour chaque site. Les participants
avaient le choix de s'inscrire a une partie ou a toutes les composantes de 1'étude
comme suit:

- LeNiveau 1 du consentement: Répondre uniquement au questionnaire.

- Le Niveau 2 du consentement: Répondre au questionnaire, et fournir
I'échantillon d'urine pour le dépistage de Neisseria gonorrhoeae et de Chlamydia

trachomatis.

- Le Niveau 3 du consentement: Répondre au questionnaire, fournir I'échantillon

d'urine et un échantillon de sang pour le test de la syphilis.
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- Le Niveau 4 du consentement: Répondre au questionnaire, fournir un

échantillon d'urine et un échantillon de sang pour le test de la syphilis et du VIH.
Un counseling pré-test individuel pour le VIH a été une partie intégrale du
processus de consentement, indépendamment du niveau de consentement de
chaque participant tel que décrit ci-dessus.

Les prélevements étaient effectués uniquement aprés ces quatre niveaux de
consentement. Avant de passer & un autre niveau de participation dans I'étude, le
participant a recu toutes les informations sur cette étape. Il ui a été demandé sl
veut continuer o pas. Avant de passer a l'étape 3 et 4 (échantillons de sang),
l'enquéteur a donné un counseling pré-test pour le VIH, et des inforinations sur le
dépistage de la syphilis avant que la personne ne décide de continuer ou pas.
Chaque enquété se présentait aux équipes de laboratoire (chargées des
prélévements) muni d'une carte de laboratoire ou encore une carte de consentement
qui indiquait le type de prélevement & effectuer.

Exemple:

- l'enquété a t il accepté le prélévement.

- I'enquété a t il accepté de donner l'urine et la goutte de sang pour le test du VIH.

- I'enquété a t il accepté de donner l'urine, la goutte de sang pour le test du VIH et la
goutte de sang pour le test de la syphilis.

- Aucun test n'a été accepté.

Tous les questionnaires et les échantillons des participants de chaque grappe ont
¢té identifiés par un numéro d'é¢tude. Aucun nom n'a été demandé, en plus de la
carte de laboratoire (ou carte de consentement), chaque participant a re¢u 3 cartes
de différente couleur portant chacune un numéro d'étude.

a) - Tous les participants a |'étude ont regu un service de référence vers un centre de

santé pré-sélectionné on ils vont étre traités par un professionnel de la santé formé a
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la prise en charge syndromique des IST. Ils ont regu une carte (cartel) portant leur

numéro d'étude pour avoir acces au traitement dans ce centre.

b) - Tous les participants a 1'étude ayant donné leur consentement a I'un ou l'autre
des tests biologiques (niveau de consentement 2, 3, 4,), ils devaient se présenter
aprés un délai d'un mois, dans un centre de santé pré-sélectionné pour recevoir les
résultats des examens de laboratoire faits sur les échantillons qu'ils ont donnés et
pour recevoir le traitement étiologique pour les tests positifs: la sérologie
syphilitique positive et tests de PCR positifs pour Neisseria gonorrhoeae, et
Chlamydia trachomatis. Une carte (carte2) avec leur numéro d'étude leur a été
donnée pour avoir acces a leurs résultats et au traitement dans ce centre.

¢) - Tous les participants ayant accepté le test VIH aprés un pré-test counseling
(niveau 4 du consentement) ont le choix d'un rendez-vous gratuit soit dans un
centre de santé local, ou un centre de conseil sur le VIH pour recevoir les résultats
des tests a tout moment soit 14 jours apres la date de leur participation a I'étude.
Une carte (carte3) avec leur numéro d'étude leur a été donnée pour avoir accés aux
résultats des tests VIH et au counseling post-test.

d) - Tous les participants (niveau de consentement 1 & 4) ont requ des condoms
(exceptées les bonnes et les vendeuses) et un petit cadeau. Pour ceux qui ont
répondu seulement au questionnaire, le cadeau leur a été remis a la fin du
questionnaire. Pour ceux qui en plus du questionnaire ont donné les échantillons de
sang et d'urines la remise du cadeau a lieu apres la prise des échantillons.

3.1. Les prélévements:

3.1.1. Les gouttes de sang:
Le papier buvard de forme rectangulaire porte a sa surface 3 disques de lem de

diamétre chacun devant contenir les gouttes de sang ainsi que les numéros de

I'étude correspondante.

- Le premier disque devait contenir la goutte de sang pour le test de VIH.
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- Le deuxi¢me disque devait contenir la goutte de sang pour le test de la syphilis.

- Le troisiéme disque devait contenir la goutte de sang supplémentaire de sécurité.
Le bout du doigt était au préalable nettoyé avec un tampon imbibé d'alcool et séché
a l'aide d'un vaccinostyle stérile on piquait la partie nettoyée. Les gouttes de sang
sont obtenues par pression du doigt jusqu'a remplir les disques. Le papier buvard
ainsi humecté était mis a sécher a ’air avant d'étre introduit dans un sachet en
plastique (Zyploc). Une bande adhésive était toujours appliquée sur la partie
piquée.

3.1.2. Les échantillons d'urines: les pots d'urines devant contenir le prélévement
p P

d'urine ¢€tait en plastique, chaque pot portait le numéro d'étude correspondant. Les
échantillons d'urines étaient stockés sur le terrain dans une glaciére contenant des
accumulateurs de froid. Au laboratoire les échantillons d'urines étaient divisés en
aliquots dans des cryotubes numérotés disposés sur des portoirs. Trois aliquots de
1ml d'urines étaient faits pour chaque pot. A Kayes et a Gao les aliquots d'urines
numérotés étaient ccnservés dans de I'azote liquide durant le transport. A Bamako
les aliquots sont conservés a une température de -80°C avant la recherche d'ADN
par la technique du PCR (L'ADN ne résistant pas a la chaleur).

4. CONSIDERATIONS ETHIQUES:

Le protocole de I'étude a été examiné et accepté par le comité d'éthique de I'TNRSP.

La participation était volontaire et chaque participant a donné un consentement
verbal authentifié par un témoin a I'enquéteur. La confidentialité de I'étude a été
respectée, un numéro d'étude de cinq chiffres a ét¢ assigné a chaque participant
dont les deux premiers étaient li€s a la ville et au groupe cible mais 4 aucun nom.
Les considérations d'éthiques comportaient des risques potentiels a savoir:

- Les risques de saignement et d'ecchymose associés au prélévement de sang par
ponction du bout du doigt, pour cela seul un personnel médical diiment formé

procéda a la prise d'échantillon.
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- Un risque psychologique causé par la nature délicate des questions associé a la
découverte par les participants qu'ils sont atteints d'une IST ou du VIH. Pour cela le
questionnaire a ét€ administré par un membre de I'équipe d'étude (INFO-STAT) du
méme sexe que le participant dans un environnement privé.

Un des avantages principal pour les participants, a été que chaque participant a regu
un bilan des IST avec un traitement approprié gratuit. Ils ont également recu des
informations ainsi1 que des conseils concernant les IST et le VIH d'ou I'existence
d'un centre de conseil et de dépistage a l'intention du participant ot un conseiller
diament formé donna les résultats du VIH et un counseling post-test.

La motivation a I'étude a été forte, due au fait que chaque participant a eu droit & un
cadeau.

Les prostituées ont eu des dotations en condoms en plus d'un gel lubrifiant.

Les coxeurs et les Routiers en plus des condoms, ont regu de ['argent 500 Francs
CFA ainsi que des sachets de thé.

Les bonnes et les vendeuses ont respectivement regu de l'argent et un morceau de
savon.

Les responsables des grappes ainsi que les individus qui ont joué le rdle de

facilitateur ( mobilisation des groupes cibles), ont également été récompensés.
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5. METHODES DE LABORATOIRES:
5.1. La Sérologie du VIH:

Deux techniques ont été utilisées: La Trousse Immuno-coumb II VIH-1 et VIH-2

bispot (PBS orgénics), et la Trousse Génie II VIH-1 et VIH-2 ( Sanofi Pasteur).

5.1.1. L'Immuno-coumb 11:

L’Immuno Coumb II un test immunoenzymentique rapide pour le dépistage et la
différenciation des anticorps IgG dirigés contre les virus de l'immunodéficience
humaine type 1 et 2 (VIH-1 et VIH-2) dans le sérum et le plasma humain.

Le principe de Ia méthode:

La trousse Immuno-coumbll VIH-1 et VIH-2 et bispot est un test
Immunoenzymentique indirect en phase solide. La phase solide est un peigne de 12
dents portant chacun a sa surface 3 spots de réaction.

L.e_spot supérieur: anticorps de chévre anti-immunoglobuline humaines (contrdle

interne).

Le spot médian: Les peptides synthétiques VIH-2.

Le spot inférieur: Les peptides synthétiques VIH-1.

Les réactifs préts a I'emploi sont pré distribués dans le bac de développement, ce
dernier est divis€¢ en 6 compartiments (A-F) de 12 puits. Ce test consiste &
transférer le peigne d'un compartiment a l'autre. Les échantillons de sérum ou de
plasma sont distribués dans les puits de compartiment A dans lequel le peigne est
également introduit. Les anticorps anti-VIH éventuellement présents dans les
échantillons se lient de fagon spécifique aux peptides synthétiques VIH
immobilisés a la surface des dents du peigne.

Parall¢lement les immuno-globulines humaines contenues dans les échantillons
sont capturées au niveau du spot supénieur par les anticorps anti-Ig humaines
(controle interne).Tout anticorps non fix€ de fagon spécifique lors de cette premiére

étape est éliminé au cours d'une étape de lavage dans le compartiment B. Dans le
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comparttment C il va y avoir une reconnaissance des immuno-globulines humaines
(Ig G) fixées sur les dents du peigne par des anticorps de chevre anti-IgG humaines
conjugués a la phosphatase alcaline (PA). Les compartiments D et E constituent des
¢tapes de lavage. Dans le compartiment I la phosphatase alcaline réagit avec un
compos¢ chromogénique, ce qui entraine la visualisation des résultats sous forme
de spots gris - bleu a la surface des dents du peigne.

Interprétation des résultats:

- Un résultat négatif doit présenter uniquement le spot de contrdle interne (spot
supérieur).
- Un spot médian, circulaire et uniformément coloré indique la présence d'anticorps

anti-VIH-2.

- Un spot inférieur circulaire et uniformément coloré indique la présence
d'anticorps anti-VIH-1.

Reactifs et mode opératoire:

Nous avons utilisé les réactifs et suivi les étapes préconisées par le fabricant:
Orgénics limited, P.O.BOX 360 yavne 70650 Isra&l pour: PBS orgénics Ref.
432/19, rue Lambrechets 92404 Courbevoie cedex,(France)

5.1.2. Le génie I1 VIH-1/VIH-2:

Le test Génie II VIH-1/VIH-2 est un test Immunoenzymentique de double

reconnaissance, basé sur la détection spécifique des anti-corps anti-VIH-1 ET VIH-
2 par des antigénes.

Le Prineipe du test:

Ce test utilise l'immuno chromatographie et Iimmuno concentration en
combinaison. Le support de réaction est constitué de deux puits:

Le puits A de forme circulaire pour le dépét de I'échantillon, le puits B plus grand
et elliptique qui est le puits de réaction. La membrane du puits B porte 4 sa surface

deux spots de réaction séparés par des antigénes dérivés du VIH-1 et du VIH-2 et
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un troisiéme spot de contrdle interne. L'échantillon dilué est déposé dans le puits;de
I'échantillon dans lequel les anticorps anti-VIH contenus dans 'échantillon se fix:ent
aux antigénes VIH bionytilés et migrent le long de la membrane
chromatographique. Au niveau du puits de réaction B les complexes antigeries-
anticorps se lient aux antigénes VIH immobilisés. Le complexe résultant réagit
avec un conjugué streptavidine-phosphatase alcaline. L'addition d'un substmat
chromogénique b permet la visualisation des résultats sous la forme d'un spot gris-
bleu.

Interprétation des résultats:

- L'apparition de deux ol trois gris-bleu dans le puits de réaction B indique la

présence d'anticorps anti- VIH.

- Dans le cas d'un résultat négatif seul le spot de contréle interne sera visible.

Réactifs et mode opératoire:

Nous avons utilisé les réactifs et suivi les étapes préconisés par le fabricant: Sanofi
Diagnostics Pasteur, Ref. 72323, 3 Boulevard, Raymond Poincaré, 92430 Marnes
la coquette (France)

5.2. La Sérologie Syphilitique:

Deux techniques ont été également utilisés:

Le RPR et le TPHA du Newmarket Laboratoires Limited.

5.2.1. Le RPR: est un test utilis€ pour la détection rapide, qualitative et semi-
quantitative de la syphilis dans le sérum ou le plasma.

Le principe du test:

Le test RPR utilise des particules de charbon sensibilisées avec de l'antigéne
cardiolipidique pour détecter les anticorps réaginiques présents dans le sérum ou le

plasma de personnes syphilitiques.
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Interprétation des résultats:

Les échantillons contenant des anticorps réaginiques entrainent l'agrégation des
particules de charbon qui apparaissent comme des amas sombres sur un fond blanc.
L'agrégation peut étre lue de fagon macroscopique. Les échantillons non réactifs
apparaissent typiquement sous un aspect lisse non agrégé et pouvant former des
boutons dans le centre de la zone de test.

Réactifs et mode opératoire:

Nous avons utilisé les réactifs et suivi les étapes préconisés par le fabricant:
Newmarket Laboratories Limited. Kentford, suffolk. CD87PN United Kingdom.
Distribué par BIO-Rad, Ref. 72505, 3 Boulevard Raymond Poincaré, 92430 Marnes
La Coquette (France) .

5.2.2. Le TPHA:

C'est un test qui permet de mettre en évidence les anticorps dirigés contre les
constituants tréponemiques dans le sang ou le plasma humain

Le principe du test:

Le test TPHA utilise des hématies sensibilisées avec des antigénes de Treponema
pallidum pour la détection rapide des dirigés contre le VIH-1 et le VIH -2 dans le
sérum et le plasma humain.

Interprétation des résultats:

Une hémagglutination caractérisée par la présence d'un voile uniforme d'hématies
recouvrant le fond du puits entouré d'un cercle rouge est le signe d'une réaction
positive.

- Une réaction négative : la présence d'un bouton rouge net et compact au centre de
puits ou pourvu en son centre d'un trés petit trou est synonyme de" non
d’hémagglutination”.

- Une réaction douteuse ou limite : présence d'un bouton d'hématies avec un petit

trou au centre et un sédiment granuleux a la périphérie.
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Réactifs et mode opératoire:

Nous avons utilisé les réactifs et suivi les étapes préconisés par le fabricant:
Newmaket Laboratories Limited, Ref. 60.007.Kenford, Suffolk. CB§7PN United
Kingdom.

5.3. Extraction du sérum au laboratoire:

Des microtubes stériles portant chacun le numéro d'étude correspondant disposés
sur un portoir ont été affectés a chaque échantillon. Les disques imprégnés de sang
séché ont été découpés et dans des tubes a hémolyse contenant 1ml de PBS
(Phosphate Buffered Saline: soluté salin tamponné aux phosphate). Les tubes sont
ensuite soumis a l'agitation pendant I heure de temps, ensuite 4 une centrifugation
pendant 20minutes & 2500 tours a la minute. Le surnageant ainsi obtenu est
récupéré dans les tubes d'eppendorf de 1,5 millilitres (eppendorf portant le numéro
d'étude correspondant). Les différents tests (le VIH et la Syphilis) sont réalisés sur
le surnageant.

Le PBS (soluté salin tamponné aux phosphates).

Formule par litre :

Chlorure de sodium 90¢g

Chlorure de potassium 0,2g

Hydrogenophosphate de di-sodium 1,15¢

Dihydrogénophosphate de potassium 0,2g

Eau distillée, compléter a 1000 ml

Le PH doit étre de 7,3.
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5.4. Le test de réaction en chaine de la polymérase (PCR) pour NEISSERIA

gonorrhoeae, CHLAMYDIA trachomatis
Le test Amplicor Chlamydia trachomatis / Neisseria gonorrhoeae (CT/NG) est un

test qualitatif de diagnostic in vitro qui permet de déceler la présence de Chlamydia
et/ou de Neisseria dans des échantillons cliniques.

Ce test utilise la méthode d'amplification des acides nucléiques appelée Réaction de
Polymerase en Chaine (PCR) ainsi qu'une hybridation des acides nucléiques pour
mettre en évidence Chlamydia trachomatis et/ou Neisseria gonorrhoeae dans les
échantillons génito-urinaires.

5.4.1. Principe du test

Le test Amplicor Chlamydia trachomatis /Neisseria gonorrhoeae est fondé sur
quatre procédés principaux:

- La préparation des échantilions.

- L'amplification de 'ADN cible par PCR'®% 4 I'aide d'amorces biotinylés.

- L'hybridation du produit amplifi€ a une sonde oligonucléotidique spécifique de la
cible.

- Et la détection du produit amplifié¢ 1ié a la sonde par développement d'une
coloration.

L'amplicor Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae est un test multiplex qui
permet d'amplifier simultanément I'ADN cible de Chlamydia trachomatis, I ADN
cibie de Neisseria gonorrhoeae, ’ADN du standard interne(SI). Le mélange
réactionnel contient des paires d’amorces biotinylées de CT, NG et du SI.

5.4.1.1. Préparation des échantillons

Les cellules épithéliales, les leucocytes et les cellules de CT, NG qui y sont
associées prélevées par €couvillonnage ou récupérées dans le culot urinaire aprés
centrifugation des urines sont traitées avec une solution détergente( ) de facon
qu’elles libérent a 1a fois ’ADN de CT que renferment les corps réticulés et I’ADN
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de NG. Puis une seconde solution détergente est ajoutée afin de préparer
I’échantillon lysé en vue de son amplification.
5.4.1.2. Amplification PCR

a. Amplification de la cible
Amplicor CT/ NG utilise les amorces CP24 et CP27 pour définir une séquence

d’ADN de 207 nucléotides localisés dans le plasmide cryptique de CT lui méme
d’une taille d’environ 7500 paires de bases et qui est conmun a tous les sérotypes
de CT.

AmplicorCT/NG utilise des amorcesSS01 et SS02 pour définir une séquence de
2001 nucléotides situés dans le géne putatif codant la cytosine-ADN
méthyltransférase de NG.

Aprés traitement, les échantillons sont ajoutés au mélange réactionnel contenant les
désoxynucléosides phosphates (dATP, dUTP, dCTP, dGTP), I’Amperase( uracile-
N-glycosylase), la Tag ADN polymerase et les paires d’amorces biotinylées. Le
thermocycleur chauffe le mélange réactionnel afin de dénaturer la double hélice
d’ADN et d’exposer aux amorces les séquences cibles. Durant la phase de
refroidissement du mélange, les amorces biotinylées CP24 et CP27 s’hybrident
avec ’ADN cible de CT et celui du S, et les amorces biotinylées SS01 et SS02
s’hybrident avec I’ADN cible de NG. En présence d’un exces de désoxynucléoides
triphosphate(dN'TPs, désoxyadénosine TP, désoxyguanosine TP, désoxycytidine
TP, et désoxyuridine TP), la Taq polymérase, ADN polymérase thermostable,
réalise I’extension des amorces hybridées le long des matrices monocaténaires, ce
qui génére une séquence d’ADN appelée amplicon.

b. Amplification du standard interne

La PCR CT/NG peut voir son efficacité réduite si des substances inhibitrices sont
présentes dans ]’échantillon clinique. Le SI CT/NG a été ajouté au test pour qu’il
permette d’identifier les échantillons traités contenant des substances susceptibles
d’influer sur la PCR.

c. Amplification sélective

L’amperase contient de 1’uracile-N-glycosylase(UNG) enzyme qui reconnait et
catalyse la destruction de I’ADN contenant de la désoxyuridine, mais pas ceile de
I’ADN contenant de la thymine. La présence de cette substance fait que les
amplicons contaminants peuvent étre détruits avant I’amplification de PADN cible.
Quand elle est chauffée au cours de la premicere étape du cycle thermique( au pH
alcalin du mélange réactionnel), la chaine d’ADN des amplicons s’ouvre au niveau
de la désoxyuridine, ce qui interdit son amplification. I.’amperase est inactive a une
température supé€rieure a 55°c (c’est a dire au cours de toutes les étapes du cycle
thermique) et ne détruit donc pas ’amplicon cible. Aprés I’amplification, toute
enzyme résiduelle est dénaturée par 1’adjonction de la solution de dénaturation.
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d. Hybridation
Aprés ’amplification les amplicons sont dénaturés sous forme d’ADN

monocaténaire. Ensuite des parties aliquotes de ce mélange sont transfcrées dans
les puits de différentes microplaques revétues des sondes oligonucléotidiques
spécifiques des cibles de CT, NG, ou SIL. L’amplicon marqué a la biotone va se
trouvé ainsi capturé par la plaque revétue de sonde.

¢. Détection

Aprés I’hybridation, la microplaque est rincée pour que tout le produit non lié soit
éliminé, puis un conjugué ’avidine péroxydase de raifort(Av-HRP) est ajouté dans
chaque puits. Le conjugué Av-HRP se lie aux amplicons marqués a la biotone et
capturés par les sondes oligonucléotidiques liées a la plaque. Aprés élimination de
tout conjugué Av-HRP non lié par ringage de la plaque, une solution de substmt
contenant du peroxyde d’hydrogeéne et de la 3,3°,5,5’-tétraméthylbenzydine( TMB)
est ajouté dans les puits. En présence de peroxyde d’hydrogéne, la peroxydase de
raifort liée catalyse I’oxydation de la TMB et forme un complexe coloré.
L’adjonction d’un acide arréte la réaction et I’absorbance est mesurée a 1’aide d"un
lecteur automatique de microplaques.

5.4.2. Réactifs et mode opératoire

Nous avons utilisé les réactifs et suivi les étapes préconisés par le fabricant: Roche
Diagnostic Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA.
5.4.2.1. Réactifs

e Le Nécessaire Amplicor Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae de
préparation des échantillons. Ref. 0759414; U.S.# 83315.

e Le Nécessaire Amplicor Chlamydia trachomatis /Neisseria gonorrhoeae
d'amplification.Ref.0759902;U.S. #83319.

o Le Nécessaire Amplicor de détection de Chlamydia
trachomatis Ref0753491;U.S.# 83252.

s Le Nécessaire Amplicor de détection de Neisseria

gonorrhoeae. Ref.0744026,U.S.# 83020.
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5.4.2.2. Mode opératoire

a. Echantillons

- urines(premier jet), conservation a —20°

b. Préparation des échantillons (salle I d’extraction)

- Prélever a ’aide d’une pipette a embout stérile 500ul du tampon CT/NG de
lavage et les mettre dans le nombre voulu de tubes(sarstedt)

- Décongeler I'urine et la mélanger soigneusement au vortex

- A l’aide d’une micropipette a embout 2 filtre, ajouter 500pul d’urines dans les
tubes renfermant du tampon CT/NG de lavage( en cas de contamination des gants,
les remplacer par une paire propre avant de traiter |’échantillon suivant)

- Reboucher les tubes et bien mélanger au vortex

- Incuber 15 minutes a 37°¢

- Centrifuger 5 minutes a 12500 x g

- ATaide d’une pipette de transfert jeter le surnageant (cette opération doit se
faire le plus rapidement possibie aprés la centrifugation)

- Ajouter au culot 250ul de tampon CT/NG de lyse en changeant I’embout a filtre
de la pipette pour chaque échantillon

- Reboucher les tubes et bien mélanger au vortex

- Incuber 15 minutes a la température ambiante

- Ajouter dans chaque tube 250ul de diluant CT/NG d’échantillon en changeant
1’embout a filtre de la pipette pour chaque échantillon

- Reboucher les tubes et bien mélanger au vortex

- Centrifuger 10 mmutes a 12500 x g (si les échantillons préparés ont été stockés
entre +2°c et +8°¢ il faut les ramener a la température ambiante, les mélanger au
vortex et les centrifuger 10 mn a 12500 x g)

Les échantillons amsi préparés peuvent étre gardés entre 2 heures a la température

ambiante et 7 jours entre 2 et + 8°¢
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- Transférer 50 ul du surnageant dans le tube contenant le mélange réactionnel.

c. Préparation du mélange réactionnel (salle II de préamplification)

- Déterminer le nombre de micro- tubes PCR qui sont nécessaire pour analyser les

échantillons cliniques et les témoins

Placer les micro- tubes sur le plateau pour échantillon et les y fixer a I’aide du

stabilisateur

- Préparer le mélange réactionnel actif en ajoutant 100ul de SI, CT/ NG ( e
mélange suffit pour 32 amplifications, stabilité 4 semaines entre +2°c et +8°¢

- Deéposer 50ul du mélange réactionnel actif dans chacun des micro — tubes a
I’aide d’une micropipette avec ambout a filtre

- Boucher légérement les tubes a ce 1a avec les bouchons appropriés

- Placer le plateau contenant le mélange réactionnel actif dans une pochette
refermable en plastique (stabilité 48 heures entre +2°¢ et +8°¢)

- Bien refermer la pocette en plastique et la transporter dans la zone de
préamplification — préparation des échantillons

d. Préparation des témoins et distribution des échantillons (salic 1 de

préamplification)

» Préparation des témoins : Pour chaque série il est nécessaire de préparer

deux témoins CT et deux témoins NG
- Préparation du témoin positif CT actif :

-~ "Mettre 1 ml de diluant CT/NG d’échantillons dans un cryotube marqué CT
Ajouter 1001 du témoin positif CT
Bien mélanger au vortex
Préparer un autre tube marqué CT
Mettre 250ul de tampon CT/NG de lyse dans ce second cryotube
Prélever 250 pl de témoin positif CT dilué et les ajouter aux 250 pl de

tampon de lyse
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NB: Il est recommandé de changer de gant en passant du témoin

positif CT au témoin positif NG.

Préparation du témoin positif NG actif :
Mettre 1 ml de diluant CT/NG d’échantillon dans un cryotube marqué NG
Ajouter 100pul du témoin positif NG
Bien mélanger au vortex
Préparer un autre un autre cryotube marqué NG
Mettre 250u1 de tampon CT/NG de lyse dans ce second cryotube
Prélever 250pl de témoin positif NG dilué et les ajouter aux 250ul de
tampon de lyse

Distribution des témoins et des échantillons

A T'aide d’une micropipette avec embout a filtre, transférer 50pul de chaque
échantillon dans les microtubes correspondants

Apres la distribution des €chantillons transférer également 50 pl de chaque
témoin dans des mirotubes correspondants

Reboucher hermétiquement les microtubes

Remettre le plateau dans la pochette en plastique et le transporter dans la zone

d’amplification

. Amplification ( salle III)

Allumer le thermocycler 15 mn au moins avant I’amplification

Placer I’ensemble plateau/stabilisateur (mais sans la base microampoule) dans le
bloc pour échantillon du thermocycler

Fermer le couvercle du thermocycler comme décrit dans le manuel d’utilisation
du GneAmp PCR sytem 9600

Lancer 1’amplification en choisissant le programme méthode 93 qui dure
environ 2 heures.

Au bout de 2 heures, retirer du thermocycler ’ensemble plateau /stabilisateur
contenant les échantillons amplifiés et le placer sur la base microampoule
Enlever les bouchons des micro - tubes en prenant toutes les précautions
nécessaires afin d’éviter des projections
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- Ajouter immédiatement aux micro — tubes de chaque rangée 100 ul de solution
de dénaturation a [’aide d’une pipette multicanaux avec embout a filtre et
mélanger en déplagant la pipette de bas en haut (répéter ce processus pour
chaque rangée avec une nouvelle série d’embouts)

- Laisser incuber pendant 10mn a la température ambiante

- Couvrir les microtubes a I’aide d’un papier adhésif.

NB : Stabilité des amplicons dénaturés : 2 sémnaines entre + 2°C et + 8°C.

f- Détection (salle IV) :

- Préparer la solution de lavage active en ajoutant 1 volume de concentré de lavage
(10 x) 2 9 volumes d’eau distillée ou déminéralisée et bien mélanger (prendre soin
de bien dissoudre les cristaux au fond du flacon en le portant a 37°c au bain Marie)
- Laisser chacune des micro-plaques revétue de sonde ADN de CT, NG et SI
revenir a la température ambiante avant de les sortir des pochettes

- Prendre le nombre voulu de barrettes a 8 puits et remettre les barrettes non
utilisées dans la pochette et refermer en prenant soin de vérifier que la pastille de
desséchant est dedans

- Ajouter 100ul de tampon CT/NG d’hybridation dans chaque puits de la micro-
plaque devant faire I’objet d’une analyse

- L’aide d’une micropipette avec embouts a filtre, déposer 25 ul de ’amplicon
dénaturer dans les puits appropriées de la micro-plaque

- Tapoter le bord de la plaque plusieurs fois jusqu’a ce que le réactif vire du bleu an
jaune clair

- Couvrir la plaque a I’aide d’un papier adhésif ; faire incuber 1 heure a 37°¢

- Rincer la plaque 5 fois a 1’aide d’un laveur de micro-plaque avec la solution de
lavage active

- Quand le lavage automatique est terminé, tapoter la plaque sur du papier
adsorbant pour I’égoutter

- Ajouter 100ul de conjugué Avidine-HRP dans chacun des puits, couvrir la plaque
et faire incuber 15 mn a 37°%

- Rincer la plaque une fois de plus

- Préparer le substrat actif en mélangeant 2ml de micro-plaques a 8 puits chacune
{(soit 16 tests)

- Déposer a la pipette 100u! de substrat actif dans chaque puits

- Laisser la coloration se développer pendant 10mn, dans [P’obscurité, a la
température ambiante

- Ajouter 100ul de réactif d’arrét dans chaque puits

- Mesurer ’absorbance a 450 nm a 1’aide d’un lecteur de plaque dans I’heure qui
suit :
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T
NB : Prépare le substrat actif dans une zone recevant peu de lumiére ; le substrat
actif est instable en présence d’une forte [uminosité.

g- Contrdle de gualité

Témoins négatifs
- Témoin CT sur NG MWP D.0<0,2
- Témoin NG sur CT MWP D.0<0,2
Si les valeurs des témoins négatifs traités sont supérieurs ou égales a 0,2 la séne

doit étre invalidée

Témoins positifs
- Témoin CT sur CT MWP D.0O>0,2
- Témoin NG sur NG MWP DO>1,5
SiD.O CT < 2 la série doit étre invalidée pour CT
Si D.O NG < 1,5 la série doit étre invalidée pour NG

h- Interprétation des résultats

Résultats CT

En cas de validijté de la série si :

DOCT20,8 VDOSL...ooooiiiiiiiiiiiiiinas résultat CT positif
D.OCT <0,2 DOSIZ02...ccciveennnn.s résultat CT négatif
D.OCT <0,2 DOSI<02.. it résultat négatif non valable,

répéter la PCR sur le produit d’extraction dilué au 1/10, 1/20... dans une solution
mere a part égale de spécimens diluant et de lysis buffer ou sur une autre partie
aliquote.

0,2<D.0<0,8 VSl résultat douteux, refaire la PCR
sur un autre aliquote d’urine traitée en double exemplaire, si :

unrésultat > 0,2 V SL......o résultat CT positif

les 2 résultats < 0,2 les 2 résultats SI>0,2........... résultat CT négatif

les 2 résultats < 0,2  un résultat SI < 0,2......... résultat indéterming, refaire la

PCR sur un autre préléveinent
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h)

Résultats NG

En cas de validité de la série si :

D.ONG < 0.2 DO SI 202 . résultat NG
négatif
D. ONG <0.2 DO SI=202 résultat  négatif

non valable répéter la PCR sur le produit d’extraction diluée au 1/10, 1/20....
Dans une solution meére a part égale de spécimen diluent et de lysis buffer ou sur
une autre partie aliquote.

D.ONG 2 0.2 Vo SLiiiiiiiiiieicae résultat NG
positif réanalyser une autre partie aliquote pour confirmation si :

D.ONG=0.2 Vo Shciiiiiiiiiie résultat NG
positif

D, ONG < 0.2 DO SI 202 .. résultat NG négatif
D. ONG <0.2 D.O SI <02 .l résultat négatif non

valable répéter la PCR sur le produit d’extraction diluée au 1/10, 1/20... dans
une solution mére a part égale de spécimen diluent et de lysis buffer ou sur une
autre partie aliquote
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i- Matériel :

- Tubes coniques en polypropyléne & bouchon fileté ( filetage interne) stériles
de 2 ml ( Sarsrtedt).

- Plateau pour micro-tubes et stabilisateur.

- Micro-tubes (ensemble de §).

- Bouchons pour micro-tubes (ensemble de 8).

- Portotrs pour tubes.

- Portoirs flottant.

- Pipettes de transfert (jumbo).

- Mélangeur vortex.

- Micropipettes avec embout a filtre (protection contre les aérosols) 100 pl,
200pl, 1000ul et sans filtre 100ul.

- Pipettes multicanaux a 25ul et 100pul.

- Pochette refermable en plastique.

- Microcentrifugeuse (FCR min. 12500 x g)

- Incubateur a 37°C £ 2.

- (ant en latex non talqué.

- Papier adhésif ou couvercle de microplaque.

- Thermocycleur.

- Laveur de microplaques.

- Lecteur de microplaques.

e Interprétations des résultats:

Résultats de Chlamydia trachomatis:

L'interprétation définitive du test de ces échantillons doit se faire sur la base d'une

valeur seuil de 0,20A4s;.

- Les échantillons dont au moins deux résultats sur les trois (L'original et au moins
'un des deux exemplaires de la répétition), ont une valeur de Ay = 0,2 sont
Chlamydia trachomatis positifs.

- Si les deux exemplaires de la répétition ont une valeur de Aysy < 0,2 L'échantillon

est présumé Chlamydia trachomatis négatif.

Résultats de Neisseria ponorrhoeae

- Les Echantillons qui ont une valeur de Ayso > 0,2 sont Neisseria gonorrhoeae

positifs.
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s
- Les Echantillons qui ont une valeur de A4sq < 0,2 sont présumés Neisseria

gonorrhoeae négatifs.

5.5. Analyses des données

Le traitement a ét€ fait au logiciel Microsoft Excel 97 et Epi Info VI. La rédactiona
été effectuée a l'aide du logiciel Microsoft Word 97 sous Windows 98. L'analyse
par le test du khi-carré et la méthode exacte de test bilatéral de Fisher ont été utilisé
afin d'évaluer la corrélation entre les comportements et les IST/VIH. Les rappors
de cotes (odds ratios) ont été calculés. Les proportions simples ont été calculées en
vue de déterminer les taux de prévalence. Les variables continues sont étudiées en

fonction du test T de Student,
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1V. LES RESULTATS

Thése Phrarmacie

I-TAUX DE PARTICIPATION DES GROUPES CIBLES A IL’ETUDE

Le nombre de répondants et les taux de participation des différents groupes cibles a
I”étude sont présentés dans les tableaux 6 et 7.
Tableau 6 : Nombre de répondants a ’enquéte et moyenne d’age par groupe cible.

ROUTIERS {COXEURS |FILLES VENDEUSES [ TOTAL N
LIBRES
Nombre 170 78 94 146 488
total
Nombre de(132 (77,65%) |71 (91,03%) |91 (96,81%) [ 137 (93,84%) |431(88,32%)
répondants
Moyenne 30,55 3741 25,05 2423 29.3]
d’age

Tableau 7 : Taux de participation selon le type de consentement par groupe cible

CIBLES |ROUTIERS |COXEURS |FILLES VENDEUSES
| LIBRES
ETAPES DE
L’ENQUETE
Acceptation de 170 (100%) 78 (100%) 94 (100%) 146 (100%)
Pinterview
Préléevement 134 (78,82%) |71 (91,03%) |92 (97,87%) 137 (93,84%)
d’urines

Prélevement de
sang pour le test

VIH

132 (77,65%)

71 (91,03%)

91 (96,81%)

137 (93,84%)

Prélévement de
sang pour le test

133 (78,24%)

71 (91,03%)

91 (96,81%)

137 (93,84 %)

syphilis
Veulent leur | 129 (97,73%) {69 (97,18%) |89 (97,80%) 133 (97,08%)
résultats VIH

La quasi-totalit¢ des répondants des groupes cibles ont accepté I’interview par

questionnaire.

78,82% a 93,84% des sujets ont donné leurs urines tandis que 77,24% 4 96,81% ont
consenti la prise d’une goutte de sang pour la recherche du VIH et de la syphilis.

Presque tous les sujets ayant accepté le prélévement de sang pour le VIH ont
répondu oui pour que le résultat de ’analyse leur soit notifié.
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2- PREVALENCE DE I’ INFECTION PAR LE VIH DANS LES GROUPES
CIBLES

Les tableaux ct-dessous donnent les prévalences du VIH par groupe cible et par
région. s
Les filles libres, les vendeuses et les coxeurs avaient les prévalences du VIH les

plus élevées.
[.e VIH-T c¢tant e type de VIH e plus fréquent (tableauw 11 4 13). Le rapport Vill-
I/VIH-2 est égal & 6,75.

Tableau 8 : Prévalence globale du VIH par groupe cible

NOMBRE TOTAL VIH+
Routiers 132 3(2,27%)
Coxeurs 71 2 (2,82%)
Filles libres |91 19 (20,88%)
Vendeuses | 137 7 (5,11%)
| Total 431 131 (7,19%)

Nous remarquons dans ce tableau que les filles libres constituent le groupe cible le
plus infecté par le VIH swivies des vendeuses. Les routiers et les Coxeurs ont un

taux d’infection par le VIH relativement faible.

Tableau 9 : Prévalence du VIH par groupe cible a Kayes.

NOMBRE TOTAL VIH+
Routiers 59 1(1,69%)
Coxeurs 21 I (4,76%)

- Filles libres |59

11 (18,64%)

Vendeuses 114

3 (2,63%)

Total 253

16 (6,32%)

Ce tableau nous indique que la prévalence du VIH est plus élevée a Kayes chez les

prostituées avec 18,64%.
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Tableau 10 : Prévalence du VIH par groupe cible a Gao.

Thése Pharmuacic

NOMBRE TOTAL VIH+
Routiers 73 2 (2,74%)
Coxeurs 50 1 {2,00%)
Filles libres |32 8 (25,00%)
Vendeuses {23 4(17,39%)
Total 178 15 (8,43%)

Les prostituées ont enregistré le taux le plus élevé de VIH avec 25,00% suivies des

vendeuses 17,39%.

Tableau 11 : Prévalence globale du type de VIH par groupe ciblc

NOMBRE TOTAL |[VIH-1 VIH-2
Routiers 132 2 (1,52%) 1(0,76%)
Coxeurs 71 2 (2,82%) 0 (0,00%)
Filles libres |91 16 (17,58%) 3 (3,30%)
Vendeuses | 137 7 (5,11%) 0 (0,00%)
Total 431 27 (6,26%) 4 (0,93%)

Le VIH-1 est le type de VIH le plus fréquent dans les cinq populations cibles. Nous
pouvons remarquer que par rapport et au VIH-1 et au VIH-2 les prostituées sont les

plus touchées.

Tableau 12 : Prévalence du type de VIH par groupe cible a Kayes

NOMBRE TOTAL |VIH-1 VIH-2
Routiers 59 0 (0,00%) 1 (1,69%)
Coxeurs 21 I (4,76%) 0 (0,00%)
Filles libres |59 8 (13,56%) 3(5,08%)
Vendeuses 114 3 (2,63%) 0 (0,00%)
Total 253 12 (4,74%) 4 (1,58%)

Le tableau 12 nous indique que le VIH-1 est plus rencontré 4 Kayes que le VIH-2.
Les taux les plus importants de VIH-1 et de VIH-2 sont rencontrés chez les filles
libres avec 13,56% pour le VIH-1 et 5,08% pour le VIH-2.
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Tableau 13: Prévalence du type de VIH par groupe cible 4 Gao

Theése Pharmacie

NOMBRE TOTAL |VIH-1 VIH-2
Routiers 73 2(2,74%) 0 (0,00%)
Coxeurs 50 1(2,00%) 0 {0,00%)
Filles libres |32 8 (25,00%) 0 (0,00%)
Vendeuses 123 4 (17,39%) 0 (0,00%)
Total 178 15 (8,43%) 0 (0,00%)

Nous pouvons remarquer que le VIH-1 domine le VIH-2 a Gao tout comme a
Kayes. Aucun cas de VIH-2 n’a ét€ observé a Gao.

3- PREVALENCE DES IST DANS LES POPULATIONS CIBLES :

Les prévalences des différentes IST par groupe cible et par région se trouvent
présentées dans les tableaux 14, 15, et 16.
Les taux d’infections & Chlamydia trachomatis les plus importants sont observés
-chez les vendeuses et les filles libres. Ceux a Neisseria gonorrhoeae 1’ont été chez
les filles libres, les vendeuses et chez les routiers. La prévalence de ’infection par
Treponema pallidum est plus élevée chez les routiers et presque la méme chez les
vendeuses que chez les coxeurs.

Tableau 14 : Prévalence globale des IST par groupe cible

NOMBRE (CHLAMYDIA NEISSERIA TREPONEMA

TOTAL | TRACHOMATIS |GONORRHOEAE |PALLIDUM
Routiers 132 1 (0,76%) 5(3,79%) 5 (3,79%)
Coxeurs 71 0 (0,00%) 1(1,41%) 2 (2,82%)

1Filles libres |91 3(3,30%) 7(7,70%) 0 (0,00%)

Vendeuses {137 9(6,57%) 5 (3,65%) 3 (2,19%)
Total 431 13 (3,02%) 18 (4,18%) 10 (2,32%)
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Tableau 15 : Prévalence de CT/NG par groupe ciblc a Kayes.

NOMBRE TOTAL |CHLAMYDIA NEISSERIA i
TRACHOMATIS GONORRHOEAE |

Routiers 59 0 (0,60%) 3 (5,08%) ..I!i.
Coxeurs 21 (4 (0,00%) 0 (0,00%) _:_
Filles libres |39 3 (5,08%) 5(8,47%) B
Vendeuses | 114 5(4,39%) 1201.75%) I
Total 253 8 (3,16%) 10(3,95%) B

A Kayves, les taux les plus élevés de 'infection par CT sont observés chez les filles
libres et les vendeuses tandis que les routiers et les filles libres
sont les plas touchés par ’infection a NG.

Tableau 16 : Prévalence de CT/NG par groupe cible a Gao

NOMBRE TOTAL |CHLAMYDIA NEISSERIA
TRACHOMATIS GONORRHOEAE
Routiers 73 1 (1,37%) 2(2,74%)
Coxeurs 50 0 (0,00%) 1 (2,00%)
Filles libres |32 0 (0,00%) 2 (6,25%)
Vendeuses |23 4 (17,39%) 3 (13,04%)
Total 178 5(2,81%) 8 (4,49%)

Ce tableau nous montre que les vendeuses demeurent la population la plus frappée
par l'infection par le CT & Gao. Par rapport a infection par NG, en plus des
_ vendeuses les filles libres sont les plus touchées.
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Tableau 17 : Prévalence globale des IST/VIH par groupe cible.

NOMBRE [ VIH CHLAMYDIA |NEISSERIA |TREPONEM
TOTAL TRACHOMAT | GONORHOE | A
IS AE PALLIDUM
Routiers | 132 3(227%) | 1(0,76%) 5 (3,79%) 5(3,79%)
Coxeurs |71 2(2,82%) |0 (0,00%) 1(1,41%) 2 (2,82%)
Filles libres |91 19 (20,88%) |3 (3,30%) 7 (7,69%) 0 (0,00%
Vendeuses | 137 7(5,11%) |9 (6,57%) 5 (3,65%) 3 (2,19%)
Total 431 31(7,19%) |13 (3,02%) 18(4,18%)  |10(2,32%)

Le tableau 17 montre un récapitulatif des taux d’infection par le VIH et les autres
IST. Les vendeuses et les filles libres ont présenté des taux de prévalence
relativement élevée d’infection aux IST et VIH.
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V- COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS:
1. METHODOLOGIE

Il s’agit d’une étude intégrée des comportements et des marqueurs biologigques

dénommeée ISBS.

L'ISBS a été concu pour collecter des données sur les comportements sexuels et

lcurs relations  avec les IST dans le but d’établir un systéine de suivi de

changements de comportements et la prévalence des IST comme des facteurs de

transmission du VIH.

Le risque d'une étude conjointe du comportement et des inarqueurs peut étre une

faible participation des populations cibles a ['étude.

C'est pourquoi nous avons choisi des méthodes de prélevements non invasives

pour I'étude des marqueurs biologiques comme les prélévements des urines pour la
recherche de Neisseria gonorrhoeae et de Chlamydia trachomatis et la goutte de

sang sur papter filtre pour les analyses sérologiques du VIH et la Syphilis.

Cette étude est une innovation car la plupart des €tudes sur le comportement ont

évité d'associer la recherche des marqueurs biologiques [58-39-7-45-32].

Le RPR et le TPHA ont été utilisés pour le diagnostic de la syphilis : le RPR

comme test de dépistage de la syphilis et le TPHA comme test de confirmation. Ces

deux tests sont souvent utilisés au cours des enquétes sérologiques de la syphilis

[75].

L'étude de TRAORE [75] a montré que les tests cardiolipidiques sont peu sensibles

et peu spécifiques (88% ) et que les tests tréponémiques présentent une meilleure

sensibilité et une spécificité de ’ordre de 99%. La séroprévalence du VIH étant

inférieure 4 10% au Mali, nous avons adopté la stratégie II de L'OMS [44] en

utilisant deux tests rapides, le GENIE II HIV-1/ HIV-II et I'immunocoumb II bispot

HIV-I/HIV-II assez spécifiques et sensibies.
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KLINE et al ont obtenu pour le test GENIE II HIV-I/HIV-II une Valeur Prédictive
Négative (VPN) de 99,3% et une Valeur Prédictive Positive (VPP ) de 99,2% slur
une population de prostituées [33].
Une étude réalisée par Nkengasong et al en Cote d'ivoire au laboratoire du projet
Rétro-Cl, a retrouvé avec le test GENIE II HIV-I/HIV-II une sensibilité de 100%
[40]. Ce résultat est comparable a celui de I'étude d'4ssogba [2] . Le Projet Rétro- |
CI a également trouvé pour le test GENIE II HIV-I/HIV-II une spécificité de 100%.
| [40] Cette spécificité est plus élevée que celle de Assogba qui était de 57,87%.
Assogba a trouvé 100% de VPN et 93,75% de VPP. Ce qui souligne l'intérét de la
confirmation des sérums positifs. |
La détection de Neisseria gonorrhoeae et de Chlamydia trachomatis a été faite par
la PCR (Amplicor™ ) a partir des prélévements d'urines chez les femmes et les
hommes. Cette technique a été déja utilisée par plusieurs auteurs [12-36-67]. Ainsi
cllc a été créditée d'une scnsibilit¢ ct d'une spécificité dc 100% contrec 85,3% dec
sensibilité et 77,5% de spécificité de I'lmmuno Enzyme Assay (EIA) [12]. -
Loeffelholz et al [32] comparant la PCR Amplicor™ a la culture et 4 I'EIA ont | |
trouvé les sensibilités et spécificités suivantes : |
Sensibilités: 97%(Amplicor)

58; 8%(E1A)

85,7%(culture)
Spécificités: 99,7%(Amplicor)

100%(EIA)

100%(culture) | |
Rosenstrauss et al ont montré que la PCR Amplicor est reproductible et
performante [67].Depuis 1994 Skulnick et al ont démontré la pertinence de la
réalisation du test Amplicor™ dans un prélévement endo-cervical et dans un

prélévement d'urines avec une sensibilité optimale [72].
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2-TAUX DE PATICIPATION ET CHOIX DES MARQUEURS
BIOLOGIQUES : La plupart des études sur le comportement ont craint le risque

de voir diminuer le taux de participation en associant I'étude dcs marqueurs
biologiques [1-32-39-45]. L'ISBS du Mali a bien montré dans les deux régions
¢tudiées que la participation est forte (431 sujets ont répondu sur un total de 488
prévus) malgré la proposition des prélevements de gouttes de sang et d'urines en
plus du questionnaire. Le taux de non répondant dépasse rarement ]0% (cf Tableau
6). Notre travail est unc étude pilote qui a démontré la faisabilité des études
intégrées de comportements et des marqueurs biologiques comme cela a ¢té le cas a
Bamako, Ségou, Mopti et Stkasso[34 |.

Plusieurs études ont déja montré qu'il existe une interrelation entre le VIH et les
IST, notaminent les IST ulcératives [68-73-56-31-21- 55].

‘Parmi les IST ulcératives, les infections & Neisseria gonorrhoeae, Chiamydia
trachomatis, Treponema pallidum, Herpés simplex virus sont reconnus comme des
facteurs favorisants la transmission du VIH [21-31-73-55].

['¢tude de ces IST est donc intéressante pour suivre non seulement les
changements de comportements sexuels mais aussi I’évolution de I'infection a VIH
dans les populations cibles.

Pour notre €tude nous n’avons retenu que les infections & Treponema pallidum,
Neisseria gonorrhoeae et Chlamydia trachomatis. L'étude de l'infection a Herpés
simplex virus(type 1 et 2) est surtout intéressante pour I’étude des premiers
contacts sexuels chez les adolescents, les anticorps anti-HSV étant trés fréquents
chez les adultes ayant déja une activité sexuelie [41].

3. LA PREVALENCE DES IST/VIH

La Prévalence des IST/VIH est diversement repartie selon les populations cibles.

Cette prévalence varie en fonction des comportements de ces populations. Ainsi les

prostituées et les routiers considérés comme les populations a haut risque sont
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gér;éralement plus infectés par le VIH que les autres. Cependant, certains groupces
dits a moyen risque {(coxeurs, vendeuses) qui cotoient les transportcurs dans les
gares ont présenté des prévalence élevées dIST/VIH, et inériteraient d'étre classcs
parmi les populations a haut risque.

3.1. La preévalence du VIH

Rares sont les €tudes qui ont porté a la fois sur 'étude du VI chez cing
populations au Mali. Les études ont souvent porté seulement sur fes filies libres et
les routiers [68-59].

La séroprévalence globale du VIH dans notre étude a été de 7,19%. L.’étude de
KONE, unc des rares inenées dans ce domaine au Mali a trouvé une prévalence
globale de 9,1%. Une ¢tude menée en Afrique au Sud du Sahara a donné dans
beaucoup de capitales un taux de prévalence du VIH/SIDA de 35% ou plus [30-
53].

La séroprévalence globale du VIH chez les prostituées de notre étude a été de
20,88%.

D'une maniére générale la séroprévalence chez les prostituées est plus élevée parce
qu'elles constituent le groupe le plus a risque d'infection ct de transmission du VIH.
Le taux d’infection obtenu dans notre étude est nettement inférieur au taux
rapporté au début de I'épidémie en 1987 au Mali (63,3% des prostituées) [74] et a
ceux des études faites en 1994 | 1995 ct en 1999 (respectivement 51,9% et 46% et
29% des prostituées) [3-21]. Le taux retrouvé dans notre étude est également
inférieur au taux de 24% obtenu par SABE [68]. I faut cependant remarquer que
ces diverses études ont souvent utilisé ditférents échantillonnages et différentes
méthodes. KONE, qui a utilisé le méme échantillonnage et la méme méthode que
notre €tude, a obtenu un taux de 33,30% de 300 filles libres dans trois régions du
Mali (Sikasso, Ségou et Mopti) et & Bamako [34]. Ce taux obtenu en 2000 est aussi

supérieur a celui que nous avons trouvé, mais il n’est pas statistiquement différent
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Les taux de séropositivité VIH du Mali sont nettement inférieurs aux taux observés

dans d'autres pays.

Au Kwazulu Natal en Afrique du Sud, une étude de prévalence du VIH a obtenu

50,3% dc séropositives parmi 145 prostituées [7]. Une autre élude en zone rurale du
méme pays a donné un taux d’infection par IST de 10,5% dans un échantillon de

259 sujets adultes [7]. De méme, les femmes ayant plusieurs partenaires sexuels

sont fortement prédisposées aux IST/VIH, et constituent un groupe & haut risque

de VIH [17].

En République de Céte d’Ivoire (RCI), une étude sur 239 hommes infectés par lel,

VIH, a montré que 63% d'entre eux ont eu des rapports sexuels avec des prostituées
[70].

Au Burkina Faso, une étude menée chez les populations & risque notamment les
femmes enceintes, les prostituées, et les camionneurs, a montré que les prostituées
étaient plus infectées par le VIH avec 58,2% de séropositives sur un échantillon de
426. Les camionneurs avaient 18,6% de séropositifs sur 236 et les femmes
enceintes 8% de séropositives sur un effectif de 1294 [37].

La séroprévalence globale du VIH chez les camionneurs de notre étude a été de
2,27% sur un échantillon de 132. Ce taux est inférieur au taux obtenu par KONE en
2000 (4%) sur un effectif de 321 [34 ].

L'étude faite au Burkina Faso sur les camionneurs avait obtenu 18,6% de I,

séropositifs au VIH sur un échantillon de 236 [37].

La transmission du VIH est fonction du changement de partenaire sexuel [10]. Le
voyageur est particuliérement exposé au risque d'IST et au SIDA d'autant que les
destinations fréquemment prises correspondent souvent aux zones ou ce risque est
majeur [22].

La séroprévalence globale du VIH chez les vendeuses de notre étude a été de

5,11% suivit de celle des coxeurs 2,82%. Ces deux populations cibles considérées
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dans I'étude comme populations a faible risque sembleraient étre en contact

permanent dans la vie sociale avec les populations a haut risque (routiers) grace a
leurs différentes activités socio-économiques menées par l'une comme par l'autre.
Globalement le tableau § laisse voir que parmi nos populations cibles, les coxeurs
restent Je groupe le moins aftecté par le VIH avec un taux de 2,00% sur un
¢chantillon de 50 .

La prévalence du VIH chez les prostituées a Kayes a été de 18,64%. Ce taux
d’infection est en hausse comparativement a celu observé lors de 1’étude de 1988
au début de la pandémie qui était de 1,3% [13]. Cependant notre taux est largement
en dega dc celui obtenu en 1992 chez ces mémes populations 42,3% sur une
population de 44 prostituées [13].

La prévalence du VIH chez les vendeuses de cette ville était relativement faible
2,69%. Ainsi les vendeuses €taient le groupe le moins infecté par le VIH a Kayes,
apres les routiers 1,69%. Celle des « coxeurs » (4,76%) est non seulement presque
le double de celle des vendeuses de Kayes, mais aussi de la prévalence globale
(Kayes, Gao) chez ces mémes coxeurs, faisant de ceux-ci le groupe de notre étude
le plus affecté par I'infection du VIH a Kayes.

Selon le tableau 10 la prévalence du VIH des prostituées de Gao était nettement
supérieure & la moyenne de 'ensemble des prévalences des prostituées des deux
régions. Cette prévalence est également supérieure a celle obtenue en 1988 et en
1992 dans la méme région respectivement (2,2%) sur 58 et (16%) sur 44 [13] .

Les routiers de Gao avaient une prévalence au VIH supérieure a Ja moyenne de
l'ensemble des prévalences des deux régions. Par contre chez les coxeurs, la
prévalence est non seulement inférieure a celle de Kayes mais aussi a la prévalence
globale dans la méme population cible.

NB: Les bonnes n’ont pas fait I’objet d’une étude du fait de leur faible

représentativité.
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Considérant les types de VIH circulant dans les différentes populations étudiées, on
note une prédominance du VIH-1 par rapport au VIH-2 contrairement a ce qui a €té
constaté dés le début de 'épidémie du SIDA au Mali. En effet le rapport VIH-1 sur
VIH-2 a évolué en faveur du VIH-1 a partir de 1987 [59]. 1] était de 0,7 cn 1987,
1,75 en 1988, 4,3 en 1992, 3 en 1994, 9 en 1993, 13 ¢n 1997et 14 en 1999. 11 a é1é
de 6,75 dans notre étude.

La séroprévalence du type de VIH de notre étude a été de 6,26% pour le VIH-1 et
0,93% pour le VIH-2. KONE a trouvé dans son €tude faite en 2000 dans les méme
groupes cibles, en plus des bonnes, une prévalence de 8,3% pour le VIH-1 et 0,9%
pour le VIH-2 [34]. L'étude faitc en 1999 a montré une prévalence du VIH-1 a
2,4% et le VIH-2 a 0,2% chez les femmes enceintes [26]. En 1997 chez les
femmes enceintes de Bamako la prévalence ¢tait de 2,2% pour le VIH-1 et 0,2%
~pour le VIH-2 [73].

[.a prévalence globale du type de VIH chez les prostituées de notre €tude a été dc
17,58% pour le VIH-1 et 3,30% pour le VIH-2. [.'é¢tude de SABE a montré une
prevalence de 19,45% pour le VIH-1 et 1,7% pour le VIH-2 chez les prostituées
[68]. En 1999 elle était de 23,2% pour le VIH-l et 0% pour le VIH-2 {26].
TRAORE en 1997 avait trouveé des taux de 20,4% pour le VIH-1 et 2,8% pour le
VIH-2 [73].

D'une maniere générale le VIH-1 était prédominant dans chacune des deux régions
et chez tous les groupes cibles. On note une régression du VIH-2 au profit du VIH-
1 [57].

3.2. La prévalence des autres IST:

La prévalence globale des IST dans les deux villes a été de 3,02% pour Chlamydia
trachomatis (CT), 4,18% pour Neisseria gonorrhoeae (NG) et 2,32% pour
Treponema pallidum (syphilis).
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La prévalence globale de la syphilis était relativement faible. Ce qui peut étre
expliqué par 1’absence de cas dans la population des filles libres.

Les routiers ont enregistré le taux le plus élevé 3,79% tandis que ceux des coxeurs
et des vendeuses sont faibles et presque le méme.

L’infection a Chlamydia trachomatis est plus fréquente chez les vendeuses tandis
que celle a Neisseria gonorrhoeae est plus fréquente chez les prostituées, Ceci peut.

étre lié au fait que ces groupes sont moins sensibles aux messages d’IFC et sont

actuellement moins organisés que les coxeurs. Les routiers sont plus frappés par.

I'infection a Neisseria gonorrhoeae que par celle a Chlamydia trachomatis. Le
tableau 14 montre que les coxeurs demeurent le groupe le moins touché par les
infections a Chlamydia trachomatis et a Neisseria gonorrhoeae tandis que les
prostituées ont connu le taux le plus élevé.

Dans-une étude menée au Gabon, sur une population sexuellement active d'une
ville semi-urbaine de 3000 habitants la séroprévalence de Chlamydia trachomatis
était de 59,6% [5]. Un taux de 12,5% de cervicite a Neisseria gonorrhoeae et
Chlamydiba trachomatis a été signalé sur un échantillon de 192 femmes enceintes
a Libreville au Gabon [5].

Une étude au Burkina-Faso portant sur 645 femmes enceintes a donné 3,6% pour la
syphilis et 3,1% pour CT en plus d'autres d'infections [38]. |
Des études faites au Mali en 1994, 1997 et 1999 sur les IST chez les femmes
enceintes et les prostituées ont donné les résultats suivants:

La prévalence des IST chez les femmes enceintes en 1994 €tait de 0,4% pour NG,
5,2% pour CT et 3% pour la syphilis. En 1997 elle était de 4% pour la gonorrhée,
5% pour la chlamydiose et 2% pour la syphilis. En 1999 elle a donné 0,6% pour
NG, 1,2% pour la syphilis [59].
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La prévalence des IST chez les prostituées a donné en 1994, 13,4% pour NG et
4,7% pour la syphilis. En 1997 les taux trouvés étaient de 4,1% pour NG, 5,1%
CT et 7,8% pour la syphilis[59].

Dans notre étude la prévalence globale de Neisseria gonorrhoeae chez les
prostituées a été de 7,70%. Ce taux est en baisse comparativement 2 celui de 1999
qui était de 20%. Cependant ce taux est en hausse par rapport a celui trouvé par
KONE en 2000 chez les mémes populations cibles 3,2%. Par contre la prévalence
- de la syphilis a diminué de 4,3% en 1999 a 0% en 2000 [59]. L'étude de SABE‘
[68] avait trouvé des taux de 5,2% pour NG, 6,2% pour la Syphilis et 4,5% pour
CT. KONE avait trouvé en 2000 des taux de 4,7% pour CT, 3,2% pour NG, et
12,7% pour la syphilis.

La fréquence non négligeable des trois IST ulcératives étudiées montre que nos
populations cibles courent un risque toujours important de contamination et de
transmission du VIH. Toutes ces IST ont ét€ traitées au cours de notre étude. Les
taux d’infection actuels serviront de repére pour de prochaines études de
surveillance du VIH et de changement des comportements au sein de nos groupes -

cibles.
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VI. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES:

De I’étude ISBS de Kayes et Gao nous pouvons conclure que :

L’étude combinée du comportement et des marqueurs biologiques est faisable
méme dans les pays de faible niveau socio-économique ou les populations oht_
souvent des réserves sur les prélévements biologiques non seulement a cause des
méthodes invasives mais aussi pour des considérations culturelles.

La quasi-totalité des répondants des groupes cibles ont accepté I’interview par-
~ questionnaire.

Les prélévements d’urines pour la PCR et la goutte de sang pour la recherche du
VIH et de la syphilis sont des méthodes non invasives acceptées par nos

populations.

I.es taux d’acceptation de ces prélévements sont ¢levés @ 78,82% a 97,87% des
suiets ont donné leurs urines, 77,65% a 96,81% ont consenti la prise d’une goutte
de sang pour la recherche du VIH et de la syphilis.

La plupart de nos populations souhaitent étre informées de leur statut VIH (97,73%
a 100%). |

La Prévalence des IST/VIH est diversement répartie selon les populations cibles et

selon la région. Cette prévalence varie en fonction des comportements de ces: |,

populattons. Ainsi les prostituées considérées comme populations a haut risque
sont généralement plus infectées par le VIH que les autres. Les routiers aussi
considérés comme groupe a haut risque sont généralement aussi infectés par le VIH
que les autres. Cependant, certains groupes dits 4 moyen risque (coxeurs,
vendeuses) qui coOtoient les transporteurs dans les gares ont présenté des
prévalences élevées d'IST/VIH, et mériteraient d'étre classés parmi les populations

a haut risque.
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Parmi nos populations cibles, les prostituces et les vendeuses ont présenté des taux
d’infections aux IST et VIH relativement €levés. Les taux obtenus chez les routiers
et les coxeurs ne sont pas pour autant négligeables.

Le VIH-1 était le type de VIH le plus fréquent. Le rapport VIH1/VIH2 est égal a
6,75. |

D’une maniére générale, les IST étudiées (CT, NG et syphilis) sont plus fréquentes

chez les routiers et les vendeuses quelque soit la région.

DAFFE. B 79




PREVALENCE DES IST/VIH Thése Pharmacie

En perspectives :

Les taux actuels d’infection détermin€s par cette €étude serviront de repére pour de-
prochaines études de surveillance du VIH et de changement des comportements au’
sein de nos groupes cibles

Ainsi nous recommandons :
- I'évaluation tous les deux ou trois ans des taux d’infection par le VIH et les troils
IST retenues dans les mémes groupes a risque et dans les mémes sites.
- L’accentuation de I'JEC ciblée sur les groupes les plus a risque afin d'obtenir un |
changement de comportement des populations.
- Promouvoir le dépistage volontaire anonyme du VIH et le conseling dans les
centres (VCT) qui seront crées a cet effet.

- Au gouvernement de financer suffisamment la recherche sur les IST/VIH et de
aciliter le travail des chercheurs en équipant les structures et en assurant la.

formation du personnel.
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Annexe A :. Formulaire de consentement verbal éclairé devant t¢moin

Formulaire de consentement pour ['é¢tude du Systéme de surveillance integree des
! MST ¢t du comportement _
MALI, Afrigque occidentale (& traduire en Bambara)

{Le texte sulvant doit &tee bu par adminisirateur a0 participant) :
e Provranune National de Lutte Contre de SIDA (PNLS), Ilnstitat Naticuzl de Recherchie pour Ja Santé
Publigue (INRSE) du Mali et les Centers tor Diseuse Control and Prevention (T des Blats-Unis
cifectuent setuellement une engedte sue des hobitants de différentes rénic 1 lo bt de minean
comprendre leurs risques de cantraeter certaines maladics, Nous voulans gl aulien de personne:
aonlaticintes i les maladies sc,\uLllec'u transmissibles au Mali et los niesures prises par les gens pow
‘37‘, To PNLE et les O veulds e

trietar ces anaiodies, I

wi g ey relalions
ol PAUTUOL, : . ;
1:,5 maladivs. Ces informaiions sont irés zmpon.m ar e Bodi Riles deniteront au

ol atder pr(:‘.catz-:'

et God'abies groupes les connaissances dont s ont beseln powr fournde de buns services oo

Nous voudrions vous poser des questions qui ne prendront pas pius de 30 minutes. Certaines de ces
guestions sont personnelles. Toutes vos réponses sont entiérement confidentielics. Vous étes libre de
refuser de participer & cet entretien ou de Farréter & tout moment. Je ne connals pas votre nom ¢f personne
ne peut 33voir conument vous avez répondu d ces questions. $'il vous plalt, soy.z tout @ fait honndte lorsque
vous répandez. Aprés que vous avrez répondu aux qucstions nous allons vous duwander un éehantillon
d'urine gue nous recueillerons dans un petit récipient ainsi que quelques gouttes de sang qui voni étre .
nrc’icv*—'s et vous piquant le bout du doigt. Vetre urine et votre sang seront enaiysés pour déterminer lu
présence dv maladies, tout comme le fait un mddecin. Nous utiliserons voire vrine of votre sang utiquenient
pour ¢l armf}-'scs. Les tests de l'urine détermineront [a présence de la gonorrhée et de la chlamydia; les tests
Gu sang détermineront fa présence de la syphilis, de 'herpés et du VIH. Nous emporterons ces échantillons - :
4 Bamako ol ils scront analysés 4 'INRSP. Lis résultats de vos analyses scront renvoyés dds que
dispoaibles 4 . Veuitlez vos préseater dans un mois 4 ¢e cenire pour vous informer qus vus
résultats sont arrivés afin d'étre traité pour les malzdics détectées. Aujourdhui nous atlons vous donnet une W
cans que YOUS pouvez présentera travatllant dans co centre pour Mmonticr que vous
ez pariicipd 2 cetle éude, si vous décidez &'y participer.
Les risques que vous encourrez, st vous participez 4 'étude, sontles .>quub assocics 2 Ja piglre 2u doit et
out risque provenant du fait que vous nous avez donné un échantillon durfne. Les avantages de volre
participation & cetie étude sont les suivants @ 1) Une évaluation gratuite cencernant les MST et le VIH pour
déterminer si vous avez conuracts une de ces maladies ; 2) si vous étes atteint d'une MST, nous vous
examinerons gratuitement et nous vous donnerons ics m:.du:amt.nls appropri¢s gratuitement et nous
effeciueroas un ralicment dt, suivi, sl nécessaire et 3) vous 2 la possibilité, et nous vous encourageons
¢ fzlre, de vous présenter 4 un centre spéeialisé de dembtﬂoc \-olom'iirc du VIH o vous recevrez des
consells pré- et post-tests et e résultat sérologique de Pinfection & VILL Vous n’aurez done pas de résyliat .
Ju ViH peur le test que nous allens faire sur Iz goutte de sang que vous 2llez doaner si vous‘b”rticipezﬂggns b
Iérede. Nous vous tournirons ausst des doses de vitamines pour 2 semaines, un approvisionnement en Lo
‘E‘fﬂsm. vatifs et un pCLlI cadeal.
Les résubiats de cette éude seront analysés et publiés, mais vous ne serey Jamais identif1€ par volre nor. :
Nous prerdroas toutes {es mesures NEcessaire; pour assurer que personne ne découvye qui vous étesoune
volt les rédsultats d'aucun de vos tests. Si vous accepter de participer, un témoin va signer ¢¢ formuluire afty 2
de confimer votre accord de participation a cetie étude et le fait que nous vaus avens fu les présentes :

I_l

—

B I

informations av sujet de I'é¢tude. o
JSatigste gue ce formulatre a éié Ju au participant & 1'éruds, '
Date Signature du témoin (pas un membre de I'équipe d'érude)
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T




LE SCRIPT DE CONSULTATION PREALABLE AU TEST DE DETECTION DE VIII
POUR LES ENQUETEURS DE ISBS
(Enquéteurs: Lire ce script APRES le préiévement d’urine et AVANT le prélévement de sang)

Je veux te parier maintenant de VIH/SIDA, le test de détection des anticorps de VIH, la signification
des résultats de ce test, quelles sortes de choses te mettent & hau! risque pour attraper le VIH et
comment {u peux éviter le VIH. Pexpliquerai oi tu pourras venir chercher les résultats du tesi dans i4
jours ainsi que le nom du prestataire de soins de santé & qui parler lorsque que tu te présenteras a la
clinique. Aprés ¢a, je te demanderai de me donner une goutte de sang pour faire le test de VIl Je te
donne toutes ces informations pour que toi-méme tu puisses décider si tu souhaites accepter fournir ou
reon un échantillon de sang en vue d'un test de détection des anticorps du VIH. Ce test est complétement,
confidentiel (ou sécret). Je donnerai @ unc seule personne a la clinique ton résultar et ce résultat sera
enregistré par ton numéro d’étude seulement (que je te donnerai aujourd’hui). Personne ne saura ton

AanL

Le VIH est une trés petite @ ‘particule’ qui s’appelle un virus et qui est transmit d’une personne &
DUautre par les liquides du corps humains. La plupart des gens sont infectées lorsqu’ils ont des relations
sexuelles suns condoms avec quelqu’un deja infectée par fe VIH. Le VIH est différent de SIDA. Le
SIDA se manifeste quand unc personne ale VIH dans le sang pour une longue période jusqi’a ce qu’il
devienne trés malade. Les personnes avee le SIDA ont encore le VIH dans leur sang, mais maintentant
la quantité du virus est plus élevé Quelques années peuvent passer avant d’étre malade lorsqi’on a

attrappé le VIH, mais eventuellement la personnne aura le SIDA et eventuellement la personne mourra

de SIDA.

Les relations sexuels sont ia voie la plus commune d’attraper le VIII. Les sécretions vaginales et le
sperme conticnntent le virus. 8itu as plusieurs partenaires sexuels tu es plus a risque d’attraper le VIH.
8i tu est un homme marié et tu as plusieurs autres partenaires que ton(tes) femmes, tu te mets (oi-méme

et tes femmes & plus haut risque d’attraper le VIH. Aussi, tu mettras tes bébés (nouveau-nés) o risque

d’attraper {e VIH.

81 ta n’utilises pas une capite pour te protéger et ta partenaire sexuelle, voas vous mestey vous deux a

haut risque d’attraper le VIH.




Comme j’ai dit avant, les fermmes enceintes transmettent le VIH aux bébés par I'échange de sang. Un
¥
doneur de sang peut avoir le VIH dans son sang et puis un patient & Uhfpital peut attraper le VIH

pendant une procédure médicale qui necessite Uutilisation de sang.

Si tu as des relations sexuels avec quelqu’un deja infectée par VIH ou qui a le SIDA, tu te mets en

grand danger d’attraper le VIH de lui.

Iy a des moyens de te protéger contre le VIH et SIDA comme par exemple Putilisation de la capte
pendant TOUTES les relations sexuelles. Ca veut dire que tu utilises une capéte 100% de fois. Changes
ton attitude vis & vis de la personne avec qui te as des relations sexuelles et en qui tu mets la confiance
Nimporte qui peut mentir et te dire qu’il n’a pas d’autres partenaires. Protéges-toi toi-méme. Si tu est
marié(e), ait des relations sexuelles seulement avec ton/ta partenaire. Situ n’es pas cncore marié, n’ait
pas de relations sexuelles jusqu’aa mariage. Encore, si tu decides d’avoir les relations sexuelles, utilises
toujours une capdte pour te protéger. Ne laisses pas quelqu’un te convaincre qu’il n’est pas neccssaire_

d'utiliser une capéte.

Un test du VIH utilise un échantillon de sang d’une personne et le résultat peut étre positif ou negatif.
Un résultat positif signific que lu personne a le VIH dans son sang mais cotte personne peut paraitre en
bonne forme. Un test négatif peut signifier deux choses: (1) que tu n’as aucune quantité de virus duns
ton sang ou (2) que tu as été récement infecté de facon que le test ne pouvait pas detecté les anticorps de;
virus dans ton sang. Sile test est positif, dans la plupart de cas ¢a veut dire que tu as éié infecté par le
VIH soif par la voie sexuelle, par un instrument ou séringue contaminé par le virus ou par une
transfusion de sang contaminé par le virus. Au moment ol tu recevras le résultat du test du VIH, il y
aura quelqu’un pour Cexpliquer la signification du résultat de ton test et discuter avec toi un plan

d’action.
Lst-ce que tu as des questions ou des soucis? $’il y en a s’il te plait fais-les moi savoir maintentant.
Je veux insister encore une fois sur le fait que c’est complétement ta décision si tu veux aller voir les

résultats de ton test dans 14 jours. Que tu refournes ou non, nous allons détruire les résultats a la finde

Uétude. Encore, ces résultats seront enregistrés par numéro d’étude, pas par le nom de personne.




Carte de Laboratoire ou Ficiie de Consentement
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FICHE SIGNALETIQUE

Nom: DAFFE
Prénom: Boubacar

des IST/VIH déterminée a partir d’une

T

Année universitaire: 2001-2002

Ville de soutenance: Bamako

Pays d’origine: Mali

Lieu et dépot: Bibliothéque de la faculté de médecine, de pharmacie et d’odontostomatologie
Secteur d’intérét: Virologie, épidémiologie du VIH et des IST.

RESUME

L’étude a pour objectif de déterminer la prévalence de certaines IST et du VIH a partir d’une goutte de
sang et des échantillons d’urines chez cing populations cibles ayant différents comportements dans
deux villes du Mali.

Matériels et méthodes :

Cette étude s’est déroulée a Kayes et a Gao. Elle a porté sur un total de 431 participants, des hommes ' |

et femmes issus de groupes a moyen et haut risque. Les routiers, coxeurs, bonnes, vendeuses et les
prostituées ont constitué les populations cibles de I’étude. Les participants a I’étude ont été tirés d’un
échantillon aléatoire d’une liste de grappe spécifique au groupe cible donné pour chaque site. Le VIH
et la syphilis ont été identifiés a partir d’un échantillon de sang prélever sur du papier filtre par piglre
au bout du doigt a laide d’un vaccinostyle. Des échantillons d’urines conservés dans des pots en
plastique ont ¢i¢ prélevés pour la recherche, au moyen de I’analyse PCR des infections & Neisseria
gonorrhioeae(NG) et A& Clamydia trachomatis(CT).Le RPR et le TPHA ont été utilisés pour le
diagnostique de la syphilis, le GENIE II et I’'immunocumb II pour celui du VIH,

Résultats : _
La participation a {’étude a été forte(431 sujets ont répondu sur un total de 488 prévus) malgré la
proposition des prélévements de goutte de sang et d’urines en plus du questionnaire.

La séroprévalence globale du VIH de I’étude a été de 7,19%.Aussi les filles libres sont venues en téte
de Pinfection & VIH avec un taux de 20,88%.Elles ont été suivies des vendeuses avec un taux de
5,11%.

Les prévalences des IST étaient relativement élevées. D’une maniére générale les taux d’infection a
CT, NG et a TP les plus importants ont été observée le plus souvent chez les prostituées vendeuses et
les chauffeurs sur tous les sites. Chez les routiers la prévalence globale & NG était de 3,79 et le méme
chiffre a été trouvé pour I’infection & TP. Les vendeuses ont enregistré 6,57% pour Pinfection 3 CT et
3,65% pour I’infection 4 NG.

Au vu de ces résultats nous retenons en définitif que I’étude combinée du comportement et des
marqueurs biclogiques est faisable. Les méthodes de prélévement proposées pour 1’étude ont été
acceptées par n,os différentes populations cibles, Cependant certains groupes dits & moyen risque
(coxeurs — vendeuses) ayant présenté des prévalences élevées d’infection a IST et du VIH mériterait
d’étre cassés parmi les populations & haut risque.

Cette étude doit étre répétée a I'intervalle de temps régulier pour suivre [’évolution des IST/VIH en
fonction des comportements des populations. : '

Mots clés : IST/VIH, Goutte de Sang, Urine, PCR, Prévalence, Comportements.

.




SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de

’ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de nion art et
de  leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur

emseignement ¢

d'exercer dans Uintéret de la santé publique. ma profession aves
conscience et de respecter non seulement la légisiation en vigueur, mais

aussi les regles de 'honneur, de fa prebité et du désintéressement :

de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le

malade ¢t sa dignité humaine.

En aucun cas. je ne consentirai a utiliser mes connaissances ¢t mori

¢tat pour corrompre les moeurs et favoriser les actes criminels.

(Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele & mes

promesses.

Que je sois couvert d’approbre et méprisé de mes confréres si j'v

manque.
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SERMENT DE GALIEN

Je jurc, en présence des maitres de la faculté, des conscillers de

Pordre des pharmacicns et de mes condisciples :

d’honorer ceux qui ntont instruit dans les préceptes de mon art et
de leur témoigner ma reconnaissance en restant  fidele a leur

emsetgnement :

dexercer dans 'intércét de la santé publique. ma profession avee
conscience et de respecter non sculement la légisiation en vigueur. mais

aussi les regles de 'honneur, de Ia probité et du désintéressement :

de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs cavers le

mualade ¢t sa dignité humaine.

En aucun cas. je ne consentirai a utiliser mes connaissances ¢t mon

¢état pour corrompre les moeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele & mes

[)l’OIHGSSCS.

Que je sois couvert d’approbre et méprisé de mes confreres si j'v

manque.




