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RESUME ¢ Objectifs de Iétude. Le but de cette étude pilote est I'introduction du diagnostic génomique viral du VIH-1 chez les donneurs de sang au centre
régional de transfusion sanguine de Ouagadougou. Méthodologie. La détection de I’infection au VIH-1 s’est faite sur les pools de plasmas de donneurs de sang
et sur les échantillons individuels par RT-PCR. Cette étude est une enquéte prospective faite d’aout a décembre 2009 au centre régional de transfusion san-
guine de Ouagadougou (CRTS-O). Les échantillons ont été sélectionnés par leur réactivité préalable au test sérologique ELISA de 4° génération. Résultats.
Vingt (20) pools de plasmas (10 pools de négatifs, 8 pools de positifs et 2 pools de douteux au VIH-1) ont été testés. Tous les pools de positifs et de négatifs
ont été confirmés positifs ou négatifs par RT-PCR. La RT-PCR sur les échantillons individuels a confirmé les résultats obtenus avec les pools de plasmas de
donneurs de sang. Pour les deux pools de douteux, un pool a été confirmé négatif et un autre positif par RT-PCR. Chaque don des pools de négatifs ou de posi-
tifs testé individuellement a été trouvé négatif ou positif par RT-PCR. Conclusion. Compte tenu du coit élevé de la RT-PCR, nous préconisons son utilisation
dans un premier temps sur les mini pools ou les échantillons individuels dont la sérologie VIH-1 est douteuse pour confirmer le statut des donneurs de sang
dans les meilleurs délais, afin de minimiser aussi les pertes en poches de sang.
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF ACQUIRED HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS (HIV) IN POOLED PLASMA FROM BLOOD DONORS
AT THE REGIONAL BLOOD TRANSFUSION CENTER IN OUAGADOUGOU, BURKINA FASO

ABSTRACT - Study Objectives. The aim of this pilot study was to investigate the use of viral genome diagnosis of HIV-1 infection in blood donors in the
regional blood transfusion center in Ouagadougou, Burkina Faso. Methodology. This prospective study was carried out from August to December 2009 at the
regional blood transfusion center in Ouagadougou (RBTC-O). Detection of HIV-1 was performed by RT-PCR on pooled plasma and individual samples from
blood donors. Samples were selected based on reactivity with fourth generation ELISA. Results. ELISA assays on 20 plasma pools demonstrated 10 negative
samples, 8 positive and 2 undeterminable. All positive and negative ELISA tests were confirmed by RT-PCR. Findings of RT-PCR on individual samples confir-
med those obtained on pooled plasma samples. For the two undeterminable pools, RT-PCR identified one as negative and the other as positive. Individual RT-
PCR testing of donations contained in positive and negative pooled plasma samples confirmed negative or positive findings. Conclusions. Because of the high
cost of RT-PCR, we recommend use first on minipools or individual samples from blood donors with questionable HIV-1 status to confirm status quickly and
minimize loss of blood bags.

KEY WORDS ¢ RT-PCR. HIV-1. Blood safety. Blood donor. Burkina Faso.

Le dépistage génomique viral (DGV) est devenu un test de rou-
tine en transfusion sanguine et est systématiquement effectué
sur tous les dons de sang dans la plupart des pays développés (1).
Lefficacité du DGV et de ses nombreuses variantes a été confir-
mée en Europe (2), en Amérique du nord (3), en Asie (4) et méme
récemment au Kenya (5). Le DGV a contribué a réduire I’incidence
du VIH et le risque transfusionnel résiduel partout ou il a été uti-
lisé (6-8).

En 2007, au Burkina Faso les prévalences des principaux
marqueurs viraux infectieux dépistés en transfusion étaient res-
pectivement de 1,7 %, 14,3 % et 2,2 % pour le VIH et les virus des
hépatites B et C (VHB et VHC) (9, 10). Ces prévalences sont com-
parables a celles trouvées dans la plupart des pays d’ Afrique sub-
saharienne (11-13) mais elles demeurent élevées comparativement
a celles des pays développés (3, 14). Du fait de cette prévalence éle-
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vée en Afrique subsaharienne la fréquence d’accidents transfu-
sionnels représentée par le risque de transmission d’un virus au
cours d’une transfusion sanguine (15, 16) pourrait étre également
élevée.

Cette étude pilote portait sur I’utilisation en transfusion san-
guine de la RT-PCR du VIH-1. L’objectif étant d’évaluer la faisa-
bilité de la technique afin d’améliorer la sensibilité et la spécificité
du diagnostic du VIH-1 chez les donneurs de sang en primo-infec-
tion au centre régional de transfusion sanguine de Ouagadougou
(CRTS-0).

Matériel et méthodes
Les donneurs de sang
Cent cinquante et un (151) donneurs de sang ont été recru-

tés d’aolit a décembre 2009 au CRTS-O. Les donneurs étaient tous
volontaires et non rémunérés. Ils ont été sélectionnés apres avoir
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répondu a un panel de questions incluant leurs antécédents médi-
caux. Les individus des deux sexes d’au moins 17 ans ayant un poids
supérieur a 50 kg, ont été retenus pour les dons de sang. Les infor-
mations sociodémographiques des donneurs ont été enregistrées
dans une base de données adaptée a la transfusion sanguine (EDGE-
BLOOD, Inlog®, France). Tous les donneurs ont consenti a parti-
ciper a cette étude. Elle a été approuvée par le comité d’éthique du
centre médical Saint-Camille/CERBA, Ouagadougou, Burkina Faso.

Criteéres d’inclusion des échantillons

Le choix des échantillons s’est fait en fonction de leur réac-
tivité a I’ELISA. La sélection des échantillons en fonction des den-
sités optiques (DO) s’est faite comme suit :

Echantillon négatif : 0,100 < DO < Valeur seuil (VS)
moins 20 % ;

Echantillon douteux
plasma<VS;

Echantillon positif faible : DO = VS plus 20 %

VS moins 20% < DO du

Constitution des pools de plasmas

Cent vingt (120) des 151 donneurs ont été répartis en 20
pools de donneurs en tenant compte des DO. Trente un (31) échan-
tillons n’ayant pas été testés. Chaque pool était constitué de 200 pL
du plasma de chaque donneur soit 1 mL de plasma au total par pool.
Les pools étaient homogénéisés par agitation au vortex pendant 10
secondes.

Le systeme de poolage est interdit par la Iégislation fran-
caise. Au Burkina Faso, aucune législation en la matiere n’a encore
été mise en place.

Tests sérologiques du VIH, VHB, VHC et Syphilis

La séropositivité du VIH a été testée sur les plasmas des
donneurs de sang en utilisant le Kit ELISA Vironostika HIV Uni-
Form I Ag/Ab (Biomérieux®, Boxtel, Hollande) en suivant les ins-
tructions du fabricant.

L’antigéne de surface de 1’hépatite B (HBsAg), les anticorps
dirigés contre le VHC et Treponema pallidum ont été détectés en
utilisant respectivement les tests suivants : Hepanostika HBsAg
Ultra (Biomérieux®, Boxtel, Hollande), Rapid Plasma Reagin test
(RPR) (Cypress Diagnostics®, Belgique) et Hepanostika HCV Ultra
(Beijing United Biomedical Co.®, Ltd).

Tous les plasmas positifs pour le VIH, HBsAg et VHC ont
été confirmés en utilisant un second test ELISA (Bio-Rad®, Marnes
la Coquette, France).

Les anticorps de la syphilis ont été confirmés par un test
d’agglutination de Treponema pallidum (TPHA, Cypress
Diagnostics®, Belgique).

Extraction de ’ARN viral

L’ARN a été isolé a partir de 150 uL de plasma de chaque
pool en utilisant le QIAamp viral ARN mini kit (QIAGEN, Hilden,
Allemagne), en suivant les instructions du fabricant.

Rétro-transcription du VIH-1

La retro-transcription du VIH-1 s’est faite en utilisant le Kit
commercial HIV-1 RNA direct (Diatech, Italie) en suivant les ins-
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tructions du fabriquant. Brievement, la rétro-transcription a été réa-
lisée dans les conditions suivantes : 42°C pendant 25 minutes suivi
de 94°C pendant 5 minutes (pour désactiver la transcriptase inverse).
Les brins d”’ADN complémentaires étaient ainsi synthétisés.

Amplification de ’ADN

La PCR a été faite dans un volume réactionnel de 100 uL.
selon les instructions du fabriquant (Diatech®, Italie). Le programme
d’amplification était constitué de 35 cycles comprenant une déna-
turation a 94°C pendant 40 s, une hybridation a 60°C pendant 45 s
et une extension a 72°C pendant 60 s ; suivis d’une extension finale
a72°C pendant 15 mn. Un fragment d’ADN de 233 paires de base
(pb) était obtenu en cas d’infection au VIH-1.

Les fragments d’ ADN amplifiés par PCR étaient séparés par
électrophorese sur un gel d’agarose a 2 % (m/v) préparé dans une
solution de tris base - borate - EDTA et contenant du bromure d’éthi-
dium. Ces fragments étaient visualisés sous lumiere UV. Le gel était
ensuite photographié.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel
Standard Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 17
pour Windows et par le logiciel EPI Info version 6. Le seuil de signi-
fication statistique a été fixé a p < 0,05.

Résultats
Caractéristiques sociodémographiques des donneurs de sang

Un total de 151 donneurs de sang a été inclus dans cette
étude. L'age des donneurs était compris entre 17 et 49 ans.
L’échantillon était composé de 125 (82,8 %) hommes et de 26
(17,2 %) femmes, soit un sex ratio de 5/1. Au Burkina, les autori-
tés sanitaires préconisent pour une meilleure sécurité des PSL, le
recrutement de donneurs de sang bénévoles et non rémunérés. Au
CRTS-O, ils sont essentiellement recrutés en site fixe (31,1 %), ainsi
qu’en site mobile dans les districts (20,5 %) et dans les écoles
(17,2 %).

La majorité des donneurs du site fixe et des collectes
mobiles ont le méme profil sociodémographique : ce sont des don-
neurs occasionnels constitués d’éleves, d’étudiants et de membres
d’associations religieuses, communales et de collectivités paysannes.

Tableau 1. Caractéristiques sociodémographiques des donneurs de sang au cours de
I’enquéte prospective d’aoiit a décembre 2009 au CRTS-0.

Caractéristiques Nombre (%)
Sexe
Masculin 125 (82,8)
Féminin 26(17,2)
Lieu du don de sang
Casernes 15(9,9)
Entreprises 4(2,6)
Eglises 6 (4,0)
Districts 31 (20,5)
Ecoles 26 (17,2)
Communes 1(0.7)
Centre de Transfusion sanguine 47 (31,1)
Université 21 (13,9)
Type de donneurs
Donneurs non réguliers 96 (63,6)
Donneurs réguliers 55 (36,4)
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Tableau 2. Prévalence du VIH, VHB, VHC, syphilis et co-infections parmi les donneurs
sélectionnés au cours de I’enquéte prospective d’aoiit a décembre 2009 au CRTS-0.

Infections et co-infections Nombre (%) f 888 iE
Infections 800 pb
600 pb
VIH Positif 74 (49,0)
VIH Négatif 64 (42.4) So0m
VIH Douteux 13 (8,6)
VHB Positif 14 (9,3) 12 13M N
VHC Positif 5@3.3)
Syphilis Positif 2(1,3)

Co-infections Figure 1. Gel d’agarose a 2 % des pools de plasmas et de quelques échantillons indi-
VIH-VHB 9 (56.3) viduels. Le fragment d’ADN attendu est de 233 paires de base (pb) et est situé sur la
VIH-VHC 3(18,8) photographie entre 300 et 200 pb.

VIH-Syphilis 1(6,3) M : Marqueur de masse moléculaire Hyper Ladder 11 (Bioline®)
VHB-VHC 1(6,3) 1-6 : pools de plasmas positifs en ELISA, positifs en RT-PCR
VIH-VHB-VHC 1(6,3) 7 : pool de plasmas douteux en ELISA, positif en RT-PCR
VIH-VHC-Syphilis 1(6,3) 8 : pool de plasmas douteux en ELISA, négatif en RT-PCR

Nous avions deux catégories de donneurs de sang: les don-
neurs réguliers au nombre de 55 (36,4 %) et les non réguliers au
nombre de 96 (63,6 %). Les données sociodémographiques des don-
neurs sont résumées dans le tableau 1.

Séroprévalence du VIH, VHB, VHC, Syphilis et co-infection
chez les donneurs de sang

Sur les 151 donneurs sélectionnés dans notre étude, 74
(49,0 %) étaient réactifs (positifs au VIH) a ’ELISA, 64 (42,2 %)
ne présentaient aucune réactivité (négatifs au VIH) et 13 (8,6 %) un
statut VIH indéterminé (douteux). La séroprévalence de VHB, VHC
et de la syphilis chez les donneurs était respectivement de 9,3 %,
3,3% et 1,3% (tableau 2). Les cas d’infections multiples ont été
trouvés chez 16 donneurs de sang. Les co-infections les plus repré-
sentées étaient VIH-VHB et VIH-VHC, retrouvées chez 9 (56,3 %)
et 3 (18,8 %) donneurs, respectivement (tableau 2). Deux cas rares
de triple infection ont été détectés : VIH-VHB-VHC et VIH-VHC-
Syphilis chez des donneurs de sang non réguliers.

RT-PCR sur pools de plasmas et échantillons individuels

Vingt pools de 5 échantillons chacun ont été testés en RT-
PCR. 8 pools d’échantillons positifs au VIH, 10 pools de négatifs
et 2 pools de douteux (tableau 3).

Un fragment de 233 paires de base correspondant au VIH-
1 a été amplifié par RT-PCR avec les pools de plasmas ou les échan-
tillons individuels positifs (figure 1). Tous les échantillons des 8
pools de plasmas positifs ont tous été confirmés positifs a la RT-
PCR. De méme, les pools constitués d’échantillons négatifs (10
pools) au VIH-1 ont été confirmés négatifs par RT-PCR. En ce qui
concerne les deux pools constitués d’échantillons dont le statut était
douteux au VIH-1, un pool de ces plasmas a été confirmé négatif
au VIH-1 par RT-PCR. L’analyse de chaque échantillon de ce pool
a confirmé son statut négatif au VIH-1. En déroulant le pool de dou-
teux (5 plasmas) positif par RT-PCR, les 5 plasmas ont tous été
confirmés positifs au VIH-1.

Tableau 3. RT-PCR sur les pools de plasmas au cours de I’enquéte prospective d’aoiit
a décembre 2009 au CRTS-O.

Pool de plasmas ELISA RT-PCR

VIH-1 N (%) Positif Négatif
Positif 8 (40,0) 8 (100,0) 0(0,0)
Négatif 10 (50,0) 0(0,0) 10 (100,0)
Douteux 2(10,0) 1.(50,0) 1(50,0)

9 : pool de plasmas positifs en ELISA, positif en RT-PCR
N : pool de plasmas négatifs en ELISA, négatif

10-12 : échantillons individuels positifs en RT-PCR

13 : Controle positif VIH-1.

Discussion

L’amélioration des services offerts par les banques de sang
passe d’une part par le renforcement de la sécurité transfusionnelle
mais également par la rapidité et la fiabilité des résultats rendus aux
donneurs de sang.

En transfusion sanguine, le risque de qualifier une poche
infectée au VIH provient exclusivement des dons d’individus en
phase de séroconversion ot la présence des anticorps dirigés contre
le virus est indétectable chez 1’individu primo-infecté (17).

Au CRTS-O, la marge de sécurité est revue a la hausse pour
le diagnostic sérologique des marqueurs viraux tel que le VIH. Ainsi
la valeur seuil de chaque plaque analysée a ’ELISA de 4° généra-
tion est réduite de 20 %. Et tous les dons situés dans cette marge
réduite sont considérés comme douteux et éliminés du circuit trans-
fusionnel. Le donneur douteux est invité a revenir quelques semaines
plus tard pour un second don de confirmation; le premier don
«accroché» pour un marqueur infectieux n’étant pas introduit dans
le circuit de distribution des produits sanguins labiles (PSL).

Pendant le processus de confirmation le donneur est dans
une attente éprouvante et le risque qu’il ne revient pas au CRTS-
O pour le second prélevement est aussi a considérer. Cela pourrait
poser un probleme de fidélisation des donneurs. Surtout si le don
considéré douteux s’avere étre non réactif pour le VIH au test de
reprise ou si le statut du donneur est confirmé négatif dans une autre
structure sanitaire.

L’étude avait pour objectif d’améliorer la qualité du diag-
nostic du VIH-1 par I’introduction de la RT-PCR sur les dons de
sang au CRTS-O.

Pour minimiser le colit de la RT-PCR, et les effets dus a la
dilution des plasmas (18) nous avons choisi de travailler sur des
pools de 5 plasmas. En effet, différentes tailles de pools (15 a 96),
ont déja été développés et testés (19-21). Ces pools d’effectifs res-
treints ont I’avantage de réduire le nombre de tests a effectuer tout
en affectant que tres peu la sensibilité de la méthode.

Sur les 20 pools de plasmas testés (10 pools de négatifs, 8
pools de positifs et 2 pools de douteux au VIH-1), le statut sérolo-
gique des 10 pools de négatifs et des 8 pools de positifs a été
confirmé par RT-PCR. La totalité des pools de positifs et de néga-
tifs ont été analysés individuellement et tous se sont révélées &tre
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soit des dons infectés pour les pools positifs ou des dons non-infec-
tés pour les pools négatifs.

Des 2 pools de plasmas de donneurs de sang douteux a
I’ELISA, un pool a été confirmé positif et ’autre négatif a la RT-
PCR du VIH-1. Nous avons ensuite recherché I’ARN du VIH-1 indi-
viduellement dans les dix dons des 2 pools douteux. Les résultats
des tests individuels ont montré que les cinq dons du pool positif
étaient tous des dons infectés au VIH-1, tandis que les cinq autres
dons du pool testé négatif étaient non infectés.

Les sérologies VIH effectuées quelques semaines plus tard,
sur un second prélevement issu des 5 dons douteux confirmés néga-
tifs par RT-PCR, étaient négatives. Ce qui constitue un gain net de
5 poches de sang. Comparativement a I’ELISA de 4 génération, la
RT-PCR permet d’éviter le désagrément de I’attente des résultats
en favorisant une notification rapide aux donneurs. Elle permet éga-
lement dans notre cas 1’identification avec une plus grande sensi-
bilité et spécificité des dons contaminés suivis de leur élimination.
Nous avons mené une étude pilote sur les avantages de 1’ utilisation
de la RT-PCR du VIH-1 en transfusion sanguine. La technique s’est
avérée etre tres avantageuse pour le centre régional de transfusion
sanguine de Ouagadougou. Cependant I’inconvénient est le cofit
élevé de sa réalisation et son usage nécessite aussi un personnel qua-
lifié. Nous préconisons la réalisation de la RT-PCR du VIH-1 asso-
ciée a 'ELISA de 4éme génération au CRTS-O. En testant uni-
quement les échantillons dont le statut est douteux au VIH par
ELISA, un effectif réduit sera obtenu, et les dons pourraient étre tes-
tés individuellement par RT-PCR. Cependant la modestie des
moyens des banques de sang d’ Afrique subsaharienne et le manque
d’infrastructures sanitaires adéquates constituent une entrave a la
vulgarisation de la PCR et de la PCR en temps réel qui actuellement
sont uniquement réservées au domaine de la recherche.

Au Burkina Faso comme dans d’autres pays ouest-africains,
le pourcentage de donneurs réguliers est faible (9 a 11 %) et la plu-
part d’entre eux ne font pas plus de deux dons de sang par an (22,
23). A cela s’ajoute la faiblesse des effectifs de donneurs (20 000
donneurs pour presque 1 million d’habitants en 2009 au CRTS-0),
le don du sang est souvent fait dans le cadre d’activités sociocul-
turelles. Ce recrutement assez aléatoire de donneurs augmente le
risque d’enrdler des donneurs en séroconversions ou en primo infec-
tion. D’ou I’intérét de 1’introduction d’une technique aussi spéci-
fique et sensible que la RT-PCR en transfusion sanguine.

La RT-PCR présente aussi un avantage économique non
négligeable. En effet, le colit engendré par la qualification biologique
d’une poche de sang au CRTS-O est d’environ 25 000 F.CFA
(38,11 €) et ce colt est revu a la hausse si le don provient d’une
collecte mobile (30 000 F.CFA soit 45,73 €). En utilisant la tech-
nique RT-PCR de notre étude, le diagnostic reviendrait a 8 000
F.CFA (12,20 €) par poche pour le VIH-1. Une PCR multiplex
détectant a la fois le VIH, VHB et VHC a été mise au point et elle
ne couterait que 10 € pour valider une poche de sang (JP Allain,
Communication personnelle).

En associant dans un premier temps au CRTS-O, la RT-PCR
a ’ELISA de 4° génération on obtient un algorithme qui pourrait
réduire le cofit de la technique dans un souci d’économie de la santé,
tout en renforgant la sécurité transfusionnelle.

Conclusion

Au regard du cofit élevé de la RT-PCR et vue la modestie
des moyens financiers dont disposent le CRTS-O, nous préconisons
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I’utilisation de la RT-PCR dans un premier temps sur les mini pools
ou les échantillons individuels dont la sérologie VIH-1 est douteuse
pour confirmer le statut des donneurs de sang dans les meilleurs
délais, afin de réduire les pertes en poches de sang.
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mere et enfant sous les tropiques
& Communications libres en médecine tropicale
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Grand auditorium, Palais du Pharo Marseille, France
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es 17¢ Actualités du Pharo feront un point, 10 ans apres l'engagement de 'ONU, dans plu-
sieurs grands domaines qui préoccupent les responsables de la santé en milieu tropical :
la mortalité maternelle, les hémorragies du post-partum, le paludisme mere-enfant, la
régulation des naissances, la mortalité infantile, la néonatologie, l'infection a VIH de la mere

a l'enfant, et la malnutrition.

Ces conférences seront suivies de communications libres, orales ou affichées, pour permet-
tre aux dlfferentes équipes du Nord et du Sud d'exposer les résultats de leurs travaux, dans le
e cadre du theme du congres ou plus généralement en médecine tropicale.

Symposium

h

- du Programme Elargi de Vaccination (PEV]) aux

Programmes Nationaux de Vaccination (PNV)
2000-2010 : une décennie novatrice et décisive

¥ Forum débat : «Faudrait-il un label qualité pour les associa-
tions d’aide humanitaire 7 »

Téléchargements :

Préprogramme, inscriptions et renseignements
< http://www.actu-pharo.com/ >

< com@imtssa.fr>

Droits d'inscription :
110 € /150 €le jour du congrés
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