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Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

1. Introduction
Au Mali il y'a eu de nombreux travaux sur le plan clinique, épidémiologique eat-soci

comportemental en matiere de VIH et la tuberculose.

Le rapport 2010 de 'TONUSIDA (1) a rapporté qu’en 2009, le nombre de personnes
nouvellement infectées par le VIH était estimé a 2,6 millions de cas. @e dsif inférieur

de prés d’'un cinquiéme (16 %) du nombre de personnes nouvellement infectées en 1999 (3,1
millions) et de plus d’'un cinquiéme (18 %) du nombre estimé de personnes infectées (3,2
millions) en 1997, année ou le nombre de nouvelles infections a atteint son pic.

Dans 33 pays (dont 22 sont en Afrique subsaharienne), I'incidence du VIH a diminué de plus
de 25 % entre 2001 et 2009 (1). En Afrigue subsaharienne ou I'on continue d’enregistrer la
majeure partie des nouvelles infections, on a estimé a 1,8 million le nombre de personnes
contaminées en 2009. Ce chiffre est nettement inférieur a celui estimé erv@0@haron

2,2 millions de nouveaux cas dans cette méme région. Cette tendance traduiiraisom

de différents facteurs, notamment I'impact des efforts de prévention et liénohaturelle

de I'épidémie du VIH.

Au Mali, le taux de séroprévalence est de 1,3% selon 'Enquéte Démographiqueetade S
(EDS 1V) de 2006. Selon les résultats de la derniere étude de séroprévaleinéectierh a

VIH réalisée dans la population générale adulte, le Mali pourrait étraléolhsomme un

pays a faible prévalence (2).

En 2009 également, le rapport 2010 de 'OMS (3), relatif & la lutte contre la tuberculos
estimait a 9,4 millions de cas de tuberculose. La prévalence esteestitemillions et la
mortalité a 1,3 millions chez les VIH négatifs et 380 000 chez les VIH poditifis 35 %

des cas constatés dans les régions africaines. Il est estimé quid-lessitifs représentent

entre 11 et 13% de I'ensemble des nouveaux cas de TB.

Mais jusqu’ a présent, qu'il s’agisse de pays en voie de développement coMaleda de

pays développés, il existe encore de nombreux éléments mal connus lorsqu’oa sargi&ac
plan des mécanismes de défense de I'organisme dans la tuberculose datanée @au VIH.

Y a-t-il des parametres hématologiques et ou immunologiques pouvant explipuends

de la Tuberculose associée ou non a l'infection a VIH ?

A notre connaissance, il n'y a toujours pas une réponse satisfaisante a ctibe oG&st
pourquoi nous avons voulu entreprendre cette étude pour comparer différentes populations

d’individus infectés et non infectés par le VIH au regard du statut de leurs IDR.
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Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

2. Objectifs

2.1. Objectif général:

- Explorer les parametres hématologiques et immunologiques dans lailobetatente
associée a I'infection par le VIH.

2.2. Objectifs spécifiques :

- Déterminer les valeurs des parametres hématologiquesiradearhémogramme chez les

tuberculeux latents associés ou non a I'infection par le VIH.

- Déterminer les pourcentages et les valeurs absolues dds<dl] B, NK et NKT par la

cytométrie de flux.

- Comparer les valeurs des parameétres hématologiques et imgigoel® qui ont été
déterminés entre les différents groupes d’étude.
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Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

3. Généralités

3.1. La Tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse provoquée pailldss ba
appartenant au complekgberculosis Elle constitue un probléme majeur de santé publique
car elle est une maladie redoutable qui a causé environ 1,7 million de déces en 2009 dans le
monde selon 'OMS. (3)

La propagation de la maladie se fait par voies aériennes. Seules les eguomanifestent

la tuberculose pulmonaire peuvent transmettre l'infection. En dehors des poumons la
tuberculose peut toucher d’autres parties du corps comme les ganglions,des nies

reins, la colonne vertébrale et le cerveau (4).

Cependant, tous les sujets infectés (latents) ne font pas la tuberculo®). (Betsystéme
immunitaire arrive a maitriser ou a limiter I'infection qui se traduitlpauberculose latente.
Les bacilles de Koch ( BK) peuvent ainsi étre hébergés dans I'organismgeidoesndant

des années. Les sujets infectés dont le systeme immunitaire est sdfi@itdeaucoup plus
susceptibles de développer la tuberculose maladie.

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé :

 Un tiers de la population mondiale est actuellement infectée ;

* De 5 a 10% des sujets infectés (non infectés par le VIH) algyeht la maladie ou
deviennent contagieux au cours de leur existence. Les personnegemfada fois par le
VIH et le bacille tuberculeux sont beaucoup plus susceptibles de développer la (Bladie
La tuberculose est une maladie évitable et dans la plupart des cas,eflz@guérie.
Certains facteurs démographiques et socio-économiques (la pauvretéest #ax

traitements) rendent difficile la prévention et le traitement de ladieal

3.1.1. Epidémiologie

3.1.1.1. Répartition géographique de la tuberculog@)

Selon le rapport 2010 de la lutte contre la tuberculose, en 2009 au niveau mondial, 'TOMS a
estimé l'incidence de la tuberculose a 9,4 millions de cas, dont 3,3 millions hes$esh a

1,1 million chez des personnes vivant avec le VIH. La prévalence était eatildémillions

et la mortalité a 1,3 millions chez les VIH négatifs et 380 000 chez les VIHfqdsit

plupart des cas ont été constatés dans les régions africaines, de I'Asie dti Swtl:E
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Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

Pacifique occidental, avec respectivement des taux de 35 %, 30% et 20%. Leélbjets
positifs représentaient entre 11 et 13% de lI'ensemble des nouveaux cas de TB.

La méme année 2009, 5,8 millions de cas de tuberculose ont été notifiés, ce qui correspond
a un taux de détection des cas (TDC), défini comme la proportion des cas incidééss not

de 63%, en augmentation par rapport au taux de 61% estimé en 2008. Dans la cohorte de
2008, sur les 2,6 millions de patients avec une tuberculose pulmonaire a frottis positif, 86%

ont pu étre traités avec succes.

Un traitement préventif au Cotrimoxazole a été débuté chez 300 000 patients go3aitiH,

et des antirétroviraux ont été administrés a 140 000 d'entre eux (ce qui représente
respectivement 75% et 37% des cas notifiés de tuberculose positifs au VIgieP86000
personnes vivant avec le VIH ont recu un traitement préventif a I'lsoniazid#efiter

gu'elles ne développent une tuberculose active. Cela constitue une amélioratmpqer r

aux années précédentes, mais ne représente encore que moins de 1% des persannes dans |

monde vivant avec le VIH.

Le taux d'incidence mondial est retombé a 137 cas pour 100 000 eafz66%voir atteint

un record dd.42 pour 100 000 en 2004. Le taux décroit, mais lentement.
Le taux global de succes thérapeutique a atteint son plus haut nivealea 3098.

Depuis 1995, les stratégies Halte a la tuberculose et 'utilisation de [IEStly Observed
Treatement Short) ont permis de soigner 41 millions de personnes et d'évitens e
décés. Grace aux programmes DOTS, 5,8 millions ddectisberculose ont été notifiés en
2009.

En 2008, on estimait a 440 000 les cas émergents de tuberculose multirésistartan$1B

monde entier.

A I'échelle mondiale en 2009 seuls un peu plus de 30 000 cas de tuberculose MR (12%) ont
été déclarés. Le diagnostic pour la tuberculose multirésistante devogetioppé

rapidement, et tous les cas devront recevoir un traitement adapte.

En 2010, les données collectées par I'OMS font état des plus hauts taux de tuberculose MR
jamais enregistrés, avec des records de 28% des nouveaux cas dars qethaes de I'ex-

Union soviétique.
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Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

3.1.1.2. Agent pathogene

La tuberculose est provoquée par des bacilles appartenant au compérkalosis Dans la
majorité des cas, la tuberculose est causée par une mycobactérie ypeldgcterium
tuberculosisou encore bacille de Koch (BK), découvert en 1882 par Robert Koch.

Certaines mycobactéries sont responsables d’autres formes de maleudiiesn Alistingue
entre autre :

-Mycobacterium africanum,

- Mycobacterium bovis,

- Mycobacterium leprae
Mycobacterium tuberculosisst une mycobactérie stricte de ’lhomme, mais il est capable
d’infecter certaines especes animales proches de 'lhomme (6). En dehorsdilits

contaminés par 'homme infecté, on ne trouve pas le bacille de Koch dans la nature

3.1.1.3. Mode de Transmission

La transmission du bacille de Koch est interhumaine. Elle s’effectaatedlement par voie
aeérienne. La source de l'infection est un patient ayant une TB pulmonaire, qubexfpes
bacilles. En toussant, en parlant ou en éternuant, le patient produit de fines geaittelett
infectieuses qui dessechent et restent en suspension dans I'air pendant plusiesircdneur

contamination se produit lors de l'inhalation des gouttelettes infectieuses. (7)

Le risque d'infection dépend de plusieurs facteurs, tels que la contagiosifétdafscté, la
proximité de contact, la charge bacillaire inhalée et le statut immenitail'héte (8, 9).

3.1.2. Physiopathologie :
Une fois inhalés, moins de 10% des bacilles de Koch atteignent les bronchjuledaiess

et les alvéoles, la plupart d’entre eux se limitent au niveau de I'épithélsinots
respiratoires supérieures et sont souvent éliminés (10). Les bactériésigneat le lobe
inférieur des poumons, sont phagocytées par les macrophages alvéolasesrikzéat
souvent a survivre dans les macrophages et initie une infection (11) . La paitaireetiuM

tuberculosisest une membrane constituée de 2 couches lipidiques.
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Les propriétés physico-chimiques de cette paroi lui permettent de survivrieslans
phagocytes et de s’y multiplier (12).

La lésion primaire de la tuberculose est représentée histologiquementgranulome a
cellules épithélioides, centré par de la nécrose caséeuse qui corresplysd adHulaire.
Généralement le processus de formation de granulomes est un moyee @idicacontenir
et empécher la multiplication et la diffusion des pathogénes. Ainsi, ldéebae Koch
restent incapables de se multiplier au sein des cellules caséeusesat patrer en
dormance pendant des années.

Chez les immunocompétents, le systeme immunitaire peut entraingrdéirétif de
l'infection a ce niveau. Par contre, chez les sujets immunodéprimés, enl@artieux
infectés par le VIH, la réponse immunitaire étant insuffisante, lesdmp#luvent s’échapper
du granulome par les canaux lymphatiques intra-pulmonaires. Il en résultepaggtion

rapide de I'infection pouvant causer la tuberculose maladie.

La primo infection est le portage de BK mais sans signe de maladie e&olitidormance

des BK dans I'organisme se traduit par la tuberculose latente.

3.1.2.1. La tuberculose latente

Apres la contamination, . tuberculosisest phagocyté par les cellules présentatrices
d’antigéne au niveau des alvéoles pulmonaires. L'agent pathogene utilisarglusi
mécanismes de survie tels : la neutralisation du pH du phagosome, I'inhibition de anfoncti
présentatrice d’antigene du macrophage et des cellules dendritiques cettgmoainsi la
stimulation des cellules T CD4 + et I'apoptose des macrophages infadtési@rence

avec autophagie (13, 14, 15, 16). La formation d’'un granulome permet d’éviter la maladie
active dans un premier temps, mais I'agent pathogene n'étant pas élimeiiggeation

latente est établie. Pendant la tuberculose latente, les bacillesitebr®ont résistants a
l'attaque du systeme immunitaire car ils entrent dans un état de dormaraetisaés
réplicative. Cependant, un ensemble de genes liés a la dormance appelésgDmsR
continue d'étre exprimé lors de infection latente (17). Avec la formation delgnaes et

une réponse immunitaire efficace, la plupart des bacilles tuberculeux soet kés

progression de la maladie est stoppée (14, 18).
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Dans d’autres cas les bacilles peuvent rester en dormance pendant teitke|lBhdte sans
jamais causer de maladie active ou ils peuvent causer la maladiplaprégrs années, voire
des décennies plus tard (19).

Le systéeme immunitaire, a travers les macrophages, les cellulegideedriles cellules T
CD4+ et CD8+, les cellules gama delta et les cytokines produitesgpeeltdes, induit une
réponse immunitaire efficace contreMie tuberculosig18, 20) Les cellules T et les
cytokines interféron-sont les plus importantes des composantes impliquées dans I'induction
de la réponse immunitaire contre le BK.

La réponse immunitaire spécifique est induite par les cellules T qui mignenle foyer
d'infection, guidé par les chimiokines produites par les cellules infettéesumulation des
macrophages, des cellules T et d'autres cellules hétes (cellules dendiigs|ibsoblastes,
cellules endothéliales et cellules stromales) au niveau du foyer damfecbnduit a la
formation de granulomes sur le site de l'infection (14, 21). Les macrophageesnf
présentent les antigenesMetuberculosisaux cellules T CD4 + qui apres activation
produisent I'lFNy pour contr6ler I'infection (18, 22).

Bien que la réactivation de l'infection latente pouvant se produire méme des e€cgmas
I'infection initiale, une personne peut développer la tuberculose active pendanixies de
premieres années apres l'infection [datuberculosig19).

Plusieurs facteurs peuvent déclencher le développement de la maladieGatieealement,
ce sont des facteurs qui impliquent I'affaiblissement du systeme immurii&ire (
L'infection a VIH est le facteur de risque le plus important pour la progressrs une
maladie active chez les adultes (23) car il provoque une déplétion des T CD4+ eé eldsai
anomalies fonctionnelles des lymphocytes T CD4 + et/ ou T CD8 + qui sont desscellule
centrales pour la protection contre la tuberculose-maladie (24). De mémerdtaltadee
active entraine I'aggravation du syndrome d'immunodéficience acquis (StDA) e
eventuellement conduit a la mort. La réactivation de la tuberculose peut survenir dans
n'importe quel organe. Cependant, chez les personnes immunocompétentey;etle sur
habituellement dans les lobes supérieurs, ou il y a plus d'oxygene, condition faadeable

croissance bacillaire.

L’apparition de 'immunité spécifique a médiation cellulaire contre I'itifecaM.
tuberculosigpendant la tuberculose latente pourrait induire le virage de la réaction cutanée a

la tuberculine (lors des tests intradermo réaction).
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3.1.2.2. Réponse immunitaire a I'infection par |éM. turberculosis(25).
Les gouttelettes infectées par la mycobactdfietberculosiskont inhalées et les bacilles

atteignent a prédominance les lobes supérieurs des poumons. lls sont alorgt@hagoc
les macrophages et les neutrophiles. Les neutrophiles s'accumulent t&iteudéde
I'infection, mais ils sont incapables d’éliminer directement le BK.

Les neutrophiles et les macrophages peuvent ensuite migrer vers lesngdggiphatiques
ou ils présentent les antigénesMietuberculosis.

Dans les ganglions lymphatiques, cellules T CD4 activées se difiémeera LT auxiliaires
(Th1) sécrétant l'interféron (IF-; les T CD8 se différencient en LT cytotoxiques et
accumulent des molécules comme les granzymes et les granulZ€éhd3gns le méme
temps, les LB sont activés et produisent les anticorps spécifiques cavitriaberculosis
bien que l'implication de ces anticorps dans la protection contre I'infectioaceltlaire par
le M. tuberculosigeste tres controverséBlus recemment, des études ont montré que
d’autres cellules T (Th17) sécrétant les interleukines (IL-17, IL-201-2P) et des cellules T
régulatrices, sécrétant I'IL-10 sont impliquées dans la coordination de la réponse
immunitaire cellulaire (27, 28).

Ces cellules activees passent dans la circulation sanguine et attkgnsités
d'inflammation.

A ce stade, une hypersensibilité retardée peut étre observée lors tHautaeé a la
tuberculine.

La sécrétion de cytokines par les L T auxiliaires (Thl) attire lade®inononucléaires sur
le site d’inflammation pour former un granulome, dans lequel les macrophageésnbar
les mycobactéries se différencient en cellules épithélioides et sontestpar les
lymphocytes (29). Cette juxtaposition permet l'activation des macrophaigegaement
par I'lFN-y.

L’activation des macrophages dans les granulomes entraine une pezdgisiisiac
tuberculosisqui n'arrive plus a se répliquer. Cela se traduit par la tuberculose lateste sa
manifestations cliniques de la maladie.

L'immunité cellulaire peut s'estomper ou s'altérer pour diverses raisgpartieulier dans
l'immunodéficience acquise ou induite par le médicament. Cela peut conduire a une
réactivation de la réplication des mycobactéries conduisant a I'évolution e@etiamf &

tuberculose active.
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3.1.2.3. Diagnostic de la tuberculose latente.
Le test cutané a la tuberculine ou intradermo réaction a la tuberculine |BRrethode la

plus utilisée pour diagnostiquer l'infection partuberculosischez les tuberculeux latents
(30). Un bon diagnostic nécessite une connaissance de lI'antigene utilisailiudete la
base immunologique de la réaction a cet antigene, de la technique d'adnunistrdé

l'interprétation du résultat du test.

> La tuberculine

La tuberculine est une lipoprotéine extraiteMiycobacterium tuberculosite PPD, un

dérivé tuberculinique de protéine purifiée est utilisé pour le test a la tuberdditest a la
tuberculine est basé sur le fait qu’il provoque une réaction d'hypersensibtijfgedetardé

chez les sujets infectés pa¥l. la tuberculosisSeules les personnes qui ont été exposées aux

mycobactéries sont sensibles au test (31).

> Technique de I'IDR

La réaction cutanée a la tuberculine est explorée par I'IDR. Ca@s$bréalisée par

l'injection dans le derme a la face antérieure de I'avant-bras d’'un volume de @gllani

solution liquide de tuberculine (Méthode de Mantoux). La validité d’interprétatiorstiu te
tuberculiniqgue nécessite une technique parfaite.

L’injection doit étre strictement intradermique et exsangue. Lasadiain de I'injection
intradermique fait apparaitre immédiatement une papule par soulevement dipdenant

un aspect de peau d’orange, témoin d’'une bonne réalisation technique (30).

La tuberculine provoque localement la libération de plusieurs lymphokines quieddisa

72 heures suivantes, donnent une infiltration localisée de la peau, provoquée par I'cedéme et
'accumulation de lymphocytes sensibilisés.

La lecture s'effectue idéalement & I&"heure. Elle peut étre différée jusqu’dlour

chez les sujets agés pour lesquels la réactivation peut se développer plusigi@@me
L’induration qui s’est développée autour du point de ponction est mesurée transversalement
par rapport au sens de l'injection. Les limites de I'induration sont détersniagda

palpation et mesurées en millimetre a I'aide d’une regle graduée.

> Seuil de positivité en absence du VIH

Une réaction est jugée négative lorsque le diamétre d’induration est <a 5 mm

Une réaction est jugée positive lorsque le diamétre d’induratiegnaStmm.
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> Interprétation

Une IDR a la tuberculine positive est habituellement le témoin d’une tuberdnleston
latente ou d’'une tuberculose-maladie, mais d’autres mycobactéries (B€Ghanteries
atypigues) peuvent entrainer une réaction positive par réaction croisée (8@mietre de
I'induration provoquée par des mycobactéries atypigues est généralemeatiiriéelui
observé avec le BK34)

L’IDR a la tuberculine négative s’observe chez les individus qui n’ont jamagnh&téntact
avec le bacille tuberculeux. Cependant, au cours d’authentiques infections tubes;uleus
I'IDR peut rester négative.

L’interprétation de I'lDR a la tuberculine repose sur la taille de l'indomatitlle nécessite un
interrogatoire précis, permettant de connaitre les antécédents detiangbar le BCG,
I'hypersensibilité retardée antérieure du patient, une éventuelle immunsgiéprenotion
d’un contact avec une personne tuberculeuse bacillifére.

Ainsi :

- En absence de vaccination par le BG
Une IDR a la tuberculine dont le diamétrexest0 mm est en faveur d’une infection

tuberculeuse suite a un contact direct aleduberculosis.

- Chez les vaccinés par le BCG

La vaccination par le BCG induit le virage de I'IDR dans un délai de 3 mois. Letdgame
d’induration provoqué par la vaccination BCG && mm.

Il existe des réactions fortement positives avec un diameétre d’indurati@mm qui
s’observe surtout dans les premieres années qui suivent la vaccination (35né&teedia

diminue progressivement au fil des ans.

- Chez les patients infectés par le VIH

L’altération de I'immunité a médiation cellulaire diminue les réact@hgpersensibilité
retardée. Chez ces patients, il est nécessaire d’envisager lalpéssune tuberculose-
infection latente dés 5 mm.

Pour les patients dont 'immunodépression est sévere en particulier avec un taux de
lymphocytes CD4 < & 200/mirune anergie fréquente a la tuberculine est rapportée au
déficit immunitaire. Dans ce cas, la réaction cutanée tuberculinique pexdséoualeur

discriminante (36).
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- Cas particuliers de l'infection tuberculeuse récente
Le diagnostic fait lors d’'une investigation menée autour d’'un cas de tuberculesse EI
traduit par un virage de I'IDR avec ou sans antécédent de vaccination par le BC@gke vir
se traduit par :
= soit une premiére IDR négative (< 5 mm) suivie d’'ufi&® DR, réalisée 3 mois
plus tard, positive{ 10 mm)
= soit par une 4°IDR faiblement positive (entre 5 a 9 mm)
= suivie d'une 2™ IDR fortement positive avec une augmentation du diamétre (> a

10 mm) entre 2 tests.

3.1.2.4. L’hypersensibilité de type IV, ou hypersesibilité retardée
Elle apparait quand les macrophages ne parviennent pas a éliminer les aqgtigesnest

ingérés. Les lymphocytes T sont alors activés et produisent des lymphokinesajuieat

toute une variété de réponses inflammatoires (38 rares cellules qui réagissent
efficacement a la tuberculine proliférent et forment un clone de celédesves apres une
exposition initiale. Un sujet qui a été exposeé au bacille de la tuberculose mevacex le

BCG possede des lymphocytes T sensibilisés a la tuberculine. Quand on lui injacte de
tuberculine par voie intradermique, il se produit une réaction inflammatoire au site
d’injection en 24 a 48 heures. Généralement, la réaction a la tuberculine commence 5a 6 h
apres l'injection et provoque une induration maximale de 48 a 72 h. Elle disparait sur une
période de quelques jours. Chez certains individus (les personnes agees et agux qui s

testés pour la premiére fois), la réaction peut atteindre son pic au-delab ¢&2j.

3.1.2.5. Le traitement de la tuberculose latente

Généralement, les antituberculeux utilisés sont des médicaments qui bloguiiel’a
métabolique des bacilles de Koch. L'isoniazide est un médicament efficatee la

réplication deM. tuberculosiset le traitement a l'isoniazide de l'infection latente est efficace
dans 60-90% des cas (38)

Le traitement a l'isoniazide (INH) est considéré comme traitememdasthcontre la
tuberculose latente aux Etats-Unis et au Canada. Le traitement se fi@tiede de neuf

mois en fonction des résultats des tests cliniques, mais la durée du trajieatette réduite

a 6 mois pour les adultes séronégatifs a 'infection par le VIH (39).

Thése de Pharmacie/ Sylvestre TOGO Page 13



Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

L'inclusion de DOT (Traitement Directement observé) augmente substangali le cout de
la prise en charge du traitement. L'efficacité du traitement a I'INH dargvention
tuberculose active dépasse 90% chez les personnes bénéficiant du traitesognaass
DOT.

Le traitement a la rifampicine (RMP) associé au pyrazinamidAd)Bendant 4 mois est
préconisé comme traitement alternative de choix dans la tuberculose (df®nt

Le programme national de lutte contre la tuberculose au Mali (PNETpas inclus le

traitement de la tuberculose latente dans son programme a notre connaissance.

Le déficit immunitaire chez les sujets tuberculeux latents, entrainévahgtion vers la
tuberculose active ou tuberculose maladie. L'infection par le VIH est weufadéterminant

dans la réactivation de la tuberculose.

3.2. Infection par le VIH

3.2.1. Epidémiologie

Au Mali :

Les résultats de la derniere étude de séroprévalence de l'infectionraaligée en 2006

dans la population générale adulte au cours de I'Enquéte Démographie et de 8&1t¥) (E

ont montré une baisse du taux de prévalence du sida de 1,7% a 1,3% faisant du Mali un pays
a faible prévalence.

Toutefois, 'examen attentif de cette étude révele des caracigestvariables selon:

* Le sexe: Globalement les femmes sont plus touchées que leebdmspectivement 1,
5% et 1%).

» Les régions: la région de Bamako reste la plus touchée (2.0%§ paivMopti et Ségou
(1, 6% et 1, 5% respectivement). Par contre les régions de Sikasss et Tombouctou
sont faiblement touchées de I'ordre de 0,7%.

» Les tranches d’age: le pic de séroprévalence se situe parssihez les femmes que chez
les hommes, dans la tranche d’age 30-34 ans (2,2%), ce qui témaigeecégidémie déja
bien installée.

» Le milieu: la séroprévalence semblait étre plus élevée en milieunwuqb@n milieu rural.
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L’évolution de la séroprévalenchez ces groupes a risque selon I'enquéte ISBS5
(enquéte comportementale) montre une situatiojotiosi préoccupante avec 35, 3 % ¢
les professionnelles du sexe, 2,5% chez les reuties, 9% chez les vendeuses ambule
Enfin, les enquétes ralieres menées au niveau des 19 sites de sungalsamtinelle
répartis sur pratiguement 'ensemble du pays, @&lé une prévalence de 2,2% che:
femmes enceintes de moins de 2t (2).

3.2.2.Le virus del'immunodéficience humaine VIH
3.2.2.1 Taxonomie(41).

Les VIH appartiennent a la famille des Retroviviéaelassé dans le genre (Lentivirus
C’est un virus a ARN équipé d’'une enzyme structuegdpelée transcriptase inse ou
reverse transcriptase. Deux types de virus ontétsifiés a ce jour, le VI-1, répandu sur
'ensemble des continents, et le \-2 présent surtout en Afrique de I'OL (42).

3.2.22. Structure et organisation dugénome

Enveloppe virale

-
- =,

Protéine Protéine Membrane
120 41
ap %. / ap /

‘. _
“ Transcriptase
inverse

dizmétre : de 902 120 nm

Figure T schéma de la structure du V
Source www.axiomcafe.fr
Consulté le 11/10/2011.
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Le virus se présente sous forme de particule sphérique, constitué d’'une envelopge exter
surmontée de spicules, qui entoure la nucléocapside constituée des protéinegimternes
virus, de I'enzyme nécessaire a la réplication-la transcriptase érwdrde I'ARN viral.
L’organisation du génome du VIH est complexe puisse que, en plus de trois géenes
rétroviraux classiques (gag, pol, env), il existe des régions particulieresrgignnent au
moins six genes viraux supplémentaires (rev, vif, vpr, vpu, nef et tat). Ces génes
supplémentaires sont, pour la plupart, impliqués dans des phénomenes de régulation de
I'expression des protéines virales et, par la-méme, de la multiplicationusu48). Ils
semblent également modifier, I'expression de certains genes iceiidadonc provoquer
une altération du fonctionnement des cellules de I'immunité touchées par le vitas. Ce
structure génétique complexe est spécifique de la sous-famillendiegus.
Le virus infecte les lymphocytes T CD4 et les CPA (cellules préseetmtliantigene) telles
gue les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, callsildg systeme
immunitaire induisant un déficit profond de I'immunité cellulaire. De nombreusdssbnt
permis de mieux comprendre, notamment :

-Le tropisme spécifique du VIH pour les cellules immunocompétentes (44),

-Les relations entre réplication virale et déficit immunitaire (45, 46),

-Les réponses immunes spécifiques et innées, mises en jeu pour limiteeksmog
de cette infection (47, 48).

3.2.2.3. Tropisme du VIH pour les L CD4+

Les LT CD4+ sont parmi les cellules cibles de l'infection VIH (49) du faitllpse
expriment a leur surface le récepteur CD4 et I'un des corécepteursiGCRXCRA4).

La molécule CD4 exprimée a la surface des LT CD4+, interagit spécifenieavec la
glycoprotéine de I'enveloppe du VIH la gp 120 induisant une cascade de mécanismes
aboutissant a l'infection des cellules. Cette infection est responsabieitisibn de la
réponse T auxiliaire et de I'amplification des diverses fonctions du systeéménitaire. La
molécule CD4 fonctionne comme récepteur de haute affinité pour la gp 120cépteuts
accessoires sont nécessaires a la pénétration du VIH dans le LT CD4+, tets que
corécepteurs CCR-5 et CXCR-4 (50, 51). L'intégration du VIH dans la cellule héde et
réplication nécessitent une activation préalable de la cellule pour I'indwlgicéponse

immunitaire.
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3.2.2.4. Laréplication: (51, 52)

Le cycle de réplication du VIH a été divisé en plusieurs étapes :

- Attachement la protéine gp120 du virus reconnait et se fixe a la protéing @i au
corécepteur a la surface du lymphocyte T.

- Pénétration: la membrane du virus et du lymphocyte fusionnent et la nucléocapside
virus est relarguée dans le cytoplasme.

- Décapsidation la capside se dissocie libérant 'ARN viral dans le cytoplasme.

- Intégration: I'ARN viral est retranscrit en ADN double brin grace a rieverse
transcriptase virale. Cet ADN pénétre dans le noyau ou ilégliatau génome du
lymphocyte. Il est ensuite transcrit en ARNm par 'ARN polymécadielaire.

- Traduction: les ARN messagers viraux sont traduits en 3 précurseursqoegeiCes
précurseurs sont clivés par des protéases pour donner les diffépentéines du virus lors
du processus de maturation apres bourgeonnement.

- Assemblage les protéines virales et ARN viral s’associent pour redoiestdes virions
mais sans enveloppe. Les protéines virales s’intégrent a la membraneptodyte.

- Bourgeonnement le virion bourgeonne emportant un fragment de la membrane
plasmique cellulaire.

- Libération: ces nouveaux virions sont déversés dans le milieu intérieur. Ulseme
infecter d’'autres lymphocytes T4 activés aprés leur maturation quisszésese par I'action

de la protéase sur les précurseurs protéiques.

3.2.3. Mode de transmissioli53)

Depuis le début de I'épidémie, trois principaux modes de transmission ont été observés
- la transmission par voie sexuelle ;

- la transmission par voie sanguine ;

- la transmission mere- enfant.

v La transmission sexuelle

Dans le monde, la grande majorité des infections par le VIH ont été acqliseEssion

des rapports sexuels non protégeés.

Thése de Pharmacie/ Sylvestre TOGO Page 17



Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

La transmission se fait par I'intermédiaire des muqueuses génitatetaler lorsque celles-
ci sont en contact avec les sécrétions sexuelles ou du sang contenant du virus.

La muqueuse présente une certaine permeéabilité vis-a-vis du VIH, etléssadendritiques
infectées peuvent se retrouver dans la sous muqueuse apres une exposititiqueadma
I'épithélium vaginal au VIH. La muqueuse rectale, par son épithélium midulage, est la

plus susceptible a I'infection.

v La transmission par voie sanguine

Elle concerne principalement trois groupes de population : les usagers desdoagvoie
intraveineuse, les hémophiles et les transfusés et plus rarement éssiprofels de santé en
milieu de soins et laboratoires, victimes d’accidents d’exposition au sang.

On peut aussi noter la transmission suite a I'utilisation d’aiguilles sau{iémuages,

acupuncture) ou suite a des morsures profondes avec saignement.

v La transmission mere-enfant ou verticale

La transmission du virus de la mére a I'enfant peut se faire a différeapes ée la
grossesse : dans les semaines précédant 'accouchement, ou moment dénEaveoiud.a

période de I'allaitement présente également un risque d’infection poumtenfa

3.2.4. Aspect clinique de I'infection par le VIH

3.2.4.1. La primo-infection(54)

Des la contamination, le virus se multiplie de fagon intensive dans les satiidetées.

Environ 3 a 8 semaines apreés l'infection initiale, 50% a 70% des personnes ptésente
symptémes qui ressemblent a ceux de la grippe ou de la mononucléose (55). Danzala plus
des cas cette primo-infection passe inapercue. Cependant, elle peut s’acesrdpag

certains signes cliniques : fievre, malaise général, maux de tétbatoes et douleurs
articulaires, éruption cutanée, ulcérations des muqueuses.

Ces symptémes disparaissent au bout d’'une ou deux semaines. Le virus se réplique
activement a cette phase et se propage dans tout 'organisme. Elle es sypdiéme

rétrovirale aigue.
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3.2.4.2. La phase asymptomatiqué3)

C’est la phase la plus longue de l'infection qui peut durer en moyenne 10 ans. ghaste

le systéme immunitaire semble contréler I'infection.

Cependant, le virus continue a se multiplier a une vitesse foudroyante dassukes ti
lymphoides, tout en détruisant les cellules du systeme immunitaire dans | géispeas.

Cette phase correspond a la phase de séropositivité sans ou peu de symptémes cliniques.
Une baisse graduelle du nombre des CD4 présents dans le sang se produit souveat durant |
stade asymptomatique de l'infection par le VIH. Ceci reflete probabldmeapacité de

plus en plus faible du systéme immunitaire a réagir a la réplication \argéits croissante
dans les ganglions lymphatiques et a la destruction constante des cellylse®ohe s
immunitaire.

L’infection par le VIH pourrait entrainer la perte de la régulation deskeyes qui sont des
messagers chimiques libérés par les cellules CD4 pour coordonner et cosgrid@ohses

immunitaires.

3.2.4.3. La phase symptomatique/infections opportunistes (SIDAB3)

La déplétion lymphocytaire est compensée par la production de nouvellessCEICi4
jusqu’a ce que le processus de compensation s’effondre sous la poussée de leatirtipli
virale, apparait alors le stade SIDA.

Cette évolution de l'infection se traduit par la survenue de pathologies plus owraves
Certains symptémes d'allure banale peuvent apparaitre (dermite siguaraéna, herpes,
candidoses oropharyngée). D'autres lésions sont plus spécifiques de l'infedigoviipiar
(leucoplasie chevelue de la langue). Le systéme immunitaireaggiemant en état
d'insuffisance grave. Il se trouve alors dans l'incapacité de défemdretement I'organisme
contre la survenue de certaines infections. La chute rapide du taux de CD4 |dd#\du Sl
pourrait aider a expliquer les différentes manifestations de dysfonctienheln systéme

immunitaire.
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3.2.5. Traitement: (56)

3.2.5.1. Objectif du traitemen
Le traitement de l'infection a VIH a pour objedafréduction maximale de la réplicati
virale, empéchant ainsi la progression vers le SlIliAerme de maintenir et de restaur

des fonctions immunitaires a travers la restaunadio nombre des lymphocyt

e — . e . . ey, T ), . i)
—— S S -

voies d'action - n = Lymphocyle T4
thérapeutique '

Figure 2: Les voies d’action thérapeutiques des antirétaoni(57).
Source www.snv.jussieu.fr
Consulté le 11 /10/2011
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3.2.5.2. Les antirétroviraux
Les antirétroviraux sont classés en 6 classes médicamenteuses :

- Les inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptaseerse (INTI).
On distingue le Ténovir, Emtricitabine (Truvada®), Abacavir et Lamiediivexa®) , la

Zidovudine.

- Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (TN

lIs inhibent la transcriptase inverse du VIH-1 par liaison directe enhzattle site
catalytique de I'enzyme.

Nous avons : I'Efavirenz et Névirapine.

- Les inhibiteurs de la protéase (IP)

Ce sont des inhibiteurs spécifiques et réversibles des protéases. lleantagmoduction de
particules virales immatures et non infectieuses.

Nous avons entre autres : I'atazanavir/r, le darunavir/r, le lopinavir/r...

- Les inhibiteurs de la fusion (IF)

Le T-20 ou enfuvirtide (Fuzéon®), seule molécule de cette classe comlisérsiagit en
amont des précédents en empéchant la transmission par le virus de son pajgmétiqee
dans la cellule et donc l'infection de la cellule par le virus.

- Les inhibiteurs du CCR5

- Les inhibiteurs de I'intégrase (INI)

Raltégravir est un exemple de cette classe médicamenteuse.

3.2.6. Les réponses immunitaires contre l'infectiopar le VIH
3.2.6.1. Réplication et I'activation immung45, 46).

Lors des épisodes de stimulation antigénique des LT CD4, le VIH initie sa péppecation
dans la cellule. Il utilise toute la machinerie protéino-enzymatique @dldechéte pour la
réplication. C’est ainsi que les molécules intracellulaires sont eslisélles que le NF
Gama-B assurant la régulation de la transcription de cytokine. La plus paytalkiaes
produites par les LT CD4+ de type TH 1 semblent capables d’induire ou amplifier la
réplication du VIH (IL-2, IL-1, IL-6, IL-10, TNFx). D’autres comme IFN-et IFN-a ou le
TGF semblent a l'inverse inhiber efficacement la réplication virale.
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Cette réplication dans les LT CD4+ a pour conséquences :

- La persistance de I'infection VIH en dépit de la réponse immitmitke I'organisme. Cela
est probablement di a I'établissement précoce de réservoiox (T&®A, LT CD4+ au
repos) (58, 59).

- Le renouvellement rapide et permanent de nouveaux virions circuathditt par la
réplication dont résulterait I'accroissement régulier de Harge virale tissulaire et
circulante, observé au cours de l'infection (60, 61).

- L’augmentation de la charge virale est considérée comspensable de la disparition
de LT CD4+ par des mécanismes directs (effet cytopathogene du VIH pbolir@d34+) et
indirects  (perturbation de I'homéostasie et activation chronique deBules
immunocompétentes).

- La destruction progressive de LT CD4+ par le virus qui semb& régBponsable de
I'altération des organes lymphoides centraux (Thymus) ne peninpltes leur régénération
(62).

- Les phénoménes d’anergie, et d’apoptose ou encore de déséquilgmasdeopulation
lymphocytaire sécrétrices de cytokine observés chez lempéfiz) seraient amputable a
'importance de la charge virale et de I'état d’activatioronique et généralisés des cellules
immunocompétentes. Cette activation chronique par la persistaraeéa@ication du virus

serait impliqguée dans I'évolution vers un déficit immunitaire profond.

3.2.6.2. Réponses immunes cellulaires au VIH

Les réponses au VIH induites par les LT CD4+ auxiliaires était mecgnsgiga 1997 du
fait du dysfonctionnement des cellules CD4+, elle est pourtant indispensable aardérdul
efficace de la réponse immune. La capacité des LT CD4+ de produire @eeltltle I'lFNy

en réponse (Th 1) contre le VIH, est apparu déterminant dans deux situations :

- d’ une part les sujets asymptomatiques a long terme (ALT), & i@ponse specifique
anti-VIH semble responsable de la non- progression ou de la piogrezsgémement lente
de l'infection.

- et dautre part les primo-infections traitées précocement ptrét@oviraux (63). lls
amplifient aussi de fagcon majeure les réponses des lymphdcytgotoxiques (CTL) au
VIH et jouent un rdle important en phase de primo-infection, ou leésepce est
déterminante pour que s’amplifient rapidement les CTL, de fagontedter efficacement la
réplication virale. Le taux de I'lFN-produit par les L Th 1 est inversement corrélé a la
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réplication virale et constitue aujourd’hui I'un des meilleures mteiars d’'une réponse
immune efficace ; leurs cibles antigéniques principales ssmbétre les protéines de capside

p24 et p17 ainsi que la gp 120.

Le systeme immunitaire est affaibli progressivement par I'idadi VIH. L’évolution de la
tuberculose latente vers la tuberculose maladie due au déficit immumithiregar le VIH
est la principale cause qui conduit a la manifestation du SIDA et par sunteoétla

3.3. La co-infection VIH/Tuberculose latente :

L’OMS dans son rapport 2010 de lutte contre la tuberculose rapporte que 5 a 10% des sujets
mono-infectés pavl tuberculosisdéveloppent la maladie ou deviennent contagieux au cours
de leur existence.

Les personnes infectées a la fois par le VIH et le bacille tuberculeuxesamdup plus
susceptibles de développer la tuberculose maladie. (5).

Parmi les 9,27 millions de cas d'incident de la tuberculose en 2007, une estimation 1,37
millions soit 14,8% étaient infectés par le VIH (64). La majorité de eesopnes co-
infectées étaient dans les pays en voie de développement.

La tuberculose est la cause la plus fréquente de déces chez les pitiatdsda VIH dans
ces pays et représente jusqu'a un tiers des causes de déces liés au syndrome
d'immunodéficience acquis (SIDA) dans le monde. Elle accélére leepsign de

I'évolution clinique de l'infection a VIH, conduisant a I'apparition d'autres iiesti
opportunistes et la mort (65, 66). Le VIH augmente considérablement a lagobdoilité

de la réactivation de la tuberculose latente, et la progression de I'infeet®oane
tuberculose active apres la primo-infection. Le risque de la survenue de lalingeegDit

par réactivation de l'infection latente ou soit a la suite d'une nouvelle infectinteshe
personnes infectées par le VIH est de 10 a 50 fois plus élevé que chez les sujets non
infectés par le VIH (67, 68).

Bien que les mémes principes de base de l'infectidvl.auberculosisont observés chez

les personnes infectées ou non par le VIH, les manifestations cliniques dedalasgger
varient dans l'infection par le VIH en fonction du degré de progression de
l'immunosuppression chez les sujets infectés. La diminution du nombre de CD4 emteaine
dissémination divl. tuberculosionduisant aux manifestations miliaires et extra-

pulmonaires de la maladie. Ces caractéristiques spécifiques rendeghlest@difficile,
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entraine un retard dans l'initiation du traitement appropri€, et augmenig etanortalité
de 30% (69, 70).
L’infection & VIH associée ou non a la tuberculose latente entraine des imsomal

hématologiques et immunologiques (71).

3.4. Les parametres hématologiques et immunologigse

Les parameétres hématologiques et immunologiques ont fait I'objet d’expitodans les
études portant sur linfection a VIH et la tuberculose.

Ces recherches ont contribué a mieux comprendre le role régulateur jousysaeree
immuno-hématopoiétique, mettant en exergue les dérangements de cts circuli
immunorégulateurs.

Nous les examinerons dans leur généralité, puis nous tenterons de les placecatdaastke
du VIH et de la tuberculose latente.

Les troubles hématologiques décrits touchent les deux principaux compartiments

v Central :

Il est maintenant clairement établi que le VIH peut perturber la téukcsurvie et de
prolifération des progéniteurs hématopoiétiques.

L’effet suppresseur n’est pas réglementé, que l'infection soit activeemidaet est
probablement médi€e par I'interaction entre le virus ou ses protéines assetciae
membrane cellulaire des progéniteurs (71, 72) ; cette perturbation repiasemtdes voies
qui contribuent a la fréquence élevée de I'anémie, de la granulocytopénila et de
thrombocytopenie. Elle favorise également I'inaptitude pour la moelle a ridgensn pool
fonctionnel de lymphocytes T CD4+ matures (72).

v Périphérique :

Les mécanismes responsables de cytopénie périphérique observée sonli@ssentie
d’ordre immunologique, par la production d’anticorps dirigés contre les cedlaggiines, et
de la séquestration splénique de ces cellules (73).

Des cas d’hémophagocytose ont été décrits chez les sujets infectéslpadény/la
littérature (74).

3.4.1. Les globules rouges

Les globules rouges sont des cellules faisant partie des élémends figuisang. Ils prennent
naissance dans la moelle osseuse. Les cellules souches hématopoiétiguaesmes par
érythropoiese donnent les globules rouges.

lls assurent le transport de I'oxygéne des poumons vers les cellules dut aipsdu gaz

carbonique, liés a une molécule appelée hémoglobine.

Thése de Pharmacie/ Sylvestre TOGO Page 24



Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose latente chez les personnes infectées par
le VIH

lls sont aussi chargés de régulation du pH sanguin.

La valeur normale des globules rouges dans une quantité de sang varie de 4,massdmill
cellules/ mm3 chez 'lhomme et 4 a 5,5 millions cellules/ mm3 chez lesdemm

La réduction du nombre des globules rouges entraine une anémie (75).

De nombreuses études soutiennent que I'anémie est la plus fréquente atemifelique
observée dans l'infection a VIH (76, 77, 78).

- L’hémoglobine (Hb) :
L’hémoglobine est un pigment de coloration rouge se trouvant dans les globuks ebug

permettant le transport d’oxygene.

Le taux d’Hb exprimé en g/dl est un parametre indicateur d’anémie.
chez ’'homme le taux est entre 14 et 18 g/dI
chez la femme il est entre 12 et 16 g/dl.
La diminution des globules rouges s’accompagne par celle du taux d’Hb darcsigimée
VIH. Le taux bas d’Hb indiquant une anémie est rapporté dans la littérature (76, 78, 79, 80,
81).
- L’hématocrite (Hte) :
L’hématocrite représente la proportion de globules rouges en pourcentage dusanhgune
total. Un hématocrite normal est de 40-55% pour les hommes et 35-45% pour les femmes.
Sa valeur au cours de l'infection a VIH diminue ou augmente en fonction du nombre des

globules rouges dans le sang.

- Le volume globulaire moyen VGM :
Le VGM représente la taille moyenne, ou le volume, des différents globutgessrou

Le rapport de I’'hématocrite par le nombre de globules rouges donne le VGM.

VGM= Hte/ nombre de GR

Sa valeur normale se situe entre 80 et 98 fl.
On parle de normocytose si le VGM est entre 80 et 98 fl ; macrocytose si lesV@/l et
microcytose si le VGM < 80 fl.
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- La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) et la agentration

corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) :

C’est la quantité et la concentration de 'hnémoglobine dans un globule rougsyenna.

La TCMH a pour formule :

TCMH= Hb/ le nombre de GR

La valeur normale de TCMH est entre 27,5 et 33,2 pg.

La CCMH se calcule quant a elle :

CCMH= Hb/ Hte

La valeur normale de CCMH est entre 32 et 36 g/dl et on parle de normochroianel IQ
CCMH > 36 g/dl, c’est hyperchromie. Par contre sila CCMH < 32 g/dl, on parle de

d’hypochromie.

La TCMH, le VGM, et la CCMH sont des parametres qui déterminent le typardaniie.

3.4.2. Les plaquettes

Elles prennent naissance dans la moelle hématopoiétique et sont produites par le
mégacaryocytes medullaires. Les plaguettes sont de petites cedlntesoyau, ayant une
forme de disque a I'état de repos. Elles circulent dans le sang pendant urdedtigg&0
jours. Elles ont un rdle primordial dans le processus de la coagulation sanguine. La
numeration plaquettaire normale est d’environ 130000-400000 cellules/mm3.

Au cours de l'infection par le VIH, une thrombocytopenie est généralemenvébsdrserait
due a deux mécanismes :

> La destruction massive des mégacaryocytes qui devaierfférenliier en plaquettes
(82).
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> La séquestration splénique, aboutissant a la destruction des plaqesttees
complexes immuns circulants, et par la présence d’anticorpsfigpés dirigés contre
gplib/llla plaquettaire (83) .

3.4.3. Les globules blancs

Les globules blancs ou leucocytes sont des cellules du systeme immunitieedes
assurer la défense de I'organisme.

Un adulte en bonne santé a normalement entre 4000 et 11000 globules blahds/sany.
Une augmentation de globules blancs indique chez une personne une infection ou une
vaccination récente. La diminution quant a elle peut étre due a divers pathetayiess
cancers.

On distingue plusieurs types de leucocytes :

. Les polynucléaires:

P. neutrophiles: ce sont le premier type cellulaire a répondre a la plupart des infections, e
particulier les infections bactériennesetuberculosigpar exemple) et quelques processus
inflammatoires. lls ingerent les microbes dans la circulation etne@heapidement dans les
tissus extravasculaires au niveau des sites d’infection, ou ils peuvent égategaeer les
microbes et meurent apres quelques heures.

lls constituent environ 50-70% des leucocytes.

Une infection entraine une production accrue des neutrophiles stimulés paokasesyt
produites par de nombreux types cellulaires en réponse a cette infection.

Une neutropénie (diminution du nombre de neutrophile) est surtout d’origine toxique
médicamenteuse. Certains antirétroviraux comme la Zidovudine (AZT) peanteminer une
neutropénie (84, 85). Elle est sans signification clinique sauf en cas de malkghe ma
associée qui nécessitera une chimiothérapie (86).

L’atteinte de la production associée ou non a I'augmentation de la destructionateytes
peuvent causer la neutropénie.

La neutropénie est aussi observée au cours de I'infection par le VIH (87).

P. éosinophiles ils sont impliqués en premier lieu aux infections parasitaires et lé®nsac

allergiques. lls sont entre 0 et 6% des globules blancs.
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P. basophiles ils sont impliqués dans les réactions inflammatoires et dans certaines
réactions allergiques. lls sont plus rares et représentent seulemerit eni% des

granulocytes.

* Monocytes

En plus de leur role phagocytaire, les monocytes participent a la présentaibénaests
pathogenes aux lymphocytes. lIs circulent dans le sang pendant environ 24 heigesnt
vers les tissus et deviennent des macrophages.

Dans l'infection paM. tuberculosisles macrophages phagocytent les bacilles. Par
lintermédiaire des facteurs chimiotactiques induits par la phagocgtoB&, les monocytes
circulants, les lymphocytes, les neutrophiles sont attirés vers le sitectionf ; sans pouvoir
éliminer efficacement le BK. Une augmentation de la production des ntesatyla

libération des monocytes non matures sont cliniquement observées (88).

* Les lymphocytes T(LT)

lls prennent naissance dans la moelle osseuse et arrivent en maturation demgdetisont
chargés de la coordination et de la régulation du systeme immunitainstel @sux

principales sous-populations de lymphocytes T qui se différent a la fois par le phérotype
par la fonction.

Les LT CD4+ : ils sont aussi appelés LT auxiliaires car ils aidehiHes produire les
anticorps et les phagocytes a détruire les agents pathogenes ingér@svéint aussi inhiber

ou atténuer les réponses immunitaires (LT régulateur).

En revanche, les cellules T CD4+ sont ciblées par le VIH pour la réplication, samidaila

diminution progressive de leur nombre (91)

La diminution accrue du nombre des T CD4+ entraine un déficit de réponses imnagitaire
conduit a I'apparition des maladies opportunistes et a la manifestation du sida.<Chez le
sujets tuberculeux latents, la déplétion des T CD4+ entraine une réactivation de
tuberculosisde I'état de dormance. Cette réactivation a pour conséquence I'évolution de la

tuberculose latente vers une la tuberculose active (25).

- Les LT CD8+ ou LT cytotoxiques :
lls sont spécialisés dans la lyse des cellules hébergeant les microdesdlin&ires.

Durant I'infection par le VIH, les lymphocytes T qui représentent une comgosant
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fondamentale du systéme immunitaire adaptative, ne sont pas épargnés.

Les LT CD8+ jouent un réle important dans la lyse des cellules infectéesviraisleChez
les sujets infectés par le VIH, les cellules T CD8+ jouent un réle protectetne ¢ évolution
rapide de I'infection (89). Elles sont amplifiées a tous les stades de ldignala valeur

absolue et en pourcentage, hormis en phase terminale de SIDA (90).

* Les lymphocytes B(LB)
lls assurent la production des anticorps apres leur activation. Les antioots® lier aux
antigénes pathogénes afin de permettre leur destruction par la formatiorudim
complexes.
L’infection par le VIH provoque plusieurs anomalies dans les sous-populations
lymphocytaires B. Un défaut de production d’anticorps spécifiques d’antigene esgobser
(45).

Les Natural Killer ou tueuses naturelleSNK, NKT) (92)

Ce sont des cellules de I'immunité innée. Elles sont capables de recortragtiaer les
cellules cancéreuses ou infectées. Elles constituent environ 10% des lyraplthcgang et
des organes lymphoides périphériques. Leur activation déclenche la libératiquratéine
contenue dans leurs granules cytoplasmiques vers les cellules inf€ag@sotéines entrent
en contact avec les cellules infectées et occasionnent la pénétratiooléades qui

activent les enzymes qui induisent la mort de la cellule par apoptose. D’autes it
activées sécretent la cytokynes IkMui stimule les macrophages et augmente leur capacité
de destruction des microbes phagocyteés.

Le déficit d’activité des NK observeé au cours de I'infection par le VIH aiurefléter le
déficit des LT CD4+ auxiliaires et en particulier le défaut de sécrétlbr2d’esponsable de
I'activation des NK.

Les NKT sont des cellules qui en posséde a la fois des marqueurs de lymphatydes T
Lymphocytes NK. Les NKT constituent 0,2 % environ des lymphocytes T du sang
périphérique. Ce sont des cellules capables de produire de grandes quantitgs diliNg,
d’IL-2 de GM-CSF et TNE aprés activation. Leurs dysfonctionnements ou déficiences

conduisent au développement de maladies auto-immunes (comme le diabéte).
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4. La méthodologie :
1. Type, période et lieu d’étude :

Notre étude est descriptive et transversale, allant d’aolt 2010 a juillet 20146t aue
Centre de Recherche et de Formation sur le VIH et la tuberculose (CERHREFO) a la
FMPOS.
.2. Population d’étude :
Nous avons travaillé sur une population de 39 personnes et reparties en 4 groupes. Cette
répartition est basée sur le statut sérologique associé ou non a la tubertentse la
Ainsi nous avons :
-groupe 1 : participants témoins : VIH- et IDR-,
-groupe 2 : participants tuberculeux latents séronégatifs : VIH- et,IDR+
-groupe 3 : participants co-infectés : VIH+ et IDR+,

-groupe 4 : participants séropositifs non tuberculeux latents : VIH+ et IDR-.

4.3. Critéres d’éligibilité :
v Critéres d'inclusion :
» Avoir des veines facilement accessibles pour la prise de sang,
» Accepter de faire le test IDR et la sérologie du VIH.
» Donner son consentement écrit pour la participation a I'étude.
v' Critéres de non inclusion:
» Tous les sujets ayant une tuberculose active.
» Les cas d'auto-exclusion.
4.4. Echantillonnage :
Notre échantillon d’étude est constitué de 39 patients choisis de facon aléatepatet en
4 groupes comme suit :
-10 participants témoins (VIH- et IDR-) dont 9/10 étaient confirmés vacpaeBCG ;
-13 participants tuberculeux latents séronégatifs (VIH- et IDR+) dont 1G&iERE
confirmés vaccinés par BCG ;
- 5 participants tuberculeux latents et co-infectés et par le VIH (VIH3Fet) dont 3/5
étaient confirmés vaccinés par BCG ;
- 11 participants séropositifs, non tuberculeux latents (VIH+ et IDR-) dont 8igéhtéta

confirmés vaccinés par BCG.
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Nous avons une faible représentation du groupe des participants (5 au total) tuberculeux
latents co-infectés par le VIH (VIH+ et IDR+). L’IDR est génénaent négative chez les

patients VIH+ qui ont un systeme immunitaire défaillant.

4.5. Prélevement d’échantillons sanguins :
Le sang total a été préleve sur 2 tubes:
- Un tube sec pour la sérologie rétrovirale.

- Un tube EDTA pour 'immunophénotypage et la numération formule sanguine.

4.6. Diagnostic de I'infection tuberculeuse latente par le test tubmulinique :

Le test utilisé a été I'intradermo-réaction (IDR) a la tuberculine.

Il consiste en l'injection intradermique d’'un volume de 0,1ml de tuberculine PPRgdér
protéinique purifié), soit 5 unités de tuberculine liquide.

La lecture se fait a 72H apreés l'injection, par inspection, palpation et mesona €
diamétre transversal de I'induration. L'IDR a été réalisée par ldsecis cliniciens
qualifiés faisant partie de I'équipe CEREFO/SEREFO.

Interprétation

L'IDR a été jugée positive :
- si le diametre transversal de lI'induration est supérieur a poum les sujets VIH positifs.
- pour les sujets VIH négatifsi le diametre transversal de I'induration ssipérieur a 10

mm.

4.7. Diagnostic sérologique de l'infection a VIH :

Méthodes d’analyses :

4.7.1. GENSCREENHIV1/2 Version 2

Pour la mise en évidence des anticorps anti-VIH-1 et ou anti-VIH-2 la technique

ELISA (GENSCEEN HIV1-2 Version 2) a été utilisée.
4.7.1.1. Principe:
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Genscreen HIV1/2 version 2 est une technique immuno-enzymatique bateprincipe du
sandwich en deux étapes pour la détection des différents anticorps aasrai#ss VIH1 et
/ou VIH2, dans le sérum ou le plasma humain. Genscreen HIV1/2ereqoiod'utilisation
d'une phase solide préparée avec les antigenes purifiés (protgiossinants gpl60 et p25
du virus VIH1 et peptide mimant I'épitope immunodominant de la glycopeotdu virus
VIH2) et d'un conjugué préparé avec des antigenes marqués aokydaee (protéine
recombinante nucléocapsidique et peptides mimant les épitopes immunacismdes

glycoprotéines d'enveloppe des VIH1 et VIH2).

4.7.1.2 Trousse GENSCREEN/ HIV I/l V2 et le mode opératoire (voir annexe) :
4.7.2. NEW LAV BLOT I
Principe du test
Le test repose sur le principe de 'ELISA indirect sur bantsete nitrocellulose contenant
toutes les protéines constitutives du virus VIH-1 et un contréle intemielgG. Les
protéines du virus VIH-1 inactivée sont séparées en fonction de leurmoldsulaire par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dissocianrédticteur, puis
électrotransférés sur membrane de nitrocellulose.
4.8. L'Immunophénotypage
4.8.1. Principe :
Le sang total est ajouté aux anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes. Ces
anticorps se fixent spécifiquement aux antigénes de surface des globobss bla
Les échantillons marqués sont alors traités avec la solution de FACS lys
Cette solution lyse les érythrocytes et préserve les globules blancsetapdipar suite
analysés a I'aide d'un cytomeétre de flux a 4 couleurs (FACScalibur®).
4.8.2. Réalisation de I'immunophénotypage :
v' Equipements

- Hotte a flux laminaire

-Agitateur (vortex)

-Centrifugeuse de type Eppendrf

-Portoirs

-FACScalibu®
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v Description du FACScalibur®
Le FACScalibur® est un appareil modulaire muni d’un laser a argon de 488 nmitlidspl
et d’'un laser a diode rouge de 635 nm. Il est composé de 3 systémes :
- le systéeme fluidiqgue qui assure lintroduction et le positionnementcdisles a
analyser ;
- le systeme optique qui assure la production et recueille des signaux lumineux ;
- le systéme électronique qui se charge de la conversion desxsigratroniques et

numerisation de ces signaux pour analyse informatique.

v" Principe de la Cytométrie de flux et duFACScalibur®

La cytométrie de flux est une technique permettant de faire défdgrattcules, molécules
ou cellules a grande vitesse devant le faisceau d'un laser. La luréiise€par diffusion
ou fluorescence) permet de classer la population suivant plusieurs criteres.

Elle permet des mesures simultanées des différentes carapiéast’'une cellule. Ainsi les
cellules sont différenciées en fonction de leurs tailles, granularitéds,letirs intensités
fluorescence di au marquage par les anticorps.

Elle se définit donc comme I'étude précise de particules isolées (selhaletéries...)
entrainées par un flux liquide. C’est une technique de caractérisation individuelle,
guantitative et qualitative de particules en suspension dans un liquide. Elle consiste a
analyser les signaux optiques ou physiques émis par une particule coupanteifaisc
lumineux d’un laser ou d’'une lampe a argon. Les signaux mesurées sont essastiel|
relatifs:

- aux propriétés optiques intrinseques des particules qui correspondent aux phénoménes de
diffusion lumineuse liés aux dimensions de la particule, a leur structure inteenkauto
fluorescene de certaines cellules comme les cellules végétales, le phytoplancton, e

- aux propriétés optiques induites de fluorescence obtenues par des marquadggsespdeif
structures ou de fonctions cellulaires.

Ces signaux sépares par un systeme constitué de filtres et miroirs Emésqar des
photomultiplicateurs (PMT). lls sont amplifiés, numérisés, traitéoekés par un ordinateur
grace a un logiciel Cell Quest Pro. Ce procédé d’analyse individuelidégedr cellule) est
multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitesse de plusieuisrsidfévénements par

seconde.
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v" Les marqueurs des cellules :
Deux cocktails d’anticorps ont été utilisés pour marquer les sous populations
lymphocytaires.
Le Cocktail n°lest constitué d'anticorps anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45 et anti-CD4

couplés respectivement aux fluorochromes : FITC, PE, Percp Cy5.5 et APC. Les
lymphocytes T CD8+ et T CD4+ vivants sont marqués.

Le Cocktail n°2est constitué d’anticorps anti-CD3, anti-CD16-CD56, anti-CD45, anti-CD19
couplés respectivement aux fluorochromes : FITC, PE, Percp Cy5.5 et AP kekek

NK et les NKT sont marqués.

v" Le mode opératoire (voir annexe).

4.9. L’hémogramme ou la numération formule sanguine :

4.9.1. Principe :

La numération sanguine consiste a compter les différents élémealsididu sang a
savoir : globules blancs (ou leucocytes), globules rouges (ou hématies)uadtids
sanguines. Elle permet aussi de mesurer les paramétres liedénmaa®tels que le taux
d'hémoglobine, volume globulaire moyen = VGM ou de calculer 'lhématocriendant
corpusculaire moyenne en hémoglobine = TCMH, la concentration corpusculagamaoy
en hémoglobine = CCMH. Elle est faite grace a I'analyseur de Aff{dditomate).

4.9.2. Equipements

v" Deux Coulter Ac * T Diff Analyseurs (P/N 6706366).
Coulter 1 S/N: AG32728; Coulter 2 S/N: AG37923.

v' Une imprimante graphique: OKI Microline 3390,24 imprimante Pin,(P/N

899820220)

4.9.3. Principe de fonctionnement de Coulter Ac * T Diff Analyseurs
La fonction de I'instrument est basée sur la méthode Coulter. La méthoder@euihet de
détecter et de mesurer les variations de résistance électrique quaradticude dans un
liquide conducteur, passe a travers une petite ouverture. Comme chaque particudle passe
travers I'ouverture, il empéche le courant et provoque une impulsion mesurabteanhee
d’'impulsions indique le nombre de particules. La hauteur de chaque de chaque imgtilsion e

proportionnelle au volume de cette particule.
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4.9.4. Le mode opératoire (voir annexe).

. Numeération manuelle

Pour compléter la numération par I'automate qui ne différencie pas les gsdes)amn

comptage manuel est effectué.

Pour le mode opératoire on prend le méme échantillon de sang que I'automate pour effectue
un frottis sur une lame. La lame est colorée par le colorant Giemsa par untautoma

(Hematek 200). La lecture et le comptage sont effectués a I'aide d’'un ocoigeosptique a
I'objectif 50 ou 100.

Les neutrophiles, les lymphocytes, les éosinophiles et les basophiles sont aptéscom

4.10. Saisie et analyse statistique des données

4.10.1. Analyse et présentation des résultats

Les données stockées et traitées sur le logiciel Word et Excel 2007 ontytéemet
FlowJo Treestar version 9.3.2.

Ce qui permet d’avoir des résultats sous forme de figures avec les pourcehtagesleurs

absolues des cellules étudiées.

4.10.2. Analyse statistique des données

Les tests statistiques et le tracé des figures ont été réalisésdagiciel Graph Pad Prism 5.
Le Mann-Whitney U test a servi pour la comparaison des médianes des po@sehides
valeurs absolues des cellules entre les groupes de notre étude. Nous avon® camidé

significatives les valeurs de P< 0,05.

4.10.3. Considérations éthiques :
Cette étude a été acceptée par le comité d’éthique de deux inspections, :a savoir
v le comité d'éthique de la FMPOS (Mali);

v le comité d’éthique de NIH (National Institutes of Health, USA).

Les participants inclus dans I'étude ont signé un consentement éclairé éetir glannait
le choix de se retirer de I'étude s'ils le souhaitaient
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5. Les résultats:

5.1. Données socio-démographiques
Tableau 1: Répartition des patients selon le sexe et par groupe

Sexe Hommes Femmes Total Pourcentage
Groupes
VIH-IDR- 7 3 10 25,7
VIH-IDR+ 12 1 13 33,3
VIH+IDR+ 1 4 5 12,8
VIH+IDR- 1 10 11 28,2
Total 21 18 39 100

Tableau 2: Répartition par tranches d’age

Tranche VIH+IDR-  VIH+IDR- VIH+IDR+ VIH+IDR- Total
d'age &
Pourcentage
19-20 ans 3 0 0 0 3=>7,7%
21-30 ans 6 11 2 4 23=>59%
31-40 ans 0 2 2 6 10=>25,6%
41-50 ans 0 0 1 0 1=>2,7%
51 et plus 1 0 0 1 2=>59%
Total 10 13 5 11 39=>100%

L’age moyen des participants était de 29 ans, avec les extrémes de21#nhet Pres de 59 %
des participants avaient entre 21 et 30 ans. Nous avons la représentation des danesexes
une prédominance du sexe masculin (n=21), soit 53,8 % contre 46,2 % du sexe féminin
(n=18). Le sexe-ratio H/F est donc de 1,16. Les antécédents vaccinaux sont retiea\&3
des 39 patrticipants.
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5.2. Les Figures des parameétres compal :

gx10°F -

4x10PE o

Globules Rouges

2e0F =

6111}06 b o

Figure 4. comparaison des médianes de

@ o - @ valeurs absolues des globules roug

&L & entre les différents groupes de I'étud

Groupe de palients

Tableau de la figure 4

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 5,3x10 VIH-IDR-/ VIH- IDR+ 0,73¢
VIH-IDR+ 5.3x19 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0043
VIH+IDR+ 3,5x19 VIH-1DR+/ VIH+IDR+ 0,0016
VIH+IDR- 3,8><1@ VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,3644

Il'y avait pas de différence des médianes des @GR lefs IDR+ comparées a ceux I-.
Les globules rouges étaient significativmensgias chez les participants VIH+ que chez les-.
Cette dimunition des GR était plus prononcée deszaticipants VIH+IDR+.

20

1549

104

Hb g/dl

o=

s 8

Groupe de patents

Figure 5: comparaison des médianes d
taux d’hemoglobine entre les différents
groupes de I'étude.

Tableau de la figure 5

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 14, VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,51«
VIH-IDR+ 14,8 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,2811
VIH+IDR+ 10,6 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0112
VIH+IDR- 12,4 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0432

Il y avait pas de différence des médianes’Hb chez les IDR+ comparées a ceux -
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Une diminition significative du taux d’Hb était adysé€e chez les participants VIH+. E
était plus prononcée lorsque I'IDR est positif chezVIH.

G

S0

Hte

Th=

g F

& e . . , g

0 & & & Figure 6: comparaison des meédianes de
G . pourcentages de I'hematocrite entre le
roupe de patents e, )z
différents groupes de I'étude

Tableau de la figure 6

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 44,1 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,57
VIH-IDR+ 44,3 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,2559
VIH+IDR+ 30 M-IDR-/ VIH+IDR- 0,0066
VIH+IDR- 37,9 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0487

Il y avait pas de différence des médianes d’hémi¢ochez les IDR+ comparées a ci
IDR-.Une diminition significative du pourcentage detbhatocrite était observée chez
participants VIH+Elle était plus pronnonceée lorsque leur IDR esttpas

150

1004

VGM

304

0 L] T L L| . . ;g
& & & & Figure 7: comparaison des .medlanes de
& & o & valeurs du volume globulaire moyer

Groupe de patents VGM entre les différents groupes de

I'étude.
Tableau de la figure 7
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 82,7 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,067
VIH-IDR+ 85,5 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,7340
VIH+IDR+ 97,4 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0024
VIH+IDR- 96 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0058
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Il n" y avait pas de différence des médianes du V&z les IDR+ comparées a ceux -.
Une augmentation significative du VGM était conistathez les VIH+ quel que soit le ste
de I'IDR.

150

1004
504 ‘
——— e S

TCMH

G L] L) Ll L] . . , .
& e \d} & Figure 8: comparaison des medilanes de
& R valeurs de la teneur corpusculaire

moyen en hemoglobine entre le

Groupe de patients crp s ) 2
pefer différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 8

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 27 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,181
VIH-IDR+ 28,2 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 1,0000
VIH+IDR+ 32,2 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0005
VIH+IDR- 33,3 V-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0119

Il n” y avait pas de différence des médianes de TCMH lgsetDR+ comparées a ce
IDR-.La TCHM était significativement plus élevée chez participants VIH+ quel que s
le statut de I'IDR.

384
A6
I
=
[
(]
304
21'1 L L) L Ll . . - c Z H
& Pe & P Figure 9: comparaison desmedianes des
@ o o o valeurs de la concentratior
5 4 K 5 . .
. corpusculaire moyenne en hemoglobin
Groupe de patients entre les différents groupes de I'étud
Tableau de la figure 9
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 33,3 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,90(
VIH-IDR+ 33,1 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,7754
VIH+IDR+ 32,6 VI-IDR-/ VIH+IDR- 0,1567
VIH+IDR- 32,4 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,12t
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Il N’y avait pas de différences significatives démsomparaison (la CCMH entre le:

différents groupes de I'etude.

G00=

)
L
F 400+
L
=
g
; 200=
Figure 10: comparaison des médiane
0 . " " . des valeurs absolues des plaquett
: x x : ntre | ifférents gr I'étud
& & & & entre les différents groupes de I'étud
& K\ & 4

Groupe de patients

Tableau de la figure 10

Groupe Mediang Comparaison P
VIH-IDR- 240x1C VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,7564
VIH-IDR+ 244x1¢3 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,5708
VIH+IDR+ 288x13 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0527
VIH+IDR- 295x1( VIHPR+/ VIH+IDR+ 0,0301

Il n" y avait pas de différence des médianes degqumsttes chez les IDR+ comparées a
IDR-.

Une augmentation significative des plaquettes gtaibservée uniquement chez particip:
VIH+IDR+

10000+
80004
60004

40004

Globules Blancs

20009

0 L] I I

L] . - JORH
F & & & Figure 11: comparaison des médiane
& 0 Nl & des valeurs absolues des globules blar

Groupe de patients entre les différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 11

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 5050 VIH-IDR-/ VIH{DR+ 0,53¢
VIH-IDR+ 4500 VIH-IDR+/ VIH+IDR+ 0,374
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VIH+IDR+ 6400 VIH+IDR+ / VIH+IDR- 0,9547
VIH+IDR- 5400 VI-IDR-/ VIH+IDR- 0,5027

Il 'y avait pas de différences significativesreries medianes des globules blancs entre
4 groupes de comparaison. Cependant, un nombreélglus de GB avait été constaté c
les VIH+. Elle esplus prononée lorsque leur IDR est positive.

151

MONO%

Figure 12 comparaison de médianes
des pourcentages des monocytes en
les différents groupes de I'étude

Groupe de patients

Tableau de la figure 12

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 3 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,06¢
VIH-IDR+ 5 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,6425
VIH+IDR+ 4 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,3612
VIH+IDR- 4 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,287

800=

600+

400=

MONC#

200+

Figure 13 comparaison des médiane
des valeurs absolues des monocytt
entre les différents groupes de I'étud

& & K
Groupe de patients

Tableau de la figure 13

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 2( VIH-IDR-/ VIHPR+ 0,21¢
VIH-IDR+ 200 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4776
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VIH+IDR+ 100 VIF-IDR-/ VIH+IDR- 0,4659
VIH+IDR- 200 V-IDR+/ VIH+IDR+ 0,384

Il N’y avait pas de différences significative desmacytes en termes de pourcentage ¢

valeur absolue entre les différents groupes ded&

E | L] L] |
& & & & Figure 14: comparaison des médiane
& O & des pourcentages des neutrophile
Status entre les différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 14

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 51 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,18:
VIH-IDR+ 39 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4960
VIH+IDR+ 62 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,7506
VIH+IDR- 53 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,10z

G000

4000+

NEUT#

2000

Figure 15: comparaison des médiane
Status des valeurs absolues deneutrophiles
entre les différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 15
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 240( VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,437
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VIH-IDR+ 1900 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,8645
VIH+IDR+ 2300 VH-IDR-/ VIH+IDR- 0,4171
VIH+IDR- 2600 V-IDR+/ VIH+IDR+ 0,09¢

Il N’y avait pas de différence significative cpourcentages et des valeurs absolue:

neutrophiles entre les différents groupes de I'e

EOS%

Figure 16: comparaison des médiane
des pourcentages des eosinophiles en
Groupe de patients les différents growes de I'étude

Tableau de la figure 16

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 4 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,42
VIH-IDR+ 5 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,2031
VIH+IDR+ 3 VIF-IDR-/ VIH+IDR- 0,8033
VIH+IDR- 3 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,267
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1500=

1000=

EOS#

500+

; Figure 17: comparaison des médiane

g o @ﬁ 3*‘5’% des
= + + + valeurs absolues des eosinophiles en
Groupa de patents les différents groupes de I'étudke

Tableau de la figure 17
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 216 VI-IDR-/ VIH-IDR+ 0,55¢
VIH-IDR+ 210 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4967
VIH+IDR+ 192 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,6726
VIH+IDR- 162 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,401

Il N’y avait pas de différence significative desupzentages et des valeurs absolues

oesinophiles entre les différents groupe I'etude.

LYMPH%
T 3 T T

& x x & Figure 18 comparaison des médiane
o & & 9
des pourcentages deymphocytes
entre les différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 18

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 42 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,071
VIH-IDR+ 48 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,7332
VIH+IDR+ 30 VIF-IDR-/ VIH+IDR- 0,4374
VIH+IDR- 40 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,236
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6000+
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& Al & Figure 19 comparaison des meédiane
Status des valeurs absolues des lymphocyte

entre les différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 19

Groupe Mediang Comparaison P
VIH-IDR- 2100 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,64C
VIH-IDR+ 2200 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 1,0000
VIH+IDR+ 100 VI-IDR-/ VIH+IDR- 0,8600
VIH+IDR- 2200 V-IDR+/ VIH+IDR+ 0,882

Il N’y avait pas de différence significative desupmenages et des valeurs absolues
lymphocytes entre les différents groupes de 'e.

Figure 20: comparaison des médiane
des pourcentages des CD4 entre |
différents groupes de I'étude

CD4 %

0 T T
& & & &
0y N & K

Groupe de patents

Tableau de la figure 20
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 40 VI-IDR-/ VIH-IDR+ 0,43¢
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VIH-IDR+ 44 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,8208
VIH+IDR+ 24 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0028
VIH+IDR- 25 VIH-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0022
2500
2000+
%_t 1500+
[
10004
500
C L] L] L] L] . . .
& & & & Figure 21: comparaison des médiane
& g ¥ des valeurs absolues des CD4 entre |

Groupe de patients différents groupes de I'étud

Tableau de la figure 21

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 852 VI-IDR-/ VIH-IDR+ 0,36¢
VIH-IDR+ 869 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 1,0000
VIH+IDR+ 549 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0151
VIH+IDR- 572 VIH-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0205

Il n” y avait pas de différence des médianes ded Clizz les IDR+ comparées a ceux -.
Les pourcentages et les valeurs absolues des @iphiesignificativement plus bas chez
participants VIH+ quel qusoit le statut de leur IDF

CD8%

‘ o (?_: d?'; QQJ Figure 22 comparaison des médiane
§ S & & & des pourcentages des CD8 entre |
= < = différents groupes de I'étude
Groupe de patents
Tableau de la figure 22
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 24 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,291
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VIH-IDR+ 26 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,8208
VIH+IDR+ 42 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0054
VIH+IDR- 44 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0137
2500=
2000+
%‘ 1500+
o
O 1000+
500+
C L] L] | |
& Q‘?—“ .@L x@F Figure 23 comparaison des médiane
4 s & & des valeurs absolues des CD8 entre |

Groupe de patients différents groupes de I'étude

Tableau de la figure 23

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 499 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,26-
VIH-IDR+ 585 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,9098
VIH+IDR+ 948 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,0028
VIH+IDR- 828 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,0938

Il N’y avait pasde différence des médianes des CD8 chez les IDRparées a ceux IL-.
Contrairement aux CD4, les pourcentages des Chénhétélevés chez les participants VI
guel que soit le statut de leur IDR. La valeur &lsales CD8 éit significativement élevé

uniquement chez les participants VIH+IDF

B CELL%

E L L) L Ll
a 3 4 # . : -
i\@b@ ,1:‘3"\(% ﬁﬁ} $x® Figure 24 comparaison des médiane
des pourcentages des cellules B entre |
Sroups de patients différents groupes de I'étude
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Tableau de la figure 24
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 12 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,82¢
VIH-IDR+ 10 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 1,0000
VIH+IDR+ 14 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,3072
VIH+IDR- 14 IH-IDR+/ VIH+IDR+ 0,43(

1500+

1000=

B CELL#

500

\@QL 39"’“ @.ﬁ \g@% Figure 25 comparaison des médiane
= + + + des valeurs absolues des cellules B en
Groupe de patents les différentsgroupes de I'étude

Tableau de la fiqure 25
Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 1€ VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,73
VIH-IDR+ 247 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 1,0000
VIH+IDR+ 279 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,2751
VIH+IDR- 260 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,767

Il N’y avait pas de différence significative desupentages et des valeurs absolues

cellules B entre les différents groupes de I'et

NK%

Figure 26 :comparaison des médiane
. des pourcentages des NK entre ¢
Groupe de patients différents groupes de I'étude

Tableau de la figure 26
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Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 14 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,30
VIH-IDR+ 9 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,2566
VIH+IDR+ 10 VIF-IDR-/ VIH+IDR- 0,8053
VIH+IDR- 2 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,62:
3
=
0 o .-g' . o Figure 27: comparaison des médiane
&S & o des valeurs absolues des NK entre |
X3 X\ & &

différents groupes de I'étude
Groupe de patients

Tableau de la figure 27

Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 239 VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,47¢
VIH-IDR+ 215 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4967
VIH+IDR+ 230 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,9719
VIH+IDR- 278 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 1,00cC

Il N’y avait pas de différence significative desupmentages et des valeurs absolues de:

entre les différents groupes de I'de

1549

104

MKT %

o=

& @ s & Figure 28 comparaison des médiane
des pourcentages des NKT entre le

Groupe de patients o2 ;
différents groupes de I'étude

Tableau de la figure 28
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Groupe Mediane Comparaison P
VIH-IDR- 6 VIH-IDR-/ VIHDR+ 0,40z
VIH-IDR+ 8 VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4967
VIH+IDR+ 5 VIH-IDR-/ VIH+IDR- 0,5495
VIH+IDR- 7 VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,236

400=

300=

200

MKT#

100+

Groupe de patients

Tableau de la figure 29

Groupe Mediane
VIH-IDR- 111
VIH-IDR+ 193
VIH+IDR+ 84
VIH+IDR- 188

Figure 29 comparaison des médiane
des valeurs absolues des NK entre |
différents groupes de I'étude

Comparaison P
VIH-IDR-/ VIHIDR+ 0,162
VIH+IDR+/ VIH+IDR- 0,4278
VI-IDR-/ VIH+IDR- 0,6985
VI-IDR+/ VIH+IDR+ 0,061

Il N’y avait pas de différence significative desupzentages et s valeurs absolues des NI

entre les différents groupes de I'ett

6. Discussion

Notre travail est une étude descriptive des pamnamétematologiques et immunologiq

dans la tuberculose latente associée ou non fadtion par le VIH au Mali
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L’échantillonnage de cette étude a inclus 39 personnes venant de I'hdpital du Poini& dans

service de pneumologie.

Les deux sexes étaient représentés. Le sex ratio de 1,16 avec une prédomiratee du s

masculin (n=21) soit 53,8%. Le sexe féminin représentait 46,2% (n=18).

6.1. La méthodologie utilisée

L’étude a été effectuée dans un laboratoire certifié conforme aux noremsiittnales de
niveau de sécurité 2 et 3. Le respect strict des procédures standardid@es{Bassurance
de qualité du laboratoire soumis aux controles externes réguliers de lacpradtiuent la
principale force de cette étude. C’est cette rigueur des investigatioagpgunis de générer

ces résultats.

Au cours de cette étude nous avons confirmeé tous les cas d’infections par lee¥lld av
technique Western Blot (NEW LAV BLOT I).

Le dénombrement des sous populations de lymphocytes a été réalisé patrigytarfiux.
Elle a permis de faire une analyse multiparamétrique des cellulessada taille, la

granularité et les intensités de fluorescence.

L’'automate Ac* T Diff ™ a permis de quantifier les parametres hématologjidpae
numeération formule sanguine a été complétée par comptage manuel apresateonciu

Giemsa.

Le diagnostic de l'infection tuberculeuse latente a été effectué paadlermo-réaction par
des cliniciens du CEREFO/SEREFO.

6.2. Les résultats obtenus
6.2.1. Les globules rouges, hémoglobine, hématocrite, VGM, TCMH, CCMH.

Nous n’avons pas observé de différence dans la comparaison des parametresdiguestolo
entre les groupes de participants IDR+ et les groupes de partidipRat<ependant une
diminution significative des globules rouges a été observée chez iefppats VIH+.

La tuberculose latente (IDR+) semble accentuer cette diminution (vaiefi). Cette forte

réduction des globules rouges chez les séropositifs peut étre liéeiments anti-
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rétroviraux. Pendant notre étude la plupart des participants était sous traidRive

L’AZT (Zidovudine, Retrovir) était utilisée par nombre d’entre eux.

Ce type de médicaments peut étre a la base d’une insuffisance médullgm)roait

expliquer la diminution des globules rouges. Rivat & trouvaient que le traitement a la
Zidovudine entrainait une diminution des globules rouges (93). De nombreuses aug®gs étud

ont montré une association de I'anémie avec l'infection par le VIH.

Au Mali, Flavienne D. (76) avait rapporté dans son étude 57,4% de cas d’anémieljefsez s
atteints de VIH/Sida. Son résultant est semblable a ceux obtenus au Mali dares daudes
(77,78, 79, 94). En Inde, Byomalesthal (95) ont observeé 65,5 % de cas d’anémie dans
leur population. Ce résultat sur la prévalence de I'anémie est comparahieabienu dans
d'autres études en Inde (80, 81).

Les infections bactériennes et fongiques ainsi que certains virus (paryodtugsent la
moelle osseuse et peuvent nuire a la production de globules rouges (96, 97). Cela pourrai
expliquer la forte diminution des GR chez les tuberculeux latent co-infecttes\piat

observée dans notre étude (figure 4).

A la suite des globules rouges le taux d’hémoglobine était significaivier@duit chez les
VIH+. Cette réduction était encore plus prononcée lorsque l'infection a VIHs=xtiés a la
tuberculose latente (figure 5). Ce résultat est comparable a celui opaeéntis De GC et
al (98) qui trouvaient que 37.5 % des patients avaient une anémie.

ADETIFIA I.M.O. et altrouvaient aussi que I'anémie était la fréquente manifestation
hématologique chez les personnes infectées par le VIH. 77.9% des 68 enfaats de |
population d’étude étaient anémiés. (87). SullivareP&, Perkocha LAet al (99, 100) ont

obtenu des résultats similaires.

Cependant, aucun cas d’anémie n’a été observé dans notre étude au regard des ohoyenne
taux d’hémoglobine dans les groupes de comparaison. Les critéres imclasotre étude
pourraient expliquer ce résultat. Les participants VIH+ de I'étuderdtabus traitement

ARV donc bien suivis et étaient apparemment bien portants. Par ailleurs lagikitte

notre échantillon pourrait expliquer cette observation.

Le pourcentage de I'hnématocrite était significativement réduit ceqzaldicipants VIH+. La
réduction était accentuée avec la tuberculose latente (IDR+) cheartieipants (figure 6).
La diminution des globules rouges et du taux d’hémoglobine précédemment observée,
confirme ce pourcentage bas de I'hématocrite.
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Le volume globulaire moyen (VGM) était significativement plus élehez les participants
VIH+. L'augmentation du VGM pourrait étre due au traitement ARV. Rivasd?(93) ont
egalement observé une augmentation du VGM chez les séropositifsddaitéslovudine.
Nos résultats sont comparables a ceux observés par d’autres études qui ontdapporté
certains cas une anémie macrocytaire liée au VIH (94).

La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine TCMH est signifivesinteplus élevée
chez les VIH+ de notre étude.

Par contre, aucune différence significative n'a été observée entiadess de la
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine CCMH parmi les diff¢renpes
d’étude compares.

Nos résultats peuvent étre comparés a ceux de S. T. Fogue qui rapportait dardesqueét
'anémie microcytaire hypochrome était plus fréquente avec 36%, suilandemie
normocytaire normochrome avec 31% et de I'anémie microcytaire nbrame avec
seulement 2% chez les personnes infectées par le VIH (101).

Tcheuffa (102) Dialleet al (79) ont observé une anémie normochrome et normocytaire a plus

de 50% dans leur étude.

e Les plaquettes

Nous n’avons pas observé de différence dans la comparaison des plaquettesgrotipdas
de participants IDR+ et les groupes de participants IDR-.

Par contre les plaquettes étaient significativement plus élevéeseshpatients VIH+IDR+
(figurel0).

Nos résultats sont différents de ceux de la littérature qui rapportent une thromiaapénie
cours de linfection a VIH. Ghislain avait en effet rapporté dans son étude ; que la
thrombopénie s’aggravait de maniére significative au long de l'infection VdHI€94).
Selon Coso, elle ne concernerait que 5 a 15% des séropositifs (85). La pletitk tadtre
échantillon, le stade évolutif de I'infection par le VIH (les participarg®at

asymptomatiques), et traitement ARV pourraient expliqués cetteatitfé.

e Les globules blancs ou leucocytes

Aucune différence significative n’a été observée en comparant lesnagdias leucocytes
dans les différents groupes de comparaison (figurell). Cependant, la moyenne des

leucocytes chez les patients VHI+ était plus élevée que chez lesNidesitivité de I'IDR
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associé a l'infection VIH semble augmenter le nombre des leucocgess@tat est
comparable a ceux obtenus par TOUNKARA A., COULIBALY K. (103), qui avaient
observé une leucocytose se situant autour de 7200/ml de sang périphérique chiezléss ma
atteints de sida comparés aux donneurs de sang.

v' Les monocytes

Il n'y a pas de différences significatives des pourcentages et des \alleohses des
monocytes entres nos différents groupes d’étude. La médiane des moeaoydé=ur
absolue était plus bas chez les patients infectés par le VIH et ayant une IiiDiR gos les
autres groupes (voir figure 13). La tuberculose latente semble induire une dimuohesi
monocytes. Leur implication dans la lutte contre I'infection bactérienne ftoaxpiquer
cette réduction. La plupart des données de la littérature rapportent une moéieythez
les personnes infectées par le VIH. A.A. Oumtaal (78)ont obtenu 13.5% de cas de
monocytopénie dans leur étude portant sur 200 patients. Trgbattont eu un résultat
similaire (81). Cet écart de résultats pourrait étre di aux critéretudion de notre étude

comme précédemment expliqué.
v' Les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles

Nous n’avons observé aucune différence significative des pourcentages etdes val
absolues des polynucléaires entres nos différents groupes d’'étude (figurEs 16 ;17).

Nos résultats sont semblables avec ceux de Byomakedtui n'ont pas observé de cas de
neutropénie dans leur étude (95). Ce qui est contraire aux données habituelles deueaglitté
qui placent la neutropénie comme la deuxiéme manifestation hématologigunéedtidn

par le VIH. Selon Coso, elle est retrouvée chez 60 a75% des malades du sida, contre 20
40%chez les séropositifs (85). Nacoulma E.\®t@lont rapporté une aggravation de la
neutropénie due au traitement ARV (AZT) (84).

v' Les lymphocytes
Il n'y a pas de différences significatives des pourcentages et des \alleohses des
lymphocytes totaux entres nos différents groupes d’étude. Cependant nous avons observé
une baisse importante de leur pourcentage chez les participants VIH4IB&Rymphocytes
en termes de valeur absolue chez ces mémes patients confirment ssé¢flgaire 19).
S.T. Fogue rapporte dans son étude avoir observé une lymphopénie chez les sujets VIH+
(21%) (101). Plusieurs publications vont dans le méme sens que Fogue.
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Au regard des médianes des lymphocytes de nos groupes d’étude (figure 18, 19), la

lymphopénie n'a pas été observée.

- Les lymphocytes T CD4+
Nous n’avons pas observé de difference dans la comparaison des lymphocytes T @D4+ ent
les groupes de participants IDR+ et les groupes de participants IDR-
Mais une déplétion significative des pourcentages et des valeurs absollyesptesytes T
CD4+ a été observée chez les participants infectés par le VIH associé ou hameécialose
latente.
La littérature rapporte que la plupart des anomalies observées au courtededih a VIH
est due a un déficit a la fois qualitatif et quantitatif des lymphocytes TODelte
diminution serait étroitement liée a la production virale et corréléprdpession de
l'infection (46).
Ortiz AM et al (104) rapportérent que les LT CD4+ jouent un réle central dans I'infection a
VIH/SIDA. lIs soutinrent que I'épuisement des LT CD4+ au cours de l'infectibn es
caractéristique de la progression de la maladie.
Les participants VIH+IDR+ au cours de notre étude avaient un taux moyen de T CD4+
environ 549 cellules/ul. Ceux qui étaient VIH+IDR- avaient un taux moyen de T CD4+
d’environ 572 cellules/ pl. Soit environ 100% des participants infectés par le Vighauai
taux de T CD4+ >500 cellules/ul (figure 20 ; 21).
Ce résultat est comparable a celui obtenu par Pennapt@R105) qui rapportait un taux
moyen de T CD4+ de 987 cellules/ul. Cependant, la majorité des études tend a montrer |
contraire. Ainsi, A.A Oumaet alrapportaient dans leur étude que 5% des patients avaient un
taux de T CD4 compris entre 200-350 cellules’(if8). En Inde PATWARDHAN (106)
avait trouvé que 50% de ses patients avaient un taux T CD4< 200 cellules/mm
Ce taux de T CD4+ relativement élevé chez nos participants serait prolatidénaex
traitements.

- Lymphocytes T CD8+

Nous n’avons pas observé de différence dans la comparaison des lymphocytes T @D4+ ent
les groupes de participants IDR+ et les groupes de participants IDR-

Cependant, contrairement au L T CD4+, les T CD8+ étaient significativenusrglplvés
chez les participants VIH+ quel que soit le statut de leur IDR (figure 22 ; 23)
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En chine Yongjun Jiangt al (107) rapportérent dans une étude que le taux des L T CD8+

chez les VIH+ était plus élevé que chez les VIH- (P=0.05).

D. Koné (108) avait obtenu un résultat semblable ainsi que Sadou (109) a fait les méme
observations. Il trouvait une augmentation des L T CD8+. L'amplification erc@otages et
en valeurs absolues des L T CD8+ a tous les stades de la maladie sauf enmphrade te

Sida, décrite dans les littératures soutient nos résultats (110, 111).
Les lymphocytes B

Nous n’avons pas observé de différence significative des pourcentages et ulss vale

absolues des lymphocytes B entre nos groupes de comparaison (figure 24 ; 25).

Cependant, il est connu que les L B sont aussi touchés par le l'infection a VIH ; ce qui se
manifeste par des changements majeurs de leurs sous-populations coyperadiivation

et une hypergammaglobulinémie souvent observées (112, 113).

Nos résultats sont aussi différents de ceux obtenus par D. Koné (108) qui observait une
chute des L B.

Les cellules tueuses naturelles (NK et NKT)

Nous n'avons pas observé de différence significative en pourcentages et en valdlKs de
et NKT entre nos groupes d’étude. Cependant la valeur absolue des NKT cheBRH+I
était plus bas par rapport aux autres groupes. Les NKT sont des cibles de i, c

pourrait expliquer cette observation (114, 115).

Van Der Vliet HJxt al (116) observaient que la diminution des NKT semblait se produire

dans la premiere année de l'infection par le VIH avec la séroconversion.
6.2.3. Limites de I'étude :

v' La petite taille de I'échantillon : ceci est un paramétrpartant pour les études
quantitatives et qualitatives,

v’ La difficulté du suivi de I'évolution de la tuberculose latente dulserculose
active,

v' Les cas rares de co-infection VIH/ Tuberculose latente.
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7. Conclusion et recommandations

7.1. Conclusion :

Nous n’avons observé aucune modification significative des parametres h@maiedoet

immunologiques liée a la tuberculose latente.

Les modifications observées au cours de notre étude semblent étre liédésctioli par le
VIH. Cependant dans un certain nombre de cas elles sont plus prononcées lorsquert’infect

a VIH est associée a la tuberculose latente.

7.2. Recommandations:

Nous recommandons les points suivants a I'équipe de recherché du CEREFO/SEREFO :

v Etendre la recherche sur un échantillon de plus grande taille,

v' Explorer I'hypersensibilité retardée chez les sujets iafeqar le VIH et la
tuberculose latente, afin de comprendre la fréquence élevaendgativité de I''DR

chez les sujets infectés par le VIH,

v' Associer les services d'infectiologie et de la pneumologie peusuivi des
tuberculeux latents infectés par le VIH.
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9. Annexes
GENSCREEN®PHIV1/2 Version 2

Principe:

Genscreen HIV1/2 version 2 est une technigue immuno-enzymatique basée sur le guincipe
sandwich en deux étapes pour la détection des différents anticorps associéssaviiili et

/ou VIH2, dans le sérum ou le plasma humain. Genscreen HIV1/2 repose sur iutilisat
d'une phase solide préparée avec les antigenes purifiés (protéines nacwesbjpl60 et p25

du virus VIH1 et peptide mimant I'épitope immunodominant de la glycoprotéine du virus
VIH2) et d'un conjugué préparé avec des antigenes marqués a la peedqyydasne
recombinante nucléocapsidique et peptides mimant les épitopes immunodominant des

glycoprotéines d'enveloppe des VIH1 et VIH2).

Materiel :

La trousse GENSCREEN/ HIV /1l V2 contient:

Réactif 1 (R1) : microplaque

Chaque microplaque contient 12 barrettes de 8 cupules sensibilisées pagésanti
purifiés.

Réactif 2 (R2) : Solution de lavage concentrée 10 fois.

Cette solution doit étre diluée 10 fois dans I'eau distillée pour obtenir la solution de lava
préte a 'emploi. On prévoit alors 800 ml pour une plaque de 12 barrettes.

Réactif 3(R3) : Sérum de contrdle négatif.

Sérum humain négatif en anticorps anti-VIH 1 et anti-VIH 2, en antigene tHBsamticorps
HCV.

Réactif 5(R5) : Sérum de contrdle positif.

Sérum humain positif en anticorps anti-VIH, négatif en Ag HBs et en Ac-VHC.
Réactif 6 (R6) : Diluant pour échantillons prét a I'emploi.

C’est une solution de sérum de veau.

Réactif 7a(R7a) : Conjugué lyophilisé.

Ag VIH 1 et VIH 2 purifiés ; marqués a la peroxydase.

Réactif 7b (R7b) : Diluant du conjugué

Réactif 8 (8) : Tampon de substrat.

Solution préte a I'emploi d’acide citrique et d’acétate de sodium PH 4,0 con®0a5&%
d’eau oxygénée et 4% de DMSO.

Réactif 9 (R9) : Solution de chromogéne concentrée.
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Diluer 11 fois la solution dans le tampon substrat (Ex : 1 ml de réactif 9 + 10 ml de réact
R8).
Réactif 10(R10) :
Solution d’acide sulfurique 1N prét a I'emploi.
Mode opératoire :
1. Etablir soigneusement le plan de distribution et d’identification des échantillons
2. Préparer la solution de lavage diluée,
3. Sortir le cadre support et les barrettes (R1)
4. Déposer directement, sans prélavage de la plaque, successivement :
25ul de diluant dans chaque cupule
75 ul de (R3) en Al
75ul de (R4) en B1, Cl et D1
75 ul de (R5) en E1
75ul du premier échantillon en F1
75 ul du deuxieme échantillon en G1, etc.
Homogénéiser le mélange par 3 aspirations au minimum avec la pipette de 75
5. Couvrir d’'un film autocollant en appuyant bien sur toute la surface.
6. Incuber la microplague dans un incubateur sec de microplaques pendant 30 £ 5 minutes a
37 £ 1° C. Retirer le film adhésif.
7. Aspirer le contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour déchets
contaminés et ajouter immeédiatement 0,370 ml de solution de lavage.
Aspirer de nouveau. Répéter le lavage au moins 2 fois (Soit un minimum de 3 klvages
total). Le volume résiduel doit étre inférieur ajd0
Si I'on dispose d’un laveur automatique, respecter le méme cycle opératoire.
8. Distribuer 100 pul de la solution conjugué dans toutes les cupules.
9. Recouvrir d'un film adhésif neuf et incuber 30 £ 5 minutes a la température néanfdid
—30° C).
10. Retirer le film adhésif, vider toutes les cupules par aspiration et lavasias 5 fois
comme précédemment.
11. Distribuer rapidement dans toutes les cupules 80 ul de la solution de révélation de
I'activité enzymatique (R8 + R9) préalablement préparée.
Laisser la réaction se développer a I'obscurité pendant 30 minutes a la tanepamebiante
(18-30°C).
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12. Ajouter 100 pul de la solution d’arrét (R10) en adoptant la méme séquence et le méme
rythme de distribution que la solution de révélation.

13. Essuyer soigneusement le dessous des plaques. Lire la densité optique a

450/620 nm a l'aide d’un lecteur de plaques, dans les 30 minutes qui suivent I'arrét de la
réaction.

14. S’assurer avant la transcription des résultats de la concordance kutitgrda et le plan
de distribution d’identification des plaques et des échantillons.

Interprétation des résultats :

Les échantillons dont les absorbances sont inférieures a la valeur secdrsidérés
négatifs.

Les échantillons dont les absorbances sont égales ou supérieures a la vilsomtse
considérés initialement positifs d'apres le test GENSCREEN HIV1/8idfeR. Toutefois, les
résultats situés juste au-dessous de la valeur seuil doivent étre inseapegt@rudence et il
est conseillé de tester de nouveau les échantillons correspondants en double.

Limites :

De tres faibles taux d’anticorps peuvent ne pas étre détectés lors d’inféctater en
conséguence un résultat négatif signifie que I'échantillon contrélé ne contienaptsodps
détectables par le test Genscreen. Un tel résultat négatif n’exsliat passibilité d’'une
infection VIH1/VIH2. La variabilité des virus VIH1 (groupe M, groupe O) ai¥Ine

permet pas d’exclure la possibilité de réactions faussement négatiués tdchnique ELISA
hautement sensible peut produire des réactions faussement positives. Afin fokr $péci
réaction, tout échantillon trouvé positif reproductible doit étre soumis a un test de

confirmation (Western blot par exemple).
NEW LAV BLOT |
Principe du test :

Le test repose sur le principe de 'ELISA indirect sur bandelettes desaiitiose contenant
toutes les protéines constitutives du virus VIH-1 et un contréle interne anti-égGratéines
du virus VIH-1 inactivée sont séparées en fonction de leur poids moléculaire par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dissociant eteadymtis

électrotransférées sur membrane de nitrocellulose.

La mise en ceuvre du test comprend les étapes suivantes :
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1. Réhydratation des bandelettes.

2. Incubation des échantillons a confirmer ou sérum de contréle. Si des anticorpdHsnti-

sont présents, ils se lient aux protéines virales reconnues, présentes sur étbandel

3. Apres lavage, on procede a l'incubation des anticorps anti-IgG humaines naalgués
phosphatase alcaline. Le conjugué se lie aux anticorps anti-VIH1 retedeisspport
solide.

4. Apres lavage et élimination du conjugué en exces, la solution de révélation gieermet
mettre en évidence l'activité enzymatique des complexes liés adedtiiilose.

5. L'apparition des bandes colorées spécifiques permet de mettre en éviderdsehce

anticorps anti-VIH-1 dans I'’échantillon.

Mode opératoire

1. Avant utilisation, il est nécessaire d’attendre 30 minutes que les ré&cfifdilsrent a la
température du laboratoire (18-30°C). Eliminer le couvercle transparent dutitsék
S’assurer gue la face des bandelettes comportant le trait de reppénemgrotation sont
visibles, afin que les protéines virales présentent sur cette face soiemtesopseles
différents réactifs tout au long de la manipulation. Les bandelettes doirematipulées
précautionneusement a I'aide d’une pince en plastique. Ne pas laisser les bandelette
s’assécher pendant plus de 10 minutes durant le test.

Les contréles fournis doivent étre utilisés en paralléle avec les éldrenpibur chaque série
de tests. Le contréle positif est nécessaire pour valider la manipulatioerptéter

correctement les bandes.

2. Ajouter 2 ml de solution de lavage/diluant reconstitué dans chaque compartiment. Incube

5 minutes + 1minute a température ambiante (18-30°C) sous agitation.
3. Ajouter 2Qul de chaque échantillon ou sérum dans le compartiment correspondant.
Incuber 2 heures £ 5 minutes a température ambiante (18-30) sous agitation.

4. Aspirer entierement le contenu de chaque compartiment a l'aide d’une @onuee

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

Veiller ne pas entrainer la bandelette lors de I'aspiration, utilisert® giaspirations

prévues a cet effet. Rincer sous le robinet la pointe d’aspiration en contactsavec le
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échantillons entre chaque aspiration pour éviter les contaminations intatiémia Laver
chaque bandelette avec 2 ml de solution de lavage/diluant reconstitué en&elimi
immeédiatement par aspiration, en respectant les mémes précaution® hatres fois, en
contact 5 minutes, sous agitation, chague bande avec 2 ml de solution de lavage/diluant

reconstitué (soit 3 lavage en tout).Eliminer la solution du dernier lavage.

5. Distribuer 2 ml de conjugué par compartiment, la solution de conjugué éttaiilendent

stabilisée a température ambiante.
6. Lavage : procéder comme en 4.

7. Distribuer 2 ml de solution de révélation par compartiment. En présence del¢gadit
suspension laisser décanter dans le flacon avant pipetage (ces particideem@nitpas dans
le test). Incuber sous agitation et surveiller la coloration. Toutes les @ordespondant aux
protéines virales doivent étre visualisées avec le sérum de contrdle pbsitipbs de

révélation minimum 5 minutes).

8. Arréter la réaction en éliminant la solution de révélation et en rincant ledditexd® fois

a l'eau distillée.

9. Sécher les bandelettes entre 2 feuilles de papier absorbant a tera@éndiante (18-

30°C). Classer les bandelettes a I'aide du trait de repére. Valider puisatgerpr

Attention : Ne pas coller de plastique adhésif sur la partie de la bande correspondant aux

protéines virales.
Validation lecture et interprétation des résultats

Validation : La bande du contréle anti-IgG doit étre présente avec une coloration forte, elle
permet de valider I'addition de I'échantillon, des réactifs et du bon fonctionnement éu mod
opératoire. L'absence ou la faible intensité de coloration de la bande du conédie anti-

IgG traduit soit une absence de déep6t d’échantillon ou de réactifs, soit un non-respect du

protocole opératoire.

Lecture : la présence d’anticorps anti-protéines constitutives du virus VIH1 dans les
échantillons contrélés se traduit par I'apparition de bandes spécifiques sqleteviolet).
Leur position correspond aux masses moléculaires des protéines virategiggsedans le

tableau suivant :
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Tableau 2 : Protéines constitutives du VIH-1 et leur aspect au Nelkav Blot I.

Dénomination Génome | Nature Aspect en Western Blot
Glycoprotéine précurseur
GP160 ENV de la GP110/120 et de la Bande nette
GP41
GP 110/GP 120 ENV Glycoprotéine Bande aux bords diffus
d’enveloppe
P68/66 POL Transcriptase inverse Bande nette
GAG Précurseur de protéines
P55 internes Doublet
P52/51 POL Transcriptase inverse Bande nette
ENV Glycoprotéine
GP41 transmembranaire Bande diffuse
GAG Précurseur de protéines
P40 internes Bande diffuse
P34/31 POL Endonucléase Bande nette
P24/25 GAG Protéine interne Bande nette
P18/17 GAG Protéine interne Parfois doublet

Interprétation

Tableau 2 : Interprétation des résultats du New Lav Blot I.

Interprétation Profil
Positif 2ENV = GAG £ POL
ENV £ GAGx= POL
Indéterminé GAG+POL
GAG
POL
Aucune bande
Négatif Bandes non répertoriées
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NOTE

e La rubrique<< indéterminé>> peut faire suspecter une des alternativesesiivant
Séroconversion, VIH2 ou réaction croisée avec d’autres rétrovirus.

e Les profils positifs ou indéterminés peuvent étre obtenus par contamination aveawn séru
positif. °

L'utilisation d’autres criteres d’interprétation est également passitiest ce qui est

préconisé en Allemagne par I'association allemande pour la lutte contneldies virales

(DVV) [positif : présence au minimum d’une protéine d’enveloppe et d’une praigigeou
Pol-indéterminé correspond a tout profil ne répondant pas aux critéeres ci-dessyastif :

aucune bande présente. Dans ce cadre les gp120/gp160 sont considérées comme une seule

protéine].

Limites du test

e Un respect total de la procédure technique est nécessaire pour I'obtention d’'une
performance optimale.

e Le contrble doit étre utilisé en parallele avec les échantillons pour chamguéestasts. |l
est nécessaire pour valider la manipulation et interpréter correctlEnéaindes.

e Un test de dépistage positif associé a un test de confirmation négatif peudsiee
durant le premier stade de I'infection ; en conséquence, un résultat négatif indique que
I’échantillon testé ne contient pas d’anticorps anti-VIH détectable par\lé N&/ BLOT I.
Toutefois, un tel résultat ne permet pas d’exclure la possibilité d’'une orfeéicente
VIH1/VIH2. Un nouvel échantillon ultérieur est recommandé

e La variabilité des virus VIH1 et VIH2 ne permet pas d’exclure la possibilitéatgions
faussement négatives.

e | utilisation des criteres d’interprétation moins restrictifs peut ireduire classification
différente des échantillons. Certains échantillons classés indéternmorégesecritéres de la
notice seraient alors rendus positifs.

e Un profil « indéterminé » doit conduire a ne pas exclure une des situations suivantes

séroconversion, VIH2 ou réactions croisées avec d’autres rétrovirus.
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Critéres de diagnostic sérologique de l'infection a VIH

Conformément aux recommandations de I'O.M.S, les différents tests de d&pligteltH
doivent se faire par deux tests utilisant deux antigénes différents a digfautonfirmation
par le Western Blot.

Le premier test a été fait par le test ELISA = GENSCREEN HIVEGign 2.

Le deuxieme test a été fait par le Western blot test qui permet dfieleeti plus, le type de
virus en cause (VIH-1 ou VIH-2 ou VIH 1+2).

Le diagnostic de séropositivité est donc posé par :

-Genscreen positif

-Western blot positif en VIH-1 ou VIH-2 ou VIH 1+2.

Immunophénotypage

Matériel et réactifs :

- Une solution de FACS lyse (10x) utilisée au £fff@omme solution de travail.

- Un sang de contréle

- Des anticorps monoclonaux :

Compensation :

Tube-1 : Unstain (non marqué)

TUDE2 (CD8 FITC ...ttt e e e e e e e e e 20 pl
TUDE-3 ICD8 PE......c o 20 pl
Tube-4 :CD8 PerCp Cyb.5. .. it 20 pl
TUube-5:CD8 APC......c oottt eee e e e e eee e e DU
Routine :
Tube-1:CD3/CD8/CDA5/CDA.......c.cvvvieeiiieie i e 20
Tube-2:CD3/CD16, 56/CD45/CD19........cccceviiiiiiiiiiiii e vee e . 20

Ces anticorps sont couplés respectivement aux fluorochromes : FITC, PE, Yekp C
APC.

- Des tubes en polystyréne de dimensions 12x75 mm

- Des Multi-pipettes de type Eppend®rf

- Des aspirateurs

- Des pipettes sérologiques a volumes ajustables

- Du coton tige

- Des compresses non stériles

- Un bécher en plastique
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- De l'eau distillée

- Une solution de PBS (phosphate Buffered Saline) sans Ca++ sans Mg++

- Une solution de lavage (BD Wash).

Mode opératoire

1- Agiter le sang recueilli sur tube EDTA pendant 1a 2 minutes.

2- Ajouter soigneusement 100 pl de sang total lavé deux fois avec da lEB&ue tube
contenant des anticorps monoclonaux. Lors de I'ajout éviter d'y foresebudlles d’air et
ou faire des taches sur les parois des tubes.

Les éventuelles taches de sang peuvent étre éliminées par du coton tige.

3- Agiter soigneusement ; couvrir avec du papier aluminium et incubyszurité pendant
15 minutes et a la température ambiante.

4- A chaque tube ajouter 2 ml de solution de lyse (FACS lysegieer immédiatement
pendant 3 secondes 4 a 5 fois.

5- Couvrir de papier aluminium et incuber 10 minutes a l'obscurité lat tampérature
ambiante.

6- Aprés incubation centrifuger a la vitesse de 1200 tours/ minute mefdainutes a la
température de 20- 25°C.

7- Enlever le surnageant

8- Agiter soigneusement

9- Ajouter 2 ml de solution de lavage et agiter immédiatement.

10-Centrifuger ensuite a 1200 tours/ minute pendant 5 minutes a la température d€.20- 25°

Enlever le surnageant.

11-Ajouter 200 pl de solution de lavage (BD Wash) et analyser immédiatement les

échantillons au FACScalib®r

v" L’ hémogramme ou la numération formule sanguine
Principe

La numération sanguine consiste a compter les différents élémentsrealldlasang a
savoir : globules blancs (ou leucocytes), globules rouges (ou hématies) ettptaquet
sanguines. Elle permet aussi de mesurer les parametres liésénmmg®l Tels que le taux
d'hémoglobine, volume globulaire moyen = VGM ou de calculer 'lhématocriteydarte
corpusculaire moyenne en hémoglobine = TCMH, la concentration corpusculagamaan

hémoglobine = CCMH. Elle est faite grace a I'analyseur de AcT(Biffomate).
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Réalisation de numération formule sanguine
Equipements

1. Deux Coulter Ac * T Diff Analyseurs (P/N 6706366).
Coulter 1 S/N: AG32728; Coulter 2 S/IN: AG37923.
2. Une imprimante graphique : OKI Microline 3390,24 imprimante Pin, (P/N 899820220)

Principe de fonctionnement de Coulter Ac * T Diff Analyseurs

La fonction de I'instrument est basée sur la méthode Coulter. La méthoder@eunihet de
détecter et de mesurer les variations de résistance électrique quaadtiouge dans un

liquide conducteur, passe a travers une petite ouverture. Comme chaque particule passe
travers I'ouverture, il empéche le courant et provoque une impulsion mesurabnhee
d’impulsions indique le nombre de particules. La hauteur de chaque de chaque imgtision e

proportionnelle au volume de cette particule.

Directives de prélevement.
A- Le sang périphérique est recueilli dans des tubes EDTA comtenaanticoagulant (K3
EDTA). Les anticoagulants K2EDTA et Na2EDTA peuvent égalen@tre utilisés.

L’utilisation de tout autre anticoagulant est inacceptable.

B-Les échantillons de sang hémolysé sont inacceptables. Sintédldma de sang est
hémolysé, il doit étre rejeté, et des mesures doivent ésespgour obtenir un autre

échantillon de sang.

C-L’échantillon de sang doit étre sans calillots.

Chaque échantillon de I'étude doit étre vérifié avant analyse comme suit :
a) Retirer délicatement le bouchon du tube de sang en utilisant unamateeggaze. Poser le
bouchon sur une feuille séparée de gaze sur la paillasse de laboratoire.
b) En tenant le tube d’'une main de l'autre, prendre 2 batons applicatchwss et les mettre
soigneusement dans le tube de prélévement sanguin.

c) Mettre doucement le baton applicateur au fond du tube.
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d) Agiter les 2 batons applicateurs dans le sang, et faire degements du sommet du tube
vers le bas avec les batons. Répéter cette action plusieyroidien observant si oui ou non
il y a des caillots sur les batons.

e) Si les caillots sont présents, I'échantillon de sang doit éfe¢er et un autre prélévement

doit étre fait.

D-Avant I'analyse, I'échantillon de sang doit étre stabiliséaistsé au repos au moins 20

minutes aprés la collecte.

E-L’échantillon de sang doit étre analysé dans les 24 heuressilgvarélevement. Des

échantillons de sang de plus 24 heures ne sont pas valables.

F- Ne pas réfrigérer I'échantillon de sang.

G-Maintenir I'échantillon de sang entre 16°C et 35°C.

H-Le volume de I'échantillon aspiré :

a. 12 pL de sang est nécessaire lorsque I'échantillon est utilisé en mode total.

b. 735 puL de sang pré-dilué est nécessaire lorsque I'échantillonilesst en mode d’analyse
pré-dilution.

Consignes de sécurité.
1. Risques électriques
Il'y a un risque de blessure par choc électrique.

Pour éviter cela, ne pas toucher a l'instrument.

2. Risques biologiques

a) Utiliser les précautions universelles.

b) Considérer tous les matériels (échantillons, réactifs contréddibrateurs, etc.) comme
potentiellement infectieux.

c) Eviter tout contact inutile avec la sonde et la zone de la sond®nid@ peut contenir des
matieres infectieuses.

d) Fermer tous les pores de l'instrument et le couvrir.
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e) Le Diff Analyser peut étre décontaminée en essuyant lescegrixtérieures a I'éthanol
70%, au méthanol ou Isopropanol.

f) Pour la gestion des déchets, il faut veiller a ce que les déchets licuiglgsd@contaminés
avec I'eau de Javel a 10% pendant au moins 30 minutes. Uneaitds,tles déchets peuvent
étre jetés dans I'évier de laboratoire suivi par de grandes quantités d’eau.

g) Tous les échantillons de sang doivent étre manipulés commetgient potentiellement
infectieux.

h) Equipement de protection individuelle (gants, blouses, blouses de labodésitanettes
de sécurité, des chaussures) sont obligatoires.

i) Toute manipulation pouvant causer des éclaboussures, doit étre effedinéerieur du
cabinet de sécurité biologique ou derriere une barriére en plexiglas.

j) Eliminer tous les déchets contaminés dans des poubelles apprppuésdéchets

biologiques dangereux.
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Prénom: Sylvestre
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E-mail : sylvestretogo@yahoo.fr

Titre de la thése :Les paramétres hématologiques et immunologiques dans la tuberculose
latente chez les personnes co-infectées par le VIH.
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Lieu de dépdt :Bibliotheque de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-
stomatologie.

Secteur d’intérét : Immunologie, virologie, bactériologie, infectiologie.

Résume:

Nous avons exploré le profil des paramétres hématologiques et immunologiques chez 39
participants repartis en 4 groupes au regard de leur sérologie Vlidtatuede I'IDR

pendant 1an. L’échantillon était constitué de 10 témoins (VIH-/IDR-), de 13 tuhercule
latents non infectés par le VIH (VIH-/IDR+), de 5 co-infectés VIH/TBh&e (VIH+/IDR+)

et de 11 séropositifs non tuberculeux latents (VIH+/IDR-).

Les lymphocytes ont été marqués par deux cocktails d’anticorps monoclonangrebdés
par la cytométrie de flux. L’hémogramme a été réalisé paétaade de coulter et complété
par la lecture de frottis.

Les résultats ont permis d’observer :

- Une diminution significative des globules rouges chez les pamisipdH+, elle était plus
prononcée les chez VIH+/IDR+. Le taux d’Hb était de 10,6 g/dl atetuberculeux latents
infectés par le VIH.

- Le nombre de plaquettes était significativement plus élevérsenteque chez tuberculeux
latents infectés par le VIH.

- Le taux de CDA4+ était significativement plus bas chez VIHtisnbas CD4+> 500
cellules/mnd: les participants étaient asymptomatiques.

- Les modifications observées semblent étre dues par I'infection VIH quil@tdnte.
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E-mail: sylvestretogo@yahoo.fr
Thesis title: Immunological and hematological parameters in latent TB in people deidfec
with HIV.
Year: 2010 - 2011
Country: Mali
Town of defence Bamako
Discharge point Library of the Faculty of Medicine, Pharmacy and odontostomatology.

Sector of interest: Immunology, virology, bacteriology, infectious disease

Summary:
We explored the profile of hematological and immunological parameters in 89gzants

divided into four groups with regard to their HIV status and the status of the I0Ryéar.
The sample consisted of 10 controls (VIH-/IDR-), 13 latent tuberculosis unitfedte HI\V
(VIH-/IDR +), 5 co-infected HIV / latent TB (HIV + / TST +) and 11 HIV-positinet latent
TB (HIV + / TST-).

Cells were stained by two monoclonal antibodies cocktail and counted by flowstggom
The blood count was performed by the coulter method and supplemented by the reading of
smeatrs.

The results:

- A significant decrease in red blood cells in HIV + participants, it was miorepnced in
the HIV + / TST +. The Hb was 10.6 g/ dl in co-infected.

- The number of platelets was significantly higher only in HIV + / TST +.

- The rate of CD4 + was significantly lower in HIV + but CD4 +> 500 cellsfmm

- The observed changes appear to be caused by HIV infection has latent TB.
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