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Summary

Context and objective. In sub-Saharan Africa, the
epicenter of HIV infection, rapid tests are proposed
in first line, but diagnosis value of these tests is
rarely performed. The goal of the present study
was to evaluate the performance of 2 rapid tests
used for the diagnosis of HIV-2 infection
compared to a baseline test in order to propose in
algorithm for HIV infection diagnosis in health
care system. Methods. A cross-sectional study
was carried out in three treatment centers in Mali
(Bamako, Segou and Sikasso). The tests evaluated
were: Genie® Il HIV-1/HIV-2 (Sanofi Diagnostic
Pasteur, France) and ImmunoComb® Il HIV 1&2
BiSpot (Organics, Strasbourg, France). The study
involved 34 sera collected consecutively. The
I’INNO-LIA HIV I/l Score confirmatory test was
used as a reference test in Belgium. Performance
of tests were assessed using sensibility, specificity,
positive predictive value, negative predictive value
and kappa concordance. Results. Patients' ages
ranged from 12 years to 78 years, 19 patients were
women (55.8%) and 28 patients had HIV-2
infection. The sensitivity of the rapid tests was
96.4%. The kappa concordance coefficient was
0.85. We found 28 HIV-2 positive patients out of
34 patients. Conclusions. The two rapid tests used
in Mali yielded satisfactory results, but the quality
of HIV-1 and 2 discrimination serology could be
improved.
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Résumé

Contexte et objectif. Dans les pays d’Afrique subsaharienne
épicentre de I’infection & VIH, les tests rapides sont proposés
en premiere intention, mais la valeur diagnostique de ces
tests est rarement réalisée. L objectif du présent travail était
d’évaluer la performance de 2 tests rapides utilisés pour le
diagnostic de l’infection a VIH-2 par rapport un test de
référence afin de proposer des algorithmes de tests simples et
rapides utilisables dans les structures sanitaires. Méthodes.
Une étude transversale a été réalisée, dans trois centres de
prise en charge au Mali (Bamako, Ségou et Sikasso). Les
tests évalués étaient le Genie® 1l HIV-1/HIV-2 (Sanofi
Diagnostic Pasteur, France) et I'ImmunoComb® 11 HIV 1&2
BiSpot (Organics, Strasbourg, France). L’étude a porté sur 34
sérums collectés consécutivement. Le test de confirmation
IPINNO-LIA HIV /Il Score a été utilisé comme test de
référence en Belgique. La performance de deux tests précités
a été évaluée en recherchant la sensibilité, la spécificité, la
valeur prédictive positive (VPP), la valeur prédictive
négative (VPN) et la concordance. Résultats. L’age des
patients variait de 12 ans a 78 ans, 19 patients étaient des
femmes (55,8%) et 28 patients avaient le VIH-2. La
sensibilité des tests rapides était de 96,4%. Le coefficient de
concordance kappa était de 0,85. Conclusions. Les deux tests
rapides utilisés au Mali ont donné des résultats satisfaisants,
et peuvent étre proposés en premiere intention dans
I’algorithme national du diagnostic de I’infection a VIH-2 au
Mali.

Mots clés : diagnostic du VIH-2, ImmunoComb Il, Genie I,
P’INNO-LIA, Concordance, Mali

Recu le 1 décembre 2018
Accepté le 22 mai 2019

Introduction

L’infection par le Virus de I’'Immunodéficience
Humaine (VIH) constitue un probleme majeur de santé
publique, surtout en Afrique subsaharienne (ASS),
I’épicentre (1). Compte tenu de I’ampleur de cette
infection, son diagnostic correct est une priorité pour la
prise en charge des malades et la surveillance
épidémiologique.
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Le diagnostic de I’infection a VIH fait appel a un
test de confirmation, le Western blot (2). Mais le
colt élevé de ce test et sa réalisation difficile
limitant son utilisation aux laboratoires de
référence, ont amené 1’Organisation mondiale de
la Santé (OMS) a recommander pour les pays a
ressources limitées, I'utilisation des algorithmes
basés sur les tests Elisa et les tests rapides (3).
En Afrique, des nombreuses études ont éte
réalisées sur les tests Elisa et ont donné des
résultats satisfaisants (4-10). Au Mali, un
algorithme de diagnostic utilisant des tests Elisa
et des tests rapides, basés sur les 3 niveaux,
existe depuis 2004 (11). Plusieurs tests ont été
utilisés depuis 1987, mais les études ayant
évalué les performances des tests rapides pour le
diagnostic de I’infection par le VIH-2 sont
fragmentaires et aucune étude a été menée au
Mali a cet égard (12, 13). Et pourtant,
I’évaluation des test rapides et simples de
diagnostic de I’infection a VIH-1 et VIH-2 sont
cruciales, dans la détermination d’algorithmes de
tests simples et rapides, utilisables dans les
centres de dépistage volontaire, la consultation
prénatale, la sécurité transfusionnelle et la
surveillance épidémiologique. Ce travail rentre
dans ce cadre et se propose d’évaluer la
performance de 2 tests rapides utilisés au Mali
par rapport a un test de confirmation utilisé en
Belgique, ce dernier étant considéré comme
standard pour le diagnostic de I’infection VIH-2.

Méthodes

Nature et cadre de [’étude

La présente étude était transversale. Trente-
quatre échantillons exhaustifs ont été prélevés
dans les centres de prise en charge du VIH au
Mali, Bamako (Institut National de Recherche en
Santé Publiqgue (INRSP); Hopital Gabriel
Touré; ONG Walé de Ségou; Centre de
Recherche de Kénédougou Solidarité (CERKES)
a Sikasso).
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Tests serologiques réalisés

Les tests sérologiques (2 tests rapides) ont éte
réalises au niveau de ces trois centres. Un second
aliquot du matériel biologique a été stocke a -
20°C. Les échantillons ont été expédiés au
laboratoire de référence SIDA de 1’Université
Catholique de Louvain (UCL), Bruxelles
(Belgique) ou un test de confirmation et une
mesure de Charge Virale (CV) plasmatique ont
été effectués. L algorithme de diagnostic malien
basé sur deux tests rapides a été utilisé pour le
premier diagnostic, les tests Genie® 1l HIV-
1/HIV-2 (Sanofi Diagnostic Pasteur, France) et
ImmunoComb® Il HIV 1 & 2 BiSpot (organics,
Strasbourg, France). Tous deux ont été utilisés
suivant les recommandations des fabricants. En
Belgique, I'INNO-LIA HIV I/l Score,
Immunoblot (Innogenetics, Gent, Belgique) a été
recouru pour valider les résultats des tests
rapides. Ce test est une méthode basée sur la
visualisation de la réaction antigéne-anticorps de
type immunoenzymatique sur  bandelette
destinée a la détection et a la discrimination
entre des anticorps dirigés contre le VIH-1
(incluant le groupe O) et le VIH-2 dans le sérum
ou le plasma humain.

Mesure de la charge virale

La charge virale plasmatique VIH-2 a été
quantifiée par PCR en temps réel, développée au
laboratoire sur la plateforme Light Cycler 2.0
(Roche Diagnostic, Penzberg, Allemagne).
L’essai tel que décrit par Ruelle et al. (14), a été
modifi¢ afin d’obtenir une sensibilit¢ de 50
copies d’ARN par ml. L’ARN synthétique a été
utilis¢é comme standard externe. L’ARN viral a
été extrait a partir de 1 ml de plasma en utilisant
de billes de silices magnétiques sur 1’extracteur
Mini-Mag (Kit Nuckisens Magnetic Extraction
Reagents, BioMeérieux, Boxtel, Pays-Bas) en
suivant le protocole du fabricant. L’ARN a été
élué dans 40 uL de tampon. Huit microlites
d’ARN ont ensuite été utilisés dans la réaction
de transcription inverse, réalisée en utilisant le
Kit Transcriptor First Strand cDNA synthesis
(Roche Diagnostic, Mannheim, Allemagne) dans
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les conditions suivantes : random hexamers 60
uM, dNTP 1 mM, 10 U d’enzymes Transcriptor
et 20 U d’inhibiteur de RNAse en concentration
finale pour un volume de 20 uL. L’ARN a été
dénaturé pendant 10 minutes a 65° C en
présence des randoms hexamers préalablement a
la réaction de transcription inverse se déroulant a
55°C pendant 30 minutes. La PCR en temps réel
a été réalisée en utilisant le Kit LightCycler
FastStard DNA Master Plus SYBR Green |
(Roche Diagnostic, Penzberg, Allemagne) sur
I’appareil Light Cycler 2.0, dans des capillaires
de 100 uL. Le mélange réactionnel contenait les
primers JR2 et JR7 en concentration finale de
0,6 uM, permettant d’amplifier la région LTR du
génome comme décrit précédemment par Ruelle
et al. (12). La réaction se composait de 40 cycles
d’amplifications (15 secondes a 95°C, 40
secondes & 57°C, 45 secondes a 72°C), suivie
par une courbe de fusion. La spécificité de
I’amplification a été vérifiée en comparant la
température de fusion de I’échantillon a la
température de fusion du standard. La charge
virale plasmatique a été déterminée en utilisant
une droite de calibration externe réalisée a partir
de dilutions d’un ARN synthétique.

Analyses statistiques

Les données ont été saisies et analysées sur le
logiciel SPSS version 16. Le test de khi? a été
utilisé suivant leurs conditions d’application
pour comparer les proportions. Pour la
comparaison des moyennes, le test Anova a été
utilisé. La performance des tests rapides Genie®
Il HIV-1/HIV-2 et ImmunoComb® Il HIV 1 & 2
BiSpot a éte attestée par la sensibilité, la
specificité, la valeur prédictive positive (VPP), la
valeur prédictive négative (VPN), et la
concordance en prenant pour référence I’INNO-
LIA HIV I/ll Score, Immunoblot. Les résultats
étaient exprimés avec le risque d’erreur de 5%.

Considérations éthiques

Cette étude a été approuveée par le comité
d’éthique de la Faculté de Médecine de Bamako
sous le numéro 09.084. Tous les participants
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avaient consenti librement par écrit avant
I’enrollement.

Résultats

Tous les échantillons de sérum diagnostiqués
VIH-2 au Mali par les tests rapides
ImmunoComb |1 et Genie Il ont été investigués a
la fois par sérologie de confirmation I"'INNO-
LIA et par une mesure de la charge virale
plasmatique VIH-2. L’age des patients variait de
12 ans a 78 ans, 19 patients étaient des femmes
(55,8%) et 15 patients étaient des hommes
(44,2%).

Le tableau 1 compare les résultats obtenus au
Mali et le test de confirmation I’'INNO-LIA HIV
I/11 Score. La sensibilité des tests était de 96,4%.

Tableau 1: Corrélation entre les tests rapides
ImmunoCombs Il /genie 11 et INNO-LIA

ImmunoCombsli/genie 11

INNO-LIA VIH-2 VIH-142 Total
VIH-2 27 1 28
VIH-1+2 4 2 6
Total 31 3 34
Kappa=0,85

Tableau 2: Répartition de la charge virale
plasmatique

Charge virale plasmatique

Détectée ) Nor] I\!on Total
détectée* fait>*
VIH-2 16 10 2 28
VIH-1+2 3 0 3 6
Total 19 10 5 34

*< 50 copies/ml
** Quantité de plasma insuffisante pour le test

de charge virale

Au total, 28 patients ont été confirmés VIH-2. La
charge virale plasmatique a été effectuée chez 29
sur les 34 patients, elle a été détectée dans 19
cas, supérieure a 1000 copies/mL dans 10 cas,
entre 50 et 1000 copies/mL dans 9 cas en effet et
indétectable dans 10 cas. La concordance entre
les tests rapides ImmunoComb [1/Genie Il et
I’INNO-LIA HIV I/l Score était trés bonne, soit
85%.
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Discussion

Le diagnostic biologique de [I’infection a
VIH/SIDA au Mali a toujours été basé sur
I’utilisation des tests rapides et Elisa répondant
ainsi aux recommandations de I’OMS (15). Le
Western blot n’est utilisé qu’au niveau central
(Institut National de Recherche en santé
publique, Laboratoire de référence de diagnostic
VIH, et au Laboratoire SEREFO) compte tenu
de son codt et de sa realisation technique plus
difficile. A notre connaissance, c’est la premiere
fois qu’une étude sur la performance est faite sur
les tests rapides de dépistage du VIH-2 au Mali.
La taille de I’échantillon est limitée a 34 patients
du fait de la faible prévalence de I’infection a
VIH-2 au Mali. La premiere question soulevée a
été le diagnostic sérologique de I’infection par le
VIH-2. En terme de sensibilité, les tests évalués
ont montré des valeurs de 96,4%. Dans leur
publication, Ruelle et al. (12) ont trouvé une
valeur inférieure (59%) de sensibilité au Burkina
Faso. Cela pourrait s’expliquer par les tests
utilisés dans I’étude menée au Burkina Faso
(ImmunoComb II et Determine). D’autres études
ont confirmé la performance du test Genie Il par
rapport au test Determine dans le diagnostic de
I’infection a VIH (4, 9, 16-19). Comme attendu,
la co-infection a VIH-1 et 2 n’a été rencontré
uniquement chez 3 sujets. L analyse de la charge
virale plasmatique a donné une charge virale
supérieure a 1000 copies/mL dans 10 cas, entre
50 et 1000 copies/mL dans 9 cas et indétectable
dans 10 cas. La détermination de la charge virale
n’a pas été possible pour les 5 derniers patients
car la quantité de serum était insuffisante (erreur
de manipulation). Il n’y a pas de différence au
niveau de la charge virale HIV-2 entre les mono-
infections VIH-2 et les coinfections VIH-1 et 2.
Cependant, Ruelle et al. (12) ont trouvé que la
majorité des patients doublement infectés étaient
indétectables dans leur étude au Burkina Faso.
La discrimination VIH-1/VIH-2 a montré une
bonne concordance malgré les techniques
rapides utilisees au Mali, par rapport au test de
confirmation INNO-LIA utilisé en Belgique.
Nous n’avons pas eu d’infections VIH-1 parmi
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nos patients. D’autres ¢tudes ont trouvé des
résultats similaires (8, 9, 20, 21). Toutefois un
algorithme utilisant 3 tests combinés a été
utilisé, & savoir le kit Genie 1l comme test n°1
qui, selon une étude realisée en 2004 par Rouet
et al. (22), a présenté une sensibilité et une
spécificité de 100% et ce test a été recommandé
en premiére intention pour le dépistage ou le
diagnostic de I’infection & VIH au Mali. 1l en est
de méme pour le test ImmunoComb Il HIV 1 et
2 classé comme test n°2 pour la discrimination
HIV 1 et 2. Un troisiéme test était utilisé en cas
discordance entre les deux premiers tests. Ce
troisieme test avait présenté une caractéristique
particuliéere, de révéler individuellement la
présence ou non des anticorps dirigés contre les
antigénes gpl120, gp4l, p24, p31 du VIH 1 et
gp36 du VIH2. Ces résultats confirment les
études précédentes réalisées au Togo, en Cote
d’Ivoire sur la nécessité du diagnostic de
certitude du VIH-2 en Afrique de I’ouest (23,
24). Comme la discrimination entre le VIH-1 et
2 revét une importance capitale pour les soins
médicaux, le diagnostic des coinfections doit
idéalement étre confirmé par la détection de
provirus a partir des lymphocytes circulants. La
qualité de la sérologie de discrimination entre les
VIH-1 et 2 devrait étre améliorée (25). Le test
rapide OnSite HIV 2 Ab Combo Rapid s’est
révélé étre un bon test pour les pays chauds et ne
nécessite pas de réfrigération dans le contexte
malien dans une étude pilote (26).

Forces et faiblesses de |’étude

Cependant la présente étude a des limites par
rapport au standard choix « test rapide ». Une
autre étude effectuée aux Etats unis pour
comparer un test rapide « Alere » sur les
échantillons de VIH-2 a montré une concordance
de 68% (27). Les limites de la présente étude
étaient la non détermination de la spécificité car
tous les serums des patients étaient positifs pour
HIV-2 par les tests rapides au Mali, nous
n’avions pas utilis¢ des sérums des patients
négatifs pour HIV-2 malgré ces limites, les tests
rapides utilisés au Mali dans le dépistage avait
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une bonne concordance avec le test de Référence
en Belgique. Une autre limite de cette étude est
la petite taille de I’échantillon.

Conclusion

Comparé au test de référence, les tests rapides
(ImmunoComb® Il HIV 1&2 BiSpot et Genie®
Il HIV-1/HIV-2) ont présenté une meilleure
sensibilité et de ce point de vue, ils peuvent étre
recommandé en premiére intention, dans le
diagnostic de I’infection a VIH-2 au Mali, sous
réserve de confirmation par la réalisation d’une
étude a grande échelle et des tests de
performance (spécificité etc...).

Financement. Cette étude a été supportée par une
bourse de la Coopération Technique Belge
(CTB) qui n’a joué aucun role dans la collecte
des données, I’interprétation des résultats et la
rédaction du manuscrit.
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