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DATE D’ACTUALISATION 16 Décembre 2024

ADMINISTRATION

DOYEN : OWONO OWONO Luc Clavin, Professeur

VICE-DOYEN / DPSAA : NDJIGUI Paul-Désiré, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
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Maitre de Conférences
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AJEAGAH Gidéon AGHAINDUM, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (44)

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste

2. | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste

3. | KANSCI Germain Professeur En poste

4. | MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste

5. | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
6. | NGUEFACK Julienne Professeur En poste

7. | NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste

8. | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

9. | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences ] En poste
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10. | BEBEE Fadimatou Maitre de Conférences | En poste
11. | BEBOY EDJENGUELE Sara N. Maitre de Conférences | En poste
12. | FONKOUA Martin Maitre de Conférences | En poste
13. | AKINDEH MBUH NJI Maitre de Conférences | En poste
14. | ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences | En poste
15. | AZANTSA KINGUE Gabin Boris Maitre de Conférences | En poste
16. | BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. Maitre de Conférences | Chef DAF /FS
17. | DAKOLE DABOY Charles Maitre de Conférences | En poste
18. | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Maitre de Conférences | En poste
19. | DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences | En poste
20. | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Maitre de Conférences | En poste
21. | EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | VD/FS/Univ Ebwa
22. | EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste
23. | KENGNE NOUEMSI Anne Pascale Maitre de Conférences | En poste
24. | KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste
25. | LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences | En poste
26. | MANANGA Marlyse Joséphine Maitre de Conférences | En poste
27. | MBONG ANGIE M. Mary Anne Maitre de Conférences | En poste
28. | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS/ UDs
29. | NANA Louise epouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste
30. | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste
31. | Palmer MASUMBE NETONGO Maitre de Conférences | En poste
32. | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Maitre de Conférences | En poste
33. | TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences | En poste
34. | BAKWO BASSOGOG Christian B. Chargé de Cours En poste
35. | ELLA Fils Armand Chargé de Cours En poste
36. | EYENGA Eliane Flore Chargé de Cours En poste
37. | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En poste
38. | MADIESSE KEMGNE Eugenie Aimée | Chargé de Cours En poste
39. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Chargé de Cours En Poste
40. | KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
41. | MBOUCHE FANMOE Marceline J. Chargé de Cours En poste
42. | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
43. | WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste
44. | WOGUIA Alice Louise Chargé de Cours En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (49)

1. | AJEAGAH Gidéon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2. | DIMO Théophile Professeur En poste
3. | DJIETO LORDON Champlain Professeur En poste
4. | DZEUFIET DJOMENI Paul D Professeur En poste
5. | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur CD et VD /FMSB/UYI
6. | KEKEUNOU Sévilor Professeur Chef de Dpt (a.i)
7. | MEGNEKOU Rosette Professeur En poste
8. | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
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9. | NOLA Moise Professeur En poste
10. | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
. Inspecteur de service/
11. | TCHUEM TCHUENTE Louis A Professeur Cogrd.ProgrlMlNSANTE
12. | ZEBAZE TOGOUET Serge H Professeur En poste
13. | ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences | Vice Doyen/ Uté Ebwa
14. | ATSAMO Albert Donatien Maitre de Conférences | En poste
15. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
16. | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste
17. Sp(zéJII:\IC()DTUSIIENIéAMKUMO Raceline Maitre de Conférences | En poste
18. f\'/lb‘ggﬁpﬁ%ﬁéENG Hermine epse Maitre de Conférences | En poste
19. | KANDEDA KAVAYE Antoine Maitre de Conférences | En poste
20. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy Maitre de Conférences | En poste
21. | MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences | En poste
22. | MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences | En poste
23. | MOUNGANG Luciane M. Maitre de Conférences | En poste
24. | NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences | En poste
25. | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En poste
26. | MVEYO NDANKEU Yves P Maitre de Conférences | En poste
27. | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
28. | NGUEMBOCK Maitre de Conférences | En poste
29. | TADU Zephyrin Maitre de Conférences | En poste
30. | TAMSA ARFAO Antoine Maitre de Conférences | En poste
31. | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
32. | YEDE Maitre de Conférences | En poste
33. | AMBADA NDZENGUE Georgia Chargé de Cours En poste
34. | BASSOCK BAYIHA Etienne D Chargeé de Cours En poste
35. | NDENGUE Jean De Matha Chargeé de Cours En poste
36. | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
37. | FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours En poste
38. | FOKAM Alvine C épse KENGNE Chargé de Cours En poste
39. | GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste
40. | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste
41. | LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste
42. | MAPON NSANGOU Indou Charge de Cours En poste
43. 'C\;AHE(-SEFI\L:(?ONFACK Mireille F epse Chargé de Cours En poste
44. | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé | Chargé de Cours En poste
45. | NJUA Clarisse YAFI Chargé de Cours Chef Div. Uté Bamenda
46. | NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste
47. | YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste
48. | ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste
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49. | KODJOM WANCHE Jacguy J | Assistant | En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (36)

1. | AMBANG Zachée Professeur Chef de Département

2. | BIYE Elvire Hortense Professeur En poste

3. | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste

4. | MBOLO Marie Professeur En poste

5. | NDONGO BEKOLO Professeur En poste

6. | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7. | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste

8. | DJEUANI Astride Carole Maitre de Conférences | En poste

9. | MAHBOU SOMO TOUKAM Gabriel | Maitre de Conférences | En poste

10. | MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste

11. | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | DAAC /Uté. Dla

12. | NGALLE Hermine BILLE Maitre de Conférences | En poste

13. | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | CT / MINRESI

14. | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste

15. | TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste

16. | ONANA Jean Michel Maitre de Conférences | En poste

17. | DIDA LONTSI Sylvere Landry Chargé de Cours En poste

18. | GONMADGE Christelle Chargé de Cours En poste

19. | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste

20. | MANGA NDJAGA Jude Chargé de Cours En poste

21. | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste

22. | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste

23 NSOM ZAMBO EPSE PIAL Annie Chargé de Cours En détachement/
Claude UNESCO MALI

24, ﬁ?s[;)ES;/(v)llblé NTSOMBOH Chargé de Cours En poste

25. | KABELONG BANAHO Louis-Paul Chargé de Cours En poste

26. | KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste

27. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste

28. | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste

29. | TAEDOUNG Evariste Hermann Charge de Cours En poste

30. | TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste

31. | BOLIE Hubert Assistant En poste

32. | MACHE NKOUANDEU Pasma Assistant En poste

33. | MAFFO FOKOU Adéle Assistant En poste

34. | METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste

35. | NTONMEN YPNKEU Amandine F. Assistant En poste

36. | ONANA EBODE Clotaire Assistant En poste
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4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (28)

GHOGOMU Paul MINGO

Professeur

Ministre Chargé de

L Mission PR

2. | NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste

3. | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

4. | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/Uté/B

5. | NJIOMOU C. épse DJANGANG Professeur En poste

6. | NJOYA Dayirou Professeur En poste

7. | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste

8. | EMADAK Alphonse Maitre de Conférences | En poste

9. | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste

10. | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences | En poste

11. | KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de Conférences | En poste

12. | MBEY Jean Aime Maitre de Conférences | En poste

13. | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences | Chef de Département

14. NEBAH Née NDOSIRI Bridget Maitre de Conférences | Sénatrice/SENAT
NDOYE

15. | NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences | En poste

16. | PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU | Maitre de Conférences | En poste

17. | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences | En poste

18. | BELIBI BELIBI Placide Désiré Maitre de Conférences | Chef Service/ ENS Ber

19. | CHEUMANI YONA Arnaud M. Maitre de Conférences | En poste

20. | KOUOTOU DAOUDA Maitre de Conférences | En poste

21. | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

22. | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

23. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste

24. | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste

25. | SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En poste

26. | BOYOM TATCHEMO Franck W. Assistant En poste

27. | DANTIO NGUELA Christian Brice Assistant En poste

28. | LEKENE NGOUATEU Reine Assistant En poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)

1. | Alex de Théodore ATCHADE Professeur DEPE/Univ. Bertoua

2. | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI

3. | NGOUELA Silvére Augustin Professeur Chef de Dpt UDS

4. | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur g(;(;teur U. Ber/ Chef de

5. | MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste

6. | MKOUNGA Pierre Professeur En poste

7. | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste

8. | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | Director /[HTTTC/U.Bda
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9. | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste

10. | KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences | En poste

11. | KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste

12. | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences | En poste

13. | NGOMO Orléans Maitre de Conférences | En poste

14. | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Chef de Cell / MINRESI
15. | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences | C.E.A/ MINESUP
16. | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences | Dir ENS/Uté Bertoua
17. | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste

18. | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste

19. | TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences | En poste

20. | OUAHOUO WACHE Blandine M. Maitre de Conférences | En poste

21. | ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences | En poste

22. | MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste

23. | MUNVERA MFIFEN Aristide Chargé de Cours En poste

24. | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste

25. | NGOMO Orléans Chargé de Cours En poste

26. | NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En poste

27. | OUETE NANTCHOUANG Judith L. Chargé de Cours En poste

28. | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste

29. | TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste

30. | TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste

31. | TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste

32. | TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste

33. | NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste

34. | NGUEMDJO CHIMEZE Valery W. Assistant En poste

6- DEPARTEMENT DES ENERGIES RENOUVELABLES (ER) (1)

1.

| BODO Bertrand

| Professeur

\ Chef de Département

DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)

1. | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef de Div des SI/
MINESUP

2. | FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Inspecteur Général
Académique/ MINESUP

3. | NDOUNDAM Réné Professeur En poste

4. | ABESSOLO ALO’O Gislain Maitre de Conférences | En poste

5. | MELATAGIA YONTA Paulin Maitre de Conférences | CT1//MINFOPRA

6. | TSOPZE Norbert Maitre de Conférences | En poste

7. | AMINOU HALIDOU Charge de Cours Chef de Département

8. | DJAM Xaviera YOUH — KIMBI Chargé de Cours En poste

9. | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Charge de Cours En poste
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10. | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste

11. | EKODECK Stéphane Gaél Raymond Charge de Cours En poste

12. | HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste

13. | IOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste

14. | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargeé de Cours En poste

15. | MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours Chef de Dpt / Génie Info

/Uté Ebwa

16. | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste

17. | NZEKON NZEKO'O ARMEL J. Charge de Cours En poste

18. | OLLE OLLE Daniel Claude Georges Chargé de Cours Directeur Adj ENSET Eb
19. | TAPAMO Hyppolite Chargeé de Cours En poste

20. | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

21. | MAKEMBE. S. Oswald Assistant Directeur CUTI

22. | MAXWELL NDOGNKON MANGA Assistant En poste

23. | NDOM Francis Rollin Assistant En poste

24. | NGUIMEYA TSOFACK Baudoin Assistant En poste

25. | NKONDOCK. MIl. BAHANACK.N. Assistant En poste

DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (34)

1. | AYISSI Raoult Domingo | Professeur | Chef de Département

2. | KIANPI Maurice Maitre de Conférences | En poste

3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences | En poste

4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | Chef de Division/ENSPY

5. | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences | En poste

6. | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | VDRC/FS/UYI

7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences | En poste

8. | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences | Directeur/AIMS Rwanda

9. | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences | En poste

10. | AGHOUKENG JIOFACK Jean G. Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT

11. | BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En poste

12. | BITYE MVONDO Esther Claudine Chargé de Cours En poste

13. | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

14. | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

15. | DOUANLA YONTA Herman Charge de Cours En poste

16. | FOKAM Jean Marecel Chargé de Cours En poste

17. | KIKI Maxime Armand Charge de Cours En poste

18. KOKOMO AYISSI Eric Brice Chargé de Cours IZErbpoDslte) (Transfert de
'U. Dla

19. | LOUMNGAM KAMGA Victor Charge de Cours En poste

20. | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

21. | MBATAKOQOU Salomon Joseph Charge de Cours En poste

22. | MENGUE MENGUE David Joél Chargé de Cours Chef Dpt/ENS Uté Ebwa

23. | MBIAKOP Hilaire George Charge de Cours En poste
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24. | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
25. | NIMPA PEFOUKEU Romain Charge de Cours En poste
26. | OGADOA AMASSAYOGA Chargé de Cours En poste
27. | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage
28. | TENKEU JEUFACK Yannick Léa Chargeé de Cours En poste
29. | TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste
30. | TETSADJIO TCHILEPECK M. Eric. Chargeé de Cours En poste
31. | GUIDZAVAI KOUCHERE Albert Assistant En poste
32. | MANN MANYOMBE Martin Luther Assistant En poste
33. | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
34. | NYOUMBI DLEUNA Christelle Assistant En poste
9- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (25)
1. | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2. | KOUITCHEU MABEKU épse Professeur En poste
KOUAM Laure Brigitte
3. | MUNE MUNE Martin Alain Professeur En poste
4. | NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur Vice-Doyen / DSSE
5. | RIWOM Sara Honorine Professeur En poste
7. | ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences | Doyen/FASA/UDs
8. | BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences | En poste
9. | NJIKI BIKOT Jacky Maitre de Conférences | En poste
10. | TCHIKOUA Roger Maitre de Conférences | Chef de Ser de la Sco
11. | EHETH Jean Samuel Chargé de Cours En poste
12. | ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste
13. | EZO’0O MENGO Fabrice Télésfor Chargé de Cours En poste
14. | LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste
15. | MEYIN A EBONG Solange Chargé de Cours En poste
16. | MONI NDEDI Esther Del Florence Chargé de Cours Cheffe de Ser/DAAC/UYI
17. | NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste
18. | NKOUE TONG Abraham Chargé de Cours En poste
19. | NGOUENAM Romial Joél Chargé de Cours En poste
20. | NJAPNDOUNKE Bilkissou Chargé de Cours En poste
21. | TAMATCHO KWEYANG Blandine P. | Charge de Cours En poste
22. | SAKE NGANE Carole Stéphanie Chargé de Cours En poste
23. | TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En poste
24. | ZO’0O EZO’0 Fabrice Télesfor Assistant En poste
25. | MAYI Marie Paule Audrey Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE PHYSIQUE(PHY) (46)
1. | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
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RESUME

Les antirétroviraux (ARV) ont permis d’augmenter la survie des personnes vivant avec le VIH,
mais aussi I’émergence de comorbidités non liées au VIH, entrainant la mise en place précoce
du vieillissement du systeme immunitaire ou immunosénescence. Chez ces personnes, encore
plus chez celles nées VIH positif, I’on constate, a un &ge jeune, des anomalies décrites
habituellement chez la personne agée. L’ activation immunitaire et I’inflammation pourraient y
jouer un role majeur. L’objectif général a été d’identifier les biomarqueurs pouvant étre inclus
dans le suivi des personnes nées VIH positif ayant une charge virale indétectable sous ARV
afin de permettre de prédire la survenue de I’immunosénescence.

Le suivi s’est déroulé sur 12 mois, entre 2020 et 2021 au CHU de Yaoundé pour le recrutement
des participants. Les échantillons de sang ont servi, a la Numération Formule Sanguine (NFS),
au lymphotypage T et le plasma extrait a servi a la détermination des transaminases, de la
créatinémie et de I’urémie, a la sérologie (CMV, EBV, Herpeés Simplex Virus -1/-2, Rubella
Virus, Tox, VHB, VHC), et au dosage des cytokines (IL-2, IL-6, IFN-y et TNF-a). Chez les
mémes participants les mémes biomarqueurs étaient dosés avec les mémes kits 12 mois plus
tard. Les données obtenues étaient analysées avec le logiciel XLSTAT version 2019 pour
Windows. Afin de ressortir la combinaison des biomarqueurs trouvée la plus pertinente pour
étudier I’'immunosénescence, une mesure numeérique appelée Z-score a été utilisée. Il permet
déja de catégoriser les participants en systéme immunitaire restauré et systeme immunitaire
sénescent.

Un total de 74 participants nés VIH positif, ayant une charge virale indétectable, sous
antirétroviraux et agés de 3 a 19 ans ont terminé 1’étude. Les résultats ont montré que I’age
moyen était de 9,05+5,09 ans avec une prédominance féminine. Durant le suivi, le ratio
TCD4/CD8 demeurait <1 (inversé), on observait une leucocytopénie, une thrombopénie, et
I’agent infectieux le plus retrouvé est passé de I’herpes simplex virus (93,24%) a P1 au
cytomégalovirus (95,95%) a P.. Les concentrations des cytokines (IL-2, IL-6, IFN-y et TNF-a)
étaient anormalement élevées, et a P> 81,08% des participants étaient anémiés, avec une
créatinémie a 10 pmol/l (valeurs normales 71-115 pmol/l). A Py, I’association Urée/TNF-a
(p=0,03) était positive alors que a P2 seul 1’association ASAT/TNF-a (p=0,02) était positive.
En utilisant le Z-score, 5 biomarqueurs (LTCD4", Leucocytes totaux, Plaquettes, I1L-2, INF-y)
ont été trouvés associés a une immunosénescence. Cependant, aucun de ces biomarqueurs, pris
séparément ne pourrait orienter sur le statut immunitaire des participants.

Mots Clés: Activation Immunitaire, Biomarqueurs, Inflammation, Immunosénescence,
PVVIH, Z-score.
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ABSTRACT

Antiretroviral therapy (ART) has significantly increased survival rates for people living with
HIV (PLWH), but has also led to the emergence of non-HIV-related comorbidities, accelerating
immune system aging or immunosenescence. Young individuals, especially those born with
HIV, often exhibit immunosenescence-related abnormalities at a younger age. Immune
activation and inflammation are thought to play a significant role in this phenomenon. This
study aimed to identify biomarkers that could be incorporated into the monitoring of HIV-
positive individuals born with HIV, with undetectable viral loads under ART, to predict the
occurrence of immunosenescence.

The survey was conducted between 2020 and 2021 at the Yaounde University Teaching
Hospital (YUTH) in Cameroon. Blood samples were collected for full blood counts (CBC), T-
cell phenotyping, and plasma extraction for determining transaminases, creatinine, urea,
serology (CMV, EBV, Herpes simplex virus 1/2, Rubella virus, Toxoplasmosis, HBV, HCV),
and cytokine levels (IL-2, IL-6, IFN-y, and TNF-a). The same biomarkers were measured in
the same participants 12 months later. Data was analyzed using XLSTAT software version
2019 for Windows. A Z-score was used to identify relevant biomarker combinations for
studying immunosenescence, allowing participants to be categorized as having either a restored
or senescent immune system.

A total of 74 HIV-positive individuals, aged 3-19 years, with undetectable viral loads under
ART completed the study. Results showed a mean age of 9.05 £ 5.09 years, with a female
predominance. From the first to the second sample, the average of the CD4:CD8 ratio remained
inverted (<1), leukopenia and thrombocytopenia were observed, and the most prevalent
infectious agent was herpes simplex virus (93.24%) at the first measure and cytomegalovirus
(95.95%) at the second measure. Cytokine concentrations (IL-2, IL-6, IFN-y, and TNF-a)) were
abnormally elevated, and at the second measure, 81.08% of participants were anemic, with
creatinine levels at 10 pmol/l (normal range: 71-115 pumol/l). At the first measure, a positive
association was observed between Urea and TNF-a (p=0.03) and at the second measure, a
positive association was observed between ASAT and TNF-a (p=0.02).

Using the Z-score, five biomarkers (CD4" T cells, Total Leukocytes, Platelets, 1L-2, and IFN-
v) were found to be associated with immunosenescence. However, no single biomarker, when
considered individually, could accurately predict the immune status of the participants.
Keywords : Biomarkers, Immune Activation, Inflammation, Immunosénescence, PLHIV, Z-
score.
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Le virus de I'immunodéficience acquise humaine (VIH) a été découvert en 1983, et
appartient au Groupe VI de la classification de Baltimore (Huraux, 2007). De par la
systématique, c’est un rétrovirus pour lequel il existe deux types: le virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) et le virus de I’immunodéficience humaine de
type 2 (VIH-2). Le type 1 qui présente les sous types M, N et O, est le plus répandu et
responsable de la pandémie actuelle. Le type 2 dont les sous-types A, B, C, D, E, F et G sont
présents majoritairement en Afrique sub-Saharienne et au Brésil (Girard et al., 2011). En 2021,
L’ Afrique subsaharienne porte le plus lourd fardeau de cette pandémie, avec plus de 25 millions
de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) parmi lesquelles 52% sont des femmes ( UNAIDS,
2022; Ebogo-Belobo et al., 2023).

Chez un individu infecté par le VIH, les 1°® semaines montrent que le virus s’attaque
principalement aux lymphocytes T (LT) Cluster of différenciation 4* (CD4) * situés au niveau
de la muqueuse intestinale. Il s’en suit une destruction de cette muqueuse avec passage dans le
milieu intracellulaire des produits d’origine bactérienne tels que le lipopolysaccharide (LPS),
les peptidoglycanes des bactéries a Gram négatif telques Escherichia coli, Acinetobacter
entrainant la mise en place du processus inflammatoire, avec production des tumor necrocis
factor alpha (TNF-a), interleukine (IL)-1 et interféron alpha (INF-a) par les macrophages
(Brenchley et al., 2006; Sandler et al., 2011). Ces cytokines vont activer la différenciation de
LT CD4* en LTCD4" de type T helper 1 (Th1) qui vont mettre en place une réponse cellulaire
avec production de I’TIL-2, TNF-q, et interféron gamma (INF-y) et en LTCD4" de type Th2 qui
vont produire principalement I’IL-6 (Zevin et al., 2016). Cliniqguement, cette période est
symptomatique et signes apparents, mais est souvent caractérisée par des candidoses buccales,
anémies et thrombopénies (Assane, 2018).

Le traitement antirétroviral (TARV) agit a différents stades de réplication du virus ayant
pour but le contréle la charge virale (CV) plasmatique du VIH chez la plupart des patients qui
y ont acces (Suhaib, 2014). Au Cameroun, en raison de I’implémentation de la politique Test
and Treat en 2016, la généralisation de la TARV a été faite a toutes les personnes infectées par
le VIH et ce quel que soit le stade de I’infection (CNLS, 2024). Le TARV a permis de prolonger
la durée de vie des patients en leur permettant d’avoir une CV indétectable, et un taux
satisfaisant des LT CD4", faisant ainsi passer cette infection mortelle en quelques mois, en une
maladie chronique, ce qui a fait exacerber la réponse inflammatoire produite contre cette
infection (Aureau, 2019). La réaction inflammatoire, mécanisme de la réponse immunitaire

innée, a pour principal objectif d’alerter le systéme immunitaire (SI) de la présence d’un
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élément étranger potentiellement pathogéne. Lorsque cette réponse est entretenue sur le long
terme, elle est souvent a I’origine des morbidités non-classant syndrome de I’immunodéficience
acquise (SIDA) (Alexandre, 2015). En effet, selon les travaux de Ozanne en 2017,
I’inflammation chronique et I’activation immunitaire (Al) chronique sous-jacente associées aux
facteurs comportementaux (prise de drogues diverses), au TARV, a la translocation
microbienne, a la réplication résiduelle du VIH, et aux co-infections virales (& Cytomégalovirus
(CMV), Epstein Barr Virus (EBV) ou Virus de I’hépatite C (VHC)), définissent un état
physiologique d’épuisement du S| connu sous le nom d’immunosénescence (Ozanne, 2017).

Avec les patients nés VIH positif, I’immunosénescence est précoce (Bamoulid et al.,
2015). En effet, soumises plus tot dans la vie au TARV, ces personnes présentent des anomalies
immunologiques, décrites habituellement chez les personnes agées, ceci pouvant traduire le
développement prématuré de nombreuses pathologies métaboliques et neurologiques (maladies
cardiovasculaires (MCV), le diabete et les cancers, principales complications devenues les
causes majeures de déces chez ces patients sous TARV), démontrant le vieillissement du Sl a
un age précoce (Carron, 2017). En plus de la prise quotidienne des antirétroviraux (ARV),
I’immunosénescence précoce est un fardeau lourd pour les PVVIH nées VIH positif, et la cause
majeure de leur déces. Cependant leur suivi n’est guére différent de celui des personnes ayant
contracté I’infection au cours de la vie, et elles meurent de maladies non-liées au VIH (Assane,
2018). Ce qui nous, a conduit a s’interroger sur les moyens de prévenir I’immunosénescence
précoce chez ces personnes. En clinique, il existe des outils d’aide au diagnostic, permettant de
prédire la survenue de tels événements connus sous le nom de score. On peut citer les scores
VACS (Veterans Aging Cohort Study), IRP (Immun Risk Phénotype), Framingham et le Z-
score. Ce dernier est régulierement appliqué dans différentes disciplines médicales pour évaluer
la survenue des phénomenes de santé (Guessous and Durieux-Paillard, 2010). Les précédentes
études ont déja mis en évidence certains biomarqueurs de I’inflammation et 1’ Al chronique, liés
a une évolution de patients nés VIH positif vers une immunosénescence précoce (Ozanne,
2017).

Notre équipe de recherche s’intéresse depuis des années a I’identification des marqueurs
biologiques non traditionnels pouvant expliquer le risque d’immunosénescence chez les
personnes vivant avec le VIH. La sélection de ces biomarqueurs était basée sur deux criteres :
la fiabilité de la mesure de ces marqueurs dans du plasma congelé, dans du sang total et leur

valeur prédictive.
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QUESTION DE RECHERCHE
Une activation persistante du systéme immunitaire et I’inflammation sous-jacente,
entrainent-elles le vieillissement précoce du systeme immunitaire chez les PVVIH nées VIH

positif ?

HYPOTHESE DE RECHERCHE
L’immunosénescence précoce chez les personnes nées VIH positif est due a I’activation

immunitaire et I’inflammation chronique.

OBJECTIFS
Objectif général

Identifier quelques biomarqueurs pouvant étre inclus dans le suivi des patients nés VIH
positif, afin de permettre la prédiction de la survenue de I’immunosénescence chez ces

personnes.

Objectifs spécifiques
1- Evaluer I’activation chronique (LT CD4*, CD8™), (Ac anti-CMV, Ac anti-EBV, Ac anti-
HSV-1/-2, Ac anti-Tox, Ac anti-Rubella virus, Ac anti-VHC, Ag-Hbs), (Leucocytes
totaux, Neutrophiles, Plaquettes, Monocytes) de la population d’étude.
2- Ressortir le profil cytokinique (TNF-a, INF-y, IL-2 et IL-6) de ’état inflammatoire chez

les participants a 1’étude.

3- Déterminer le profil des biomarqueurs biochimiques liés au dysfonctionnement de

certains organes (Transaminases, Créatinine, Urée, Hémoglobine).

4- Ressortir la combinaison des biomarqueurs trouvés pertinents pour I’étude de

I’immunosénescence des PVVIH nées VIH dans notre cohorte.
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. LES GENERALITES SUR L’INFECTION A VIH

I-1. Histoire de I’infection a VIH

L’histoire du SIDA débute en 1981 lorsque le Centre de Contrdle et de Prévention des
Maladies d’Atlanta est informé de 1’utilisation de la pentamidine dans les hopitaux de Los
Angeles pour traiter cinq jeunes atteints d’une forme particuliérement grave de pneumocystose
pulmonaire associée a un sarcome (Gottlieb et al., 1981). La survenue de cas similaires chez
les homosexuels, les toxicomanes et en Haiti a permis d’individualiser une nouvelle entité
clinique, se manifestant par une altération du Sl appelée SIDA (Cohen et al ., 2008).

L’épidémiologie d’emblée a suggéré une transmission par un agent pathogéne présent
dans le sang et ses dérivés comme le sérum et le plasma. L hypothése rétrovirale a été avancée
d’autant plus qu’il existait déja plusieurs modéles animaux de déficits immunitaires impliquant
cette famille de virus et que le human T-cell leukaemia virus | (HTLV-I) venait d’étre isolé chez
des malades atteints de leucémies et de lymphomes T humains (Cohen et al ., 2008). L’agent
causal du SIDA est le VIH-1 isolé pour la premiére fois par le virologue Luc Montagnier et son
équipe en 1983, est responsable de la pandémie actuelle. Un deuxieme virus appelé le VIH-2,
a été identifié en 1985 puis isolé en 1986 par Luc Montagnier et son équipe. Ce second virus

est présent essentiellement en Afrique de I’ouest et est aussi associé au SIDA (Huraux, 2007).

I-1.1. Taxonomie du VIH
Le VIH appartient & la grande famille des rétrovirus, qui comprend trois genres de virus
- Les oncovirus : associés a des leucemies et des cancers
- Les lentivirus : responsables des maladies a évolution lente. Le VIH fait partie de cette
sous-famille
- Les spumavirus qui sont identifiés chez de tres nombreux mammiféres, mais qui ne sont
responsables d’aucune pathologie connue a ce jour chez I’Homme ou 1’animal.

Il existe deux types de VIH : le VIH-1 et le VIH-2 (Girard et al., 2011).

Trois groupes distincts appelés groupe M, groupe N et groupe O ont été mis en évidence
au sein des VIH-1. Le groupe M est le groupe majoritaire et regroupe actuellement 9 sous-types
de virus non-recombinants : A, B, C, D, F, G, H, J et K. Le sous-type C est le plus répandu au
niveau mondial. L’épidémie francaise est surtout due au sous-type B et a d’autres sous-types

appelés CFR qui résultent des phénomenes de recombinaison génétique entre virus chez des
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patients infectés par différents sous-types de VIH-1. Les VIH des autres sous-types du groupe
M sont majoritairement retrouvés au sein de la population d’Afrique sub-Saharienne. De rares
isolats de virus des groupes N et O ont également été mis en évidence au sein de cette
population.

Les VIH-2 sont eux aussi classés en sous-types distincts : A, B, C, D, E, F et G et sont présents

majoritairement en Afrique sub-Saharienne (Girard et al., 2011).

I1-1.2. Structure du VIH

Comme tous les rétrovirus, le VIH est constitué d’une enveloppe externe, d’une
nucléocapside qui contient le matériel génétique du virus (Huraux, 2007). (Figure 1).

Bicouche lipidique
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Protéase
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inverse
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Figure 1: Représentation schématique du VIH-1 (https://www.futura-
sciences.com/sante/dossiers/medecine-sida-vaincre-vih-1696/page/4/)

L’enveloppe est originaire de la double membrane phospholipidique de la cellule ayant
produit les virions et dans laquelle viennent s’insérer des glycoprotéines (gp) d’enveloppe : la
gp120 (glycoprotéine externe) et la gp41 (glycoprotéine transmembranaire) pour le VIH-1. Ces
gp sont spécifiques de chaque type de virus (les gp d’enveloppe du VIH-2 étant la gp105 et la
gp36). Une matrice de protéines p17 tapisse la couche interne de 1’enveloppe et protége la zone
dans laquelle baigne la protéase, enzyme jouant un role clé dans 1’assemblage des néo-virus.

La capside protéique est majoritairement constituée de protéines p24. Elle contient la
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nucléocapside, le génome viral & I’acide ribonucléique (ARN) et le matériel génétique
nécessaire a la réplication du virus a savoir la réserve transcriptase (RT), I’intégrase et diverses
protéines régulatrices (Vif, Nef, Vpu, Vpr). Capside et nucléocapside sont de forme hélicoidale.
Le génome des rétrovirus est constitué de deux brins d’ARN simple brin. Chaque brin est
constitué entre autres de 3 génes : gag, pol et env qui codent respectivement pour les protéines
internes du virion (capside, nucléocapside, matrice), les enzymes nécessaires a la réplication
(RT, intégrase) et les protéines de surface des néo-virus (glycoprotéines d’enveloppe).

Les protéines de la matrice (p17), de la capside (p24) et de la nucléocapside (p7-p9)
proviennent de précurseurs protéiques Pr160 gag-pol, Pr55 gag, Pr40 gag et sont codées par le
géne gag (« Group Antigen »). Les protéines a activité enzymatique intervenant lors de la
réplication du virus dérivent d’un précurseur Pr160 gag-pol et sont codées par le gene pol. Il
s’agit de la RT, de I’intégrase et de la protéase.

Les gp120 et gp41 du VIH-1 dérivent quant a elles du précurseur Gpr160 env, lui-méme
codé par le géne env. Ces protéines de I’enveloppe jouent un réle important dans la
reconnaissance des cellules hotes par le virus et dans 1’effet pathogéne des VIH-1.

Des génes supplémentaires se trouvent entre ces trois principaux genes et codent pour
des protéines de régulation de I’expression virale qui peuvent altérer le fonctionnement des
cellules infectées par le virus (Girard et al., 2011).

La liste des génes du VIH est représentée dans I’ Annexe 13.

I-2. Epidémiologie de I’infection a VIH
I-2.1. Epidémiologie dans le monde

Depuis le début de 1’épidémie 40,1 millions de personnes ont eu une mort liée au SIDA.
En 2021, environ 650000 personnes sont décédées de mort liée au VIH dans le monde,
contrairement en 2010 ou on avait enregistré 1,4 million de décés non lié au VIH. En 2021,
environ 1,5 million de personnes étaient nouvellement infectées par le VIH, comparé a 3,2
millions personnes en 1996. Les filles et les femmes ont enregistré 49 % de nouvelles infections
en 2021. Depuis une décennie, on constate en effet un recul de 32 % du nombre de nouvelles
infections parmi les femmes et les filles et de 52 % chez les enfants. Mais comme toujours
I’Afrique demeure le continent le plus touché, surtout I’Afrique subsaharienne (UNAIDS,
2022). Une augmentation du nombre de cas était enregistrée passant de 36,9 millions de PVVIH
dans le monde en 2018 a 38,4 millions en 2021 (ONUSIDA, 2018; UNAIDS, 2022, 2023).

C’est aussi en Afrique subsaharienne que la séroprévalence a le plus diminué depuis

plus d’une décennie. L’ Asie est la deuxiéme région la plus touchée par la pandémie et le nombre
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de PVVIH a augmenté rapidement au Bangladesh. En effet, en Europe de I’Est, la pandémie est
malheureusement en trés forte croissance depuis une dizaine d’années, alors que les mesures
prises dans les autres pays du continent contiennent la pandémie (ONUSIDA, 2017). En
Afrique, la situation est alarmante car le VIH est la premiére cause de mortalité des adultes
depuis plusieurs décennies. Il atteint plus les femmes que les hommes, en 2014 on a noté 790000
personnes décédées de causes liees au SIDA (ONUSIDA, 2015). On estime qu’en fin 2016, 1,8
million de personnes ont été nouvellement infectées par le VIH, ce qui porte a 24,4 millions le
nombre d’africains qui étaient infectés par le VIH, cela représente plus des 67% de 1’ensemble
des cas a travers le monde (ONUSIDA, 2017) (Figure 2).
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Figure 2: Situation mondiale du VIH/SIDA (ONUSIDA, 2022)

I-2.2. Epidemiologie au Cameroun
Selon le rapport annuel de I’ONUSIDA 2018, le Cameroun est le deuxiéme pays le plus
touché de la Région de I'Afrique de I'Ouest et du Centre par I’infection a VIH. Au Cameroun,
en 2020, le VIH avait une prévalence de 3,9 % selon le CNLS et est responsable de nombreux
déces, environ 1,7 millions de personnes. (ONUSIDA, 2012; CNLS, 2021;CNLS, 2022).
Depuis 13 ans, cette prévalence est en baisse continuelle, allant de 5,5 % en 2004 a 3,4

% en 2017. Au cours du 1*" semestre de I’année 2018, sur les 1460408 de personnes dépistées
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pour le VIH, 48815 étaient positives, soit 3,34 %. Au 30 juin 2018, sur les 364977 adolescents
et jeunes &geés de 15 a 24 ans dépistés, 6955 étaient positives soit 1,91 %. Le taux de
séropositivité spécifique au sexe féminin était de 1,9 % contre 0,35% pour le sexe masculin
(CNLS, 2018). Selon les régions, la prévalence du VIH, allant de 6,3% dans la région du Sud a
1,5% dans la région de I’Extréme-Nord (Figure 3). (CAMPHIA, 2020). Pour la ville de
Yaoundé, la prévalence du VIH chez les adultes était de 4,4% et la suppression de la charge
virale de 41,1% (CAMPHIA, 2020). Les nouvelles infections du VIH en 2021 étaient de 14%
et la ville concentre le plus grand nombre de PVVIH, soit 89 677 personnes (17,95 %) de
I’estimation nationale (CNLS, 2022).
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Figure 3: Prévalence du VIH par région au Cameroun. (CAMPHIA, 2020)
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I-3. Voies de transmission du VIH

Le virus peut étre isolé de la plupart des liquides biologiques suivant : sang, sperme,
sécretions vaginales, lait maternel, salive, larmes, liquide céphalorachidien (LCR), urine
(Plantier et al., 2009).
% Transmission par voie sexuelle : Elle se fait par 1’intermédiaire des muqueuses
buccales, génitales ou rectales, lorsqu’elles sont en contact avec les secrétions sexuelles ou
le sang contenant le virus. Le risque de transmission virale varie selon la quantité de virus
présent dans les secrétions vaginales et dans le sperme et du type de rapport sexuel (Latora
et al., 2006).
% Transmission par voie sanguine : Avec I’amélioration des techniques de dépistage,
principalement lors des dons de sang, le risque de contamination lié a cette voie de
transmission est presque nul de nos jours. Cette voie de transmission est effectuée
principalement lors de la transfusion de sang ou de dérivés sanguins, de 1’exposition
percutanée a du sang infecté, ou de 1’usage des drogues par voie intraveineuse dans le cas
des toxicomanes (Plantier et al., 2009).
% Transmission de la mére a I’enfant: Elle est principalement observée lors de
I’accouchement mais aussi lors de la grossesse et de 1’allaitement. Sans traitement et avec
un accouchement naturel, le taux de transmission varie, entre 10 et 40 %. C'est pendant
I'accouchement que les risques d'infections sont les plus élevés. Un traitement et la pratique

éventuelle d'une césarienne peuvent faire réduire ce risque a 1 % (Linguissi et al., 2012).

I-4. Cycle de réplication du VIH

La réplication du VIH se fait dans les cellules de nombreux tissus et liquides biologiques
de I’organisme. Huit étapes clés constituent le cycle de réplication du VIH (Figure 4) :
reconnaissance et fixation du virus, fusion, décapsidation et transcription inverse, transport et
intégration, transcription et traduction, assemblage, bourgeonnement et pour finir, libération et

maturation du nouveau virus (Girard et al., 2011).
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Le Virus de I'Immunodeficience
Humaine est :
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Figure 4: Cycle de réplication du VIH-1( http://svt.ac dijon.fr/schemassvt/IMG/gif/cycl_vih_seb.gif)

Corécepteur

I-5. Diagnostic de I’infection a VIH
I-5.1. Manifestations cliniques de ’infection a VIH (Fener et Criton, 2018)

% Primo-infection

La primo-infection correspond a I’invasion du virus dans 1’organisme pendant une
période de 3 a 8 semaines, se situant juste aprés la contamination par le VIH, et au cours de
laguelle le nombre de virus augmente fortement, puis diminue rapidement grace a la réponse
immunitaire. L’augmentation de la virémie est corrélée a une lymphopénie T transitoire
rapidement compensée par une augmentation rapide des LT CD8" mémoire en 4 a 6 semaines

et une remontée des LT CD4" sur plusieurs mois (Figure 5). La clinique de cette phase est peu
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spécifique a I’infection a VIH avec de la fiévre, des adénopathies, des douleurs musculaires et
articulaires, des éruptions cutanées sur le tronc et le visage, des ulcérations buccales ou

génitales, des manifestations digestives ou encore une dysphagie douloureuse.

7

% Infection chronique

Elle correspond a la phase asymptomatique de la maladie avec une clinique absente ou
seulement marquée d’adénopathies et a I’inverse avec une biologie trés active liée a la
multiplication du virus. La durée de cette phase varie entre 2 mois et 10 ans en fonction de 1’état
général du patient et des résistances de son Sl.

Sur le plan biologique (Figure 5) : - des anticorps (Ac) anti-VIH apparaissent dans le
sang. lls définissent la séropositivité de 1’individu, peuvent bloquer la pénétration du VIH dans
les cellules saines par fixation sur certaines protéines virales mais n’entraineront cependant pas
la mort des cellules déja infectées. - des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) apparaissent dans
le sang : ils sont eux-mémes dirigés contre les cellules déja infectées. C’est la mémoire
immunitaire qui se met en route.

Au cours de cette phase, le Sl de I’individu combat I’infection en maintenant constant le
nombre de virus mais en épuisant petit a petit les taux de LT CD4*. Le nombre de variants d{
aux mutations augmente fortement. Une symptomatologie mineure peut apparaitre 10 a 12 ans
aprés la contamination : amaigrissement rapide, herpés extensif, sinusites ou infections
pulmonaires inhabituelles, diarrhée persistante. La CV augmente parallélement a la chute du
taux de LT CD4".

hombre de'pordemert du
*q contrdle par ke systéme immunitaire systeme imrmunitaie
destruction progressive des lymphocytes T
charge wrale
>~ variants du virus
3-8 semaines jusqu'a iz ars 2 34are
< _ > % Ca S >
prima infection phase asymptomatique SIDA

Figure 5: Evolution de la charge virale et des variants de I’infection a VIH (https://planet-
vie.ens.fr/thematiques/microbiologie/virologie/le-virus-du sida)
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«+» Stade SIDA

Il s’agit de la phase symptomatique majeure de la maladie caractérisée par un Sl
déborde.

Le nombre de virus augmente fortement avec une déplétion profonde de I'immunité cellulaire

(moins de 200 LTCD4*/mm?®), avec comme conséquence directe la survenue d’infections

opportunistes (candidoses, herpes, zona, tuberculose, pneumocystose, toxoplasmose...) et de

prolifération cellulaire malignes responsables de syndromes tumoraux (Sarcome de Kaposi,

lymphome B...) (Figure 6).
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Figure 6: Infections opportunistes en fonction du nombre de lymphocytes T CD4* (Girad et al., 2004)

I-5.2. Diagnostic biologique (Simpore et al., 2006)

R/

% Diagnostic indirect

Les protéines virales sont immunogenes donc inductrices d’Ac chez le sujet infecté. De

nombreuses méthodes existent pour le dépistage de ces Ac dans les laboratoires. On peut citer :

L’immunofluorescence ;

Les techniques immuno-enzymatiques : ce sont des techniques Enzyme-Linked Immuno-

Sorbent Assay (ELISA), elles regroupent deux techniques a savoir la technique ELISA

sandwich et compétition, les tests de diagnostics rapides ;

La radio immunoprécipitation Assay (RIPA) ;
Le western-blot (immuno-transfert);
¢+ Diagnostic direct (Tang et al ., 2016)

La détection des Ag du VIH par les techniques immuno-enzymatiques ;
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- L’isolement viral en culture. ;
- La détection des acides nucléiques viraux (quantification de I’ARN viral plasmatique par
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), amplification de 1’acide

désoxyribonucléique (ADN) proviral par réaction de polymeérisation en chaine).
I-6. Prise en charge antirétrovirale des infections a VIH

1-6.1. Généralités sur les antirétroviraux

Les cibles des traitements aujourd’hui disponibles sur le marché sont en lien direct avec
le cycle de réplication du VIH. lls sont virostatiques et n’entrainent donc pas la mort du virus,
ce qui justifie qu’aujourd’hui nous ne guérissons pas du SIDA. Les ARV sont des médicaments
qui agissent sur le VIH en interférant avec le cycle de réplication du virus (Figure 7). Les
molécules antirétrovirales disponibles depuis 2010 (Annexe 18) peuvent étre regroupées en 4
groupes suivant leurs modes d’action : les inhibiteurs de la transcriptase inverse subdivisés en
deux classes d’inhibiteurs : les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) et
les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de la
protéase (IP) et les inhibiteurs de fusion (IF), les inhibiteurs de I’intégrase (IIN) (Figure 7). Leur
finalité est 1’optimisation de la restauration immunitaire, en rendant la CV indétectable
permettant une diminution de la morbidité et la mortalité (Ozanne, 2017; Rodriguez et al.,
2021).
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Figure 7: Cycle de réplication du VIH et cible des ARV (Furtado, 1999)
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1-6.2. Choix thérapeutiques

En 2016, I’organisation Treatment Access Watch a émis de nouvelles recommandations
en faveur de I’initiation du TARYV pour tous PVVIH quel que soit son état clinique et/ou son
niveau de LT CD4" (Treatment Access Watch, 2016; WHO, 2016). Les nouvelles
recommandations qui évoquaient un bénéfice clinique et préventif étaient largement

influencées par les résultats d’essais cliniques (Insight Start Study Group, 2015).

I-6.3. Schéma thérapeutique

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), il existe des schémas de premiére
ligne, ceux de secondes et de troisieme lignes (OMS, 2006 a) dont le choix varie selon différents
éléments que sont : les caractéristiques individuelles, les interactions médicamenteuses, les
effets secondaires, la disponibilité des médicaments. On considére comme schéma de premiere
ligne tout protocole thérapeutique chez un patient naif de tout TARV. Toute substitution en cas
d’intolérance est aussi considérée comme schéma thérapeutique de premiére ligne (Khonkarly
et al., 2004; Natogoma, 2014). Les schémas thérapeutiques sont regroupés dans le tableau I ci-

apres.

a) Schéma thérapeutique de premiére ligne

La liste des protocoles thérapeutiques de premiéres lignes est présentée dans le tableau
I, page 15 (Natogoma, 2014).

Le protocole thérapeutique de premiére ligne préférentiel pour les patients infectés par
le VIH-2 ou co-infectés par le VIH-1 et le VIH-2 (ou patients infectés par le VIH-1 du groupe
O) est : Azidovudine (AZT)+ Lamivudine (3TC) + Efaverenz (EFV) ; AZT+ 3TC + Neévirapine
(NVP). Les protocoles thérapeutiques alternatifs sont : Ténofovir (TDF) +3TC+ EFV ; TDF
+3TC+ NVP ; Stavudine (D4T)+3TC+Indinavir (IDV/r); Abacavir (ABC) +3TC+IDVIr;
AZT+3TC+ABC) (Arts et Hazuda, 2012; Khonkarly et al., 2004).

Certains patients qui ont regu un TARV dans le passé mais I’ont interrompu pourraient
se representer dans les structures de sante. Une prise en charge effective leur sera assurée afin
de leur proposer le meilleur traitement. En 1’absence de suspicion de résistance aux ARV, le
traitement initialement re¢u pourra étre reconduit. S’il y a suspicion de résistance, il faut la
considérer comme un échec thérapeutique et proposer un schéma de deuxiéme ligne (Arts et
Hazuda, 2012; Ozanne, 2017). Pour la prise en charge des patients infectés par le VIH-2 ou co-
infectés par le VIH-1 et le VIH-2 (ou les patients infectés par le VIH-1 du groupe O), le choix

thérapeutique doit exclure les INNTI qui sont uniquement efficaces sur le VIH-1 excepté pour
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le groupe O. On utilisera les schémas thérapeutiques associant 2 INTI et 1 IP (Khonkarly et al.,
2004).

b) Schéma thérapeutique de deuxieme ligne

I1 est indiqué chez un patient en cas d’échec thérapeutique prouvé avec les médicaments
de la premiere ligne, il faudra reprendre I’éducation thérapeutique du patient et renforcer
I’observance avant d’envisager toute nouvelle ligne thérapeutique (Natogoma, 2014; Ozanne,
2017). Le protocole thérapeutique de deuxiéme ligne préférentiel pour les patients infectés par
le VIH-2 ou co-infectés par le VIH-1 et le VIH-2 (ou patients infectés par le VIH-1 du groupe
O) est: AZT+ 3TC + Lopinavir (LTR/r). Les protocoles thérapeutiques alternatifs sont :
AZT+3TC+ IDVIr ; DAT+3TC+IDV/r ; ABC +3TC+IDV/r (Arts et Hazuda, 2012).

c) Schéma thérapeutique de troisieme ligne
Il est recommandé chez un patient en cas d’échec thérapeutique prouvé avec les
médicaments de premiére et deuxiéme ligne. En cas d’échec pour causes diverses telles que
I’inobservance, il faudra reprendre 1’éducation thérapeutique du patient et renforcer
I’observance avant d’envisager tout traitement par des combinaisons diverses (Natogoma,

2014).

Tableau I: Récapitulatif des schémas thérapeutiques de 1% et 2"® lignes (Arts et Hazuda, 2012)

Schéma de la premiere ligne Schéma de la deuxieme ligne
INTI+ INNTI INTI+IP INTI+ 1IN
Protocole thérapeutique de premiere Protocole thérapeutique de seconde ligne
ligne

TDF+3TC EFV ouNVP  AZT+3TC AZT+3TC DTG

AZT+3TC EFV ou NVP TDF+3TC LPV/r TDF+3TC

ABC+3TC EFV ouNVP TDF+3TC ATVIr TDF+3TC RAL
AZT+3TC AZT+3TC

Légende : AZT : Azidovudine ; 3TC : Lamivudine ; LTR/r : Lopinavir ; IDV/r : indinavir ; D4T : Stavudine ; ABC :
Abacavir ; TDF :Tenofovir ; NVP : Nevirapine ; ATV/r : Atanavir ; DTG : Dolutogravir ; INTI : Inhibiteur
nucléosidique de la transcriptase inverse ; RAL : Raltegravir.
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I-6.4. Effets secondaires associés a la prise des antirétroviraux contre
I’infection a VIH
Egalement connu sous le terme effets indésirables. Il s’agit de toute réaction nocive et

non recherchée (éruptions, diarrhées, fatigue, vertiges) survenant de facon fortuite chez
certaines personnes soumises a un traitement par un ou plusieurs médicaments a des fins
thérapeutiques prophylactiques ou diagnostiques. (OMS, 2012).

Les TARV ont entrainé une diminution spectaculaire de la mortalité et de la morbidité
liées a I’infection par le VIH. Cependant I’administration sur le long terme de ces médicaments
entraine des effets indésirables qui peuvent méme compromettre la vie du patient. 1l est donc
important de connaitre les effets secondaires qui peuvent étre immédiats ou apparaitre a court
et long terme. On peut schématiquement distinguer les effets toxiques propres des ARV
(toxicité mitochondriale, troubles du métabolisme glucido-lipidique, effets sur la différentiation
cellulaire et la réaction d’hypersensibilité) et les effets indirects des associations des ARV avec
d’autre type de médicament (accidents cardiovasculaires liés aux troubles métaboliques) (OMS,
2012).

Cette toxicité est susceptible de compromettre la qualité de vie, I’efficacité des
traitements et quelque fois altérer la survie en raison de la morbidité associée. Ces risques sont
a I’origine d’une réflexion nouvelle sur les stratégies thérapeutiques :

% Le délai de mise en route des traitements ;
% Le débat sur les traitements séquentiels.

La prise en compte dans les choix thérapeutiques non seulement de I’histoire « virale »
mais aussi les antécédents métaboliques et des facteurs de risque cardiovasculaire du patient
(Euro Guidelines, 2003; OMS, 2006b).

On distingue : Les troubles digestifs, la lipodystrophie et anomalie de la répartition des graisses,
les troubles métaboliques, les toxicités mitochondriales, les atteintes cardiovasculaires, les

atteintes ostéo-articulaires et le syndrome de reconstitution immunitaire.

a) Effets secondaires digestifs
Ils sont les plus fréquents et précoces
- Nauseées et vomissements : tous les ARV peuvent entrainer les nausées et vomissements.
Conduite a tenir : Eliminer d’abord d’autres causes de nausées et vomissements. Si les troubles
sont mineurs, maintenir le traitement. Changer les molécules incriminées si les troubles sont
graves ou mineurs persistants plus d’un mois.

- Diarrhée : le Ritonavir et la DDI sont les plus incrimines.
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Conduites a tenir : Eliminer d’abord d’autres causes de diarrhée. Si les troubles sont mineurs,

maintenir le traitement. Changer les molécules incriminées si les troubles sont graves ou

mineurs persistants plus de six selles par jour. Si la diarrhée est importante avec plus de 6

selles/jour il faut changer la molécule en cause.

- Douleurs abdominales : peuvent étre dues a une pancréatite. Les médicaments en cause
sont : la DDI, le ritonavir, et la DDC. Sa mortalité reste trés élevée. Certains facteurs
prédisposent a la survenue de cette pancréatite (alcool, tabac, antécédents de pancréatite,
obésité, certains médicaments).

Conduite a tenir : changer la ou les molécules incriminées.

- Hépatite médicamenteuse : les molécules les plus incriminées sont la NVP, ’EFV, ’ABC
et ’'IDV

Conduite a tenir : arréter la ou les molécules et interdiction de les réintroduire ; le pronostic

est mauvais si ALAT >5N.

b) Effets secondaires cutanéo-muqueux

- Sécheresse de la peau et des muqueuses : elle est trés fréquente avec le traitement
comportant I’IDV

Conduite & tenir : maintenir une hydratation suffisante.

- Syndrome d’hypersensibilité : il peut étre modéré (six a huit semaines) et marqué par un
rash, une éruption maculo-papuleuse, une fievre ou une atteinte des muqueuses (conjonctive,
muqueuse buccale, cedéme laryngé avec dyspnée). Parfois il est grave et se traduit par le
syndrome de Lyell. Les médicaments les plus incriminés sont la NVP, ’EFV, I’ABC.

Conduite a tenir : arréter la ou les molécules et interdiction de les réintroduire (Guedj,

1999; Murphy et Gazzard, 2003).

c) Effets secondaires neurologiques

- Les manifestations centrales : elles sont a type de vertiges, trouble du sommeil,
cauchemars, altération de la concentration et de la mémoire, hallucinations. Ils sont dus le
plus souvent a I’EFV.

Conduite a tenir : dans les cas mineurs, il faut continuer le traitement sous surveillance. Ces

effets dépassent rarement les quatre premicres semaines. L’arrét du traitement s’impose dans

les cas séveres.

- Neuropathies périphériques : elles sont souvent fréquentes entre le 2°™ et le 6°™ mois du
traitement et peuvent persister et devenir invalidantes. Elles sont sensitivomotrices

ascendantes, symétriques. Le DAT, DDI et la DDC en sont les plus grandes pourvoyeuses.
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Conduite a tenir : substitution des médicaments en cause par d’autres en fonctions du schéma

thérapeutique.

d) Effets secondaires hématologiques
Tous les éléments figurés du sang peuvent étre atteints. Ils sont dosés et de durées dépendantes
(quatre a six premieres semaines). lls se manifestent en général par : une anémie centrale
macrocytaire (AZT) ou périphérique (IDV), une leuconeutropénie aprés 12 a 24 semaines
(AZT), une thrombopénie (AZT), une hémolyse (IDV).
Conduite a tenir : arréter le médicament incrimineé. La transfusion est recommandée dans les

cas séveres.

e) Effets secondaires néphro-urologiques :

- Lithiase urinaire : elle est surtout favorisée par les IP (IDV), cliniquement on note une
douleur du flanc, une hématurie et plus tard une insuffisance rénale.

Conduite a tenir : boire en moyenne 1,5I d’eau par jour et acidifier les urines.

- Néphrite interstitielle : elle peut étre induite par I’AZT.

f) Effets métaboliques

Ce sont les anomalies de la répartition des graisses. lls apparaissent en général apres plusieurs

mois de traitement.

- Lipodystrophie : Les médicaments responsables sont les IP, L’AZT, la DDI). Les atteintes
ne sont pas influencées par les regles hygiéno-diététiques. Elle semble rare chez la race noire.

Il'y a quatre formes cliniques : la lipoatrophie (atrophie du visage, des fesses et des membres),

la lipohypertrophie (abdomen, dos, sein, viscéres), I’hypotrophie et I’hypertrophie.

Conduite a tenir : Remplacer I’IP par la NVP ou I’ABC en cas d’hypertrophie. Chirurgie

esthétique, technique médicale : new fil (acide polylactique).

- Troubles glucidiques : Les IP sont les plus incriminés. lls associent une intolérance au
glucose, un hyperinsulinisme et un diabéte secondaire dans 10 % des cas.

Conduite a tenir : elle est identique a celle du diabéte sans VIH.

- Troubles lipidiques : lls se manifestent par une élévation du taux des triglycérides et du
cholestérol total. Les molécules incriminées sont les IP, d’ou le dosage du taux des lipides
avant inclusion et une fois par an sous IP. S’il y a un facteur de risque (Hypertension
artérielle, diabéte, sédentarité, obésité, tabagisme), il faut faire le bilan lipidique tous les six

mois.
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Conduite a tenir : Adopter un régime hypocalorique et associer les fibrates, faire de I’exercice

physique, éviter le tabac et 1’alcool.

- L’acidose lactique : Elle est une complication rare mais extrémement sévere des traitements
par les IN. Elle est une altération du catabolisme glucidique vers ’acide lactique par
obstruction du cycle de Krebs. Le tableau clinique comprend souvent des troubles digestifs
: nausées, vomissements, douleurs abdominales et diarrhées conduisant a une altération de
I’état général avec dyspnée et défaillance multi viscérale (cardiaque, rénale, hépatique, ou
neurologique). Dans ces acidoses lactiques severes, la valeur du taux de lactate se situe au-
dela de 5 mmol/l et le pH est inférieur a 7,37 mmol/l. Le diagnostic d’acidose lactique impose
I’interruption du traitement et le transfert en unité de soins intensifs pour un traitement

symptomatique.

g) Atteintes osseuses :

- L’ostéoporose : Le role des ARV reste controversé. La prévalence de 1’ostéoporose chez les
patients VIH positif est supérieure a celle de la population générale : 2 a 10 % chez les
patients VIH positif et inférieure a 2 % chez les patients non infectés. Aucun cas de fracture
pathologique n’a été notifi¢ dans la littérature.

Conduites a tenir : Apporter du calcium, lutter contre la dénutrition, faire une activité physique

raisonnable.
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1. ACTIVATION IMMUNITAIRE AU COURS
DE L’INFECTION A VIH

Le terme « activation immunitaire » décrit l'activation des éléments cellulaires du Sl,
qui peut a son tour conduire a une inflammation généralisée. Elle est actuellement caractérisée
par I'expression des marqueurs cellulaires ou solubles issue des réponses immunitaires innées

ou adaptées (Assane, 2018).

I1-1. Processus d’activation immunitaire

Lorsqu’un pathogéne pénétre dans 1’organisme, la 2"% ligne de défense du Sl fait appel,
entre autres, aux LT. Les LT proviennent des cellules souches présentes dans la moelle osseuse,
au cours du processus appelé hématopoiese. La maturation des LT dans le thymus conduit a la
production de LT naifs qui vont gagner la circulation sanguine. L’ Antigéne (Ag) étranger, en
association avec les molécules du complexe majeur d’histocomptabilité, est présenté par les
cellules professionnelles présentatrices d’Ag aux LT naifs. Si le T cell receptor du LT naifs
reconnait I’Ag, le processus d’activation est initié et consiste en la différenciation des LT naifs
et en leur prolifération en cellules effectrices spécifiques (LT effecteurs) et en cellules
mémoires (Figure 8). Ces LT activés sont alors capables d’éliminer les cellules infectées par le
pathogéne (LT CD4" auxiliaires et LT CD8" cytotoxiques pour la réponse antivirale) (Ozanne,
2017).

Lymphocytes T nails

Contact avec
antigéne

& ACTIVATION b

(‘ Diffarenciation et \)
pro|ifération

r

Lymphocytes T effectaurs Lymphocytes T
(auxilinires, cytotoxigues) méemolires

Figure 8: Activation des lymphocytes T (Ozanne, 2017)
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I1-2. Activation immunitaire lors de I’infection par le VIH

Aujourd’hui, la thérapie de combinaison antirétrovirale ou combination antiretroviral
therapy (CART) a permis une augmentation considérable de 1’espérance de vie des PVVIH
(Smiley et al., 2021). Ce passage a la chronicité de I’infection a VIH traitée a montré une Al
résiduelle et persistante (Assane, 2018).

Les causes de cette activation ainsi que sa persistance sont multifactorielles, mais les
principales causes documentées sont :

- L’impact direct de Uinfection par le VIH (réplication résiduelle ) et les ARV (niveau
d’immunodépression lors de Dinitiation des ARV) : En effet, il existe une production
occasionnelle de virions par les cellules réservoirs, ce qui entraine une virémie résiduelle qui
peut soit dépendre de I’infection de novo d’une cellule, méme abortive, par ces virions
(Paccumulation de rétrotranscrits méme 1’introduction de 40 copies lors d’un cycle
d’infection incomplet, induit I’apoptose ou la pyroptose via la voie des caspases), soit de la
CART du patient ;

- La toxicité des ARV : En effet, ’augmentation de la survie a pour conséquence
I’augmentation de la durée d’exposition a ces thérapeutiques, et donc a leur potentielle
toxicité a long terme. Des études ont montre de fortes associations entre certains traitements
et la survenue de comorbidités non liées au VIH ;

- La translocation microbienne (persistante sous traitement ARV efficace) est également
trés décrite comme cause de I’Al : La translocation microbienne est le passage d’un agent
microbien commensal ou d’une partie de celui-ci d’'une muqueuse dans la circulation
générale en I’absence d’infection manifeste. Elle peut ainsi induire une activation du Sl
pouvant se traduire par des taux circulants de CD14 soluble, de protéine intestinale de liaison
aux acides gras (I-FABP) et de lipopolisaccharide-binding protein (LBP) élevés. La
présence de LPS circulant est un autre marqueur de translocation microbienne ;

- Les réactivations et coinfections virales (CMV, EBV, HTLV-1 et 2, VHB, VHC) favorisée
par la lymphopénie des LT CD4" : En effet, la baisse du niveau de LT CD4" au cours de
I’infection a VIH peut induire la réactivation et la réplication de certains virus comme le

VHC, le CMV et le EBV (Ozanne, 2017; Kundura et al., 2021).
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I1-3. Marqueurs de ’activation immunitaire au cours de I’infection a VIH

11-3.1. Lymphocytes T CD4*

C’est I’un des paramétres immunologiques utilisés pour la prise en charge et le suivi des
patients infectés par le VIH. Le nombre absolu de LT CD4" circulants dans le sang périphérique
est utilisé a cet effet. Pour les distinguer des autres lymphocytes, on pratique un immuno-
marquage avec des Ac anti-CD4 et des Ac anti-CD3 fluorescents, on compte les cellules
marquées par cytométrie de flux (technique de numération automatique) (Huraux, 2007).

La baisse du niveau de CD4" au cours de I’infection a VIH peut induire la réactivation
et la réplication de certains virus comme le VHC, le CMV et EBV, et en réponse a la
prolifération persistante des cytokines IL-2 par exemple, ce qui ménera a la différenciation de

cellules T effectrices pro-inflammatoires, contribuant ainsi a I'Al (Assane, 2018).

11-3.2. Ratio lymphocytaire T CD4/CD8

Au cours de I’évolution de I’infection par le VIH, il survient une lymphopénie T CD4*
responsable d’une diminution du ratio lymphocytaire T CD4/CD8. Avant ’avénement de la
gigathérapie, un ratio lymphocytaire T CD4/CD8 abaissé était associé a la progression de la
maladie (Mbakam et al., 2020). Il a été montré une association entre ce ratio lymphocytaire et
I’Al systémique (immuno-activation) chez des patients ayant une CV indétectable (Serrano-
Villar, 2013; Alexandre, 2015). Une inversion du ratio lymphocytaire T CD4/CD8 chez des
patients avec une CV indétectable, €tait associ¢e a des marqueurs de maladies associées a 1’age
(comorbidités) : athérosclérose, infra-clinique (Augmentation de 1’épaisseur intima-media),
diminution du débit de filtration glomérulaire (ONUSIDA, 2009; Serrano-Villar, 2014).

La persistance d’un ratio lymphocytaire T CD4/CD8 abaissé était associée a une
augmentation de la mortalité non liée au VIH (Serrano-Villar, 2014). 1l semble donc qu’au
cours de I’infection & VIH, la persistance de ce ratio CD4/CD8 abaissé soit prédictive
d’événements morbides indépendants du virus, ainsi que d’une activation chronique
lymphocytaire T. Cela suggere la necessité de surveillance de ce paramétre en plus des
parameétres habituellement controlés (LT CD4*) dans la mesure ou ce ratio CD4/CD8
représente 1’unique marqueur pronostique de la maladie (Assane, 2018; Rodriguez etal ., 2021).

Valeurs normales des lymphocytes T CD4/CD8: Il y a normalement 1500 a 4000
lymphocytes/ul dont 70% de LT (soit 60% de LTCD4" et 40% de LTCD8"). Ainsi, le taux de
LT CD4" est normalement supérieur & 600 cellules/mm?3. Le taux de LT CD4"* et LTCD8" peut

varier d'une mesure a l'autre en raison de la variabilité du nombre de lymphocytes circulants.
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La numération de ces cellules est le parametre irremplacable du déficit immunitaire (Huraux,
2007).

11-3.3. Réplication virale

La CV désigne la quantité d’/ARN plasmatique du VIH, réalisée par RT-PCR. Elle
mesure la virémie et/ou I’indétectabilité, si le TARYV est efficace. Elle s’exprime en nombre de
copies/ml ou en Log (base 10). Il existe, comme dans tout systéme de quantification biologique,
un seuil en dessous duquel la RT-PCR ne peut quantifier le virus, on dit alors que la CV est
indétectable. Ce seuil varie d’un appareil et/ou d’un kit a un autre (Tang et al., 2016). En
dessous de ce seuil, I'indétectabilité ne signifie pas que le virus ne soit pas présent dans
I'organisme et qu'il ne soit pas infecté, mais juste qu'il est présent en quantité infime. La mesure
de la concentration plasmatique de I'ARN du VIH évalue l'intensité de la réplication du virus
dans l'organisme qui se situe en fait non dans le sang mais dans les organes lymphoides. Le
niveau de réplication du virus, évalué par la CV, est le parametre le plus précis et le plus précoce

pour prédire 1’évolution clinique ultérieure (Simpore et al., 2006).

11-3.4. Anomalies hématologiques (Hie, 2017)
Au cours de l'infection a VIH, les anomalies hématologiques peuvent concerner toutes
les lignées sanguines. Les plus fréquentes correspondent cependant a des cytopénies qui sont

quasi constantes a un stade évolué de I'infection.

%+ Cytopénies d'origine centrales par insuffisance médullaire
Leurs causes sont multiples et souvent multifactorielles : infections opportunistes, infiltration
de la moelle, toxicité médicamenteuse, atteinte spécifique du VIH, comme le suggere certaines
anomalies médullaires. L'anémie est la complication hématologique la plus fréquente au cours
de l'infection par le VIH. Elle est habituellement normochrome normocytaire (61 %) et
macrocytaire dans 6 % des cas et a régénérative. L'anémie méme modérée est considérée
comme un Véritable facteur de risque de surmortalité chez les patients VIH positifs. La
leuconeutropénie est la deuxieme manifestation hématologique la plus rencontrée. Elle

concerne plus la lymphopénie et la neutropénie.
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% Cytopénies périphériques
Parmi les cytopénies périphériques observées chez les personnes infectées par le VIH,

les thrombopénies immunologiques sont les plus fréquentes et correspondent a une destruction
périphérique accélérée des plaquettes.

11-3.5. Co-infections et réactivations d’infections

L’infection par le VIH favorise les infections exogenes ou la réactivation d’infections
jusqu’ici contrdlées, avec la lymphopénie CD4*. Les co-infections les plus retrouvées sont
celles a hépatites virale B et C, a candida, a CMV, la pneumocystose, la toxoplasmose. Avec
I’affaiblissement du Sl, les réactivations concernent plus la tuberculose, et les virus oncogenes
que sont les herpes virus, responsables de la maladie de Kaposi, des lymphomes non

hodgkiniens, et les virus du papillome humain pour les cancers de I’utérus et de 1’anus
(Kundura, 2021).
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I, INFLAMMATION AU COURS
DE L’INFECTION A VIH

Malgré le succés des TARYV dans le controle de I’infection a VIH et la possibilité pour
les PVVIH de vivre longtemps et en bonne sante, beaucoup d'entre elles (en particulier celles
qui commencent un TARYV aprés l'apparition d'une infection chronique) ont un SI stimulé qui

entraine une inflammation persistante dans I'organisme (Ozanne, 2017).

I11-1. Inflammation

La réponse immunitaire est I'ensemble des mécanismes biologiques mis en place par
I’organisme afin de maintenir la cohérence des cellules et des tissus qui le constituent et
d'assurer son intégrité. L’inflammation compte parmi les réponses orchestrées par le Sl face a
une agression. En effet, le SI met en place des mécanismes de défense que sont I’immunité
innée, réaction immédiate mais non spécifique, et I’immunité adaptative, plus tardive mais
spécifiquement dirigée comme I’Ag a éliminer. L immunité innée est la premiére ligne de
défense de ’organisme. Le premier mécanisme mis en place est la barriére que constitue le
revétement cutanéo-muqueux dont I’efficacité physique est renforcée par des facteurs
mécaniques d'expulsion, la production de facteurs bactéricides et une barriere biologique
constituée de la flore bactérienne saprophyte non pathogéne en compétition métabolique et
physigue avec les pathogénes externes. En cas de dommage du revétement cutanéo-muqueux,
il y’a passage des agents infectieux dans |’organisme et instauration d'une réponse
inflammatoire (Febvre-James, 2019).

L'inflammation est la réponse immédiate de I'organisme a une Iésion de ses tissus et
cellules causée par des pathogenes, des stimuli dangereux ou une blessure physique (Aureau,
2019). Le processus inflammatoire se manifeste par de la rougeur, de I'enflure, une
augmentation de la température, une perte des fonctions physiques normales et de la douleur.
Et pourtant, I'inflammation est essentielle a la santé. Sans elle, les plaies et les infections
n'auraient aucune chance de guérir (Institut de Recherche en Santé du Canada). La réaction
inflammatoire qui est observée dans le phénomene de défense de 1’organisme est marquée par
une cascade d’événements biochimiques qui s’associe a une modification du profil
immunologique synonyme d’activation cellulaire (Bricaire et Valantin, 2011).

L'inflammation se présente sous forme aigué ou chronique. L’inflammation temporaire
qui a lieu pendant les infections de courte durée utilisee pour mobiliser la réponse immunitaire

et les ingrédients servant a la création de millions (voir de milliards dans certains cas) de
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nouvelles cellules. Toutefois, I’inflammation chronique associée a une infection persistante,
comme celle causée par le VIH, peut nuire aux systemes organiques et provoquer leur lente
dégradation (Figure 9) (Institut de Recherche en Santé du Canada). Au cours de I’infection a
VIH, une activation forte du SI se met en route des la primo-infection afin de faire face a
I’infection, aboutissant a la production des multiples cytokines, pro- et anti-inflammatoires. En
effet, I’association de I’infection par le VIH avec un environnement pro-inflammatoire est
décrit depuis le début de 1’épidémie, avec des taux plasmatiques augmentés d’IL-6, de TNF-a,
de sCD14, de sCD163, de la C-réactive protein... faisant suite a la reconnaissance du virus par
des <« senseurs >, situés a la surface ou dans le cytoplasme des cellules de I’'immunité innée
(Aureau, 2019).

Inflammation aigue

Dommage tissulaire Réponse immunitaire Réponse immunitaire
Infection innée adaptative

Inflammation
chronique

- Fibrose

- Auto-immunité

. ; - Cancer

Résolution
de

l'inflammation

Figure 9: Installation de I’infection chronique (Febvre-James, 2019)

I11-2. Cytokines

Les cytokines sont de petites protéines sécrétées et utilisées principalement pour réguler
le SI. Elles peuvent étre produites par plusieurs types de cellules, bien que faisant généralement
partie du SI, comme les macrophages, les LT, mais aussi les cellules stromales. Les cytokines
sont des messagers solubles qui assurent les communications entre les cellules du SI. Il existe
de nombreux sous-groupes de cytokines, comme les interleukines, les chimiokines, les IFN ou
encore les lymphokines (Abbas et al., 2014)

La phase aigué de I’infection est marquée par une activation des macrophages et des LT

CD4" qui vont produire une quantité importante de molécules pro-inflammatoires. Celles-ci
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comprennent IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, LPS, TNF-a, INF-y et diverses chimiokines (notamment
CXCL10). La production de ces médiateurs inflammatoires est responsable d’une Al soutenue
(Aureau, 2019).

111.2.1. TNF-a

Le TNF-a est produite par les macrophages, les cellules dendritiques résidentes et les
mastocytes. Sa synthése favorise 1’activation du Sl et la réplication virale. Le TNF-a stimule
I’expression de molécules d’adhérence et la production de chimiokines par les cellules
endothéliales permettant le recrutement des leucocytes sanguins (neutrophiles, éosinophiles,
monocytes ou les Natural Killer (NK)) vers le foyer inflammatoire. 1l active aussi les systémes
microbicides des phagocytes et est mitogéne pour les LT et B (pour la mise en place de la
réponse adaptative si la réponse innée n’est pas suffisante a la résolution de I’inflammation).
Enfin, le TNF-a active la production des facteurs de croissance, qui seront indispensables a la
réparation du tissu endommageé (Ozanne, 2017).

111.2.2. 1L-6

Essentiellement sécrétées par les macrophages, mais aussi les lymphocytes, les
fibroblastes, les monocytes et les cellules endothéliales, son action se situe sur plusieurs niveaux
(activation des lymphocytes, activation de la coagulation, induction de la synthése des protéines
hépatiques agissant lors de la phase aigué¢ de I’inflammation, modulation de 1’hématopoiese,
régulation de la température, régulation du métabolisme osseux, induction de la reconstruction
nerveuse apres une lésion). L’IL-6 s’éléve aussi au cours des infections virales et des syndromes
inflammatoires non infectieux. Elle favorise le recrutement de monocytes sanguins vers les

tissus et la production des protéines de la phase aigué par les hépatocytes (Resch et al., 2003).

11.2.3. 1L-2

Lors de la réponse immunitaire, les cellules présentatrices d’Ag activent les LTCD4".
Une fois activés, les LTCD4" sécrétent I’TL-2 et se différencient en lymphocytes auxiliaires de
Th1l ou Th2 ainsi que la différenciation en LT mémoires effectrices. L’IL-2 est utilisee
principalement entre les lymphocytes. L’IL-2 est utilisée pour traiter certaines
immunodéficiences comme celles causées par le VIH ou pour amplifier les réponses

immunitaires trop faibles contre certains cancers ou infections (Rosenberg, 2014).
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111.2.4. INF-y

Lorsque des cellules sont infectées par un virus, bactérie, un champignon ou méme un
protozoaire, elles produisent des IFN, de puissantes molécules antivirales qui protégent les
cellules avoisinantes de I’infection et permettent ainsi de limiter la propagation du virus dans
I’organisme. L’interféron de type IT ou INF-y est synthétisé principalement par les LT activés
(Thl et CD8"), et les cellules NK. L’INF-y est impliqué dans la régulation des réponses
immunes et inflammatoires. 1l posséde des propriétés antivirales et anti-tumorales et
potentialise les effets des interférons de type I. Lors de sa production par le Thl, 'INF-y
participe au recrutement des leucocytes au site de I’infection, concourant ainsi a la réaction
inflammatoire (Maarafi et al., 2020).

L’Al et I’'inflammation chronique entrainent, a terme, un épuisement des capacités du
Sl et son vieillissement prématuré chez les PVVIH. La senescence immune représente une
détérioration progressive du Sl caractérisée essentiellement par un dysfonctionnement des
cellules lymphocytaires T a travers un changement de leur statut d’activation et de leur profil
sécretoire par les cytokines pro-inflammatoires. Cette détérioration du Sl est fortement associée

au vieillissement et & I’infection par le VIH (Ozanne, 2017).
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IV.  IMMUNOSENESCENCE AU COURS
DE L’INFECTION A VIH

L’immunosénescence est une altération croissante du Sl liée a 1’age, qui se caractérise
par une perte d’efficacité du SI (immunité innée et/ou adaptative) (Berrut et al., 2015).

Le Sl subit des altérations fonctionnelles avec 1’age concomitant de la diminution de
volume de tous les organes lymphoides. Ce déclin du Sl avec 1’age (vieillissement du Sl),
appelé immunosénescence, correspond a un état de dérégulation affectant de multiples niveaux
de réponses immunitaires et contribuant a une augmentation de la susceptibilité des sujets agés
aux maladies infectieuses, a 1’auto-immunité, au cancer et a la baisse de la réponse vaccinale.
L’ immunosénescence n’est pas une détérioration immunitaire inévitable et progressive mais
plutot un remodelage ou certaines fonctions sont réduites alors que d’autres sont conservées
voire augmentées (Crétel, 2010).

Dans la population générale, I’'immunosénescence semble débuter chez les personnes agées
de 70 ans et plus. Elle est caractérisée par :

- Une diminution du nombre de LT CD8" effecteurs

- Une absence d’expression du CD28, témoignant de LT CD8" sénescents

- Un raccourcissement des télomeres et une perte de 1’activité télomérase

- Une sécrétion majorée de cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a...) (Aureau, 2019).

C’est ainsi que I’étude de nombreux parametres immunitaires a permis d’identifier
comme facteurs prédictifs de vieillissements du SI une plus grande fréquence de
LTCD8+CD28" une faible réponse proliférative, un rapport CD4/CD8 (<1), un nombre de
lymphocytes B2 diminué et une séropositivité pour le CMV/(Poli et al., 2016).

Ces dernieres années, avec I’introduction des TARVs, I’infection par le VIH est devenue
une maladie chronique et la population VIH montre de plus en plus une fragilité et un
vieillissement précoce du Sl, avec une incidence élevée de syndromes gériatriques. Plusieurs
facteurs, spécifiques aux patients VIH-positifs, semblent prédisposer cette population a un
exces de fragilité : - Les effets de I’inflammation chronique de I’infection par le VIH (méme en
cas de contr6le virologique optimal). - L’initiation retardée des CART- La toxicité des premiers
TARV - La poly-comorbidité -Les co-infections -Le tabagisme -Le bas niveau socio-

économique et éducatif (Aureau, 2019).
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IV-1. Physiologie de I’immunosénescence chez les PVVIH

L’Al et I’inflammation chronique entrainent, a long terme, un épuisement des capacités
du Sl et son vieillissement prématuré. La senescence immune, qui représente une détérioration
progressivement du Sl, est marquée essentiellement par un dysfonctionnement des LT a travers
un changement de leur statut d’activation (déplétion du pool de LT naifs et I’inflation du pool
de LT mémoires, de différenciation terminale) et de leur profil sécrétoire par les cytokines pro-
inflammatoires (INF-y, I’'IL-6 et TNF-o) (Pinti et al.,2016). Cette détérioration du SI est
fortement associée au vieillissement et a I’infection par le VIH (Rolland et al., 2011). Le
vieillissement des PVVIH et la diminution de la mortalité liée au SIDA ont conduit a
I’augmentation de la proportion du nombre de décés des PVVIH imputables aux comorbidités
non liées au VIH.

Comme le présente la figure 10 ci-dessous, les dysfonctionnements du Sl que sont

I’activation, I’inflammation ne peuvent étre identifiés par des marqueurs (Ozanne, 2017).

Translocation

iCTohIen R Replication residuelle du

WIH
Facteurs de risques . -
traditinnnelsq: CO-IHTBEIlm:.-‘- (T,
Age, VHC*)
Drogues,
=  Toxicité di aux
traitemenis. ..

: '

Deplétion immunitaire et immunosénesceD

COMORBIDITES NON LIEES AU WVIH
(Cardiovasculaires, cancers, troubles rénaux, diabéte,
troubles neurocognitifs._.)

S - Cytomegalovirus / HCW - Virus de 'Hepatite C

Figure 10: Interactions entre 1’activation immunitaire, la sénescence et I’inflammation (Ozanne, 2017)
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IV-2. Aspects cliniques de ’immunosénescence chez les PVVIH

L’efficacit¢ des TARV a transformé I’infection a VIH en une maladie chronique
caractérisée par un état persistant d’inflammation et d’Al. Les PVVIH deviennent ainsi plus
susceptibles de développer des événements non liés au VIH, malgré une CV indétectable, tels
que I’athérosclérose, 1’ostéoporose, le syndrome métabolique, les troubles neurocognitifs, la
stéatose hépatique, I’insuffisance rénale et certains types de cancers(Assane, 2018). Des études
ont montré que I’inflammation chronique et I’Al, lors de I’infection par le VIH contrélée, ont

été retrouvées impliquées dans plusieurs de ces comorbidités non liées au VIH (Aureau, 2019).

% Maladies cardio-vasculaires

Les PVVIH semblent présenter un risque augmenté de développer une MCV en
comparaison avec la population générale, et ce malgré la présence d’'un TARV. C’est 1’une
des causes les plus fréquentes de déceés chez les PVVIH sous ARV prolongé (Ozanne, 2017 ;
Aureau, 2019). L’infection VIH en elle-méme semble étre a I’origine d’une augmentation du
risque de MCV chez les patients séropositifs. En effet, le VIH lui-méme et I’inflammation qu’il
induit sont des facteurs de risque des MCV, apres ajustement des autres facteurs connus
(Althoff et al., 2014).

% Syndromes métaboliques

Le syndrome métabolique est caractérisé par 1’association d’une augmentation du
périmetre abdominal, d’une hypertension artérielle, d une intolérance au glucose et d’anomalies
métaboliques telles qu’une dyslipidémie. Les principaux facteurs de risque favorisant
I’apparition d’un syndrome métabolique dans la population générale sont constitués de
I’insulino-résistance, de 1’obésité mais aussi de la présence de facteurs génétiques, d’une
sédentarité, de I’age, de modifications hormonales et d’un état pro-inflammatoire. Le diabéte
est une maladie chronique affectant 9% de la population mondiale en 2014 et dont la prévalence
chez les personnes infectées par le VIH se situe entre 2 et 14% (Ozanne, 2017 ; Aureau, 2019).

Certaines études ont montré que la prévalence du diabéte chez les PVVIH se situait a 6
% au Cameroun (CAMPHIA, 2017). La plupart des études ont montré que la prévalence et
I’incidence du diabete étaient plus élevées chez les PVVIH sous ARV par rapport aux personnes
non infectées par le VIH (CAMPHIA, 2017; Mbaga et al., 2022). L’exposition aux ARV
particulierement les IP ou les INRT est un facteur de risque, méme s’il reste encore trés discuté
(Echecopar-Sabogal et al., 2018).
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% Troubles de la fonction rénale

La détérioration de la fonction rénale est courante chez les PVVIH. L'expérience clinique
a montre que les personnes infectées par le VIH présentent souvent un ou plusieurs facteurs de
risque concomitants de néphropathie chronique tels que I’hypertension, le diabéte sucré, la co-
infection par le VHC. L’activation immune et DI’inflammation chronique ainsi que
I’immunosénescence, participent également a 1’atteinte rénale dans cette population de fagon

plus spécifique (Ozanne, 2017 ; Aureau, 2019).

% Troubles cognitifs

Les pathologies neurologiques dans la population VIH positive étaient principalement
représentées par des complications infectieuses dues au SIDA, sous forme de démence associée
au VIH, de myélopathie et neuropathie périphérique. Le systéme nerveux central est une cible
importante du VIH, cependant la biodisponibilité des antirétroviraux réduite au niveau du
systéme nerveux central, peut y expliquer la persistance d’une certaine réplication virale active

(Aureau, 2019).

% Cancers

Une augmentation significative du risque de cancer a été observée chez les PVVIH malgré
un contrdle efficace de I’infection sous ARV, et les cancers classant et non classant SIDA sont
méme devenus la principale cause de décés chez les PVIH par rapport a la population générale
(Ozanne, 2017). Les patients atteints du VIH sont plus exposés aux cancers notamment le
sarcome de Kaposi (cancer des vaisseaux sanguins cutanés et des muqueuses de la bouche, du
nez et de I'anus) (Njiki et al., 2015), et les lymphomes (Njiki et al., 2022). Plusieurs études ont
rapporté des associations significatives entre des niveaux élevés des marqueurs d’activation
lymphocytaires B et le risque de lymphomes non-hodgkiniens non liés au VIH, incluant les
cytokines, chimiokines et les récepteurs solubles (Vatic et al., 2020).

Les facteurs de risque les plus importants dans le développement de cancers non classant
SIDA sont 1’age, le délai par rapport au diagnostic, le tabagisme et les co-infections avec
certains virus oncogéniques comme I’EBV, Human Papillomavirus, Human Herpes Virus 8 et
les VHB et C (Aureau, 2019).

% Infections
Plusieurs études ont suggéré une association entre vieillissement immunitaire, morbidité
et mortalité infectieuse chez le sujet agé. Les infections des personnes agées sont plus séveres,

souvent létales, les présentations cliniques atypiques avec des symptémes non spécifiques
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rendant le diagnostic difficile et souvent retardé. Ce sont surtout les micro-organismes a
développement intracellulaire qui font appel a la protection par immunité cellulaire qui sont
impliqués avec plus particulierement des réactivations d’infections chroniques virales (herpes
virus, varicelle—zona-virus), bactériennes (tuberculose), parasitaires ou mycosiques (candidose)

et plus rarement d’infections opportunistes (Crétel, 2010).

IV-3. Anomalies biologiques de ’immunosénescence chez les PVVIH

Compte tenu de la chronicité de la maladie et des incidences biologiques du traitement,
I’OMS recommande un suivi biologique régulier des patients VIH positifs. Le bilan biologique
constitue le témoin en temps réel d'une part de I'efficacité et de la tolérance du traitement et

d'autre part de I'évolution de I'infection (Talom, 2005).

IV-3.1. Anomalies hématologiques

Les anomalies hématologiques au cours du VIH surviennent chez presque tous les
patients en cours d’évolution. Elles sont la résultante des conséquences de I’immunodéficience
et/ou de la dérégulation du Sl, des complications des infections (bactériennes, virales ou
fongiques), des effets secondaires des traitements multiples et du réle direct du virus sur certains
progéniteurs hématopoiétiques et les cellules sanguines (Diakité et al., 2017; Keita et al., 2022).
Classiquement I'évolution par le VIH s'accompagne de la diminution progressive des chiffres
d'’hémoglobine, des leucocytes et des plaquettes. Ces anomalies sont non seulement dues a
I'action directe du VIH lui-méme, mais aussi a de nombreuses drogues anti-infectieuses (Talom,
2005) :

0,

% Anémie

C'est la complication hématologique la plus fréquente au cours de l'infection par le VIH.
De nombreuses études au monde rapportent une fréquence de 63 % a 95 % au stade SIDA
déclare et 15 a 20 % chez les patients seropositifs. L'incidence de I'anémie augmente avec
I'aggravation du déficit immunitaire. Elle est habituellement normochrome normocytaire

(61%), microcytaire (31%) et macrocytaire dans 6 % des cas ; et arégénérative.

¢+ Leuconeutropénie
C'est la deuxiéme manifestation la plus rencontrée : 60 a 75 % des patients stade SIDA
déclaré et 20 a 40% des séropositifs. La lymphopénie est le témoin de I'évolutivité de I'infection.

Elle peut étre précédée au stade de primo-infection par un syndrome mononucléosique.
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La lymphopénie CD4" est un marqueur de la progression du déficit immunitaire. Elle
permet de prédire la survenue d'infections opportunistes ou de néoplasies et d'orienter leur
diagnostic (par exemple la toxoplasmose cérébrale ou la cryptococcose meningée apparaissent
lorsque le taux de cellules CD4" est inférieur ou égal a 100 celluless/mm?. La neutropénie est
surtout d'origine toxique médicamenteuse. Elle est sans signification clinique sauf en cas de
maladie maligne associée qui nécessitera une chimiothérapie. La neutropénie peut étre due a

I'atteinte de la production et/ou a I'augmentation de la destruction des leucocytes (Talom, 2005).

% Thrombopénie

Fréguemment rencontrée au cours de l'infection a VIH: 5 a 15 % des patients
séropositifs. Elle apparait tres tot au cours de I'évolution et semble cependant n'avoir pas
d'influence notable sur I'évolution clinique. Elle est souvent isolée et peut étre transitoire. Le
plus souvent d'origine périphérique (auto-Ac anti-plaquettes et complexes immuns circulants)
elle est associéee a la présence d'immunoglobulines liées aux plaquettes (Talom, 2005).

IV-3.2. Anomalies biochimiques

Les analyses biochimiques sont d’une importance capitale dans le dépistage, le
diagnostic et le suivi des malades. Il s’agit d’un ensemble de procédures chimiques permettant
d’estimer les quantités des constituants des liquides biologiques (sang, urines, épanchements,
sécrétion, etc..). Les parameétres biochimiques sont tres nombreux et varient suivant les organes

et les pathologies a explorer (Kone, 2018) :

% Créatinémie

Le dosage de la créatinine plasmatique est tres utilisé pour apprécier la fonction rénale.
La créatinémie dans I’organisme provient de la dégradation de la créatine qui est d’une part
contenue dans 1’alimentation, d’autre part produite par 1’organisme (principalement localisée
dans les muscles) (Kone, 2018).

En pratique, peu de médicaments antirétroviraux sont elimines exclusivement par le rein.
Dans l'insuffisance rénale, les concentrations plasmatiques sont généralement augmentées.
Cette augmentation peut étre responsable d'une majoration des effets pharmacologiques et
cliniques et de l'apparition de phénoméne toxique ; d'ou la nécessité d'une adaptation de
posologie selon la clairance de la créatinine, si possible en fonction du poids du malade. La
surveillance de la créatinémie tous les trois a quatre mois au cours du traitement est donc

indispensable (Soussoubie, 2013).
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% Urémie
C’est la concentration de I'urée dans le plasma. Elle est comprise entre 2,5 et 7,5 mmol/I
chez le sujet adulte normal. Le dosage de ’urée est I’un des dosages les plus fréquemment
effectués. Il permet en une premiére approximation de rechercher une insuffisance rénale avec

le dosage concomitant de la créatininémie (Kone, 2018).

% Transaminases (ALAT/ASAT)

La fonctionnalité du foie peut étre mesurée par les enzymes appelés transaminases
(ASAT/ALAT) qui sont des enzymes intracellulaires intervenant dans le métabolisme des
acides aminés et des acides cétoniques, et dont le réle est de transférer un groupe amine lors de
nombreux processus chimiques se déroulant au niveau hépatique.

Les transaminases glutamo-oxaloacétique encore appelées aspartate amino-transférase
(ASAT) ; elles se retrouvent principalement, par ordre décroissant, dans les organes suivants :
ceeur, foie, muscle squelettique, reins, pancréas, globules rouges et plaquettes. Les
transaminases glutamo-pyruvique ou alanine amino-transférase (ALAT) retrouvee
principalement, par ordre décroissant, dans les organes ci-apres : foie, reins, coeur, muscles
squelettiques. L’augmentation des transaminases dans le sang signale une cytolyse, c’est-a-dire
une destruction cellulaire, principalement dans le cceur ou le foie. Leur activité s’éléve au cours
de I’infarctus du myocarde et de fagon trés importante, au cours de toutes les hépatites
(d’origine virale, médicamenteuse ou toxique). Leur activité s’éleve également en cas de

maladie atteignant les voies biliaires et au cours des cancers du foie (Soussoubie, 2013).

1\VV-4. Scores

Chague jour, un praticien utilise dans sa routine des scores cliniques. Ces scores sont
souvent des aides a la décision médicale. Tout médecin est confronté a des scores cliniques
(SC) qui sont des outils sur lesquels s’appuie le praticien et qui guident sa démarche diagnostic.
Encouragé par la médecine préventive et de la médecine fondée sur les preuves. Leur usage est
facilité par le recours a des interfaces de plus en plus attractifs qui permettent de les calculer
avec une facilité déconcertante (Guessous and Durieux-Paillard, 2010).

Les scores se sont avéres étre pour de nombreux médecins un outil pour la confirmation
d’un diagnostic ou pour établir un diagnostic différentiel. Dans certains cas, les scores ont
permis une prise de conscience du niveau de sévérité d’une pathologie chez un patient (Decaux,
2023).
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De nombreux scores cliniques sont accessibles sur internet. 1l faut savoir apres analyse les

critiquer et prouver par des criteéres de validations qu’ils sont valides et utilisables en médecine

génerale (Robleda, 2015).

a) Validation des scores cliniques

Un SC se construit sur la base d’un échantillon de population. La validation interne consiste
a déterminer ses qualités lorsqu’il est appliqué a I’échantillon en question. La validité externe
consiste a déterminer ses qualités lorsqu’il est appliqué a un autre échantillon de la méme

population (Tripepi et al., 2010).

% Validation interne
On distingue deux aspects dans la validation interne : la discrimination et la calibration.

- La discrimination d'un test est la capacité d’un score a séparer les sujets qui présentent
ou non la maladie. Elle est liée a la sensibilité et a la spécificité d’un test. C’est donc
une qualité fondamentale des scores diagnostiques, puisqu’ils visent a déterminer
I’absence ou la présence d’une maladie ( Guissous et Durieux-Paillard, 2010; Robleda,
2015).

Avec la discrimination, le score distribue dichotomiquement (malades/pas malades) les patients
de fagon correcte, il faut déterminer la calibration.

- La calibration est la comparaison entre le nombre d'événements predits et le nombre
réellement observé. Cela consiste a déterminer dans quelle mesure le risque prédit est

proche du risque réel ( Guissous et Durieux-Paillard, 2010; Robleda, 2015).

0,

% Validation externe
Elle consiste a déterminer les qualités du score clinique lorsqu'il est appliqué a un autre
échantillon de la méme population (reproductibilité du score) ou d'une population différente

(transportabilite) (Guissous et Durieux-Paillard, 2010).

b) Autres critéres statistiques utilisés pour évaluer un score clinique

- Les valeurs prédictives qui dépendent a la fois de la sensibilité et de la spécificité du
SC, mais aussi de la prévalence de la maladie.

- Le degré de signification de la p value : permet d’affirmer avec plus ou moins de
conviction qu’il y a une différence, mais en aucun cas il ne nous renseigne sur

I’importance de cette différence. La valeur de p dépend de la différence observée entre
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les deux groupes et de la taille d’échantillon. Un p <0,05 signifie que la différence
constatée entre les deux groupes n’est pas due au hasard. On parle de différence
significative. p <0,05 signifie qu’il y’a une différence significative, p >0,05 signifie
qu’il n’existe pas de différence significative.

- L’indice de reproductibilité « Kappa » : Le test statistique non paramétrique Kappa (K)
de Kohen est utilis¢é dans les études de reproductibilité qui nécessitent d’estimer
I’agrément entre deux ou plusieurs cotations lorsqu’on étudie une variable discontinue.
Le coefficient Kappa est un nombre réel, sans dimension, compris entre -1 et 1. La
reproductibilité du score sera d’autant plus élevée que la valeur de Kappa est proche de
1. L’interprétation sera la suivante : Faible = 0,21- 0,40 ; Moyen = 0,41- 0,60 ; Bon =
0,61- 0,80 ; Excellent > 0,81 ( Robleda, 2015).

c) Les scores cliniques diagnostiques de I’infection a VIH
Des scores ont été développes afin d’obtenir un pronostic sur les comorbidités et la mortalité

des patients agés infectés par le VIH.

% Score VACS
Dans la population infectée par le VIH, comme il a été décrit précédemment un score
d’évaluation de la vulnérabilité spécifique a la population VIH-positive a été établi en 2015 : le
VACS Index, qui inclue certains criteres spécifiques comme le taux de LT CD4", la CV du
VIH, la présence d’une co-infection par le VHC, des marqueurs hépatiques, rénaux et

hématologiques, les D-dimeres, et le taux de CD14 soluble (Aureau, 2019).

% Score IRP
Dans la population non infectée par le VIH, un score a été développé pour prédire la
mortalité et la morbidité des personnes en bonne santeé : le score IRP. Ce score a €té créé a partir
d’un cluster de parametres incluant le rapport CD4/CD8, le taux de lymphocytes naifs,
I’expansion des CD3*CD28 circulants et la sérologie positive pour le CMV. L’IRP a été défini
chez des personnes agées de 85 ans qui ont été suivis pendant 2,4 ou 6 ans afin d’observer la

survenue du déces (Ozanne, 2017).

% Z-score
Les praticiens convertissent souvent les scores bruts en Z-scores, une échelle de scores

standardisée connue de tous. Au-dela de leur aspect standardisé, les Z-scores intéressent les
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praticiens parce qu’ils leur permettent de distinguer, en comparant le score du patient a un score
seuil (« cut-off score »), les performances « normales » des performances « pathologiques ».

Il permet donc de dichotomiser la distribution de patients en deux catégories de score, a
I’aide de I’interprétation de la performance et en la classant de maniére binaire : performance
normale vs. performance pathologique ou déficitaire (Aguert & Capel, 2018).

Plusieurs critéres permettent de dire qu’une personne est fragile aux VIH parmi
lesquels : la perte de poids, une instabilité de la tension artérielle, une susceptibilité aux
infections.

Au Cameroun, en pratique courante, ces parametres ne sont que tres peu considérés pour
le suivi des patients. Aussi bien qu’il n’existe en pratique courante, aucun score de vulnérabilité
pour les PVVIH appliqué, réunissant les paramétres sociodémographiques, cliniques et

biologiques.
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MATERIEL

I-1. Matériel biologique et de collecte des données socio-démographiques et cliniques
Pour la présente étude, du sang total veineux a été collecté dans des tubes contenant

I’anticoagulant Ethylene Diamine Tétra Acétique (EDTA).

Une fiche technique (Annexe 4) etait utilisée pour chaque participant, dont la premiere partie

permettait de collecter les données socio-démographiques, la seconde les données cliniques et

la troisieme les données biologiques. Le dossier médical permettait de compléter certaines

informations.

I-2. Matériel de prélevement et d’analyse au laboratoire

RS

% Des tubes EDTA, des aiguilles, une glaciere, une centrifugeuse, un spectrophotomeétre
((UV/Visible Kenza-Max), un minuteur, Le kit de dépistage des VHB 5 en 1 Combtest
(S/P) (Nantong, Diagnostic Biotechnologyco., China) pour le dépistage de I’infection a
VHB, Le kit One Step Rapid Test HCV AB Test Cassettes (S/P) (Hightop Boitech, China)
pour le dépistage de I’infection a VHC.

% Le Kit Diagnostic Rapid Epstein Barr (EB)-1gM antibody (Bioneavan co.LTD., Beijing)
pour le dépistage de I’infection a EBV.

% Le kit One Step TORCH IgM/1gG (TOX IgM/IgG, RV IgM/IgG, CMV IgM/IgG, HSV-I/-II
IgM/1gG (Bioneavan co.LTD., NO.18 Ke YuanLu, GongYeKaiFaQu, HuangCunZhen
AaXing County, Beijing) pour la séroprévalence des co-infections.

% Les kits ELISA de RayBiotech pour le dosage des cytokines.

% Une perforeuse, un vortex, un cytometre a flux et son équipement de type Becton
Dickinson, pour le phénotype des lymphocytes T.

% Un agitateur magnétique, portoir, un automate Mindray BC-30 et son équipement pour le
comptage des éléments figurés du sang.

% Pour le dosage de ’ALAT/ASAT le kit Cromatest Linear ALAT/GPT BR IFCC, méthode
enzymatique UV cinétique (Linear chemicals, S.L.U. Joaquim Costa 18 22 planta. 08390
Montgat, Barcelona, Spain), Pour le dosage de la créatinine, le kit Cromatest Linear
Creatinin, méthode cinétique colorimétrique temps fixe (Linear chemicals, S.L.U. Joaquim
Costa 18 22 planta. 08390 Montgat, Barcelona, Spain).

% Pour le dosage de I'urée, le kit Uree/BUN BR Uréase/GIDH Methode enzymatique UV

cinétique (Linear chemicals, S.L.U. Joaquim Costa 18 22 planta. 08390 Montgat,

Barcelona, Spain) a été utilise.
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METHODES

I1-1. Diagramme synoptique du protocole de recherche

Echantillonnage (n=92 participants)

‘ Notice d’information lu et consentement, de 1’assentiment pour I’adolescent ou du consentement parental

o

Non

‘ Recrutement des participants (n=74 participants)

[ Non inclus (n=18 pnarticinants)

¥

Profil sociodémographique des participants :
Age sexe, statut matrimonial, consommation
d’alcool, de tabac, de drogues

v

N

Profil clinique des participants: Seérologie
VIH-1/-2, traitement (date de début, protocole
initial, modification du schéma thérapeutique),
co-infections, comorbidités et la CV.

Deux (2) tubes EDTA de 5 ml de sang : a I’inclusion dans I’étude (P1) et 12 mois plus tard (P2)

L

Obijectif spécifique 1 :
Mesurer ’activation chronique

v

‘ Réaliser la NFS ‘

Déterminer les taux de LT CD4*, LT CD8*
et le ratio lymphocytaire T CD4/CD8

v

Rechercher les marqueurs des coinfections
(AgHbs, Ac anti-VHC, Ac anti RV, Ac anti Tox,
Ac anti HSV-1/-2, Ac anti CMV, Ac anti-EBV)

&

Objectif spécifique 2 :
Dresser le profil de I’état pro-inflammatoire

\’

Quantifier les cytokines pro-inflammatoires :
IL-2, IL-6, INF-y et TNF-a

~\
Obijectif spécifique 3 : Ressortir le profil des
biomarqueurs biochimiques liés au
dysfonctionnement des organes )

v

Dosage sanguin des parameétres biochimiques :
Urée, Créatinine, ALAT et ASAT, Hémoglobine

Objectif spécifique 4 : Ressortir des combinaisons de biomarqueurs trouvés pertinents

v

4

- Faire des combinaisons des différents
marqueurs de I’immunosénescence.
- Ressortir la combinaison la plus pertinente

Comparer la combinaison de ces marqueurs
d’activation immunitaire, d’inflammation et
d’immunosénescence a des scores connus

Figure 11: Diagramme synoptique du protocole de recherche
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11-2. Echantillonnage
11-2.1. Type et sites de I’étude

C’était une étude longitudinale sur une cohorte dont le suivi a été réalisé sur douze mois
(12 mois) allant 20 Novembre 2020 au 20 Novembre 2021 au Centre Hospitalier et
Universitaire de Yaoundé (CHUY) ; les activités ont été réalisées sur différents sites :

- Le Centre de Traitement Agréé (CTA) du CHUY pour le recrutement des participants ;

- Le Laboratoire de Biochimie du CHUY pour les analyses biochimiques ;

- Le Laboratoire d’Hématologie/ Banque de sang du CHUY pour la numération formule
sanguine ;

- Le Centre d’Etude et de Controle des Maladies Transmissibles ou Centre for the Study
and Control of Communicable Diseases (CECMT ou CSCCD) de la Faculté de
Médecine et des Sciences Biomédicales de 1I’Université de Yaoundé | a été utilisé pour
le stockage des échantillons sanguins, I’immunophénotypage et la quantification des
cytokines ;

- Le Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de 1I’Université de Yaoundé

| pour la recherche des marqueurs viraux et parasitaire ;

11-2.2. Population d’étude
Les échantillons sanguins et les paramétres socio-démographiques et clinques ont été
obtenus des personnes nées VIH positif et venus en consultation au CTA du CHUY. lIs ont été

choisis sans distinction de sexe, d’age, et de tribu, d’apres les critéres suivants :

Criteres d’inclusion

- Etre né séropositif au VIH, sous TARV ;

Avoir une charge virale indétectable au moment de I’inclusion a 1’étude (< 50 copies
d’ ARN/ul) ;

Donner son assentiment pour 1’adolescent agé de 12 a 20 ans ;

Obtenir le consentement parental pour 1’enfant 4gé de 0 & 20 ans ;

Donner son consentement éclairé pour les personnes agées de 21 ans et plus ;

Critéres de non inclusion
- Ne pas étre né séropositive au VIH ;
- Ne pas pouvoir donner son assentiment pour 1’adolescent 4gé de 12 a 20 ans ;

- Ne pas pouvoir obtenir le consentement parental pour I’enfant 4gé de 0 a 20 ans ;
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- Ne pas avoir donner son consentement éclairé pour les personnes agées de 21 ans et plus ;
Criteres d’exclusion au cours de ’étude
- Abandonner le TARV ;

Ne plus avoir une bonne réponse virologique (CV indétectable) 12 mois plus tard ;

Ne pas avoir d’échantillon de plasma a 12 mois ;

Ne pas respecter les rendez-vous de consultation ;

Etre perdu de vue.

11-2.3. Taille de I’échantillon
Un échantillonnage non probabiliste a été utilisé, afin de permettre & un grand nombre

de patients remplissant les critéres d’inclusion, de participer a 1’étude.

11-3. Procédure de collecte des données

11-3.1. Données socio-démographiques et cliniques
A P’inclusion dans 1’étude, pour chaque personne, une fiche technique a été dressée a cet
effet (Annexe 4). Aprés que le participant ait lu la notice d’information, compris le contenu
(Annexe 5 et Annexe 6) et signé la fiche du consentement éclairé (Annexe 7 et Annexe 8), de
I’assentiment pour I’adolescent (Annexe 9 et Annexe 10) ou du consentement parental (Annexe
11 et Annexe 12), quelques questions lui étaient posées. Les informations manquantes étaient
complétées avec le dossier médical du concerné.
Les paramétres recherchés étaient les suivants :
+ Démographiques (age, sexe) qui étaient regroupés selon la classification OMS reprise
par Elizabeth Glaser Pediatric AIDS foundation (OMS, 2014; Elizabeth Glaser
Pediatric AIDS Foundation, 2018) ;
% Sociologiques : consommation d’alcool, tabac et d’autres drogues ;
% Cliniques : comorbidité, durée d’indectabilité de la CV, date de dépistage, co-
infections, stade de I’infection a VIH, type de VIH, le protocole thérapeutique ;
Pour collecter I’ensemble de ces parameétres, deux rencontres avec le participant ont été

nécessaires lors des consultations au sein du service, espacées de 12 mois.
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11-3.2. Prélevements

Dans 2 tubes EDTA de 5ml chacun, du sang veineux a été prélevé, entre 7h et 11h du
matin et maintenu a température ambiante (15-30° C). En fin de journée, tous les échantillons
obtenus étaient transportés au CECMT, accompagnés des fiches techniques correspondantes.

Ces prélevements et examens ont été réalises sur les mémes personnes a I’inclusion de
I’étude (P1) et 12 mois plus tard (P2).

Le sang total a servi a I’immunophénotypage T, et la Numération Formule Sanguine
respectivement a 1’aide du systéme facscount, I’automate Mindray BC-30. Aprés centrifugation
du sang total a I’aide d’une centrifugeuse de marque Universal 320 R, le plasma a été extrait a
partir d’une micropipette et aliquoté. Une partie a servi au dépistage des infections a travers la
recherche des marqueurs infectieux telques 1I’AgHbs, les Ac anti-EBV, Ac anti-VHC, Ac anti-
RV, Ac anti-Tox, Ac anti-HSV-1/-2, Ac anti-CMV, Ac anti-EBV a partir des cassettes de
diagnostic suivant le principe d’immunochromatographie et a 1’analyse biochimique par le
spectrophotometre. L’autre partie était congelée pour des analyses ultérieures notamment le
dosage des cytokines par la technique ELISA (IL-2, IL-6, INF-y et TNF-a), des marqueurs

biochimiques que sont 1’urée, créatinine et les transaminases par spectrophotométrie.

11-3.3. Détermination du taux de lymphocytes T CD4* et T CD8*
¢ Principe de I'immunophénotypage

L’ immunophénotypage des LT a été réalisé en utilisant le systéme facscount. Ce
systeme a été congu spécifiquement pour le comptage absolu des LTCD3*, LTCD4" et LTCD8"
dans le sang total non lavé et non lysé. Ce systéme a nécessité des tubes de réactifs de types
twin-tubes préts a I’emploi. Le premier tube a déterminé le nombre absolu de LT
auxiliaires/inducteurs (CD4/CD3 vert) en utilisant une combinaison de deux couleurs d’Ac, un
Ac anti-CD3 humain monoclonal couplé a un colorant en tandem phycoérytrine et un Ac
monoclonal anti-CD4 humain conjugué a de la phycoérytrine. Le second tube a déterminé le
nombre absolu de cellules T cytotoxiques/suppresseurs les deux tubes ont donnés aussi le
nombre absolu des cellules T CD3* ainsi que le ratio lymphocytaire T CD4/CD8 (Mbakam et
al., 2020). Le nombre de LT CD4*, CD8" et le ratio lymphocytaire T CD3" CD4* / CD3"CD8
* ont été déterminés par le Facscount (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, California,

USA) représenté a I’annexe 21.
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« Procédure de P'immunophénotypage

La procédure utilisée a été decrite par Okomo et collaborateurs en 2011 (Okomo et al.,
2011). Les echantillons de sang ont été recueillis dans les tubes EDTA puis ont été
homogénéisés pour mélanger convenablement le sang. Pour chaque échantillon, le kit de réactif
a eté codé et placé dans le poste de travail a la température ambiante. Ensuite les tubes de
réactifs ont été homogeénéises en position renversée pendant 5 secondes et en position droite
pendant 5 secondes. Puis les tubes de réactifs ont été ouverts a 1’aide de la station de percage,
refermés et maintenus en positon verticale. Dans chacun des tubes de réactifs (CD4/CD3 et
CDB8/CD3) 50 ul de sang total ont été introduit, les tubes ont été fermés et passés a 1’agitateur
pendant 5 secondes aprées quoi, le mélange a été incubé dans la station de travail pendant 60
Minutes au moins, a 25°C a I’obscurité pour permettre le marquage au fluorochrome. Une fois
I’incubation terminée, les tubes ont été décapuchonnés et 50 pul de solution de fixation (5 % de
formaldéhyde) ont été pipetés dans chaque tube de réactif. Les tubes de réactifs ont été de
nouveau encapuchonnés, et passés verticalement a 1’agitateur pendant 5 secondes (Dambaya et
al., 2019). Apres étre passés a I’agitateur, le comptage des cellules a été réalisé par le passage
des tubes dans 1’appareil Facscount d’abord le tube CD4/CD3 puis le tube CD8/CD3 (Okomo
etal., 2011).

< Interprétation des résultats
Il existe deux classifications pour décrire la progression de l'infection VIH, fondées
sur les manifestations cliniques et les anomalies biologiques mais celle qui a été utilisé pour
interpréter les résultats de la présente étude est celle de I’OMS, 2006 et est consigné dans le
Tableau Il (OMS, 2006a).

Tableau IlI: Interprétation des résultats des paramétres de I'immunophénotypage (OMS, 2006 a)

Cellules Valeur (Cellules/mm?®) Indications
Lymphocytes TCD4* 500-1600 Pas de déficit
350-499 Immunodépression modérée
200-349 Immunodépression avancée
<200 Immunodépression sévére
Lymphocytes TCD8* 100-1200 Pas de trouble
>1200 Inflammation
<100 Lymphopénie T CD8"
Ratio lymphocytaire <1 Trouble
CD4/CD8 >1 Pas de trouble
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11-3.4. Détermination de la population cellulaire sanguine
< Principe de I’hémogramme

L’hémogramme a été réalisé a 1’aide de 1’automate Mindray BC-30 (Annexe 21) qui
utilise le principe par impédance, méthode de référence. Une suspension de sang dans un diluant
conducteur était aspirée et passée entre deux électrodes, chaque cellule sanguine qui n’était pas
conductrice, entrainait une baisse de la conductivité électrique, la chute de tension est
proportionnelle a la taille de la cellule et ces impulsions sont comptées (BD Biosciences 2350
Qume Drive San Jose, CA, 2000; Hien, 2010).

< Procédure
C’est celle décrite par Bernard et collaborateurs en 1998 (Bernard et al., 1998). Le tube
contenant I’échantillon était placé sur un agitateur magnétique puis décapuchonné, par la suite
les identifiants du participant étaient introduits dans la machine. Ensuite le tube contenant
I’échantillon était introduit dans un cylindre pendant une dizaine de minutes aprés quoi retiré

et décapuchonné (Bernard et al., 1998).

< Interprétation des résultats
Les valeurs de référence de la numération globulaire et des constances hématologiques

utilisées sont illustrées dans le tableau 111 (page 45) ont été utilisés (Bernard et al., 1998).

Tableau I11: Valeurs de référence de la numération globulaire et des constantes
décrites par Bernard et al., 1998

Parametres Nouveau-nés Enfants Hommes Femmes
GR (108/mm?) 5-6,2 3,6-5 4,5-6 4-5,4
HG (g/100ml) 14-20 12-16 13-18 12-16

Hte (%) 44-62 36-44 40-54 35-47
VGM (U8, fl) 100-120 79-93 85-95 85-95

TCMH (pg) 31-37 26-32 27-32 27-32

CCMH (%) 32-36 32-36 32-36 32-36
GB (103/mm3) 10-25 4-10 4-10 4-10

PNN (103/mm3) 1,5-7 1,5-7 1,5-7 1,5-7
PNE (103/mm?) <1 <0,5 <0,5 <0,5
PNB (103/mm?) 0-0,1 0-0,1 0-0,1 0-0,1
Monocyte (103/mm?) 0,1-1 0,1-1 0,1-1 0,1-1
PQ (103/mm?) 150-400 150-400 150-400 150-400

Légende : GR : Globules Rouges ; HG : Hémoglobine ; Hte : Hématie ; VGM : volume globulaire moyen ;
GB : Globules blancs; PNN : Polynucléaires Neutrophiles; PNE : Polynucléaires Eosinophiles; PNB:
Polynucléaires Basophiles ; PQ : Plaquettes
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11-3.5. Dépistage des infections virales et parasitaire

La liste du matériel utilisé pour la réalisation du dépistage a été consignée a 1I’Annexe
19.

a) Sérologie du VHB (Patassi et al., 2015).

Selon les instructions du fabricant du VHB 5 en 1 Combtest (S/P) (Nantong, Diagnos
Biotechnologyco., China) pour le dépistage de I’infection 8 VHB, One Site HBV- 5 Rapid Test
est un test immunochromatographique qualitatif basé sur la détection des marqueurs de
I’hépatite virale B qui inclut I’AgHBs, 1’ Ac de surface du virus de I’hépatite B (Ac anti-HBs),
I’Ag de I’enveloppe du virus de I’hépatite B (AgHBe), I’Ac de ’enveloppe du virus de
I’hépatite B (Ac anti-HBe), I’Ac de la capside du virus de 1’hépatite B (Ac anti-HBc) dans le

plasma de 1’échantillon.

®,

% Principe du test

One site HBV-5 Rapid Test est un test immunochromatographique contenant 5
bandelettes assemblées dans une cassette. Chaque bandelette est composée d’un échantillon,
d’une particule d’or colloidale conjuguée, une membrane de nitrocellulose pré-codée avec une
line controle (C) et une line test (T), et une zone absorbante. C’est un test qualitatif qui repose
sur la méthode sandwich et comportant deux Ac. Lorsqu’un volume adéquat de 1I’échantillon

est mis dans le puits de la bandelette, I’échantillon test migre par capillarité.

% Réalisation du test
Ce test a été réalisé par la procédure décrite par Patassi et collaborateurs en 2015 (Patassi
et al., 2015). Un test permettant la détermination des cinq (5) marqueurs sériques du VHB était
utilisé, la procédure était la suivante : les plasmas étaient ramenés a la température ambiante
(15°C a 30°C), retirer la cassette de son emballage et 1’étiqueter en fonction du code de chaque
participant puis déposé 2 a 3 gouttes de sérum dans les zones de dép6t de 1’échantillon a I’aide
des comptes gouttes provenant du kit. Ensuite, les résultats étaient lus aprés un intervalle de

temps de 10 a 15 min a I’aide d’un minuteur.

% Interprétation des résultats
Résultat positif : des lignes rouges apparaissent dans la zone-contréle (C) et la zone-test (T)
de la bandelette. Toute couleur rouge visible apparaissant dans la zone test doit étre interprétée

comme un résultat positif.
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Heépatite aigué : si le résultat du test était positif pour I’AgHBs, AcHBc (IgM), I’AgHBe et
I’ADN

Hépatite guérie : si le résultat du test était positif pour I’AcHBc (1gG) uniquement ;

Porteur inactif de ’AgHBs : si le résultat du test était positif uniqguement pour I’AgHBs,
AcHBc et AcHBe ;

Hépatite Chronique avec un VHB sauvage : si le résultat du test était positif uniquement pour
AgHBs, AcHBc,AgHBe,et ADN

Hépatite Chronique mutant Pré-C : si le résultat était positif uniquement AgHBs, AcHBc,
AcHBe, ADN

Hépatite chronique occulte : si le résultat était positif uniqguement AcHBc, ADN

Cirrhose active : si le résultat était positif uniqguement pour AgHBs, AcHBc, ADN

Cirrhose inactive :si le résultat était positif uniqguement pour AcHBc, AcHBe

Sujet vacciné : si le résultat était positif uniquement pour I’AcHBs

Immunisation naturelle : si le résultat était positif uniquement 1’AcHBs et I’AcHBc¢
Résultat négatif : Une ligne rouge apparait dans la zone-contrdle (C). La barre rouge de la
zone test (T) n’apparait pas sur la bandelette

Résultat non validé : Si la barre rouge n’apparait pas dans la zone-controle (C) de la bandelette
et méme si une barre rouge apparait dans la zone-test (T), le résultat n’est pas valide et le test

doit étre recommencé.

b) Sérologie du VHC ( Saillour et al., 2005; Depierreux et al., 2007)
Le kit de dépistage du VHC utilisé était le One Step Rapid Test HCV AB Test Cassettes
(S/P) (Hightop Boitech, China). Il a été question de rechercher la présence ou 1’absence d’Ac
anti-VHC.

% Principe du test

Le test de recherche de 1’ Anticorps anti-virus de 1’hépatite C (Ac anti-VHC) est un test
d’immunochromatographie. La cassette est préenrobée d’Antigéne du Virus de 1’Hépatite C
(Ag-VHC) de capture au niveau de la zone test et de I’ Ac anti-immunoglobuline G de chevre
au niveau de la zone contrdle. Pendant le test 1’échantillon de plasma contenant les Ac
recherchés réagit avec le conjugué colloidal préenrobé avec 1’Ac de chévre anti-Ag-VHC de
capture. L’échantillon se déplace sur la membrane chromatographique de nitrocellulose et
forme en cas de réaction positive une ligne rouge lors de la formation du complexe immun Ac
anti-VHC- Ag VHC.
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% Procédure du test
Ce test a été réalisé par la procédure decrite par Saillour et collaborateurs en 2005
(Saillour et al., 2005). Les cassettes, les échantillons des patients et les témoins étaient amenées
a température ambiante (15-30°C) afin d’éviter la condensation d’humidité sur la membrane,
ensuite la cassette était enlevée de son récipient desséché. Lorsqu’on était prét a exécuter le test,
une cassette était étiquetée avec le code d’identification du participant, puis on déposait 2 a 3
gouttes de plasma dans les zones de dépdt de 1’échantillon de la casette et 1’on attendait pour la

lecture apres un delai de 5-20 minutes.

% Interprétation des résultats
Résultat négatif : 1’apparition d’un seul témoin de couleur rouge dans la zone control en
I’absence de ligne de couleur dans la zone test indique un résultat négatif.
Résultat positif : I’apparition de deux bandes rouges, une au niveau de la zone témoin et 1’autre

au niveau de la zone control indique un résultat positif.

c) Sérologie de détection d’EBV
La sérologie pour la recherche du statut virologique a EBV des échantillons a été réalisée
par une methode qualitative utilisant des Tests de Diagnostic Rapid Epstein Barr (EB)-IlgM
antibody, selon les instructions du fabricant du kit (Bioneavan co.LTD., Beijing) (Njiki et al.,
2021).

¢+ Principe du test
C’est un test de dépistage d’immunochromatographie rapide. La cassette est préenrobée d’Ag-
EBV de capture au niveau de la zone test et de 1’Ac anti immunoglobuline G de chévre au
niveau de la zone controle. Pendant le test 1’échantillon de plasma réagit avec le conjugué
colloidal préenrobée avec I’ Ac de chévre anti-Ag-EBV de capture. L’échantillon se déplace sur
la membrane chromatographique de nitrocellulose et forme en cas de réaction positive une ligne

rouge lors de la formation du complexe immun Ac anti-Ag EBV- Ag EBV.

% Procédure du test
Ce test a eté réalisé par la procédure décrite par Patassi et collaborateurs en 2015 (Patassi et al.,
2015). Les cassettes, les échantillons des patients et les témoins étaient amenees a température
ambiante (15-30°C) afin d’éviter la condensation d’humidité sur la membrane, ensuite la

cassette était enlevée de son récipient desséché. Lorsqu’on était prét a exécuter le test, une
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cassette était étiquetée avec le code d’identification du participant, ensuite on déposait 2 & 3
gouttes de plasma dans les zones de dépdt de 1’échantillon de la casette et 1’on attendait pour la

lecture apres un delai de 15-20 minutes.

% Interprétation des résultats
Résultat négatif : I’apparition d’un seul témoin de couleur rouge dans la zone control en
I’absence de ligne de couleur dans la zone test indique un résultat négatif.
Résultat positif : I’apparition de deux bandes rouges, une au niveau de la zone témoin et 1’autre
au niveau de la zone control indique un résultat positif

IgM positif : indique une infection récente (Patassi et al., 2015)

d) Sérologie de détection de CMV, HSV 1/2, Tox et le virus de la rubéole
Le kit One Step TORCH IgM/IgG (TOX IgM/IgG, RV IgM/IgG, CMV IgM/IgG, HSV-
1/2IgM/1gG (Bioneavan co.LTD., NO.18 Ke YuanLu, GongYeKaiFaQu, Huang Cun Zhen
AaXing County, Beijing) a éte utilisé a cet effet. Ce test a servi a déterminer le statut viral
aigu/diagnostiqué envers les Ac TORCH, en détectant les Ac dirigés contre cing micro-
organismes qui causent des infections suivantes : Tox, RV, CMV, le HSV -1/- 2 (Njiki et al.,
2022).

¢+ Principe du test

Sérologie a été faite a 1’aide de la technique d’immunochromatographie sur cassette (Camara
et al., 2022). La détection rapide d’Ag parasitaires, ou viraux par immunochromatographie sur
membrane consiste a déposer 1’échantillon a tester (sang, urines, selles, LCR, pus) a I’une des
extrémités d’une membrane de nitrocellulose fixée sur un support plastique ou carton. Si I’Ag
recherché est présent, il se lie avec un Ac marqué le plus souvent a I'or colloidal. Sous 1’effet
d’un tampon lyse migration, les complexes Ag-Ac migrent par capillarité et sont arrétés par des
Ac de capture fixés sur la membrane. L'apparition des bandes est rapide en 15 a 20 mn (Aubry
et Gauzene, 2018).

7

% Procédure du test

Ce test a été réalisé par la procédure décrite par Audrey et Gauzene en 2018 (Aubry et Gauzene,
2018). Les cassettes, les échantillons des patients et les témoins étaient amenées a température
ambiante (15-30°C) afin d’éviter la condensation d’humidité sur la membrane, ensuite la

cassette était enlevée de son récipient desséché. Lorsqu’on était prét a exécuter le test, une
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cassette était étiquetée avec le code d’identification du participant, puis on déposait 2 a 3 gouttes
de plasma dans les zones de dépot de 1’échantillon de la casette et 1’on attendait pour la lecture

apres un délai de 15-20 minutes.

% Interprétation des résultats
Résultat négatif : I’apparition d’un seul témoin de couleur rouge dans la zone control en
I’absence de ligne de couleur dans la zone test indique un résultat négatif
Résultat positif : ’apparition de deux bandes rouges, Un résultat positif se traduit par
I’apparition d'une ligne colorée. L’excés de complexe conjugué continue a migrer et est
immobilisé par un Ac (anti-lapin ou anti-souris), I'accumulation des complexes colorés entraine
I'apparition d'une ligne colorée, cette seconde ligne ou ligne de contrdle valide le bon
fonctionnement de la réaction une au niveau de la zone témoin et I’autre au niveau de la zone
contréle indique un résultat positif
IgM positif : indique une infection récente

1gG positif : indique un infection ancienne (Aubry et Gauzene, 2018).

11-3.6. Quantification des parametres biochimiques

a) Quantification de I’Alanine Aminotransférase et de I’Asparagine Aminotransférase

Cet examen a servi a quantifier les volumes de ces transaminases dans le plasma.

C’¢était une technique enzymatique réalisée a I’aide du kit cromatest linear ALAT/GPT BR
IFCC (fédération internationale de chimie clinique) méthode enzymatique UV Cinétique
(Linear Chemicals, S.L.U. Joaquim Costa 18 22 planta. 08390 Montgat, Barcelona, Spain) et a
partir d’un spectrophotometre (semi-automate UV/Visible (Kenza-Max) (Kone, 2018; Young,
2000).

D’apreés le fabricant du réactif, les quantifications sont basées sur une mesure cinétique
des transaminases sériques dans un systéme réactionnel dont la finalité est I’oxydation du
coenzyme nicotinamide adénosine dinucléotide (NADH, H"). L’ASAT catalyse la
transformation de 1’aspartate en oxaloacétate. L oxaloacétate formé est réduit en malate en
présence d’une quantité connue de coenzyme NADH, H* et du malate déshydrogénase, cette
procédure est réesumée dans la figure 12. La cinétique de cette derniere réaction est déterminée
par les mesures successives de 1’absorbance du coenzyme NADH, H* a 340 nm. De cette
cinétique est déduite la concentration de I’ASAT. Tandis que la transamination de 1’alanine en

pyruvate est réalisée en présence de I’ALAT. Le pyruvate obtenu est réduit en lactate en
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présence du coenzyme NADH, H" et du lactate déshydrogénase, cette procédure est résumée
dans la figure 13. La cinétique de cette derniere réaction permet de déterminer la concentration

de PALAT a 340 nm (Annexe 22).
Malate déshydrogénase

ASAT ,
Aspartate — * Oxaloacétate +NADH"H* = Malate+NAD"

Figure 12: Equation de dégradation la réaction de I'ALAT (Young, 2000)

ALAT Lactate déshydrogénase
Alanine + Acide picrique —* pyruvate+ NADH"H" —* Lactate

Figure 13: Equation de dégradation la réaction de I'ASAT (Young, 2000)

“+ Mode opératoire du spectrophotomeétre (Kone, 2018)

Le laboratoire de biochimie du CHUY utilise un semi-automate de spectrophotométrie
UV/Visible (Kenza-Max). Aprés avoir allumé I’appareil, I’autotest et la calibration étaient
réalisées, 1,5 ml d’cau distillée était introduite, puis aspirée a 1’aide du bouton PUSH. Apres
que la page d’accueil ai été affichée, la température de 37°C était atteint apres un délai de 15
min et vérifiée sur le tableau pour une optimisation des composantes optiques. Par la suite les
réactifs étaient portés a température ambiante. En paramétrant manuellement, le test et la
longueur d’onde étaient choisis aprés les calibrations et les contrbles par la suite les tests de
séries étaient réalisés, en introduisant les échantillons pour analyser et juste apres, la lecture de
la densité optique. Le résultat obtenu était introduit dans un automate manuellement a partir
d’un logiciel AGMSOFT-v-10.

% Procédure
La procédure utilisée a été décrit par Young en 2000 (Young, 2000). Elle a consisté a
ramener les réactifs et les échantillons a température ambiante (15-30°C), introduire dans une
cuve de lecture de 1 cm de trajet optique un réactif 1 de 1000 ul puis laisser la température
s’équilibrer a 37°C. Ensuite un volume de 100 pl du calibrateur du control ou de 1’échantillon
a été ajouté, le mélange était homogénéisé pendant une minute et 1’absorbance initiale a 340
nanometres était lue puis toutes les 60 secondes pendant 3 minutes. Enfin la moyenne des

variations d’absorbance était mesurée par minutes. Pour le matériel utilisé, voir Annexe 23.
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Validation des résultats
La validation technique était realisée a partir des échantillons contrdles normales et

pathologiques qui étaient passés régulierement en début de série. Les résultats contréles étaient
relevés sur un cahier de contrdle dans le tableau de Levys. La validation biologique était assurée

par un médecin biologiste qui vérifiait régulierement la validité des résultats sur le plan clinique.

R/

% Interprétation des résultats
Les taux d’ALAT normaux sont compris entre 17-59 unités par litre. Les taux d'ASAT

normaux sont compris entre 10-50 unités par litre (Kone, 2018).

b) Dosage de la créatinine

Une méthode enzymatique a été utilisée pour déterminer les niveaux de créatinine dans le
plasma. C’est une dégradation enzymatique de la créatinine qui aboutit en fin de chaine a la
production d’eau oxygénée. Cette production d’eau oxygénée est ensuite quantifiée par une
derniére réaction enzymatique. Le kit cromatest linear créatinine méthode cinétique
colorimétrique temps fixe (linear chemicals, S.L.U. Joaquim Costa 18 22 planta. 08390
Montgat, Barcelona, Spain) a été utilisé, avec un semi-automate de spectrophotometre
UV/Visible (Kenza-Max) (Kone, 2018).

*

%+ Principe du dosage de la créatinine

Cette méthode est basée sur une modification de la réaction d'origine au picrate (Jaffé,
1886) dont I’équation est sur la figure 14. La créatinine en milieu alcalin réagit avec les ions
picrate formant un complexe rougeatre. Le taux de formation du complexe mesuré par
l'augmentation de l'absorbance dans un intervalle de temps prédéfini, est proportionnel a la
créatinémie dans 1’échantillon. Elle est mesurée par I’augmentation de 1’absorbance a 510
nanometres. Les échantillons de sérum et de plasma contiennent des protéines qui réagissent de

maniere non spécifique dans la méthode de Jaffé (Kone, 2018).

i . _ Ph>12
Créatinine + Acide picrique —*  complexe rouge

Figure 14: Equation de la réaction de Jaffé (Jaffé, 1886)
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% Procédure

La procédure a été décrite par Tietz en 1995 et a consisté a préincuber les réactifs, les
échantillons et contrdles a la température de réaction (15-30°C). A partir de 1’cau distillée le
zéro du photometre a été ajusté, par la suite 1ml du réactif et 10 ul de 1’échantillon étaient
mélangés délicatement, enfin la cuve était inséré dans la cellule a lecture a température
contr6lée, et le chronometre était lance (Tietz, 1995). Pour le matériel utilisé, voir annexe 23.

L'absorbance était notée a 510 nm apres 30 secondes (Al) et aprés 90 secondes (A2)
de I’ajout de I'échantillon ou du standard. Comme le présente la formule de la figure 15 ci-

dessous.

(A2-Az) échantillon

(A2-A1) standard x C standard = mg/dl de créatinine
»-A1) standar

Figure 15: Formule de la concentration pondérée de la créatinémie (Tietz, 1995).

% Contrdle qualité du test
L’usage d’un standard pour calculer les résultats a permis d’obtenir une précision
indépendante du systéme ou de I’instrument utilisés. Pour assurer un controle de qualité
approprié, chaque test a inclus un ensemble de contréles (normal et anormal), traités comme
ayant des valeurs inconnues. Quand les valeurs étaient hors de la plage définie, on Vérifiait
I'instrument, les réactifs et la procédure. Chaque laboratoire doit établir ses propres plans de
contr6le de qualité interne et les mesures correctives, dans le cas ou les résultats des contréles

sont hors des tolérances acceptables (Tietz, 1995).

Méthodes enzymatiques (Kone, 2018; Tietz, 1995)

L’équation de dégradation enzymatique de la créatinine est décrite par la figure 16.

Creatine-bacterienne Créatine-Kinase
Créatinine — ™ Créatine +ATP = Creatine+ADP

Pvruvate-Kinase
Phospho-énol-pyruvate + ADP———— ™ Pyruvate +ADP

Lactate déshydrogénase
Pyruvate +NADH™H™" = Lactate

Figure 16: Equation de la dégradation enzymatique de la créatinine (Tietz, 1995)
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Legende : ATP :Adenosine Triphosphate ; ADP : Adenosine Diphosphate ; NAD* : nicotinamide adénosine
dinucléotide ;NADH.H™": nicotinamide adénosine dinucléotide La cinétique décroissante de disparition du
NADH.H™* suivant une densité optique de 340 nm est proportionnelle a la quantité de créatinine initiale présente

Action d’une oxydase spécifique (Figure 17, page 54)

Créatinine —* Sarcosine + H,0;

H202+Chromogene incolore ——*  HyO+Chromogene coloré

Chromogéne incolore : 4-aminophenazone+acide 3-5 dicholo 2 hydroxy benzéne sulfonique ;
Chromogene coloré : Complexe quinone-imine rouge (absorbe une 520 nm)

Figure 17: Equation de la dégradation par oxydation spécifique de la créatinine (Tietz, 1995)

Tableau IV: Réactifs utilisés dans le dosage de la créatinine sérique et leurs concentrations

Réactifs Concentration Dosage
Etalon La créatinémie 136,2 umol/l (15 mg/l) -Mélanger 250pl du réactifs
Réactif R1 (1vol)  Acide picrique 8 ; 8 mmol/l (2,01g/l)  R1+50ul de I’échantillon a 37°C
Réactif alcalin puis ajouter 250pl du réactifs R2
Réactif R2 (1vol)  Soude 0,4 mmol/I (16 g/I) -Mesurer I’absorbance a 492
Réactif alcalin hanometres

Légende : Stabilité a I’abri de la lumiere : Un (1) mois & 20-25°C. Limite de linéarité : 1326 umol/Il. Valeur usuelle : H=71-
115 pmol/I et F=53-106 umol/I

c) Dosage de ’urée
C’est une technique enzymatique au cours de laquelle 1’'uréase hydrolyse 1’urée en
ammoniac et en dioxyde de carbone. Le kit Uree/BUN BR Uréase/GIDH méthode enzymatique
UV Cinétique (Linear Chemicals, S.L.U. Joaquim Costa 18 22 planta. 08390 Montgat,
Barcelona, Spain) a été utilisé, avec un semi automate de spectrophotométre UV/Visible
(Kenza-Max) (Kone, 2018).

%+ Principe

Elle repose sur 1’hydrolyse de 1’urée par I’'uréase en ammoniaque et dioxyde de carbone.
L’ammoniaque ainsi produit s’est changé en glutamate par le glutamate déshydrogénase
(GIDH) en présence de la NADH et de I’oxoglutarate. La diminution d’absorbance de la
réaction mesurée a 340 nm résultant de I’oxydation de la NADH en NAD", est proportionnelle
a I'urémie présente dans 1’échantillon comme le présente la formule de la figure 18 (Young,
2000; Kone, 2018).
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Uréase
Urée+H,0 — ™ 2NH4"+CO,

2 H.0
2-Oxoglutarate + NH4*+ 2 NADH —  Glutamates + 2 NAD"*

Figure 18: Equation de la dégradation de I'Urée (Young, 2000)
% Procédure

Elle a été décrite par Young en 2000 et a consisté a préincuber le réactif de travail, les
échantillons et le standard étaient mis a la température de réaction. Avec de 1’eau distillée, le
zéro du photométre était ajusté, en suite 1 ml du réactif de travail et 10 ul de 1’échantillon étaient
pipeté dans des cuves puis mélangé doucement par retournements. Par la suite la cuve était mise
dans le compartiment de lecture de 1’appareil et chronométrer enfin 1’absorbance était lu a 340
nm exactement aprés 30 secondes (A1) et exactement 90 secondes plus tard (A2). Pour le

matériel utilisé, voir annexe 22 comme le présente la formule de la figure 19.

Calculer la différence d’absorbances.

(A2-Az) échantillon

x C standard=mg/dl de ’urée
(A2-Az) standard

Figure 19: Formule de la concentration pondérée de I'urée (Young, 2000)

Les échantillons dont les concentrations étaient supérieures a 500 mg/dl étaient dilués a la proportion
de 1/2 avec [’eau physiologique ; puis retestés. Multiplier les résultats par 2.

% Contrdle qualité du test
L’usage d’un standard pour calculer les résultats a permis d’obtenir une précision
indépendante du systéme ou de I’instrument utilisés. Pour assurer un contrdle de qualité
approprié, chaque test doit inclure un ensemble de contréles (normal et anormal), traités comme
ayant des valeurs inconnues. Quand les valeurs étaient en dehors du seuil défini, on vérifiait
I'instrument, les réactifs et la procédure. Chaque laboratoire doit établir ses propres plans de
contr6le de qualité interne et les mesures correctives, dans le cas ou les résultats des contrbles

sont hors des tolérances acceptables (Young, 2000).

Solution de travail : Les deux réactifs sont préts a I’emploi. En cas d’utilisation de la technique
en mode Mono réactif mélanger 5 volumes du réactif 2 (solution tampon) + 1 volume du réactif

1 (solution d’enzyme).
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Tableau V: Réactifs utilisés dans le dosage de 1’urée et leurs concentrations

Réactifs Concentrations Dosage

Réactif tampon 1 Tris HCL Ph=7,6 100 mmol/l Mélanger 480 pul du réactif R1+
6 ul de I’échantillon pendant 5

Réactif tampon 2 a-Cetoglutarate de sodium 9 mmol/I nm d’incubation a 37°C puis

ADP 0,7mmol/l ! 1a >
NADH 0,18 mmol/l glme_f hl/ligukt:%ﬁflcgf RbZ pendant
Urease > 7000U/1 : absorbance a

GLDH > 2000 U/l 340 nm

Stabilité : un jour a température ambiante ; sept jours a 4°C ; au moins six 6 mois congelé a -20°C.Limité de linéarité : 67
mmol /I et valeur usuelle : 2,14-11,07 mmol/I

11-3.7. Quantification des cytokines
Le dosage de I’'IL-2, IL-6, INF-y et TNF-a a été réalisé a partir d’un kit ELISA de RayBiotech,
et la lecture des densités optiques grace a I’automate de Human Reader (RayBiotech,Wiesbaden

, Germany) (Annexe 23).

%+ Principe
C’¢était un ELISA sandwich qui reposait sur la fixation spécifique d’un Ag a son Ac. Il consiste
a piéger, entre un Ac de capture incorporé sur la plaque et un Ac de détection conjugué a la
biotine, les Ag d’intérét. L’Ac de détection va fixer un complexe Streptavidine+Peroxydase, et
la révélation du complexe immun est faite par addition du substrat de 1’enzyme (RayBiotech,
2021).

% Procédure

Préparation des réactifs : Apres avoir ramené tous les réactifs et échantillons a température
ambiante (18 - 25 °C). Le diluant de dosage B (élément E), était dilué 5 fois avec de I'eau
déminéralisée ou distillée avant utilisation pour obtenir un diluant de dosage B de 1X. Le diluant
de test A (article D), était utilisé pour la dilution du sérum et échantillons de plasma. La dilution
suggérée pour le sérum/plasma normal était de 2 fois.

Préparation de [’étalon (IL-2, 1L-6 ; TNF-a, IFN-y) : a été réalisée selon la procédure décrite
dans la figure 20. L’étalon a eté prépare selon la procédure décrite par RayBiotech dans sa notice
en 2021. A partir de 400 pl de diluant de test A (pour échantillons de plasma) dans le flacon
des protéines standard de cytokine (élément C) pour préparer un standard de 100 ng/ml. La
poudre était dissoute soigneusement par un mélange doux ou 60 ul d'étalon de cytokine du
flacon de I'élément C, était ajouté dans un tube contenant 940 ul de diluant de test A pour

préparer une solution standard de 6000 pg/ml. Par la suite, 300 pl de diluant de dosage A était
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pipeté dans chaque tube. La solution d’étalon mére a servi a réaliser une série de dilutions
(Figure 20).

Avant chaque transfert, les tubes étaient bien homogénéises. Le diluant de dosage A a

-

servi d'étalon zéro (0 pg/ml).

60 il 300 pl 300 pl 300 pil 300 pi 300 pl 300 pl

S S O S S 0

Zéro
Std1 Std2 std3 hd Stds hrs6 std7 Standard
Volume Aricle C
ot || oapy || 0W [ 300w || 300p || 3004 || 300w [ 3004 || 300y 300
100 6000 [ 3000 | 1500 750 375 1875 || 93,75
conc. 0 pg/ml
ng/ml || pg/mL || pg/mL || pg/mL || pg/mL || pg/mL || pg/ml || pg/mL

Figure 20: Préparation de la gamme étalon

Un tampon de lavage concentré de 20 ml a été dilué (élément B) dans de I'eau
déminéralisée ou distillée pour obtenir 400 ml de tampon de lavage 1X. Par la suite 100 pl de
dosage 1X Diluant B (élément E) était ajouté dans le flacon pour préparer un concentré d'Ac de
détection (élément F). Aprés homogénéisation du mélange, le concentré d'Ac de détection était
dilué 80 fois avec le diluant de dosage B 1X (élément E) avant d’étre utilisé. Ensuite avant
d’utiliser le concentré HRP-streptavidine (élément G), il a été homogénéisé, car des précipités
peuvent se former pendant le stockage. Le concentré de HRP-streptavidine était dilué 120 fois
avec 1X assay Diluent B (Elément E).

Procedure de dosage : la procédure utilisée était décrite par le fabriquant comme suite, les
barrettes de 8 puits amovibles étaient etiquetées puis 100 pl d’étalon et échantillon étaient
ajoutés dans chacun les puits. Par la suite, les puits étaient couverts et incubés pendant 2h30
minutes a température ambiante en agitant doucement. La solution était jetée et chaque puit
était lavé 4 fois en utilisant un laveur automatique avec la solution de lavage 1X (300 ul). Aprés
le dernier lavage, tout le tampon de lavage restant était retiré par aspiration. Apres avoir retourné
la plaque et I’épongé contre des serviettes en papier propres, 100 pl d'Ac biotinylée préparé

était introduit a chaque puits, en suite incuber pendant 1 heure a température ambiante en agitant
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doucement le reste de la solution était jeté et le lavage était répété. Ensuite 100 pl de solution
de streptavidine+peroxydase préparée était introduit dans chaque puits et 1’ensemble était
incubé pendant 45 minutes a température ambiante en agitant doucement. Le reste de la solution
était jeté et le lavage répété. Par la suite 100 ul de réactif de substrat de TMB (élément H) était
introduit dans chaque puits et I’ensemble était incubé pendant 45 minutes a température
ambiante en agitant doucement. Enfin, 50 ul de solution d'arrét (élément 1) était introduit dans

chaque puits et immédiatement, la lecture s’est faite au spectrophotométre a 450 nm.

% Obtention des résultats
Le calcul de I'absorbance moyenne pour chaque ensemble d'étalons a été fait, puis la
courbe étalon était tracée a l'aide du logiciel de tracé Sigma, avec la concentration standard sur
I'axe des x et I'absorbance sur I'axe des y. Ensuite, la ligne droite la mieux ajustée a été tracee
passant par les points standards. Ainsi, en projetant les différentes densités optiques obtenues
des échantillons sur la droite, nous avions obtenu la concentration en cytokine dans chaque
tube.

11-3.8. Combinaison des marqueurs d’activation immunitaire, d’inflammation et
d’immunosénescence

La méthodologie du Z-score en santé

Le Z-score est un score seuil, généralement utilisé en pédiatrie dont I’objectif est de détecter
si le sujet est « sain » ou « pathologique », relativement a une pathologie (Aguert et Capel,
2018).

En considérant la présente étude,

Valeur usuelle du biomarqueur de 1’individu — Valeur moyenne de la cohorte

Z-score =
Ecart-type de la cohorte

Figure 21: Formule pour calculer le Z-score d'un patient (Aguert et Capel, 2018)

Le Z-score déterminé ici a été la mesure numérique decrivant la relation entre la valeur (chez
un participant) et la moyenne des valeurs des participants, le pourcentage d’inertie du Z-score
correspond au pourcentage capturant I’essentiel de I’information des biomarqueurs. Le Z-score

ainsi calculé, a permis de catégoriser les participants en 2 groupes : les individus ayant un
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systéeme immunitaire restauré a ceux avec un systéeme immunitaire sénescent, calculé avec un

intervalle de confiance a 90%.

I1-4. Analyses statistiques

Les données obtenues étaient saisies sur Excel 2010 puis analysées avec le logiciel
XLSTAT version 2019. La médiane et les moyennes des biomarqueurs (avec interquartile)
étaient calculées. Une comparaison de ces caractéristiques au moyen de tests: du test de
Kruskall-Wallis pour les variables qualitative ou d’ANOVA pour les variables quantitatives.
P value < 0,01 ont été considérées comme fortement statistiquement significatives et lors que
P value < 0,05 ont été considérées comme statistiguement significatives. La corrélation entre
biomarqueurs était positive et forte avec un coefficient de corrélation de Spearman > 0,5 et
positive et faible si avec un coefficient de corrélation de Spearman compris entre 0 et 0,499 et

négative si le coefficient de corrélation de Spearman <O0.

I1-5. Considérations éthiques

Avant le début de cette étude, nous avons eu besoin de :

- L’attestation de recherche des Directeurs de these (Annexe 14) ;

- Une autorisation délivrée par le responsable du Centre pour I’Etude et Contrble des
Maladies Transmissibles de la Faculté des Sciences Biomédicales de 1"UYT pour le
laboratoire (Annexe 15) ;

- Une Clairance éthique délivrée par le Comité Régional d’Ethique de la Région du Centre
(Cameroun) pour la Recherche en Santé Humaine (Annexe 16) ;

- Une autorisation délivrée par Monsieur le Directeur Général du Centre Hospitalier et

Universitaire de Yaoundé (Annexe 17).

Les participants n’ont pas été identifiés dans les publications scientifiques et/ou dans les
présentations liées a cette étude. La participation a 1’étude était libre et volontaire. Toutes les
personnes ayant acceptées de participer a 1’étude ont eu la possibilité de se retirer librement.
Risques potentiels : Les enjeux éthiques soulevés par cette étude, peuvent étre confrontés aux
dommages physiques liés au prélevement (hématome), psychologiques (géne liée au questionnaire)
et le risque d’infection et de temps.

Précautions : Pour pallier a cela, les préléevements étaient faits par des personnes compétentes et
autorisées dans une salle de prélévement appropriée, suivant une procédure standard répondant aux

normes et a I’aide des appareillages avec le moins de risque de traumatisme. Les personnes les plus
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a risque et les plus vulnérables au traumatisme étaient exclues. En cas d’hématome, le participant
recevait les soins appropriés relatifs a ’incident. S’il arrivait qu’il se sente inconfortable a répondre
a certaines questions, il pouvait étre retiré de 1’étude sans représailles.

Bénéfices potentiels : Pour cette étude longitudinale, les retombés n’ont pas profité directement
aux participants. Toutefois, les résultats de cette étude ont été publiés pour servir a la communauté
scientifique. Ils ont permis a 1’hopital et aux autorités compétentes concernées de mesurer I’ampleur
du probléme d’immunosénescence chez les personnes VIH positif nées de meres séropositives.
Mesures prises pour la confidentialité des données et le respect de la vie privée des
participants : Pour limiter ces risques, les mesures suivantes ont été respectivement observées:
I’administration d’un formulaire de consentement éclairé s’est faite a chaque participant (Annexes
8,9,10,12,13), un acces restreint aux données a travers des barriéres physiques et électroniques; les
échantillons ainsi que les outils de collectes des données ont été anonymes pour respecter la

confidentialité des participants.
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. RESULTATS

La présente étude a permis de caractériser quelques biomarqueurs d’immunosénescence

chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable et sous ARV au CHU de
Yaounde.

Un total de 74 participants (100 %) étaient inclus dans 1’étude.

I-1. PROFIL DES PARTICIPANTS A L’ ETUDE
I-1.1. Parametres demographiques
a) Répartition des participants en fonction du sexe
La figure 22 ci-dessous représente les données démographiques, ou le sexe féminin a
représenté la grande majorité des participants infectés par le VIH avec 68,92 % (n=51) alors

que le genre masculin n’a représenté que 31,08 % (n=23), soit un sex ratio de 0,45.

Légende : F : Féminin ; M : Masculin

Figure 22: Répartition des participants en selon du sexe
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b) Répartition des participants en fonction des tranches d’age

Les 74 participants inclus avaient un &ge compris entre 3 et 19 ans. L’age moyen au sein de
I’étude a été 9,054 + 5,096 ans. La figure 23 ci-dessous montre que la tranche d’age la plus
représentée était celle de [5-10[soit 33,78% (n=25). En se basant sur la classification proposée
par I’OMS (2014), qui stipule qu’une personne est considéré comme un enfant s’il a un age
compris entre 0 a 14 ans et comme adolescent s’il a un age compris entre 15 ans a 19 ans. Il
ressort de cette population que les enfants étaient les plus infectés a 56,76 % (n=42 enfants) et
avaient un age compris entre 0 a 9 ans contre 43,24% d’adolescents (n=32) donc 1’age était

compris entre 10 ans et 19 ans.

30

33,78%

N
(€3]
1

N
o
1

22,97%

21,62%

=
o
1

Nombre de participants
H
(€3]

10-5[ [5-10[ [10-15] [15-20[
Tranches d'age (an)

Figure 23: Répartition des participants en fonction des tranches d’age
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c) Répartition des participants en fonction des tranches d’age et du sexe

Selon la distribution des données en fonction du sexe, il ressort de la figure 24 que quel
que soit la tranche d’age le sexe féminin était le plus affectée. La tranche d’age la plus affectée
dans 1’étude était celle de [5-10 [soit 33,78 % (n=25) participants dans cette tranche d’age le
sexe féminin était plus affecté avec 27,02 % (n=20) participants et le sexe masculin seulement
6,76 % (n=5) participants. Dans les tranches d’age de [0-5[et [15-20[, le sexe féminin était le
plus affectee, ses tranches d’age avec respectivement 13,51 % (n=10) participants chacun. La
tranche d’age ou le sexe masculin était le plus infectée étaient celle de [0-5[avec soit 9,45 %
(n=7) participants.

= = N
o (6] o

Nombre de Participants

(6]

25
0 I I I l I l I I
10-5[ [5-10] [10-15] [15-20[

Tranche d'age(an)

M Féminin M Masculin

Figure 24 : Répartition des participants en fonction des tranches d’age et du sexe
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I-1.2. Paramétres sociologiques des participants a I’étude
Les parametres présentés ici ont été trouvés dans la revue de la littérature comme facteurs de risque de I’immunosénescence.
Sur les 74 participants a cette étude, a I’inclusion (Premier prélevement=P1), 23 prenaient du tabac (31%), 17 consommaient de 1’alcool (22,97%)
et 18 d’autres drogues (24%).
Au second prélevement (P2), 29 prenaient du tabac (39,19%), 27 consommaient de 1’alcool (36,49%) et 31 d’autres drogues (41,9%) (Tableau V1).

Tableau VI: Répartition des participants en fonction de la consommation des drogues

P1 P2
n(%) n(%)
Tranches d’age (an) 10-5[ [5-10[  [10-15] [15-20[ 10-5[ [5-10[ [10-15] [15-20[
Alcool 0 2(8) 2(12,5) 1(6,25) 0 10(40) 0 1(6,25)
Autre drogues 0 0 0 0 0 0 2(12,5) 2(12,5)
Autres drogues +Alcool 0 0 1(6,25) 4(25) 0 0 2(12,5) 4(25)

Autres drogues + Tabac 0 0 4(25) 3(18,75) 0 5(20) 7(43,75) 3(18,75)
Autres drogues + Tabac + Alcool 0 0 1(6,25) 6(37,5) 0 0 1(6,25) 6(37,5)

Tabac 0 0 7(43,75)  1(6,25) 0 1(4) 3 0

Tabac + Alcool 0 0 1(6,25) 0 0 2(8) 1(6,25) 0

Absence de drogue 17(100) 23(92) 0 1(6,25) 17(100) 7(28) 0 0

Légende - L’alcool : C’est un produit a potentiel additif important au méme titre que les drogues illicites entrainant des dépendances psychiques et physiques en cas de
consommation prolongée. (OMS, 2021). Tabac : C’est une plante (Nicotiana tabacum et Nicotiana rustica) qui contient de la nicotine, une drogue qui entraine une dépendance
et a des effets a la fois stimulants et dépresseurs (OMS, 2021). Drogue : Toute substance d’origine naturelle ou synthétique qui peut modifier la conscience et le comportement
de l'utilisateur (OMS, 2021). Autres drogues : Cannabis, mariroina, Metahmphétamine, Kétamine
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1-1.3. Paramétres cliniques des participants a I’étude
Les parametres cliniques présentés ici ont été considérés comme representatif de la
chronicité¢ de I’infection a VIH et/ou facteurs de risque de I’immunosénescence chez les
PVVIH.
a) Répartition des participants en fonction du profil sérologique du type de VIH
En utilisant un Test de Diagnostic Rapide (Combo test). Il ressort de la figure 25 ci-
dessous, que des 74 participants inclus dans cette étude, 94,59% (n=70) étaient infectés par le

sérotype VIH-1 contre 5,41% (n=4) participants infectés par le sérotype VIH-2.

©
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o

o

mVIH-1 mVIH-2

Légende : P1 : Premier prélévement ; P2 : Second prélevement
Figure 25: Répartition des participants en fonction du type de VIH

b) Répartition des participants en fonction du stade de I’infection a VIH
La classification OMS (2006) basée sur les manifestations cliniques de 1’infection a
VIH, a permis de classifier les participants a cette étude. Il ressort du tableau ci-dessous, que
durant le suivie 94,59% (n=70) participants infectés par le VIH étaient au stade I de I’infection
et 5,41% (n=4) participants au stade II.
Tableau VI1: Répartition des participants en fonction du stade de l'infection a VIH

Stade de ’infection a VIH P1 P2
n(%) n(%)
1 70(94,59) 70(94,59)
1 4(5,41) 4(5,41)
i 0 0
v 0 0
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c) Répartition des participants en fonction du protocole thérapeutique
En regroupant les participants en fonction du protocole thérapeutique, a P il a été
constaté que la ligne la plus utilisée était la premiére ligne avec 93,24% (n=69) participants.
Dans cette ligne le protocole le plus utilisé était TDF/3TC avec 86,96 % (n=60) participants
98,33% (n=59) sous EFV et 1,67% (n=1) sous NVP). Sous AZT/3TC, nous avions un total de
13,04 % (n=9) (dont plus de la moitié sous NVP). A P2, nous n’avions que 29,73 % (n=22)
participants sont passés a un protocole de seconde ligne (Figure 26).
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Légende : Ténofovir : TDF ; Lamivudine : 3TC ; Efavirenz : EFV ; Névirapine : NVP ; Azidovudine : AZT ; Atanavir ; ATV ;
Dolutogravir : D ; Lopinavir : LPV

Figure 26: Reépartition des participants en fonction du protocole thérapeutique
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d) Répartition des participants en fonction de la durée du traitement
Selon les résultats sur la durée du traitement, il ressort que la durée moyenne de
traitement était de 6,66 + 4,16 ans. La figure 27 ci-dessous montre que 32,43 % (n=24)
participants avaient une durée de traitement comprise entre 2 a 4 ans.
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Figure 27: Répartition des participants en fonction de la durée du traitement en an
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e) Répartition des participants en fonction de la durée de I’indétectabilité
En observant la répartition des participants sur la durée du maintien d’une charge virale
indétectable présenté par la figure 28 ci-dessous, il en ressort que la durée moyenne
d’indétectabilité était de 4,67 + 3,39 ans et la tranche de durée la plus représentée était celle
allant de 1 a 3 ans, soit 43,24% (n=32) participants

35
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. Figure 28: Répartition des participants en fonction de la durée d’indétectabilité par année
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f) Comorbidités non liées au VIH

La figure 29 ci-dessous, présente les comorbidités identifiées non liées a 1’infection a
VIH. 1l ressort que des 74 participants a 1’étude, a P1 5 participants (4,05 %) ont présenté le
diabéte de type I, 1 participant (1,35 %) a présenté une prostatite, 1 participant (1,35 %) a
présenté I’insuffisance rénale et 42 participants (56,76%) n’ont pas présenté de comorbidités.
A P,, 8 participants (10,81 %) ont présenté le diabéte de type I, 1 participant (1,35 %) a présenté
une prostatite, 1 participant (1,35 %) a présenté 1’insuffisance rénale et 37 participants (50 %)
n’ont pas présenté de comorbidités.

Les patients avec une multi morbidité présentaient egalement plus fréquemment un
diabete, et le paludisme (P<0.01).
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Figure 29: Répartition des participants en fonction des comorbidités
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I1-2. ACTIVATION IMMUNITAIRE AU SEIN DE LA COHORTE

Cette partie de 1’étude a permis de décrire :
- Le profil lymphocytaire T déterminé dans un premier temps, a I’aide des valeurs des
LTCD4*, LTCD8" et du ratio CD4/CD8.
- Le profil des cellules sanguines a I’aide des valeurs des Leucocytes totaux, Neutrophiles,
Monocytes, Plaquettes.
- Le profil co-infectieux a 1’aide des valeurs de la sérologie a TORCH, VHB, VHC, EBV.

1-2.1. Profil des lymphocytes T

a) Répartition des participants par rapport au taux des lymphocytes T CD4*
Les 74 participants de cette étude ont été répartis par groupe selon les taux de LT CD4* suivant
la classification de ’OMS (OMS, 2006).
A P1 60,8% des participants (n=45) ont eu une médiane de LT CD4* = 660 cellules/mm?
(Quartiles : 345 et 700 cellules/ mm?).
A P, la totalité des participants avait une médiane de 908 cellules/mm?® (Quartiles 896 et 916
cellules/mm?) (voir Tableau VIII).
Il ressort de ce tableau VIII que les valeurs zéro obtenues dans les autres classes de LT CD4*,
montrent une restauration du nombre de LT CD4* sous traitement ARV douze mois plus tard.

Tableau VI11: Répartition des participants en fonction des niveaux des lymphocytes T CD4*

Classe de lymphocytes P1 P2
T CD4* (cellules/mm3)  Médiane Effectif Mediane Effectif
(cellules/mms3) (%) (cellules/mms3) n(%)
[500-1600] 660 45 (60,8) 908,30 74 (100)
[350-499] 359,50 2(2,7) 0 0
[200-349] 345,00 24 (32,4) 0 0
] 0-200][ 105 3(4,1) 0 0
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b) Répartition des participants par rapport au taux des lymphocytes T CD8*

A P1 100 % des participants (n=74) ont eu une médiane de LT CD8* = 800 cellules/mm?.

A P,, 100 % des participants (n=74) ont eu une médiane de LT CD8* = 1001 cellules/mm?
(voir Tableau 1X).

Il ressort de ce tableau X que les valeurs de LT CD8*, montrent une augmentation du nombre
de LT CD8* sous traitement ARV douze mois plus tard.

Tableau IX: Répartition des participants en fonction des niveaux des lymphocytes T CD8"

Classe de lymphocytes P1 P2
T CD8* (cellules/mm?) Médiane Effectif Médiane Effectif
(cellules/mm?3) (%) (cellules/mm?3) n(%)
[1200-2000] 0 0 0 0
]100-1200[ 800 74 (100) 1001 74 (100)

c) Répartition des participants par rapport au ratio lymphocytaire CD4/CD8

Les 74 participants, de cette étude ont été classés en fonction du ratio lymphocytaire CD4/CDS8.

A P, 08 participants (10,08%) ont eu un ratio lymphocytaire CD4/CD8 > 1 contre 66
participants (89,02%) avec ce ratio < 1 (Tableau X).

A P, 09 participants (12,2%) avaient un ratio lymphocytaire CD4/CDS8 > 1 contre 65
participants (87,8 %) pour un ratio < 1 (Tableau X).
Il ressort du tableau ci-dessous que le ratio lymphocytaire CD4/CD8 inférieur a 1 reste
majoritaire dans cette étude, méme apres douze mois (12 mois) de suivi sous ARV.

Tableau X: Répartition des participants en fonction du ratio lymphocytaire CD4/CD8

Classe de ratio lymphocytaire P1 P2
TCD4/CD8 Moyenne  Effectif Moyenne Effectif
n(%) n(%)
Ratio CD4/CD8 < 1 0,850 66 (89,02) 0,900 65 (87,8)
Ratio CD4/CDS8 >1 1,160 8 (10,08) 1,010 9(12,2)

Légende : n : effectif ;
Ratio lymphocytaire > 1 : systeme immunitaire restauré ;
Ratio lymphocytaire <1 : systéme immunitaire sénescent
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1-2.2. Profil des élements figurés du sang
Il a été dressé en tenant compte des composants du sang, et en particulier de la lignée

leucocytaire.

a) Profil des cellules sanguines au cours des deux prélevements
A P, la moyenne des valeurs des cellules sanguines a été normale, sauf pour les neutrophiles
ou une forte polynucléose (>7/mm?) a été observée.
A P2, un an plus tard, il a été constaté une persistance de cette polynucléose, mais aussi une
thrombocytose (taux des plaquettes> 300/mm?) (Tableau XI).

Tableau XI: Profil des cellules sanguines au cours des deux prélévements

Type de cellules sanguines P1 Valeurs normales P2
(108 cellules/ul) MoyennezEcart des cellules Moyennezx Ecart type
Leucocytes totaux 4,3g/iple,98 4-10 9,59+2,02
Monocytes 0,38+0,27 0,1-1 0,39+0,2
Plaquettes 309,28+70,84 150-300 370,57£136,45
Neutrophiles 41,41+13,34 2,5-7 42,22+9,1

Légende : leucocytose : Taux des leucocytes> 10/mm?® ; Leucocytopenie : Taux des leucocytes< 4/mm?
: Thrombopénie : Taux des plaquettes < 150 cellulessmm® ; Thrombocytose : Taux des plaquettes>
300/mm?® ; Neutropénie : Taux des neutrophiles< 1,7/mm®; Polynucleose Neutrophiles : Taux des
neutrophiles>7/mm?; Monocytose : Taux de monocytes> 1/mm? ; Monocytopenie : Taux de monocytes
< 0,1/mm?; Premier prélévement : P; ; Second prélévement : P,
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b) Répartition des participants en fonction des principaux composants sanguins
Le tableau ci-dessous montre que a P1, 32,43% de nos participants avaient une leucocytopénie
55% avaient une anémie et 42% présentaient une thrombopénie.
A P, douze mois plus tard et toujours sous ARV, ces anomalies restaient observées, avec une

1égére hausse pour 1’anémie (60%), et la thrombopénie (45%).

Tableau XI1: Répartition des participants en fonctions des paramétres sanguins

Eléments figurés Valeur P1 P2
n (%) ICas% N (%) IC a5

Leucocytes totaux  Leucocytopénie 24 (32,43) [38,0-63,3] 24 (32,43) [38,0-63,3]
(10° cellules/ul) Normale 50 (67,57) [36,7-62,0] 50 (67,57) [36,7-62,0]
Hémoglobine Anémie 55(74,0)  [64,7-86,0] 60 (81,08) [69,7-81,0]
(g/d) Normale 19 (26,0) [14,0-355] 14(18,91) [28,0-533]
Plaquettes Thrombopénie 42 (56,0) [38,0-70,0] 45(62,81) [38,2-70,4]
(10° cellules/ul) Normale 32(44,0)  [30,0-62,0] 29 (37,19) [14,0-35,3]

Légende : n: effectif des participants ; IC g0 : Intervalle de confiance ; Leucocytopénie : Taux des
leucocytes< 4.000/mm?® ; Thrombopénie : Taux des plaquettes < 150 cellules/mm?® ; Anémie : taux
d’hémoglobine < 12 g/dl

I-2.3. Profil co-infectieux des participants a I’étude
Il a été dressé sur la base de la positivité aux infections TORCH (Tox, RV, CMV, HSV-
1/--2), et de la présence des infections a EBV, VHB et VHC.

a) Répartition des participants en fonctions des différentes co-infections recherchées
Durant le suivi des participants, il a été observé une corrélation positive entre la

survenue des co-infections et le temps de traitements (P<0,005)
A P31, la co-infection ayant le plus atteint les participants a 1’é¢tude est celle liée au HSV-1/-2 &
93,24 % (n=69) suivie de cellea EBV a 22,97 % (n=17) eta CMV a 12,2 % (n=9). La positivité
Ia moins élevée a été retrouvée associée au virus de la rubéole (RV) a 5,41 % (n=4). Selon ces
résultats, seules les co-infections associées au VHB, VHC, RV, Tox ont été trouvées
significatives.
A P seule la prévalence du CMV a augmenté passant de 9 & 95,95 % (n=71) (Tableau XI11).
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Tableau X111 : Repartition des participants en fonctions des différents infections rechercheés

Agents P1 P2
infectieux n (%) ICos n (%) ICos%
HSV-1/-2 69 (93,24) [84,93-97,77] 69 (93,24) [84,93-97,77]
VHC 7 (9,46) [3,89-18,52] 7 (9,46) [3,89-18,52]
VHB 14 (18,92) [10,75-29,70] 14 (18,92) [10,75-29,70]
CMV 9(12,2) [5,6-22,6] 71 (95,95) [88,61-99,16]
EBV 17 (22,97) [13,99-34,21] 17 (22,97) [13,99-34,21]
RV 4 (5,41) [1,49-13,27] 4 (5,41) [1,49-13,27]
Tox 14 (18,92) [10,75-29,70] 14 (18,92) [10,75-29,70]

Légende : n : effectif des participants, 1C gs0 : Intervalle de confiance ; HSV-1/-2 : Herpés simplex
Virus-1/-2 ; RV : Rubéole virus ; VHC : Virus de [’hépatite C ; VHB : Virus de [’hépatite B ; CMV :
Cytomégalovirus ; Tox : Toxoplasma gondii

b) Répartition des participants en fonction du profil de multi-infection

Les participants a 1’étude ont été regroupés selon le type de VIH (1 ou 2) impliqué et
de la présence des différentes infections : la bi-infection (présence de deux infections) et la
multi-infection (présence d’au moins 3 infections).
A P1, la co-infection a concerné tous les 71 participants et le profil le plus représenté a été celui
de la bi-infection VIH-1/HSV-1/-2, avec 24 participants (32,43%).
A P2, la co-infection a concerné tous les 74 participants et le profil le plus représenté a été celui
de la multi-infection VIH-1/CMV/HSV-1/-2, avec 30 participants (40,5%).
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Tableau XIV: Répartition des participants en fonctions du profil de multi-infections

Infections P1 P2

n (%) ICo5% N (%) 1Co5%
Bi-infections
VIH-1/VHC 1(1,35) [0,03-7,3] / /
VIH-1/Tox 1(1,35) [0,03-7,3] / /
VIH-1/HSV-1/-2 24 (32,43)  [22-44,3] / /
VIH-1/CMV / / 2(2,70) [0,33-9,4]
VIH-2/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
Multi-infections
VIH-1/CMV/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] / /
VIH-1/CMV/HSV-1/-2 6 (8,11) [3,03-17] 30 (40,5) [29,3-52]
VIH-1/CMV/Tox/HSV-1/-2 / / 7(9,46) [3,89-18]
VIH-1/VHC / CMV [ HSV-1/-2 / / 4(541) [1,49-13]
VIH-1/EBV/HSV-1/-2 6 (8,11) [3,03-17] / /
VIH-1/CMV/Tox / / 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/RV/HSV-1/-2 1(1,35)  [0,03-7,3] / /
VIH-1/Tox/HSV-1/-2 8 (10,81) [4,8-20] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHB/CMV/HSV-1/-2 / / 6(8,11) [3,03-17]
VIH-1/CMV/EBV/HSV-1/-2 / / 7(9,46)  [3,89-18]
VIH-1/VHC/CMV / / 4 (541) [1,49-13]
VIH-1/VHB/CMV/EBV/HSV-1/-2 1(1,35)  [0,03-7,3] 4(541) [1,49-13]
VIH-1/VHB/CMV/RV/Tox/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHB/EBV/HSV-1/-2 3 (4,05) [0,84-11] / /
VIH-1/VHB/HSV-1/-2 7 (9,46) [3,9-18,5] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHB/RV/Tox/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHB/VHC/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHC/CMV / / 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-1/VHC/HSV-1/-2 4 (5,41) [1,49-13] / /
VIH-1/VHC/Tox/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-2/CMV/Tox/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] 1(1,35) [0,03-7,3]
VIH-2/RV/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] / /
VIH-2/VHB/EBV/HSV-1/-2 1(1,35) [0,03-7,3] / /
Total 71/74 (100) 74 (100)

Légende : HSV-1/-2 : Herpeés simplex Virus -1/-2 ; RV : Rubéole virus ; VHC : Virus de [’hépatite C ;
VHB : Virus de [’'hépatite B ; CMV : Cytomégalovirus ; Tox : Toxoplasma gondii ; EBV : Epstein Barr

Virus ;/ : absence de données
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I-3. PROFIL CYTOKINIQUE DE L’ETAT INFLAMMATOIRE
DE LA COHORTE

Il s’est agi de déterminer les valeurs usuelles de certaines cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et IL-2), antivirales (IFN-y) et de mort cellulaire (TNF-a).
Pour les deux prélévements (P1 et P2), les moyennes des concentrations de ces cytokines étaient
dans les valeurs pathologiques, traduisant un systéme immunitaire sénescent (Tableau XV).
En associant ces concentrations de cytokines avec les paramétres démographiques, il est
constaté que les concentrations d’IL-6, TNF-a, IL-2 augmentaient avec 1’age et le sexe
(Tableau XVI).

Tableau XV: Moyenne des concentrations des cytokines lors des ler et 2nd prélevements

Cytokines P1 Valeur de P2
Valeur mesurée senescence Valeur mesurée
IL-6 ng/ml 50,66+40,07 >0,70 55,21+91,40
IL-2 ng/ml 34,10457,11 > 0,21 36 56,81
INF-y ng/ml 29,05 +£39,51 >1,4 45,96+39,79
TNF-a ng/ml 41,09147,74 > 38,6 53,35+ 49,63
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Tableau XVI: Moyennes des concentrations des cytokines en fonction du sexe, de 1’age

P1

P2

Paramétres IL-6 ng/ml INF-y ng/ml  TNF- a ng/ml
démographiques Moyenne+ET Moyenne+ET Moyenne+ET
Sexe (n)

Féminin (51) 47,17+23,64 32,38+46,73 41,62+54,48
Masculin  (23) 58,41+62,99 23,13£12,48 39,93+28,43
Intervalle d’age (n)
10-5[  (17) 52,67+21,95 34,08+30,15 23,56+ 22,55
[5-10[ (25) 50,72+2429 38,66+6125 44,26+ 7548
[10-15[ (16) 37,53+1557 20,18+1162 44,19+ 22,05
[15-20[ (16) 61,56+ 76,15 19,6563+11,4 51,69+ 21,03

IL-2 ng/ml IL-6 ng/ml INF-y ng/ml TNF-ang/ml  1L-2 ng/ml
MoyennexET MoyennexET MoyennexET MoyennextET MoyennexET

31,47+46,95  51,91+2452  49,31+45,60 53,7+55,95 33,47+46,44
39,93+75,92  64,80+62,25  38,57+13,63  52,59+32,55  41,63%75,44

34,26 +30,12  61,08+23,8 52,44+30,88 38,21+29,6 36,79+28,91
38,68 +61,25 56,08+24,37  55,51+59,04  55,98+77,56  39,93+60,94
21,06 +12,16  41,03+16,94 33,56+9,23 54,19+21,61  22,47+11,56
39,81+ 92,24 65,06+ 75,24 36,59+ 13,81 64,5+ 23,67 42,56+ 91,50
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I-4. PROFIL DES BIOMARQUEURS BIOCHIMIQUES LIES AU
DYSFONCTIONNEMENT D’ORGANES AU SEIN DE LA
COHORTE

Pour ce faire, il s’est agi de ressortir les comorbidités et les marqueurs de dysfonctionnement
des organes en déterminant les valeurs usuelles des transaminases (ALAT et ASAT), de la

créatinémie et de I’urémie et de ’hémoglobine.

a) Lacréatinémie
De maniére générale, dans notre étude, les valeurs de la créatinémie ont été les suivantes :
P1: La moyenne de 86+21,68umol/L, Valeurs normales : 14 — 104 umol/L
La médiane de 83umol/L [48-133 ; 52-123]
P2: La moyenne de 15,72+ 4,85 pmol/L,
La médiane de 15 umol/L [10-97 ; 14-84].
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Dans le tableau XVII ci-dessous, a Py il a été constaté que la créatinémie était normale que chez les enfants de tout age.

A P, il a été constaté une chute de la créatinémie dont les valeurs sont devenues pathologiques, signe d’un dysfonctionnement rénal.

Tableau XVII: Comparaison des valeurs de la créatinémie selon 1’age et le sexe

Créatinine (umol/L)

Classe d’age P1 P2

(n) Masculin Valeurs Féminin P value Masculin Valeurs Féminin P value

Médiane normales Médiane Médiane normales  Médiane
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)

]0-5[ (17) 90 (89-91) 14 - 37 80 (79-99) <0,0001 14 (14-18) 14 - 37 19 (10-20) <0,0001
[5-10[ (25) 89 (89-90) 2547 87 (72-104)  <0,0001 20 (15-21) 25-47 14 (5-32,4) <0,0001
[10-15] (16) 89 (89-89) 29 - 68 87 (79-98) <0,0001 15 (10-20) 29 - 68 18 (6-21)  <0,0001
[15-20[ (16) 89 (89-90) 40 - 104 79 (70-91) <0,0001 14 (10-24) 40-104 20(10-20) <0,0001

(Sources : Adulte Fiche technique — Enfants : Reference Ranges for Adults & Children ; Wolfgang and Volker, 2008)
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b) Urémie
De maniére générale, dans la série, les valeurs ont été les suivantes :
P1: La moyenne de 4,97+0,82 mmol/L, Valeurs normales : 1,8 — 7,5 mmol/L
La médiane de 4,7 mmol/L [2,72-7,22 ; 3,69 — 6,98].
P2 : La moyenne de 4,52 £1,4 mmol/L,
La médiane de 4 mmol/L [4,72 - 7,22 ; 3,69 — 6,98].

Le tableau XVII1 ressort que seules les valeurs normales de 1I’urémie ont été trouvées pour les deux prélevements, quel que soit le sexe et I’age.

Tableau XVI11: Comparaison des valeurs de I’'urémie selon I’age et le sexe

Urémie (mmol/L)

Classe d’age P1 P2
(n) Masculin Valeurs Féminin P value Masculin Valeurs Féminin P value
Meédiane normales Mediane (Min- Mediane normales Meédiane
(Min-Max) Max) (Min-Max) (Min-Max)
10-5[ (17) 4,85(4,7-6) 18-6 4,7 (4-5) <0,0001 4 (4-6) 18-6 4,7(4-5) <0,0001
[5-10[ (25) 4,7(4,7-5) 25-6 4,7(4-4)9) <0,0001 4(4-17) 25-6 4,7 (4-4,9) <0,0001
[10-15]  (16) 4,7 (4,7-6) 25-6 4,7 (4,7 -6) <0,0001 4 (4-6) 25-6  47(47-6) <0,0001
[15-20] (16) 4,7 (4,7-6) 29-75 4,7(4-4)9) <0,0001 405(3-6) 29-75 4,7 (4-4,9) <0,0001

(Sources : Adulte Fiche technique — Enfants : Reference Ranges for Adults & Children ; Wolfgang and Volker, 2008)
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c) L’ALAT
De maniére générale, dans la série, les valeurs ont été les suivantes :
P1: La moyenne de 23,42+ 6,74 IU/L, Valeurs normales : 23 — 39 UI/L

La médiane de 23 IU/L [8-43 ; 9 — 40].
P2 : La moyenne de 31,29+ 1,49 IU/L,
La médiane de 33 IU/L [6-43 ; 10-40].
Le tableau XIX ci-dessous représente les valeurs de I’ALAT en fonction du sexe et de 1’age. 1l est constaté qu’a P1, les valeurs étaient en dessous

de la normale et a P2, certaines se normalisaient.

Tableau X1X : Comparaison de la valeur moyenne de I’ALAT selon I’age et le sexe

ALAT (UI/L)
Classe d’age P1 P2
(n) Masculin Valeurs Féminin P value Masculin Valeurs Féminin P value
Médiane (Min- normales Médiane (Min- Médiane normales  Médiane
Max) Max) (Min-Max) (Min-Max)
10-5[ (17) 20 (20 -30) 31-39 21 (12 -33) <0,0001 33 (27 - 34) 31-39 33(18-33) <0,0001
[5-10[ (25) 20 (20 - 20) 31-39 20 (14 -33) <0,0001 33(16 — 33) 31-39 33(31-49) <0,0001
[10-15]  (16) 22 (20 - 24) 23-26 20 (17 - 20,34) <0,0001 17 (10 - 23) 23-26  23(8-41) <0,0001
[15-20[  (16) 20 (20 - 20) 23-26 20 (20 - 26) <0,0001 23 (23 -23) 23-26 23(17-42) <0,0001

(Sources : Adulte Fiche technique — Enfants : Reference Ranges for Adults & Children ; Wolfgang and Volker,2008)

Thése de Microbiologie rédigée par MBONGUE MIKANGUE Chris André Page 81



Etude de I’immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre

Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

d) ASAT
De maniere générale, dans la série, les valeurs ont été les suivantes :
P1: La moyenne de 22,58 +7,98 IU/L, valeurs normales : 27 — 122 IU/L

La médiane de 20 IU/L [10 —43 ; 11 — 40].
P2 : La moyenne de 31,52+11,21 1U/L,
La médiane de 28 IU/L [9 — 43 ; 11- 40].

Le tableau XX ci-dessous représente les valeurs de I’ASAT en fonction du sexe et de 1’age. 11 est constaté qu’a P1, les valeurs étaient en dessous

de la normale et a P2, certaines se normalisaient.

Tableau XX: Comparaison de la valeur moyenne de I’ASAT selon 1’age et le sexe

ASAT (UI/L)
Classe d’age P1 Ps
(n) Masculin Valeurs Féminin P value Masculin Valeurs Féminin P value
Meédiane normales Meédiane Mediane (Min- normales Mediane
(Min-Max) (Min-Max) Max) (Min-Max)
1 0-5[ (17) 20(10-65) 122 — 56 21 (12 - 33) <0,0001 28 (28 — 58) 122 — 56 28 (7—33) <0,0001
[5-10[ (25) 20 (20-20) 52 -51 20 (14 -33) <0,0001 28 (28 — 45) 52 -51 28 (22 -66) <0,0001
[10-15] (16) 22 (20-41) 51-33 20 (17 - 20) <0,0001 28 (28 — 66) 51 -33 28 (20 - 44) <0,0001
[15-20[ (16) 20 (20-45) 33 -27 20 (20 — 26) <0,0001 28 (28 - 88,1) 33-27 29 (28 -44) <0,0001
(Sources : Adulte Fiche technique — Enfants : Reference Ranges for Adults & Children ; Wolfgang and Volker, 2008)
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e) Hémoglobine

De maniere générale, dans la série, les valeurs ont été les suivantes :
P1: La moyenne de 11 + 2,3 g/dI valeurs normales : >12 g/dl

La médiane de 11 g/dl [10 — 43 ; 11 —40].
P2 : La moyenne de 10 £2,06 g/dI

La médiane de 10,5 g/dl [9 — 43 ; 11- 40].
Le tableau XXI ci-dessous représente les valeurs de 1’hémoglobine en fonction du sexe et de 1’age, ou une légere anémie est observée chez les
participants.

Tableau XXI: Comparaison de la valeur moyenne de I’hémoglobine selon 1’age et le sexe

Hémoglobine (g/dl)

Classe d’age Masculin Valeurs Féminin P value Masculin Valeurs Féminin P value
(n) Médiane normales Médiane Médiane  normales  Médiane
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
]10-5[ (17) 10 (8 —14) 18-20 12,5(4-14) <0,0001 10 (8 —14) 18-20 12,5(4-14) <0,0001

[5-10[ (25) 9(8-12) 12 -14 10 (6 — 13) <0,0001 9(8-12) 12-14 10(6-13) <0,0001

[10-15] (16) 10 (9-14) 12 -14 9 (6-16) <0,0001 10 (9-14) 12-14 9(6-16) <0,0001

[15-20[ (16) 9,5(9-14) 14 - 16 9(8-12) <0,0001 9,5(9-14) 14 -16 9(8-12) <0,0001
(Sources : Adulte Fiche technique — Enfants : Reference Ranges for Adults & Children ; Wolfgang and Volker, 20
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I-5. COMBINAISON DES BIOMARQUEURS PERTINENTS DE
L’IMMUNOSENESCENCE

Cette partie de 1’étude avait pour objectif de proposer des combinaisons de marqueurs connus
comme immunosénescent et les comparer aux scores existant dans la littérature, afin de pouvoir
identifier les biomarqueurs pertinents pour 1’étude de I’immunosénescence chez les PVVIH
nées de la présente cohorte.

Pour ce faire, nous avions d’abord établi des corrélations entre les différents marqueurs,
puis un Z-score a été réalisée afin de combiner I’ensemble des marqueurs d’activation,
d’inflammation et d’immunosénescence. Pour chaque participant recruté, les 19 marqueurs
suivants (pour les deux prélévements) ont été utilisés : LTCD4", LTCD8", ratio CD4/CD8,
Plaquettes, Monocytes, Neutrophiles, Leucocytes totaux, Hémoglobine, TNF-a, IFN-y, IL-2,
IL-6, Créatinine, Urée, ASAT, ALAT, rapport ALAT/ASAT, comorbidités, co-infections.

I-5.1. Comparaison entre les caractéristiques demographiques, cytokiniques,
biochimiques des participants et les comorbidités

Dans le tableau XXII, les personnes présentant une multimorbidité étaient plus agés, plus
fréquemment le sexe féminin, présentaient plus souvent un stade I de I’infection, étaient sous

traitement antirétroviral depuis plus longtemps.
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Tableau XXI1I: Comparaison entre les caractéristiques des participants et les comorbidités

Caractéristiques

Sexe n (%)

Féminin (51) 29 (56,86)
Masculin 13 (56,52)
(23)

Classe d’dge n (%)

10-5[ (17) 13 (76,47)
[5-10[ (25) 19 (76)
[10-15] (16) 10 (62,5)
[15-20[ (16) 14 (87,5)
Profil de cytokines (moyenne et ET)
11-2 38,75+50,41
11-6 53,25+22,34
INF-y 39,07+50
TNF- a 32,5+58,94
Profil biochimique (moyenne et ET)
ALAT 24159
ASAT 21,8+8,7
Créatinine 88,3+6,7
Urée 4,85+0,6

P1

P>

Aucune

<2

comorbidités comorbidités

22 (43,14)
10 (43,47)

4 (23,53)
6 (24)
6 (37,5)
2 (12,5)

28 65,21

47+55,68

16,95+6,8
52,37+23,15

22,5+7,6

23,7+6,9
84,6316
5,09+1

> 2 comorbidités
(= multimorbidité)

N~ YN

N~ Y

/
/
/

/

P value

0,04

0,33

0,0001*
0,002
0
0

0,5
0,05
0,04

0,9

Aucune

comorbidités

29 (56,86)
13(56,52)

11 (64,71)
15 (0,6)
9 (56,25)
0(0)

29,9 +1471
55+19,4710
45,05+17,8
36,58+27,2

29,4 8,79
31,3+11,8
16,845
4,6+1,5

<2

comorbidités

19(37,25)
7(30,43)

4 (5,4)
8 (32)
7 (43,75)
9 (56,25)

31,48+57,8
42,5+23,6
46,21+55

73,3+68,6

30,14+7,33
30,6+6
14,845
4,27+1,1

comorbidités

(:

multimorbidité)

3(5,9)
3(13,04)

2(2,7)
2(2,7)
0 (0)

7 (43,75)

70,75%117

96,75%86,9
48,6+40,6
57,85+25

41,2+21,9

34,91+19
14,245

4,78+1,8

P value

0,01

0,01

0,02
0,0005*
0,03
0,0001*

0,07
0,7
0,13
0,4

Légende : P<0,05* alors il y 'a une significativité et P>0,05 alors il n’y’a pas une significativité, P<0,01 ** alors il y’a une forte significativité, // : absence de données
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I-5.2. Comparaison entre la population lymphocytaires T et les comorbidités
Dans le tableau XXIII, il a été constaté que quel que soit le prélevement, les patients ne présentant aucune comorbidité avaient un ratio
CD4/CD8 inversé malgré une médiane en LTCD4" normale. Et le ratio lymphocytaire n’était pas associé aux comorbidités, bien que cela ne soit

pas statistiquement significatif (P>0,05).

Tableau XXI11: Comparaison entre les médianes des paramétres lymphocytaires et les comorbidités

Comorbidités P1 P
Médiane P Médiane P Ratio P Meédiane P Médiane P Ratio P
CD4 value CD8 value CD4/CD8 value CD4 value CD8 value CD4/cD8 Vvalue
Cellules/mm? Cellules/mm? Cellules/mm? Cellules/mm?
Diabéte de type I 600 700 0,850 978 2033 0,97
Diabéte ; paludisme I I I 890 1005 0,88
Diabete ; typhoide I 1 1 854 899 0,95
Insuffisance rénale 687 706 0,970 I Il Il
Insuffisance rénale; 1 1 1 957 1477 0,99
Paludisme 076
Paludisme 1 ' 1 1 885,65 980 0,96
Paludisme; diabéte I I I 0,428 916 1010 0,03* 0,9 0,35
Prostatite 245 1001 0,019* 0,240 0,02*
Tuberculose 345 800 0,430
Tuberculose; 1 1 1 946 1517 0,94
Paludisme
Typhoide Il Il Il 908 1001 0,9
Aucune 600 800 0,850 920,73 1312,3 0,91

Légende : P>0,05* : il y’a une significativité et P>35 : il n’y’a pas de significativité, P<0,01** : il y’a une forte significativité
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I-5.3. Comparaison entre les autres infections et les valeurs de LTCD4"
Dans le tableau XXIV ci-dessous, les valeurs de LTCD4" ont été significativement corrélées a la présence d’une sérologie positive au CMV

et & HSV-1/-2 (P<0,01).

Tableau XXIV: Comparaison entre les infections et les médianes des LTCD4"

Agent Médiane LT CD4" (cellules/mm?)
infectieux P1 P,
660 359,5 345 105 P value 908,3 0 0 0 P value

CMV 44 1 23 3 <0,01** 71 0 0 0

VHB 8 / 5 1 0,03* 14 / / / 06
VHC 5 / 2 / 0,05 7 / / /

HSV1/2 41 2 23 3 <0,01** 69 / / /

EBV 11 / 5 1 0,04* 17 / / /

RV 2 / 1 1 0,07 4 / / /

Tox 7 1 4 2 0,02* 14 / / /

Légende : HSV-1/-2 : Herpés simplex Virus-1/-2 ; RV : Rubéole virus ; VHC : Virus de [ ’hépatite C ; VHB : Virus de [’hépatite B ; CMV : Cytomégalovirus ;
Tox : Toxoplasma gondii ; P<0,05* alors il y’a une significativité et P>0,05 alors il n’y’a pas une significativité, P<0,01** alors il y’a une forte significativité
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1-5.4. Corrélation entre les biomarqueurs de ’inflammation et les biomarqueurs
de dysfonctionnement d’organes
Avec le test de Spearman, une corrélation négative entre deux variables indique que la valeur

d'une variable tend a augmenter lorsque celle de I'autre variable diminue.

Lors du 1* prélévement, la variation des concentrations des cytokines IL-2 et INF-y
était corrélée aux parameétres biochimiques, alors que le rapport ALAT/ASAT était inférieur a
1 (0,91). Cependant, sur la base du Chi carré, seule 1’association Urée/TNF-a était
statistiquement significative (P=0,03). Lors du second préléevement la variation des
concentrations des cytokines IL-2 et TNF-a était corrélée aux paramétres biochimiques, alors
que le rapport ALAT/ASAT était égal a 1. Cependant, sur la base du Chi carré, seule
I’association ASAT/TNF-a était statistiquement significative (P=0,02) (Tableau XXV).
Seules les variations des centrations d’IL-2, d’INF-y et de TNF-a étaient corrélées avec les
paramétres biochimiques. Seule 1’association Urée/TNF-a était statistiquement significative

(P=0,03).
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Tableau XXV: Cytokines en fonction des parametres biochimiques

Parametres biochimiques Cytokines (Rs(P value))
P1 P2
IL-2 ng/ml IL-6 ng/ml INF-y ng/ml TNF-a IL-2 ng/ml IL-6 ng/ml INF-yng/ml  TNF-a ng/ml
ng/mi

Creatinine umol/l 0,1(0,2) 0,1(0,3) 0,03 (0,8) 0,02 (0,8) 0,1(0,2) 0,1(0,3) 0,03 (0,8) 0,02 (0,8)
Urée mmol/Il 0,01 (0,9) -0,1 (0,4) 0,2 (0,1) -0,3 (0,03) 0,1(0,2) -0,1 (0,3) 0,03 (0,8) -0,02 (0,8)
ALAT (GPT) IU/L 0,1(0,2) 0,1(0,3) 0,03 (0,8) 0,02 (0,8) 0,1(0,2) -0,09 (0,5) 0,1(0,2) 0,1(0,2)
ASAT (GOT) IU/L 0,1(0,2) -0,09 (0,5) 0,1(0,2) 0,1(0,2) 0,01 (0,9) -0,1 (0,4) 0,2 (0,1) -0,2 (0,02)

Légende : Rs <0 alors la corrélation est négative ; Rs=0 : la corrélation est nul ; Rs* > 0 et compris entre 0,1 et 0,49 alors la corrélation est positive mais faible ; Rs*> 0 et
compris entre 0,5 et 1 alors la corrélation est positive mais forte. P<0,05* alors il y’a une significativité et P>0,05 alors il n’y’a pas une significativité, P<0,01** alors il y’a
une forte significativité
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1-5.5. Corrélation des paramétres de I’étude en fonction du Z-score

Le Z-score est un score seuil dont I’objectif est de détecter si le sujet est « sain » ou «
pathologique », relativement & une pathologie.

L'équation est la suivante : Z-score = (valeur observée - valeur de référence mediane) /
écart type de la population de référence. Le pourcentage d’inertie du Z-score correspond au
pourcentage capturant I’essentiel de I’information des biomarqueurs.

Pour la présente étude,
Valeur usuelle du biomarqueur de I’individu — Valeur moyenne de la cohorte

Z-score =
Ecart-type de la cohorte
Le Z-score déterminé dans notre étude est la mesure numérique qui décrit la relation

entre la valeur (chez un participant) et la moyenne des valeurs des participants.

a) Répartition des participants pour le second prélevement en fonction du Z-score
Le Z-score ainsi calculé, a permis de catégoriser les participants en 2 groupes :

- Les participants ayant un Sl & risque de vieillissement (81%, n=60) avec un Z-score
appartenant a I’intervalle [-2,5 & 0,99] ce qui impliqué une activation immunitaire
chronique.

- Les participants ayant un Sl a risque de restauration (19%, n=14) avec un Z-score
appartenant a ’intervalle [1,01 & 3,76].

La figure ci-dessus présente les participants a 1’¢tude en fonction en de leur valeur du Z-score

= [1,01 & 3,76]
= [-2,5 4 0,99]

81%

Légende : Couleur bleu : participant ayant un Sl restauré ;

Couleur rouge : participant ayant un Sl sénescent ou vieilli

Figure 30: Fréquence du Z-score chez les participants
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b) Comparaison entre le Z-score et les biomarqueurs pertinents au 2" prélevement
Pour un Z-score compris entre [-2,5 a 0,99], le SI du participant est a risque de vieillir donc
susceptible aux co-infections et aux comorbidités et pour un Z-score compris entre [1,01 &
3,76], le Sl du participant est a risque de restaurer. Le pourcentage d’inertie a été de 23,8%. Il
a été observé que parmi les 19 marqueurs utilisés pour I’analyse, malgré la normalisation de
leurs valeurs a P, ces marqueurs restaient toujours associes au risque de vieillissement.
Cependant, seuls cing marqueurs (Leucocytes totaux, LTCD4", Plaquettes, IL-2 et IFN-y)
étaient statistiquement associés a une progression du Sl des participants vers un vieillissement
OU une restauration mais aucun de ces cinq marqueurs, pris séparément n’était capable de nous
orienter sur le statut immunitaire des participants puisque leur valeur sont normales. Lorsque
I’on s’intéresse aux corrélations existantes entre 1’ensemble des biomarqueurs, il existe de tres
fortes corrélations entre les marqueurs d’activation chronique tels que les LTCDA4", les
leucocytes totaux, le marqueur de I’inflammation qui est IFN-y et le vieillissement. La
corrélation était moyenne entre le marqueur de I’inflammation qui est I’IL-2 et entre le
marqueur cellulaire tel que les plaquettes avec le vieillissement. En revanche, les corrélations
étaient non significatives entre les marqueurs cellulaires tels que monocytes, neutrophiles et
les marqueurs solubles tels que le taux d’ASAT, ALAT, IL-6, TNF-a de I’inflammation entre
eux avec le vieillissement.

Tableau XXVI: Comparaison entre le Z-score et les biomarqueurs pertinents a P

Biomarqueurs Moyenne * ET des biomarqueurs par Intervalle Z-score (n=74)
Sl vieilli (n=60) Sl restauré ( n=14) P value
LT CD4* 898,4+47,4 950,7+39,4 <0,0001
Leucocytes totaux2) 41+1.8 6,5+1,5 <0,0001
Monocytes(2) 0,3+0,1 0,3+0,2 0,8
Neutrophiles() 41,248,2 46,5+11,4 0,05
Plaquettes() 293,1+122,1 401,2+163,3 0,007
ALAT ) 32,2+£12,06 27,0+7,4 0,1
ASAT () 32,08+12,1 29,1+5,1 0,3
Créatinine () 9,84£5,5 8,4+2,7 0,3
IL-2 (o) 97,1+47,8 163,9+82,05 0,02
IL-6 (2 349,2+42.5 356,7+27,1 0,5
IFN-y () 321,9+£10,1 861,8+83,1 <0,0001
TNF-a 2) 136,8+24,9 259,1+97,5 0,1

Légende : LTCD4™ »):lymphocytes T CD4 au 12¢™mois, leucocytes totaux): leucocytes totaux au 12 &™mois,
Monocytes(2) : Monocytes au 12¢™mois, Neutrophilesy) . Neutrophiles au 12°™mois, Plaquettes,) . Plaquettes au
12°™mois, ALAT(z): ALAT au 12°™mois, ASAT (). ASAT aul2®™mois, Créatinine). Créatinine au 12*™mois, IL-
2(2: 1L-2 au 12°™mois , IL-6(2 . IL-6 au 12°™mois, IFN-y) . IFN-y au 12¢™mois TNF-o 2): TNF-a au 12 ™ mois ;
P<0,05* : il y’a une significativité et P<0,01** : forte significativité
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1. DISCUSSION

L’étude qui fait ’objet de cette thése avait pour objectif général d’identifier des biomarqueurs
pertinents pouvant étre inclus dans le suivi des PVVIH nées VIH positif, pour permettre de
prédire, chez eux, la survenue précoce de I’immunosénescence. Pour cela 74 participants ont
été recruté dans cette étude.

La discussion a été présentée en fonction des objectifs spécifiques de 1’étude et s’articulait
autour de :

Des données socio-démographiques et cliniques

Les résultats socio-démographiques ont révélé une prédominance féminine (68,09 %, sex-ratio
de 0,45) avec un &ge moyen de 9,054 + 5,096 ans, ce qui rejoint les observations d'Aka (2010)
et Anoh (2013) au sujet de la plus grande vulnérabilité des gargons face aux maladies infantiles,
possiblement due a des facteurs biologiques ou a une meilleure résistance a I'accouchement
(Feudtner et al., 2013). Ce constat est d'autant plus préoccupant que pres de la moitié des
participantes sont en &ge de puberté, période ou les menstruations peuvent entrainer des
complications spécifiques chez les jeunes femmes séropositives (Attinsounon et al., 2017). I
est donc crucial de mettre en place des stratégies de suivi adaptées pour cette population.
Cependant, les résultats de la présente étude divergent de ceux obtenus par Penda et al. (2018)
et Coulibaly et al. (2013) respectivement a Douala et au Burkina Faso, ou la prévalence
masculine était observée. Cette différence peut s'expliquer par la nature distincte des
populations étudiées : cette étude s'est concentrée sur des enfants nés VIH positif, et le travail
a été réalisé durant la période COVID tandis que les études susmentionnées ont travaillé sur
des donneurs de sang, suggeérant ainsi que le mode de transmission du VIH pourrait influencer
la répartition selon le sexe. Il est urgent de mettre sur place une prise en charge spécifique pour
les jeunes filles vivant avec le VIH, en tenant compte des particularités liées a leur age et a leur
statut sérologique. Des recherches complémentaires sont nécessaires pour approfondir notre
compréhension des facteurs impliqués dans l'immunosénescence et pour identifier des
biomarqueurs pertinents pour un suivi individualisé de ces patients. Ainsi, en tenant compte de
la consommation des substances psychotropes, il a été observé une association positive entre
la prise de drogue et la durée du traitement dans notre étude(P<0,005). L'étude révele une
augmentation de la prévalence du tabagisme (de 31% a 39,19%) au cours du suivi. Bien que la

prévalence du tabagisme soit inférieure a celle observée dans certaines études (Bernard et al.,
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2006), elle reste supérieure a d'autres (Duval et al., 2008). La consommation d'alcool a
également évolue (de 22,97 % a 36,49 %) au cours du suivi cette prévalence reste supérieure a
celle d’une étude (Chelli et al., 2016). Ces variations peuvent étre attribuées a des différences
géographiques, socio-économiques et méthodologiques entre les études. Il est crucial de
souligner que le tabagisme, en association avec certains antirétroviraux, constitue un facteur
de risque majeur de complications métaboliques et cardiovasculaires chez les PVVIH
(Vandenhende et al., 2015 ;Mbagaet al., 2022). De méme, la consommation d'alcool peut avoir
des effets néfastes sur I'infection a VIH, en favorisant I'immunosuppression et en augmentant
le risque d'infections opportunistes (Hahn et Samet, 2010; Shuper et al., 2010 ; Fontaine, 2011).
L'étude met également en évidence un risque accru d'infections hépatiques (B et C) et de
syphilis chez les consommateurs de drogues, ainsi qu'un risque de contamination par le VIH
29 fois plus élevé dans cette population (ONUSIDA, 2020). De plus, l'interaction entre les
drogues licites ou illicites et les antirétroviraux peut entrainer des complications graves, voire
fatales (Leclercqg, 2015). Cependant, la prise de connaissance de son statut sérologique est
souvent a I’origine du recours a des composées psychotropes afin de faire face a leurs
problémes psychologiques, sociaux , et de stigmatisation (Aka, 2007). Ces résultats soulignent
la nécessité de renforcer les services de conseil et de sensibilisation auprés des PVVIH, en
particulier celles nées séropositives, afin de les informer sur les risques liés a la consommation
de substances psychoactives et de les accompagner dans la gestion de leurs problemes
psychologiques et sociaux. Concernant les comorbidités, I'étude a révélé une association
significative entre la durée du traitement et la survenue de comorbidités chez les PVVIH
(p<0,05). En outre, la prévalence des comorbidités est passée de 43,24% a 50% au cours du
suivi. Bien que ces chiffres soient inférieurs a ceux rapportés dans d'autres études (Ruzicka et
al., 2018 ;Dioussé et al., 2020), ils soulignent I'importance d'une prise en charge globale des
PVVIH, en tenant compte des facteurs de risque traditionnels de I'immunosénescence. Le
diabete et la tuberculose sont les comorbidités les plus fréquemment observées dans cette étude.
La prévalence du diabete (10,81%) est inférieure a celle rapportée par Mbaga et al. (2022),
mais justifie néanmoins un dépistage systématique chez les PVVIH sous traitement
antirétroviral. La prevalence de la tuberculose (1,35%) est également inférieure a celle
observée par Keita et al. (2022), mais nécessite une surveillance étroite en raison du risque
accru de complications chez les PVVIH. Ces résultats suggérent que les PVVIH, méme avec
une charge virale indétectable, présentent un risque accru de comorbidités non liées au VIH,

comparativement a la population générale, ce qui pourrait étre lié a un vieillissement accéléré
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(Sabin, 2013). L'inflammation chronique et I'activation immunitaire persistante, méme sous
traitement antirétroviral efficace, pourraient jouer un role dans le développement de ces
comorbidités (Markowitz et al., 2010). Nos données cliniques révélent une prédominance de
participants au stade | de 'OMS (70 sur 74), avec seulement 4 participants au stade Il. Cette
observation concorde avec les résultats d'une étude prospective descriptive menée a Conakry
par Keita et al. (2022), qui rapportait une majorité de participants au stade | (21 sur 45). Cette
répartition pourrait étre attribuable a la politique de test and treat mise en ceuvre au Cameroun
depuis 2015, favorisant une prise en charge précoce de I'infection. Par ailleurs, la prévalence
du VIH-1 (93,24 %) observée dans la présente eétude est conforme a la tendance mondiale, ou
ce sérotype est le plus répandu. Le VIH-2, quant a lui, est plus fréquent en Afrique de I'Ouest
(Anoh, 2013). Concernant le traitement antirétroviral (ARV), les résultats de cette étude
indiquent que les deux tiers des enfants (79,72 % au premier prélevement et 66,21 % au second)
bénéficiaient d'un traitement a base de Ténofovir-Lamivudine-Efavirenz (TDF/3TC/EFV).
Cette prédominance du TDF dans les schémas thérapeutiques (plus de la moitié des thérapies
en cours) rejoint les observations de Penda et al. (2018) et reflete I'application rigoureuse des
recommandations nationales et de 'OMS (2013) en matiére de prise en charge ARV chez les
adolescents. La durée médiane d'indétectabilité virale (4 ans) et la durée médiane de traitement
(6 ans) que nous avons observée sont légérement supérieures aux résultats rapportés par Han
et al. (2020). Il est important de souligner que ces données sont encourageantes et suggerent
une efficacité soutenue du traitement ARV dans notre population. Il est pertinent de rappeler
que plusieurs études ont démontré I'association entre I'initiation précoce du traitement ARV et
un meilleur ratio lymphocytaire TCD4/CD8 chez les enfants (Seers et al., 2018 ; Han et al.,
2020). Ces résultats soulignent I'importance d'un dépistage et d'une prise en charge précoce de

I'infection & VIH pour optimiser I'état immunitaire des patients.

Profil d"activation immunitaire et ratio CD4/CD8, prévalence des agents infectieux et

anomalies hématologiques

L'étude révele une augmentation significative des lymphocytes T CD4" et CD8" apres
I'initiation du traitement antirétroviral, ce qui témoigne d'une restauration immunitaire.
Cependant, malgré la suppression virale, un déséquilibre immunitaire persistant (CD4" <
CD8") a été observé chez la majorité des patients, avec un ratio CD4/CD8 moyen inférieur a 1
tout au long du suivi. Ce résultat concorde avec d'autres études (Alexandra, 2015 ; Mussini et

al., 2015; Caby et al., 2017) et suggere que la normalisation du ratio CD4/CD8 peut étre
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difficile a atteindre, méme avec une suppression virale efficace. Plusieurs facteurs pourraient
expliquer ce désequilibre, notamment l'initiation tardive du traitement antirétroviral, comme
suggére par Thornhill et al. (2016). Des études ont également montré que le ratio CD4/CD8
inverse est associé a une activation immunitaire chronique et a un risque accru de comorbidités
non liées au VIH (Buggert et al., 2014; Serrano-Villar et al., 2014; Mussini et al., 2015 ; De
Biasi et al., 2016). Le ratio CD4/CD8 pourrait donc étre un marqueur plus pertinent de
dysfonction immunologique et de risque de morbidité que le nombre de cellules CD4" seul.
Quant a la séroprévalence des agents infectieux I'étude révéle une forte association entre le
temps de traitement et I'incidence des agents infectieux, notamment le cytomeégalovirus (CMV)
et I'nerpes simplex virus (HSV). La prévalence du CMV a considérablement augmenté pendant
le suivi, atteignant un niveau élevé comparable a celui rapporté par Mazeron (2009). Cette forte
prévalence souligne la nécessité d'un suivi attentif des PVVIH, car I'infection a CMV peut étre
associee a un vieillissement prématuré et a des co-infections avec d'autres pathogénes (Autran,
2016). En effet, la prévalence élevée de HSV-1 et HSV-2 observée dans cette étude est
également préoccupante. Le Cameroun étant une zone d'endémie pour les herpes virus (Njiki
et al., 2015), cette prévalence élevée pourrait étre expliquée par des facteurs géographiques et
comportementaux (Girard, 2007; Njimban et al., 2016; Onu et al., 2023). Le HSV-2, en
particulier, est associé a des complications graves, notamment la transmission verticale au
feetus ( Wald et al., 2000 ; Corey et Wald, 2009 ; Schneider et al., 2010) et la facilitation de la
transmission du VIH (Smith et al., 2002). La prévalence d'EBV, bien que moins élevée que
celle du CMV et du HSV, reste préoccupante et souligne la nécessité d'un dépistage
systématique des Herpesviridae chez les PVVIH. Concernant les anomalies hématologiques,
il ressort de cette étude que, sur un suivi de 12 mois. Au niveau de la lignée mégacaryocytaire,
sur la base des résultats obtenus dans la présente étude, il a été constaté une augmentation de
la prévalence de la thrombopénie chez les participants sur une période de 12 mois, passant de
56,76% a 62,81%. Bien que ces résultats soient plus élevés que ceux rapportés par Talom
(2005) chez les adultes vivant avec le VIH (10 a 15%), ils vont dans le méme sens. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer la présence de la thrombopénie chez les personnes atteintes du VIH,
notamment le traitement antirétroviral (TARV) et I'infection par le VIH elle-méme. Le TARV
peut avoir des effets secondaires qui affectent la production de plaquettes, tandis que I'infection
par le VIH peut entrainer une diminution du nombre de plaquettes en raison de la destruction
ou de la suppression de leur production (Boissel, 1992; Karpatkin et Nardi, 1992). En ce qui

concerne les anomalies retrouvées dans la lignee leucocytaire, I'étude a révelé une prévalence
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constante de leucopénie chez 32,43% des participants tout au long du suivi. Ce résultat est
inférieur a ceux observés par Aka et Nacoulma et al. (41,3% et 38,5% respectivement).
Cependant, il est important de noter que la leucopénie est une manifestation clinique fréquente
chez les personnes infectées par le VIH, avec des taux allant de 60 a 75% chez les personnes
atteintes du SIDA et d'environ 40% chez les personnes séropositives, selon les travaux de
Talom (2005). Il est intéressant de souligner que, contrairement aux attentes, les participants a
cette étude présentaient une normalisation du taux de lymphocytes TCD4" a P2, ce qui n'est pas
typiquement observé chez les personnes atteintes de leucopénie. Compte tenu de ces résultats,
il est recommandé de réaliser systématiquement une numeration formule sanguine (NFS) chez
les participants a I'étude afin de surveiller I'évolution de leur profil hématologique et de détecter

d'éventuelles complications.
Profil cytokinique et vieillissement

De nombreuses études ont associé le vieillissement a des variations des niveaux de cytokines
pro- et anti-inflammatoires. Les principales cytokines pro-inflammatoires impliquées sont I'lL-
6, le TNF-a, I'[L-2, I'IL-1B, I'IL-8, I'lL-18 et I'lFN-y (Rodriguez et al., 2021). Parmi celles-ci,
I''lFN-y et 1'[L-6 sont les plus fréquemment mesurées, et il a été démontré que leurs
concentrations sériques augmentent avec I'age (Wikby et al., 2006 ; Rodriguez et al., 2021).
Dans cette étude, les concentrations d'lL-6, d'IL-2, d'IFN-y et de TNF-a ont augmenté sur 12
mois, suggérant une activation immunitaire et une immunosénescence. Des concentrations
anormalement élevées d'IL-6 ont été observées tout au long du suivi. Des résultats similaires
ont été rapportés dans des études récentes (Matsunaga et al., 2024; Dwitya et al., 2024) chez
des patients vivant avec le VIH et chez des personnes atteintes du SIDA. Plusieurs facteurs
pourraient expliquer cette élévation de I'lL-6. Les personnes au stade SIDA présentent souvent
des concentrations anormalement élevées d'lL-6. L'infection par le VIH peut stimuler la
sécretion d'IL-6 par les monocytes/macrophages (Mlambo et al., 2019). L'activation de ce
systéme, notamment dans le contexte du syndrome de lipodystrophie, peut egalement
contribuer a l'augmentation de I'lL-6 (Matsunaga et al., 2024). De plus, une forte concentration
d'IL-6 a été associée a la détérioration de la fonction rénale (par exemple, protéinurie ou
diminution du débit de filtration glomérulaire estimé) chez les personnes vivant avec le VIH et
dans la population géneérale (Abraham et al., 2011; Bruggeman et al., 2014). Chez les patients
sous traitement antirétroviral efficace, des niveaux élevés d'lL-6 ont été associés a la survenue

d'événements non liés au SIDA, contrairement aux marqueurs cellulaires de I'activation et de
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I'immunosénescence (Erlandson et al., 2012; Tenorio et al., 2014). L'augmentation du TNF-a.
observée dans cette étude concorde avec les résultats de Hu et al., et de Madore et al., qui ont
montré une association entre lI'inflammation systémique et le développement du diabete dans
la population générale (Hu et al., 2004; Madore, 2004). D'autres études ont également suggéré
que l'augmentation des cytokines pro-inflammatoires pourrait accroitre le risque de diabéte
chez les personnes vivant avec le VIH (Meininger et al., 2002 ;Brown et al., 2010). Cependant,
les mécanismes physiopathologiques précis reliant I'infection par le VIH au diabete ne sont pas
entierement élucidés (Hotamisligil et al., 1996). Le TNF-o peut induire une résistance a
Iinsuline (Hotamisligil et al., 1996). Les résultats de cette étude suggeérent que le TNF-a
pourrait étre un marqueur de comorbidités liées a I'age, telles que le diabéte, la détérioration de
la fonction rénale et I'activation immunitaire chez les personnes vivant avec le VIH et ayant
une charge virale indétectable. Le TNF-o est connu pour induire la production d'autres
cytokines pro-inflammatoires (Toppmaier et al., 1988; Barak and Gruener, 1991) et est
principalement produit par les macrophages/monocytes (Fuehs et al., 1988). L'augmentation
de I'IFN-y observée au cours de cette étude rejoint les résultats d'autres études. Des
augmentations similaires d'IFN-y, d'IL-6 et de TNF-a ont été constatées chez certains patients
diabétiques, suggérant une inflammation chronique sous-jacente pouvant entrainer des
complications telles que la néphropathie et la neuropathie. Ces cytokines pro-inflammatoires
pourraient également altérer les cellules neuronales et contribuer a la progression de la

neuropathie périphérique (Madore, 2004; Doupis et al., 2009; Vahe et al., 2016).
Evaluation du profil biochimique et identification des marqueurs de I'immunosénescence

L'étude a évalué le profil biochimique des participants en mesurant plusieurs marqueurs,
notamment I'ALAT, I'ASAT, l'urémie, la créatinémie et I'hémoglobine. Si les valeurs de
I'ALAT, I'ASAT, et I'urémie sont restées stables sur 12 mois, des variations significatives ont
été observeées pour la créatinémie et I'nemoglobine (p < 0,001). En effet les résultats montrent
que la créatinemie moyenne était de 93+23,19 umol/l chez les filles et de 78+18,24 umol/l chez
les garcons. Ces valeurs sont significativement différentes des valeurs de référence habituelles
(p<0,001) et concordent avec les résultats d'études antérieures (Coulibaly, 2008; Haidara, 2016)
qui ont également rapporte des variations de la créatinémie en fonction du genre et de I'dge. La
diminution de la créatinémie observée chez les participants pourrait indiquer une réduction de
la masse musculaire. Cette diminution peut étre liée a une dystrophie musculaire, une

complication connue de l'infection par le VIH (Deeks et al., 2013). Concernant I'némoglobine,
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I'étude a revélé une augmentation du nombre de personnes atteintes d'anémie entre la premiére
et la deuxiéme évaluation. Ce résultat contraste avec les données de Karfo et al. (2018) qui
rapportent une diminution de I'anémie sur la méme période. Cette différence pourrait étre
expliquer par I’immaturité du systéme immunitaire des participants a la présente etude au
moment 1’infection par le VIH. L'anémie, définie par une production insuffisante de globules
rouges (Babitt et al., 2012), peut avoir diverses causes, notamment les maladies rénales,
I'infection par le VIH, les carences nutritionnelles, les maladies chroniques et les pertes de sang.
Afin d'identifier les biomarqueurs les plus pertinents pour évaluer I'immunosénescence, I'outil
d'analyse biologique Z-score a été utilisé. Cette approche a permis de distinguer deux groupes
de participants. Le groupe a risque de sénescence immunitaire (SI vieilli). Ce groupe,
comprenant 60 participants, présentait un Z-score compris entre -2,5 et 0,99. Le groupe a risque
de restauration immunitaire (Sl restauré). Ce groupe, plus restreint (14 participants), avait un
Z-score allant de 1,01 a 3,76. Ces résultats suggerent la nécessité d'études plus approfondies
pour valider l'utilisation du Z-score dans I'évaluation de l'immunosénescence chez les
personnes vivant avec le VIH et ayant une charge virale indétectable. Au vu du grand nombre
de biomarqueurs utilisés dans le présent travail, il a été important pour nous de ressortir les
plus pertinents afin de mieux exprimer I’'immunosénescence chez les participants dans cette
étude. Pour réaliser cela, nous avons utilisé un outil d’analyse biologique appelé Z-Score. Des
19 marqueurs utilisés dans le présent travail, en appliquant le Z-score aux données obtenues,
12 marqueurs ont éteé sélectionnés comme étant associés a I’immunosénescence. Des 12
biomarqueurs, 5 ont été statistiquement associés a 1’état d’immunosénescence du SI. L'analyse
des marqueurs retenus par le Z-score révéle que les patients présentant des taux élevés d'lIL-2
et d'INF-y sont susceptibles de présenter un vieillissement prématuré de leur systéme

immunitaire, méme en cas de normalisation des taux de LTCD4", de leucocytes et de plaquettes.
Forces et limites de I'étude

Cette étude se distingue par l'utilisation du Z-score pour évaluer I'immunosénescence, une
approche innovante qui permet d'analyser conjointement les marqueurs cellulaires et solubles.
Cependant, certaines limites doivent étre prises en compte, notamment la taille réduite de
I'échantillon, I'absence de validation des combinaisons des marqueurs obtenues, le caractere
monocentrique de I'étude, I'absence de groupe temoin et des données sur certains paramétres
importants, tels que les marqueurs d'activation lymphocytaire chronique, les molécules anti-

inflammatoires, les marqueurs de la coagulation et les données de mortalité.
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Conclusion

Parvenus au terme du présent travail qui a porté sur la caractérisation de quelques
biomarqueurs d’immunosénescence chez les patients nés séropositifs ayant une charge virale

indétectable sous ARV et suivis au CHUY, il en ressort que :

e [L’¢évaluation de I’activation chronique reportait une restauration générale du
compartiment LT CD4* a P, bien que le ratio CD4*/CD8* restait majoritairement < 1,
avec la présence des multi-infections (le CMV était I’agent infectieux le plus représenté),
d’au moins une comorbidité, une leucopénie et une thrombopénie persistantes, ce qui

traduit ainsi un systéme immunitaire sénescent.

e Enregardant le profil inflammatoire des participants a cette étude, les taux des cytokines
(IL-2, IL-6, IFN-y et TNF-a) mesurées étaient dans les valeurs pathologiques traduisant

ainsi un systéme immunitaire sénescent.

e Avec le profil des biomarqueurs biochimiques liés au dysfonctionnement de certains
organes, une légére anemie a été observée, qui est une complication hématologique la
plus fréquente au cours de I'infection par le VIH et un signe de I’'immunosénescence. Une
chute de la créatinémie a aussi été observée bien qu’associée a des valeurs normales de
I’'urémie. Alors ce n’est pas un signe d’un dysfonctionnement rénal, mais peut étre une
association avec un dysfonctionnement hépatique, car les taux des transaminases sont au

niveau de la normale, I’une des manifestations de I’immunosénescence,

e En observant le Z-score, les résultats ont permis de catégoriser les participants en deux
groupes (systeme immunitaire restauré et systéme immunitaire sénescent) et de proposer
des marqueurs pour une évaluation du risque de sénescence : les LTCD4", les leucocytes
totaux, les plaquettes, I’'IL-2 et I’IFN-y. Cependant, aucun des cing marqueurs, pris

séparément n’était capable d’orienter sur le statut immunitaire des participants.
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Perspectives

Afin de mener ce travail vers de nouveaux horizons de recherche, nous envisageons pour les
études futures de :

Realiser une étude similaire mais en incluant les participants des leur naissance et en
incluant un groupe témoin ;

Rechercher 1’association entre I’immunosénescence et les prédispositions génétiques ;

Réaliser une étude multicentrique et sur une période plus longue avec des participants
ne présentant pas déja un vieillissement ;

Réaliser la validation des biomarqueurs trouves pertinents dans cette étude comme

marqueurs d’immunosénescence chez les PVVIH nées de meéres séropositives.

Suggestions

Au terme de cette étude, les restitutions suivantes ont été formulées.

Aux patients :

®,

% Ne pas croire que si on a une charge virale indétectable il faut supprimer le traitement ;

®,

% Se regrouper en association afin d’améliorer la prise en charge psychosociale et

économique.

Aux personnels de la santé :
% Expliquer aux patients I’importance de réaliser son suivi biologique malgré la charge virale

indétectable ;

R/

¢+ Utiliser le Z-score afin de suivre les patients.

Aux autorités sanitaires :

R/

%+ Promouvoir la combinaison des différents marqueurs de senescence ;

R/

¢ Promouvoir I’utilisation systématique du Z-score.
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Chronic immune activation profils in young patients born Hivepositive

INTRODUCTION

Since the Human Immurodeticiency Virus (HIV) discovery.
the number of people living with HIV (PLHIVs) worldwide
still increasing and in 2020, it has been estimated ar 37.6
million. In Central Africa, Cameroon s one of the most
uffected countries; with 30% of prevalence what makes
HIV/AIDS, a real public health problem [1] Immune activation
and inflammation are hallmarks of chronic wntreated HIV
disease and have been assoclated with a range of clinical
endpoints and serious non-AIDS events (SNAEs) [2). TCD4
cells or lymphocytes (CD4" LT) play a pivotal role in the
regulation of the immune system, protecting the host against
various pathogens and autoimmunity. These cells modulace
the immune activation by orchestrating responses of B-cells,
CDE" T cells and other components of the immune system [3].
During chronic infections and cancer (which involve
persistent antigen exposure), a chronic inflammation response
is implemented leading to CD4” cells lass [4].

With the advent of triple antiretroviral therapy (ART), the life
prognosis of PLHIVs was improved by reducing viral load
(VL) to its undlecectability, while increasing the level of TCD4'
cells or lymphocyres (CD4" LT) (5] With the treatment
generalization to all affected HIV people, regardiess to the
infection staging, a life expectancy was observed [6-7] and VL
becoming  undetectable  However, the  occurrence  of
comorbiditics not related to acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS) were still described [8] Indeed, chronic
immune activation persists even in HIV-infected patients in
which viral replication s successfully  inhibited by
antiretroviral therupy, with the extent of this residual immune
dysfunction associated to proportions of T-cell subsers (CD4°
and CDB' T-cells [9], a marked decrease in CD4” cell numbers
with significantly decreased mean CD4/CD8 ratios [10]. The
CD4/CD8 ratio represents the number of CD4” LT divided by
the number of CD&" LT in the same volume of total blood: It is
obtained during the realization of a  lymphocyte
immunophenotyping, allowing fine analysis of charactenstics
of eirculating lymphocytes in a patient. Even if no value is not
consensual when analysing the fiterature, the changes in this
ratio therefore directly reflect the changes current rates of LT
CD4" and LT CD8’. The study of this ratio mainly concerned
situarions in which it was reversed (value less than 1), due to a
decrease in the CD4° LT rate and/or an increase in CD8" LT It
seems thar the inversion of rhis ratio is the marker of a chronic
activation of the immune system [Il). For our study, we

"hypothesized thac PLHIV have higher T-cell immune
activaton and that immune activation would be more
pronounced with increasing age, the stage of the discase and
viral coinfections.

The purpose of our study was to assess the state of chronic
immune activation in people born HIV positive at the Yaoundé
Hospital and University Center in Cameroon, in order to
identify the longitudinal evolution of their LT CD4" and LT
CD8’ counts, and CD4/CDS8 ratios

MATERIALS AND METHODS

Study population: A longitudinal prospective siudy was
conducted at the Yaounde Hospieal and University Center, on
people born with HIV infection from July 2020 0 Ociober
2021. The choice of this hospital was motivated by the
availability of a care unit for PLHIV with a large number of
patients followed, hence the probability of having th
sampling required for our work,

The inclusion was progressive and cach participant was
enrolled for six months during the study period.

We enrolled patients that met the inclusion criteria that were:
age ¢« 19 years, a positive FIV test, treatment with ART
undetectable viral replicadon (<30 copies’ml), having an
avatlable and complete medical record within the service, and
be available for the study 6 months later ar leass A
comprehensive questionnaire was performed ar inclusion, in
order to have chnical data. Completion data were obtamed
from medical records, )

The study has been approved by the Ethics Committee of the
Yaoundé Hospital and University Center before the scart of the
work. Written informed consent and verbal assent when
appropriate was obtained from all participants/parents.

Samples obtaining and Immunophenotying: [or cach
patient, five millilitres of blood were drawn in heparin tubes
(Becton Dickinson (BD), Franklin Lakes; NJ, United States) at
the inclusion and & months later. The samples were coded and
were carried to the Center for the Study and Control of
Communicable Diseases (CSCCD) of the Faculty of Medicine
and Biomedical Sciences (FMBS) of the University of Yaound
| for storage and analyses. There, viral serology of HBV, HCY
and CMV has been done, using the technigue ol
immunochrommacography on tape and cassette. For the
purpose, the HBV 5 in | Combtest (S/F) Nantomg, (Diignos
Biotechnologyco., China), the One Step Rapid Test HOV AB Teu
Cassettes (S/P) (Hightop Biotech, China) and The Onc Siep
IgM/IgG CMV' (Bioneavan coLTD., Beijfing) were used The
measurements of CD4/CD3" and CD8'/CD3™ T lymphocytes
were done based on the principle of immunophenotyping.
Fifty microliters (50 pL) of whole blood was used for the
analyses using the DB FACSCount reagent kit automated
machine (BD Biosciences, San Jose, California, USA). Samples,
including quality controls, were analyzed based on the
manulacturers' guidelines [5],

Statistical Analysis: The coded data was entered in Microsalt
Excel 2016 and transferred to the Statistical Package for Secial
Sciences (SPSS) software version 22.0. Clinical characteristics
are presented as median and mean or as proportions
(%). There s no established upper limit of normal for T-cells
subsets, The Chi-square test was computed for comparing
proportions between CD4/CD8 ratio, CD4 ' T-cells and some
clinical parameters. Any value of p «0.05 was considercd
statistically significant for a 95% confidence interval
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Table I : Clinical characteristics of study participants

Parameters N (%)
Sex
Femmale 51(6892)
Male 2005108)
Stage of the discase
Stage | 70(94.99)
Stage Il S(541)
Cltmicnl discowry
Diabetes type | 1(40e) "
Alter any consultution 42(5676)
Prostatite 1(135)
Renal fallure 1(135)
Tuberculosiy 1(11)
Chronic fever 25(178)
Thyphoid fever 1011
ARV therapy protocol
'\ CAZIATCERY 4(541)
AZTATO/NVP 5(6.75)
TDFATC/ATY 5(673)
TOREATCEFV W4
TDEATC/NT 1(135)
Viral opportanisti - infection
HBY 9 (1216)
cMV 14 (1892)
HCV 7 (v46)

AZT - Sidovuding ; TDF * Tenofovir . 1C | Lamividine ;
EFV: Efaverenz: D | Dolutogravie ; NVP - Nevirapine ; ATV
Atazamavie | LIV Lopinavir ; CMV | Cytomégalovirus
HBV  Hepatitts B Viras, HOV : Hepatiois C Vi

Table II: T lymphocytes counts during the follow-up period

¥ ly"(‘c‘:w“ ;. ‘f)"'"“ Mean + SD
CD4 count | 3076+ 2163
CD8 count | 75491 5078
CD4/CD8 ratio 1 on
CD4 count 2 SOH 30 #5025
CD8 count 2 120230 « 447.70
CD4/CDS ratjo 2 093

CD4 = CDM4 lymphocyte cell counts measures per
mm’' of whole blood by flow cytometry; CD8 = CDE
lymphocyte cell counts measured ‘per mm' of whole
blood by flow eytomelry

Table 1L Patients distribution by CD4/CD8 ratio

CD4/CD8 Eifective Percentage
Ao (n74) (%)
‘ 66 8002
Count | : (5
21 § 1008
1 65 78
Count 2 1 ™ 122

RESULTS

Demographic and clinical characteristics: From July 202
October 2021, 74 young patients born with HIV were incld
into the present study. The participant's age ranged from
19 years, with a median age of 7 years old, the mw
representative age range was 5-10 years old, with a propor
of 33.78% (n=25). Our population was female predominan
girls (68.92%) versus 23 bays (3LOB%), with a sex rarlo ol 2
Concerning clinical features, 70 patients (94.509) were
stage | according to the body weight loss criteria of ¢
classification of [1]. Clinical history of the discase discov:
was after any consultation in majority /(56.76%, n-42), t!
following a consultation for chronic fever (33.78%, n-235) 1
most widely used therapeutic protocal was Tenofo
Lamivudine-Nevirapine (TDF/3TC/EFV) with 59 patics
(79.74%), with a median duration treatment of 6 y¢
(comprised between 2 and 18 years). Some viral opportunis:
infections (CMV, HBC and HCV infections) were deteceed |
30 participants (42.86%) and the one from CMV was h
(18.92%, n-14). These participant’s characteristics are sho
in Table L

Lymphocytes T measurements: For the first measuremor
the mecans of TCD4" and TCDS' lymphocytes wi
respectively 53676 ¢+ 2163 cell/mm’ and 75493 + S50
cells/mm’, and for the second 908.30 50,25 cells/mm’
120230 + 447.70 cells/mm" The mean of the CD4/CD8 ra:
was (.72 at the inclusion and 093 six months later 1
follow-up period was around of § months and the me
CD4/CD8 increased during this period from 072 w0 0
Regarding lymphocytes, there was an increase in CD4” »
CD8+ LTs (Table 2). Regardless of the study period
majority of patients rematned with CD4/CD8 ratio < (8901
at the inclusion and 87.8% stx months later) (Table 3)

Comparisons between CD/CD8 ratio and other patie
characteristics: Having a CD4/CD8 ratio < was assocta

with elevated proportions of CD4" T-cell subsets (p-0.01

stage I disease (p0.061) and viral co-infections (p0.001), m:
with a positive CMV IgG. There was not signilicar:
association with ARV protocols (Table 4).

DISCUSSION

In this study we included & cohort of well-treated you
paticnts born with HIV with undetectable viral replicati:
We found an increase in the mean level for both CD4" 4
CD8" T cells during the follow-up period, an avers
respectively 53676 ¢ 2163 cells/mm’ and 75493 + 50
cells/mm' for the first measurement and 90830 +50
cells/imm’ and 120230 + 447.70 cellmm’ for the second V'
observe 2 phenomenon of immune reconstitution with incre
of LT CD4 and the reconstitution over time of LT |
explaining the value less than 1 in the ratio, but still high
recent stucdy found that CD4" and CDB' cells cou
trajectories reached above the median reference value, dey
virologically suppressive ART. This team suggested 1l
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Table IV: Correlations between CD4/CD8 ratio < 1 and other

patient characteristics
Patients characteristics (a+74) rosweny B
T4 (eclismar) 72290 ¢ 228 (265 TS0t GO0l
87 6%) 16%)
Stuge of the Stuge | {n=t1 42(32w73) @00l
discase $24%)
Stage Il (n4, 1542 (164 0 0,061
341%) 196.5)
ARV protocol AZIATONVE (03 0 08N
6.7%%)
TDFATCERY (a-55, 110 (61 19 to 0232
74,12%) U.88)
TDEATCATY (o4, 0 Y321
6.7%%)
Viral 1BV (n9, 04 (06t D00
opportunistic : 1216%) 0.34)
infection CMY (nel4, 102 (101 to D00
18.92%) 104)
HCV (ne, O(0%w oo
9.46%) _019)
TAZT 1 Zidowedine ; TOF : Tenofowir | 3TC 1 Lamivadine ; EFV | Elaverenz : D :
Dok ir; NVP: Nevirapano ; ATV : Atazanavie ; LPV : Lopinavir, €MV

(7ylu7|0'salovhu : HBY | Hepottls B Viras: HCV - Hepatitis C Viows ; £ : Peanon's
1sti ficient; C1; Confidence Intorval; CD4* = CDA lymphecyse cell
counts messssred per mm' of whale blood by flow cytometry
'

clevated CD8' cell count levels are suggestive of ongoing
residual immune activation, and residual HIV viremia,
colnfections (such as CMV), microbial translocation, loss of
immunoregulatory responses, and hypercoagulability cre all
thought to contribute [12]. Another team conducted a study
on the impact of age and HIV status on immune activation,
senescence and apoptosis. Their results support thar well
treated PWH have residual immune dysfuncrions since as
clevared proportions of LT CD8" immune activation [9]

In this study, we have cstablished # longitudinal evolution of
the ratios as for absolute values of CD4" and CD8' T
lymphocytes. Then we can notice that the presence of an
inverted CD4/CD8 racio indicares an active lymphocytosis,
what is observed in the vast majoricy of study partictpanty
(89.02% for the count | and 87.8% for the count 2). In
literature, an inverted CD4;,CD8 ratio has been assoctated with
altered T-cell subsets, and it often remains inverted due 1o
persistent high CD8' T-cell count even in persons with carly
treatmens start {13], The CD4/CDB ratios <1 were statistically
assoclated with elevated proportion of CD4™ (p-0.001). We
found no major difference in association with viral co-
infections (p0.001) apart from & predominance of CMV
infection. The appearance of viral co-infection is # sign of the
disease progression, however it was observed that the majority
of partictpants were in an early stage of the disease. CMV
infection may contribute to CD8" Tocell expansion and

subsequently an inverted CD4/CD& ratio, but |
Skovsgaard et al investigated that the fmpact of CMV

infection on T-cell residual immune dysfuncoon in percon
living with HIV has been debated, Recently, CMV specitic |

cell responses but not CMV IgG level has been associated wit
CDB' immune actlvatlon and senescence [9]  Takin,
antirecroviral therapy, lack of lymphopenta, undetectable virs
load, presence of viral coinfections while the cohort 1 at 4

carly stage of HIV infection, the persistence ol un inverte

ratio suggested that all these facrors are Independent of H\
presence, and indicattve of chronic activation of the immun:
system, As limitations of our study, the inclusion of » sma

number of patients, which does not allow robust statstica
analysis, the monocentric nature of the study anc larg
variations in ratio values could be detected if the time interva
berween readings was high.

CONCLUSION

Our study had demonstrated that despite taking ARVT, an
no HIV viral load, viral co-infections appear, and an inverte
CD4/CDS8 ratio remains, because of persisting high CD8” cc!
counts, Further investigations concerning the role of CD8
during an HIV-1 infection, which could reveal more detail
about HIV-1 disease progression, It Is therefore imporant 1.
analyze the evolution of the CD4/CD8 ratlo kinetics, and th
increase in follow-up time and the repetition of i
measurements allow a better appreciation of the evolution vl
the CDB" LT and therefore of the value of the rato. The use of
the CD4/CD8 ratio therefore seems an Interesting marker ©
use in clinical practice, because of its easy application an!
simplicity of interpretation. ™
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Abstract: In Camercon, due to the implementation of the Test and Treat policy in 2016,
S o antiretroviral therspy (ART) was generalized 1o all people affected by HIV. In people living with
University of Yacunde 1, THV (PLHIV) born HIV positive, although this treatment controls the plasma viral load of HIV,
Camesnon they are even more at risk of comorbidities compared to the general population. In additicn, high
levels of immune activation and inflammation persist despite control of HIV viremia, and
associated to morbidities not ranking AIDS and the reactivation of other chronic viral infections,
define a decline of the immune system called immu ¢ 15 appeared
carly in PLIIV bom RiV positive but their fciiow ap is no different from those who acquired the
infection late in life, leading to their early death unrelated to HIV infection. The general objective
of this work was to identify biomarkers that could be included in the monitoring of PLHIV barn
HIV pasitive in order to prediat the oncurrence of immeraenczenncs. Between 2020 and 2022, we
conducted a monocsntnic prospestive study at facund< un PLHIV bom HIV poritive from whom:
the socio-d+mogmphic profile was established. Biological parameters were measured in blood
from two sampling periods (at recraibment and 12 months ! ter), for the purpose of measure
inunune activation, inflammatory profile #rd mauwers of organ aging in order to bring out the
combination of murkers found relevant for the stidy of the immunossnescence of participants. It
appears that, of the 20 biomarkers LTCD4", LTCDS', CD4/CD8 ratio, Platelets, Leukocytes,
Monosytes,, Neutrophils, Total leukocytes, Hemoglobin, TNF-x, TFN-y, IL-2, IL-6, Creatinine,
urea, AST, ALT, ALT/AST ratio, comorbidities, coinfections) described in the literature as being
able to monitor immunosenescence, only 5 (LTCD4+, total leukocytes, platelets, [L-2 and IFN-y)
were found relevant to describe this state in our participants, parameters that can be measured with
routine examinations (NFS, ELISA).
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in 2016, ART was genenalized to all people nffected by HIV,
repardless of the stage of infection, This has not only reduced the
number of patients diagnosed each year leaving for example from

INTRODU('TION
The human quired leficiency virus (HIV) was

discovered in 1983, and belong: o Group V1 of the Baltimore
Classification (Hursux. 2007). In 2021, 30 miilion people were
infected with HIV, and mare than 88 million deaths since the start
of the pandemic, Africa, & mainly underdeseloped arca, has its sub-
Ssharan part which bears the beaviest burden of this pandemic,
witly more than 27 mitlion PLHIV. Women and children make up
two-thirds of these people (UNAIDS, 2022). Various thempeutic
measures have emerged including triple antiretroviral therapy
(ART) which acts at different stages of virus replication. This
combination antiretroviml treatment controls plasme H™V vied
load in mast patients who have access to it (Suhaib, 2014), Tn
Cameroon, due 10 the implementation of the Test and Treat policy

*Corresponding Anthor: Njiki-Bikoi J
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3.4% in 2020, to 2.9% In 2023 (CNLS, 2021), but also greatly
improved the prognosis of HIV infection, with & reduction in the
rate of deaths dus 10 HIV, Asamsuh.lhcagemd life expectancy
of HIV pati i 1o increase, gradually reaching that of
unaﬂ'ecmd populstions 1o this day, As 2 result, we no longer speak
of paticats but of people living with HIV (PLHIV) (Aureau, 2019).
ART has mnde it possible to extend the lifespan of patients by
allowing them to have an undetectable viral load {viremia control),
and a satisfactory level of CD4+ LT, thus tuming this fatal
infection int» a chmnic discase in o few months while
exscerbuting the & Yy duced against this
infection (Guy. 201%5). Chronic mﬂmmnhnn and wnderlying
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chronic immune activation associated to behavioml factors (drug,
aloohol, and tobacco use), ART, microbial transmutation, residual
HIV replication, and viml coinfections (to CMV, EBY or HCV),
deTine & physiol | state of exh of the imnmune system
knewn as immunosenescence (Czanne, 2017). With patients born
HIV positive, immunoseoescence oocurs easly, Indeed, due to
carfier subjection to ART in life, these people p

indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

for the fono\&ing analyzes i frozen plasma samples obtained at the

time of study inclusion and 12 months later were available. The
lection of the biomark d was based on two criseria:

the reliability of measuring these markers on frazen plasma, md

their predictive value. The same biological markers were

with the same kits, at study inclusion and 12 months later, The

imrusnnlogical abnormalities usunlly Geacribed i elderly persons,

hoiques used were chosen taking info sccount their sensitivity to
measure marker levels (the ability to detect the marker & a Jow
hreshold),

wuﬁ may reflect the prevmm development of
lic and logical pathologies (cardiovascular discases,
dinbeses and the main complications which have become
the major causes of deaths in these patients on ART),
demonstrating the aging of the immune system at a young age
(Carron, 2017), Tn addition to HIV infection and daily use of
ARVe, exrly immunosenescence is n heavy burden for PLHIV bom
HIV positive. and the major cazse of their death. However, thelr
follow-up s barely different from those who contracted the
mfection during life, and they die from non HIV-related ilinesses
(Assane, 2018), In the clinic, there are dingnostic tools to predict
the occurrence of such events known as scores. We can list the
VACS, IRP, Frmingham scores and the Z-score. The latier one i
regularly applied in different medical disciplines to evaluate the
occurrence of health phenomens (Guessous and Duriesx-Paillard,
2010), With the evolution of medici d Jical biology
already plays a vital role in belping with decision-making, both in
terms of diagnosis and in participating in the development of 2
plan, hile previous  studies  have  aleeady
highlighted certain biomarkers of chronic inflammation ard
Immune sctivation, significantly finked #0 an evolution of patients
bom HIV positive towards an early immunosenescence (Ozanne,
2017), The study of numerous imumene sarsmeters has made it
possible o identify, as predictive factors of aging of the immune
system. o greater frequency of CD8+CD28- T lymphocytes, a weak
proliferative response, 0 low CDY/CDE mtio (<1), a number
decreased B2 lymphocyte count and CMV seropositivity (Poli et
al. 2016), Since our research team has been nterested for years in
the idestification of non-traditional biologscal markers that can
explain the risk of immunosencscence in FLHIV, the general
objecrive of this work was to identify biomarters that coold be
included in the monitoring of PLITV bom HIV positive in order to
predict the of i

MATERIAL AND METHODS
Owur study, which took place between 2020 and 2022, was a
ic ¥ ¢ study, ducted #t the Yooundé
University und Teaching Hospital for the recruitment of
pasticipanis and biochemical analyses, and at the Study and
Control Cenrer of Communicable Diseases of the Faculty of
Medicine and Biomedical Sciences of the University of Yaoundsé 1.
The aim of this study was %o characterize some biomarkers of
immunosenescence in patienss borm HIV+, This study was limited
o patients on ART in order 10 control the possible effect of
residusl virnl replication on immune activation and inflammation,
and with & good virological resp {und ble viral Joad), We
included participants bom HIV= from whom data were collected
on a survey form to establish the socio-demographic profile (nge,
sex, consumption of alcohol, tobacco, drugs), the clinical profite
(the HIV-1/-2 serology, date of treatment stan, Initial protocol,
muodification of treatment regimen, other infections, date of
diagrosis, treatment taken) and virl load. Patients were eligible

Thése de Microbiologie rédigée par MBONGUE MIKANGUE Chris André

(1) In order o measure the immune activation of the cohort of
study participants, the whole blood collected was used 1o count
TCD3+, CD4+ and CD8+ cells by Mow cytometry using a
FACScount ( Becton Dickinsor, Son Jose, CA/USA), for the
serology of seme infection markers by immuno-chromatography
with Rapid Screening Testst HbsAg (HBV 3 in | Combfess
{S/P)Nartong, Diagnos Biotechnologyeo., China), Anti Ae -HCY
(One Step Rapid Test HOV AR Test Cassettes (S'F) (Hightop
Boitech, China). Anti RV Ac, Anti HSV-1/.2 Ac, Anti CMV Ac (One
Step TORCH IeM/igG Kir, Bioneavan, Beijing'China), and for
Blood Count by flow cytometry using the Mindray BHC.30
machine),

(2) To establish the cytokine profile of the inflammatory state
of the participants, the titration of pro-inflammmory (IL-2 and 1L-
6), antiviral {TFN-y) and cell death (TNF-a) cytokines was done by
the ELISA technique and RaySioiech ELISA Kits foe Human
Cytokines (Georgia, USA).

(3) In order to have the biochemleal prafile of markers of organ
aging, the determination of the wsual valies of transaminmses (AST
and ALT), creatinemia, hemoglobin level and uremia was made by
spectraphotesetry with the Cromatest Linear &it, and the present
comarbidities taken from the participant’s medical file,

(#) In order 1o bring out the combination of markers found
redevant fr the study of the immunesenescence of FLHIV born
HIV pesitive, i wes necessary to make combinations of the
different markers of by Principal Component
Analysis (PCA) and compare the combination of these markers of
immune activation, inflammation and fmmuno-senescence with Z-
score, i order 1o bring owt the most relevast combinstion of
markers,

The duta obtained were entered into Excel 2010 then analyzed with
the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software version
12 for Windows and by the Epl Info software version 7.2.0,1,

The study was approved by the Regional Ethics Commitiee for
Research in Human Health, and reccived authorization from the
various study sites. Patients signed consent regarding the use of
their pl and the collection of their mwdical data,

RESULTS

1. The sociodemographic and clinical profile of the
study participants

The porticipents were grouped ding %0 the WHO classification

used by the Elizabeth Glaser Pediairle AIDS Foundation,
(Elizabeth Glaser Pediatric AIDS Foundation. 2018)

The avernge age In the study wos 9.05 + 509 years and the
majority of children were under 10 years old, Le. 56.76% (n=42) of
our population, The female gender represented the vast majority of
participants with 68.92% (n~51), with a sex ratio of 0.45, Within
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our poputation, 24% (n=18) used drugs and 31% (m31) tobacco in
different forms, 17% (nv=23) indulged in alcobol. HIV 1 infection
wis the majority in ove cobort, with 94.60% of participants in stage
I of the disease. The first Tine of treatrsat was the most
minintained, with the TDF+3TC+EFV protosol mainly sed
Although the average durstion of treatment was 6.66 = 4,16 years,
the maintenance of an undetectalde viral Joad was mainly in the
durntion ranging from | %o 3 years, Comorbiditics not linked to
HIV infection were also found (diabeses. prostatitis, renal failure),

2. Immune activation profile in the cohort

This part of the study which took place in ™o phases, from
November 20, 2020 to July 20, 2022, made it possible to describe
the T lymphocyte profile, that of blood cells, and the infoctious
profile.

The T lymphocyte prafile wes determined using LTCDA4 values
and the LT CD4/CDS ratio.

1" sample: medisn LTCDM+ Jevel = 660 cellsimm’ with a
CDCDS T Iymphocyte ratio < | for §9,02% of them.

2 wample: median LTCD4+ level = 908 cells'mm® with n
CD4/CD8 T lympbocyte ratio < 1 for 87.8%. (Lymphocyie ratio
<1; sepescent immune system).

The blood components profile was drawn up taking into account
the leakocyte lineage in particular.

1* ssmple: All participants bod normal blood cell valwes. 2%
sample:  Abnormal mesn  lencocyte  (lewkocytosis:
+2.02,103/p1) ond platelet (thrombocytop
C370.57£13645.103/p]) values were observed, (Leukoeytosis:
Leukacyte fevel > 10,000/ mm3, Thrombocytosis: Platelet fevel >
500,000/mm’: sencscent immune system).

The infectious profile of the study participants was drawn up on
the basis of TORCH infections (Toxoplasma gondll, Rubella virus,

indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

TNF-a ng/ml ] AL.09047.74 [ w6 | 386
Second sampling

IL-6 ng/ml 55.21£61.40 0.70 >0.70
11.-2 ng/ml 36 45681 021 021
INF-y ng/ml 45.96+39.79 14 =14
TNF-a ng/ml 53,35+ 49.63 386 >38.6

Table 1: Cytokine levels during the 1* and 2** samplings

Whatever the sampling period, the cytokines measured presented
abnormally high levels. And these values were correlaged with the

age of the participants.

4. Profile of biochemical markers of organ aging in the

cohort

The aging of the organs was revealed by their functioning, by
determining the usanl values of transaminases and hemoglobin
levels, and by measuring creatinemia and uremia in the participants

(table 2).

Table 2: Levels of biochemical markers during the 1*

Cytomegalovirus, herpes simples viug 4 and 2), ard the p
of EBV, HVB, and HCV infections, major HIV associsted
infeetions, HIV mfection alose affected only one patient. Multi-
infection (nt Jeast two infections sssocinted with HIV) was widely
found in our population. The co-infection that most affected the
study participants was that linked 1o HSV-1/2 at 93.24% (n69)
followed by that linked to EBV at 22,97% (n=17) and that to CMV
a 12.2% (n-9). These are berpes viruses with high oncogenic
poténtial. At the second sampling only the prevalence of CMV
increased 10 95.95% (n=71).

3. Profile of inflammatory state in the cohort

The aim was to determine the usmal values of certain pro-
inflammazory (1L-2 and IL-6), antivieal (IFN-y) and cell death
{TNF-a1) eytokines (Table 1),

and 2" samplings
First sampling for 74
M i mean value | Normal valoe
12.591 ALT (1U/L) 23424671 17-59
. AST (IUL) 2259279 10- 50
Uremia (mmolJ) 4.79+ 1.3 2141107
Creatinemin (umoll) R6.72 + 6.65 71-13
Hemoglobin f2/dl) 11 12
Second sompling for =74
Measured mean value | Noemal value
ALT (TU/L) 3129 #1147 17.5%
AST AU 31531122 10- 50
Uremia fmmol/l) 45214 2141007
Creatinemin fimold) 15.72% 4.85 71-115
Haemoglobm (g/dl) 10.5 12

Only serum creatinine and bemoglobin levels showed abmormal

values,

5. Combination of markers found relevant for the
study of the immunosenescence in PLHIV born HIV

positive

Tvpe of quokine Measured Normal Senescent
mean value value valie

First sampling

IL-6 ng/ml 50,66:4007 0.70 >0.70

[L-2 ng/ml 34.10=57.11 0.21 > 0.2}

INF-y ng/ml 29.05 £39.51 1.4 > 14

Thése de Microbiologie rédigée par MBONGUE MIKANGUE Chris André

This part of the study aimed to propose a combination of markers
known to be immune scnescent, and compare them to scores
existing in the literatuze, in peder to be able to identify relevant
biomarkers for the study of the immunosenescence in PLHIV in
oar cohort,

To do this, we first establiched correlations between the different
markers, then o Principal Composent Anidysls (PCA) was carried
out in order to combine all the markers of activation, inflammation
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end immunosenescence. The PCA was based on the Spearman
carrelation coefficlent mateix.

For each recruited participant, the following 20 markers (for both
safples) were used: LTCDM', LTCDS®, CDM/CDS ratio, Platelets,
Leukocytes, Monocytes, Neutrophils, Total leukocytes,
Hemoglobin, TNF-a, [FN-y, TL-2, IL-, Crestinine, urea, AST,
ALT, ALT/AST ratio, comorbicities, c3. ifacticne.

6, Correlations between different markers of cellular
activation, inflammation and organ aging

People with multimorbidity were older, more frequently women,

more often presented with stage 11 infection, and had been on

entiretroviral treatment for a Jonger time,

LTCD4+ Jevely wene significantly correlated with positive CMV
serology (P<D.01),

Seree plot

indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

Only variations in 1L-2. INF-y and TNF-i were correlated with
bsochemical pamameters. Only the UrcaTNF- association was
seatistically significant (P=0.03),

Principal Component Analysis (PCA)

To set the number of companents to be retained in the analysis, the
cigenvalue scree method was used. Cattell's efbow constitutes u
more severs criterion for determining the number of nelevant
factors, produced from the PCA's own values,

Indeed, in the mesulting graph, all the points represent the
cigenvalues of the companents, They are connected by a line. We
look for an “elbow™ amd we only keep the values up to this
“elbow™ (we only retain the factors which are located before the
abvupt change i the slope). The poirs following this change
provide litthe relevant information.

S M NMNNNBUSBNRBRYWDIN D

Coen

t number

In the foliowing figure which represents the evolution of the cigenvalues for the extracted components (from the 1% to the 22™), the change in
slope takes pluce with the 9th compooent, we should therefore only retain the first 8, each cornesponding to one or two medical examinsions,

Figure 1. Parameter scree method

It appears that the PCA allowed us 10 retain only the first cight main components summarizing 70% of our information, made up of 14
biomarkers: final LTCD4', final LTCDS', final platelets. final leukocytes, final monocytes, final neutrophiils, TNF -w, IFNy, [L-2, 1L-6, Final

creatining, final uren, final AST, final ALT.

When we look at the existing correlations between all the biomarkers constinsting these # components, it emerges that the T lymphocyte
population (compoaent 1) is positively correlated with the cyiokines TNFo, IFN-y, IL-2 (component 4) and transaminases (component 6), The
11-6 leve! is negatively correlated with the AST level (component 7).

Correlotion of study parameters according to Z-score

The Z score is a threshold score whose objective iz to detect whether the subject is “healthy” or “pathological™, relative to a pathology,

The equation is: Z-scoce = {observed value - median reference value) / standard deviation of the reference population.

For our study,

Usual value of the individual’s biomarker — Average value of the cobort

Z-seore =

Cohort standard deviation

The Z~score thus caleulated allowsd us to classify our participants into 2 groups:

Participants with an aged immune system (60.81%, n=60) with a Z-score belonging to the interval [-2.5 to 0.99) which implies chronic immune

activation.

Participants with n restored immuns system (14.19%, n=14) with a Z-score belonging to the interval [1.01 to 3,76).

9
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When we look at the lations existing I all 14 biomark

statistically associated with aging or restoration of the &
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, only § markers (LTCD4+, tota! leukocytes, platelets, 1L-2 and IFN-y) were

e

of

¥

These markers can be mensured by the following examinations: lymphotyping, CBC, cytokine assay by ELISA. However, none of these five
markers, taken separstely, was able to fell us nbout the immune status of the participants,

DISCUSSION
The overnll objective of this study was to identify relevant
biomarkers that cun be included in the fallowsup of positive
PLHIV, in onder to predict in them the cardy occurrence of
immunosenescence.

The Sociodemograpbic and Clinical Profile of the Student
Participants: Women were more represented than men, a sex ratio
of 0.45, and the most affiected age groups [5+10 [vears for women
and [0-5 [years for men. The work of Burki and Anoh have already
reported 3 fermale prevalence, with |18/368 (64.79) and 69.8%
(Anoh, 2013, Burki, 2014). Half of our participants (31%, a = 23)
ook tobacco agninst 17 participants (22.97%) that comsumed
akooksl, and 24% of our posticipams cons'med drugs, Smoking
associated with some antiretrovirals is & major risk factor for
metabolic complications and deaths from cardiovascular disease
(MBAGA et al, 2022, Vandenhende ef al, 2015). Akohal is
believed 10 both inf) the incid of inf and disease
progression and is the thind leoding couse of mortality and
moebidity in developed countries (Fontaine, 2011). There are
P ially dangerous intecactions b i irals with o
direct action ngainst HIV and some drugs, representing a risk of
toxicity, involuntary and fatl overdose (Leclercq, 2015),
. Reparding the comorbidities, our patients had = type ! dinbetss at
4.03%, which is Jow compared to the results fovnd in the study by
Mbega of al. (2022) which obtuined a prevalence of 46.6%:
However, in thess patients, the prevalence of HIVerelated
comorbiditics remains higher than that found in the geneml
populaticn despite an endedectable viral load for many years and a
restoration of the number of LTCD4+ under ARV treatment,
suggesting an sccelersted nging of people Infocted with HIV
{Szhin, 2013).

With clinical data, 70 pamicipants were at WHO Stage 1 ngainst 4
in Stade 11, and the HIV-1 serotype the most found in our study
with 93,24%. Indeed, HIV-] is the most common type worldwide.
As for HIV-2, it is particularly predominant in West Africa (Anoh,
2013), and Cameroon, since 2013, the Linplesienzation of Test and
Treat's policy in its health system has been set up und allowed the
4k to remain in early stapes of the disease. The average doration
of virl undetectability was 6 years, which is slightly higher than
1he result obenined by HAN and AL, Indeed, the rapld initistion of
antiretroviral trestivent very early in children just after diagnosis is
recommended according to the treatment guides for HIV infection
becmuse it could promote an carly decline of viral load (Han ot of,,
20205 Thomhill of al,, 2016).

Immune Activation Profile: The median of ihe LTCDS + was 800
cells / mm3 at first sampling and 1001 cells / mm3 at the second,
both superior o the madians of the LTCDM +, which made the ratio
CD4/ CDS less than 1 in 89.02% of patients at first sampling and
$7.8% %o the second, despite a ART. The persistence of 2 reverse
CD4 / CD8 lymphocyte ratio throughout the study reflects an
immune activation (Guy, 2015), Some studies on children also
have shown that starting sarly treatment is associated with a good
TCD4 / CD8 lymphocyte ratio (Han of al, 2020, Scers e o,
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2018). Indeed, the rapid initiation of antiretroviral trentment very
early in children just after diagnosis s ded ling to
the treatment guides for HIV infection b it could p
standardization of the CDM / CD8 lymphocyte ratio (Thormshill er
al., 2016).

A recent stway has shown that in the beginning of HIV infection,
there is an inflammatory environment that worsens the destnsction
of LTCDM + and mmune deficit vis-g-vis chronic viml infections
frequently associsted with HIV infection cusing the loss of
control and the reactivation of HBV or HCV, CMV or EBV. These
viral infections enable, th tves, both the innate defenses and
the immune responses specific to these agents, further emphasizing
the chronic immane activation cassed by HIV itself, creating for
years o vicsous circle of immunization/immune exhaustion/viral
reactivition, and the increase in cancers is observed in equal age
compared to the general population and refstes 1o both viro-
induced cancers (related to EBV, HRBV, HCV or HPV) as well as
non-induced by oncovirus (sutran, 2016), In owr study, it was
found that participants had high concentrations of Herpes Virus
antibodies.

With the blood formuln counting (NFS), it Is clear from owr study
that, in the following monthly follow-up, the number of
participants with an average hemoglobin rate <12 p/dL ncreased
from 53 (74% [64.7-86.0]) w0 66 (81.08% [69.7-81,0]) 12 months
later. Our work also shows that the average platelet was normal at
inclusion, or 250 + 105 cells/yl, then a statistically significant
decline in the mean platelet count i our patients during the
monitoring period. This decrease may be due to the chronicity of
HIV infection in the organism (Issa of af, 2017)

Profile of [aflammatory Status: There are a large namber of pro
and anti-imflammatory cytokines associated with aging, However,
only four are usually measured (v [FN-y being the most
frequently messured eytokine, followsd by the 1L-6, which has
already been clearly demonstrated that the mte increases in the age
group of n third age (Rodripuez et al. 2021, Wikby er ai,, 2006). In
this study we found that the averages of all cytokines of interest
(TNF-tz, INwy, 1122, 1L-6) increased between the first and second
sampling.

Prafile of Biocheraizal Markers of Organ Aging in the Cohort;
The functional exploration of certzin organs was performed by
titration of some biochemical markers. Creatinine ot an average
value of 93 & 23.19 pmol/l in girls and 78 = 18.24 umol in boys,
(p <0.001}. The avernge uremia was 4.95 + 1.25 mmol/L for male
ond 4.79 + 1.22 mmol/L. for female sex. The average ALAT was 23
£ 9,07 1U/ In men and women, from 22 £ 8.58 TUA. The average
ASAT is 22 + 9.28 IU/ in men and women, from 21 = 8,79 1UA,
These resulis were comparable to those of Coufibaly and those of
Hasdarn, who had found an increase in the gender and the age
group (Coulibaly, 2008, Haidara, 2016). In addition, 100% of our
pasticipants had normal ALAT, ASAT, Urea, creatinemia. 12
mooths afler the average of Creatinine experienced a significant
decline, it could translate from low muscle mass caused by muscle
dystrophy or related to HIV infection (Deeks ot al. 2013),
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Combination of markers foand relevant for the study of the
immunesencscence in PLHIV born HIV pasitive:  With the
combinations of biochemical and cytokinic biomarkers, on the 151
sampling, oaly the urea/INF-¢ association was correlated
positively, imd at 2nd, only the association ASAT/TNF-a was. Our
results sugsest that TNF-a s a marker of the occurrence of the
deterioration of the renal function and immune activation in HIV
positive persons with undetectable viral load,

Corrclations Between More Markers of Cellular Activation,
Inflammation and Organ Aging: Studics have shown that chronic
mflammation and knmune activation during controlled HIV
mfection were found in several non-HIV-related comorbidities
like. Cardiovascular discases, dizhetes; cognitive function disorder,
cancer or chronse renal disease (Markowitz ot of, 2010).

The main component amalysis has allowed us to select relevant
biomarkers involved in immunosenescence and their effect on cach
other. It Emerges that the T Lymphocytes Population (Component
1) &5 positively correlsted with the cytokines TNFa, IFN-y, IL-2
(Companent 4) and Transaminases (Companent 6). The [L-6 level
Is negatively correlated with the AST level (Component 7). They
were only markers measured with the second sampling,

The LTCD4+ count is the indlirect marker most often used in clinic
fo monitor quantitatively the evolution of the disease and the
recovery of immunity in the PLHIV (Guy, 2015), with the
involyement of its pro-inflammatory cytokinies. in the occurrence
of comorbidities characterizing the aging of the immune system
AGrund &1 al, 2016). This aging can also be determined by
evaluating the liver activity, kidneys and museles (Kone, 2018),
ALAT and ASAT rates are associated with the detecioration of the
renal function (proteinuria or reduced ¢GFR) koth in PLHIV and
the general population (Abmham et al., 2015, Bruggeman of af.,
2014}, ke wmsociation with high values of IL-6 describes an
inflammatory phenomenon during this deteriorntion,
By applying the Z score 1o the datn obtained in the second sample,
it appears that there are two groaps of participants: the first group
(n = 60) having an aging SI, with a z score belonging to the
interval [-2.5 to 0.99]. and the second group (n = 14) baving a
restored rest, with a z score belorging o the mterval (1,01 to 3.76),
And when observing the markers retained by the Z score, it appears
that in all HIV-relsted patients with an undetectable viral Joad and
which have & fow rate of IL-2 are at risk of early aging of their
immune system, despite the standardization of LTCDA + levels,
leukocytes and platelets,

Our study presented many forees such as the use of the ELISA for
the cytokine titration, the proposal for an immunosenescence
assessment scoce, To our knowledge it is the first cobort study
conducted in this field in Camervon, however, some [imits, such a
the small size of our sample, the monocentric charncter of the
study, the low number of chronic lymphocytic activation markers,
pro-inflammatory stalus and the lack of evaluation of mortality in
our study populstion. “

CONCLUSION

Our study simed to identify & et of composite markers, using
easily measurable biological parameters, and  copable of
anticipating the early onset of immunosenescence in s persoa bom
HIV positive.

11
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We conducted a monocentric prospective study in peple born HIV
positive and followed at the YUTH. Sociodemographic and clinical
duta were collocted using a questionnaire, the information of which
was completed with the medical file. Biological parameters were
measured in bleod from two sampling perieds: 2 the time of
recruitment, and 12 months later.

It appears from our study that, of the 20 biomarkers LTCD4+,
LTCD8+, CD4/CDS mtio, Plaelets, Leukocytes, Monocyies,
Neutrophils, Total keukocytes, Hemoglobin, TNF-a, IFN-y, IL-2,
IL-6, Creatinine, urea, AST, ALT, ALT/AST ratio. comorbidities,
coinfections) described in the literature as being able to monitor
immunasenescence, only 5 (LTCD4+, 1ol keakocytes, platelets,
TL-2 and IFN-y) were found relevant to describe this state in our
participants. Indeed, the chronicity of HIV fection is confirmed
by the high levels of the antiviral cytokine IFN-y, chronicity which
induces continuous mflammation by the peo-inflammatory
cytokine IL-2 and thrombocytosis, which is ut the origin of the
cellular activation observed: incressed Jevels of otal leukocytes,
particularly LTCDd+, cells which, in tum, maintain the
inflammatory phenomenoa, This chrunic cellular activation and the
underlying sustained inflammation are the primary cawse of the
carly immurosenascence observed in cur panticipants.

Our study highlighted the potential of contain biomarkers 1o predict
immunosenescence. Indeed, our results suggest that the evalustion
of certain markers of immune sctivation (IL-2, thrombocytosis,
feukocytosis) and cheonic inflammation (IFN-y), could be a useful
criterion when evalusting the immunoseoescence, alongside the
measurement of viral load and the level of CD4+ cells

These simple pammeters w0 mensure with routine ¢xaminntions
(NFS, ELISA) must be mads available to medical teams 1o be shle
to complete their clinical analysis, in order to better predict the
level of care that a patieat will require, and therefore optimize care
of PLHIV bam HIV positive.
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Introduction

Since its discovery, Human Immunodeficiency Virus (HIV) infec-
tion remalns a real health problem, and particularly in sub-Saharan
Africa, and according to the data of the National AIDS Contral Com-
mittee (NACC), Cameraon in 2021, the pr e of HIV infecti
was 3.1% [1). HIV infection pr & infections or reacti-
vatian of solely controlled infections, with the LT CD4+ lynphopenia,
With the weakening of the immune system, the reactivations concern
more tuberculosis and the oncogenic viruses such as berpes virus-
es [2], Herpesviridae are among the few known caises of cancer and
contribute to'a varicty of malignancies worfdwide, The agents con-
sidered here, ermed Epstein-Barr virus {EBY) and Kapos! sarcoma
herpesvirus (KSHV-human berpesvirus 8 [HHVE]), are members of
the gamma-herpesvirus subfamily [3). And are a family of managerial
viruses such as Koposi Sarcoma and lymphomas, opportunistic infec-
tlons of HIV/AIDS [4). The Herpes simplex virus [HSV), responsible
for 2 contagious disease alfecting the skin and mucous membranes, is
cha 2crized by a vesicular eruption of gronped pimples [5),

A di long considered begining in immunocompetent sub-
Jects; it can be very severe in subjects with immunaodeficiency. {6,7].
The Epstein-Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV) Is com-
man in HiViinfected Individuals, Pathogenic gene products enhance
the replicatson of HIV by transactivaton of HIV long terminal repeats
(LTRs) and are involved In Infectious mannnucleosis and associated
fymphomas, while the type 8 human herpes virus (HHVE) enters in
the occurrence of Kapost sarcoma (KS) and associated lymphomas,
The Immuncsuppression of the individual, obesity, excessive alco-
hol, and smoaking congiders as risk factors for the emergence of these
viruses, [B-10]. Although Camercon is an endemic xone for human
herpes virus, and the work dane by Njiki et al, In 2015 showing that
there is very little information on the epidemiology of HHVB infec-
tion particularly that associated with HIV infection [11], the finding
remains with other viruses of the same family. The aim of this study
was to determine the seroprevalence of four viruses HSV-1, HSV-2,
EBY and CMV in patients born HIV positive at the Yaounde Universicy
‘Teaching Hospital (YUTH),

Methods
Study Design and Setting

1t was a praspective cross sectionut sy, soaducted irom Na-
vember 2020 to October 2021, in YUTH, un patients who came for
consultation or were followed at the Approved Treatment Centor
(ATC).

Participants Enrolment

For every participant who cempleted the inclusion criteria, a
written informed consent was obtained from the parents, and a tech-
nical sheet had to be filled by each participant, providing the socio-de-
maographic and clinkal status as age sex and HIV Infection, These data
were completed and/or confirmed by the patient's medical record.

Laboratory Methods

Then a sampling of vencus hlood into an EDTA tube of 5ml was
made and the samples taken then transported to the Microbiology
Laboratory of the Faculty of Science. At the laboratory, after centrif
ugation (at 1300 rpm for 10 min, between 18-24 *C), the plasma ob-
tained was kept In a freezer at -25 *C, for the later serological research
of the Infecticus agents [12]. According to the manufacturer’s instruc-
tions, the kits snd samples to be tested were first brought to room
emperature. For the detection of IgM and 1gG antibodies directed
against MY, HSV-1 and HSV-Z, the One Step TORCH [gM/1gG kit (TOX
1gM/1G, RV IgM/IgG, CMV IgM/1gG, HSW1 f21gM/IgG (Bioneavan
co.L'TD,, NO.18 Xe Yuanly, GongYeKaiFaQu, Huang Cun Zhen AaXing
County, Beijing) was used, and for the detection of IgM antibodies di-
rected against EBY, the Epstein Barr Rapid Diagnostic kit (EB) -IgM
antibady was used according to the kit manufacturer’s instructions
[Bianeavan co.LTD, Beijing), The test card was placed on a dry hori-
zantal work surface, then 30u of sample plasma added on top. When
the sample migration was found to be difficult, 20ul of sample dilu-
tion solution was added Immediately, and an additional S0yl of the
same solution 5 minutes later. 15 o 20 minutes after the addition of
the plasma, the different results wers observed [13).

Data Management and Analysis

For each participant, data on parameters of interest gathered
through Interviews and by blood analysis were recorded and pro-
cessed using Excel 2016, and the statistical analysis was one using
[BM Statistical Package for So<tal Science Version 22.0. On one hand,
we used the Fischer exact and the Chi-square tests to compare quali-
tative variables between groups, while on the other hand, we used the
Mann-Whitney test to compare quantitative variables, All p values
below 0.05 were considered significant.

Ethical Considerations

The study was approved by the Regional Ethics Committee for
Research in Human Health (N°0082/CRERSHC/2023) and received
authorization from the Yavunde University and Teaching Hospital
(N"494/AR/CHUY/DG/DGA/CAPRC), The Microbiology Laboratory
allowed the laboratory analyses, Patients signed consent forms re-
garding the use of their plasma and the coflection of thelr medical
data.

Results
Soclodemographic and Clinical Parameters

The average age in the study was 9.0525.09 years, the children
were in majority (5£.76%, n=42/74) under 10 years old and of female
gender (68.92%, n=51/74). 18/74 children (24.323%) smoked and
17 f74 concerned by alcobol consumption (22.97%). HIV-1 Infection
was the most ancountered in our cobort, with 94.60% of participants
at WHO stage | of the disease. According to medical records, the most
commonly used protocol was Tenofovir-Lamisudine-Efavirenz (TD-
F/3TC/EFV) with 79.73% of participants {Table 1).
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Seroprevalence of Herpesviridae Tound was CMV/HSV-1/HSV-2 635196, (n=43) (Table 2). The co-in-
The seroprevalence of CMV was 95.95% (n=71/74), that af HSV-1 fections found affected all age groups (Table 3). Ages ranging from 10

at 93.24% (n=60/74), that of HSV-2 at 93.24% (n=60/74) that of EBY :;::f[‘:;' ,'7“41)‘::::” “ﬁ?&?&g‘&'ﬂ'ﬂﬁ:ﬁ“"m" o
was 22.97% (n=17/74). Seropositivity for HSV-2, HSV-1 and CMV was

statically assoclated with HIV fnfection (p<0.05) (Table 2). Our partic- 011 0 \P 14 years concentrate the greatest number of co-infections

Ipants presented multi-infections to herpesviridae, Most co-infections (e )
Table 1: Basaline characteristics of the participants.
Characteristics | Number [ Percentage
Sex
Mascuin n 3108
Feminin 51 B89
~  Ages(Years)
o4 v 29
{54 % B
[10-14] 16 2142
[1519] 16 2162
! S
1 7 a6
[ P 54
m 0 B
v 0 1
Type of HIV
HIV] ) | 46
v T ) | 54
HIVIeHIVI 0 \ 0
Pratocol of ‘reatment
TOR/STC/EFV 3 3811
TDE/ATC/ ATV 0 '
TOE/STC/NVE 0 0
TOF/31C/D v 29
TDF/3TC/1PV 5 76
AZT/STIC/EFV N 54
AZT/3TC/NVP 5 6.7%
Table 2: Distribution of participants according to 1gG/IgM antibodies against HSV-1, HSV-2, CMV, and IgM against EBV results.
Infectiowns agent Result Number (n) Percentage (%) 9 P value
CMV (1zG) Ponitive 7 %5 [084-1139) 0.0
Negative Z b s - (8861 -99.16)
FBV (IgM) Pasitive 17 2y [13.99.- 3421) 04
Negative 57 7708 5.9 - 86.01)
H5V-1 (1gG) Pasitive ] 24 5493 - 97.77) 0.04
Negative 5 | em R23-1547]
HSV-2 (17G) Pasitive 9 .24 (84.95-97.77) 0.04
. Nogative .| ] 676 .. {223 -1507)_ |
Copyright@ : Mbongue Mikangue CA | Biomed ] Sci & Tech Res | BJSTR.MS.I0.008751, 47361
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Table 3: Distribution of participants according to Herpesviridae co-infoctions,

Infections N ooy
HIVA 1133) {0.0-7.30]
HIV-/OMV 3547) [14813.27]
 HIV-1/CMV/EBV/HSV-1/ H5V-2 13(17.57) 1970-28.17]
HIV-1/CMV/HSV-1/ HSV-2 A7(6351) [BL51-74.40)
HIV-1/CMY/RV/EBV/15V-1/ HEV-2 1145 10.8-7.30]
HIV-1/CMV/RV/HEV-1/ HEV-2 A270) [033-542]
HIV-A/15V-17 155V-2 22700 1033-9.42]
HIV-1/CMV/EBV/11SV-1/ HEV-2 1135) [ce-7.30]
HIV-2/CMV/HSV-1/ HSV-2 1(135) [0.08-730]
HIV-2/CMV/RV/EBV,/HEV-1/ HSV-2 10135) {0.8-7.30)
HIV-2/ 1SV 15V-2 10139) f0.00-7.30)

Note: HSV-1/-2: Herpes simplex Virus-1/-2.
HIV-1: Human immanodeficiency vins ty 3o 1,
HIV-2: Human immunodeficiency viras type 2
COMV: Cytoanegalovirus.

EBV: Epstein-Barr virns, RV: Rubells vieus,

Table 4: Frequency of HIV infection according to age group and alcohol, Tobacco, Alcohol and Tobacco consumption.

“m' Number n (%) | Aleobol consumption n (%) | Tobacco intaken (35) | Alcohol consumption and Tobacca intake
4] 17 (2297 0 0 ' )
59) 25 (3.78) o 0 0 T
no-14) 16 2162) 3 (4405) 2027 | 227)
n5-19) 16 (2142) 14 (18.91) 8 (10,61) | {8.1)

740100%) | J

Table 5: Frequency of herpesvinidae infection accarding to age group and akcobol, Tobacco, Alcohol and Tobacco consumption.

Variables CMYV sero status n (%) HSV-1 sero statss n (%) HSV-2 sero status n (%) EBV sero status n (%)
Fos Neg Pos | Neg Pos Neg Tos Neg
10-4) 16 1 17 : It 3 1
59) n 2 n 0 21 0 5 13
f10-14) 1% 0 16 0 16 0 3 2
1519 16 0 15 1 15 1 5 13
Discussion 9.0545.09 years, the majority of participants were under 10 years,

Epidemiclogical data for herpesviridae in Cameroon is not well
dacumented [11]. Among the opportanistic infections of viral erigin,
Infections caused by Herpesviridae, are often responsible for a conta-
plous disease affecting the skin and mucous membranes, is character-
ized by a vesicular eruption of grouped pimples but also cancers [14],
Both human immunodeficiency virus {diV) and human berpesvirus
(HHY) Infections persist lifelong, and almast all individuals (nfect-
ed with HIV are also infected with 21 HHV [15]. Our study revealed
a female predominance (68.92%, ne51/74) with an average age of

A study conducted by Njimbam ez al, at the Cité Verte Subdivision-
al Medical Center of Yaoundé in 2016, reported 66% of women [16),
This observation corroborates the feminization of the HIV pandem-
ic, which i a major trend, Currently 50% of people living with HIV
in the world are women, with this rate reaching 59% in sub-Saharan
Alrica, the region most affected by the epidemic. Certainly, the risk of
contamination during sexual intercourse is greater amorg them, but
they are also in a situation of greater social and economic vulnerabil.
ity, and therefore greater exposure to risks, particularly in relation w
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AIDS [17].

The age groups obtained during cur study follow the concerned
population trend of PLHIV in Camervan [18]. Mast of our participants
were under TOF/3TC/EFV treatment protocol (79.739), a first-line
regimen, This protocol is & preferred option In countries with limized
resources, because it is simple, inexpensive, In combined form and
can be used in HIV/HBY, HIV/BK and in pregnant and breastfeed-
ing women [1]. In our study, IgC seroprevalences weee 95.95% for
CMV, 93249 for HSV-1, 93.24% for HSV-2, IgM seroprevalence was
22.97% for EBV. This high antibody seroprevalence demonstrates the
widespread circulation of these viruses in the population, confirming
the status of an endemic area for herpes viruses [14). Also, to date, the
population changes Its sexual practices, such as oral sex assoclated
with sociocultural changes, may sxplain the increasing trend of these
infections [11]. The majority of co-infections between herpesviridae
found concerned HSV-1 and HSV-2 with a prevalence of 47(63.51)
this result Is high compared to that reported by Njimbam et al (2016)
which was 34% [16]. It is becoming urgent to sensitize young people
born HIV positive because the HIV-HSV interaction would be the cause
of several resistances to antiretrovirals with the formatian of psewdo-
typed viruses (e, viral particles compiising the HIV genome envels
oped in surface giycoproteins dertved from other viruses) [19,20).

EBV and CMV co-infections appear to be more frequent in the
Eterature. A possible explanation is that mest of the patients in this
cohort, although hospitalized, were seen in outpatient care [21].
Testing for the presence of CMV Infection is particulardy important
for HIV-positive patients to assess disease severity and monitor re-
spoase Lo treatment. The influence of factors net investigated in this
study such as genetics, nutritional status, socio-economic conditions
could explain these 3 priori weight results concerning the prevalence
of CMV [22]. Ages ranging from O to 15 years concentrate the greatest
number of co-infections, and ages ranging from 10 to 19 yers concen-
trate the risk factors for the oocurrence of these co-infections (alcohol
and tobacco consumption). if aloohol acts as a behavioral risk factor in
acguisition of HIV, it also acts at the blological level through its immu-
nosuppressive role Increasing susceptbility to infactians by reduding
the inflammatory response [23], thus finding the smoking which Is
also assoclated with the metabolic complications of certain antiret-
ravirals [4]. These data underline the need to implement proventive
actions, particularly with regard to the consumption of alcohol and
Increased dietary support when stopping smoking [24), The present
study canfirmed that herpeswiridae prevalence among children born
biv positive at the y de unfversity teaching hospital, Camercon
after 12 months of follow-up was high and this might increase risk
of cancers. Qur study has strengths Including that it was carried out
on childron who were born HIY poesitive tw HIV-pesitive mothers and
had an undetectable viral load; the study provided information on the
epldemiology of herpesviridae in young people. HIV infected born HIV
positive, Furthermare, our study has limitations due to its monacen-

tric and transversal nature. The abisence of molecular analyzes would
make it possible to confirm infections or even co-infections.

Conclusion

Our study aimed to determine the seroprevalence of herpesvin-
dae In childeen born HIV with an undetectable viral load 2t the Hos-
pital and University Center of Yaounde. Our study allowed us to eval-
uate the co-infection of four herpesvirides {EBY, CMY, HSV-1 and 2) in
children born HIV pasitive at the YUTH. This study highlighted a high
riskof herpesvirus infections among PLHIV bom HIV positive, in sges
ranging from 3 to 19 years, especially amoeng women. The seropreva-
lences of these viruses were high and thekr associstion with children
clinical profile highlights their rigk factors. HSV-1, HSV-2 and CMV 50+
roprevalences were higher in coinfection than in monoinfection, The
prevalence of these viruses demonstrates their high endemicity In
Cameroon.
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Annexe 4: Fiche technique

UNIVERSITE DE YAOUNDE | UNIVERSITY OF YAQUNDE |

FACULTE DES SCIENCES FACULTY OF SCIENCE

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE

DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY

Fiche technique

Théme de 1"éude : « Etude de I'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant

une charge virale indétectable sous ary suivis an CHUY ».
Nefiche.. A ...

I.  Données Sociologiques et démographiques

1. Données démographiques

0) Ageto o AD
b) %ux:.....?. ...............

2. Données sociologiques
1) Tabnct.eeisiens ) AIOBL:isosessseniasions ©) Autre drogue........ccceeseierence
1L Données Clinigues
Traltement ARV
. Molécules iuuiulo..Tb.’)?...t.EIC...t.?c'.F\}. ........................................
2, Apparition des eflets secondaires @ 1. Oui /...../ 2.Non /.X.J Si oui le délai d’apparition :

6. Date de déplstage.......... ::2.01.0 ............................................
7. Date de la derniére indétectabilité. ...... L AR

8. Modilication du schéma thérapeutique initial suite aux effets secondaires
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1 Oui /....d 2. Non /.X./ Date...../eeeuie. P Nouveau schéma thérapeutique
2, Evolution des effets secondaires : 1. Guérison /..../ 2.Abandon /...../ 3. Décés
lovoid
’ 3. En relation avec les effets secondaires : 1. Probable /...../ 2.Certaine />(....'
Y. Autres médicaments pris..... OO 2.4 F OO
10, Autres infections & ..., EVRBRED s ovmssssnvenissnmsatasseons iapaimsarnsss opinamatas

[ 1, Comorbidités....... i Sl %&M—o‘la(& i WQE
12, Type de sérologie |, HIV-1 /.3{/ 2, HIV=2/...../ 3, HIV-1+HIV-2/...../

1.
1. Lymphotypage

Données Blologiques

Cellules Valeur mesurée | Valeur (cellules /mm”) | Indications o
i 500-1600 Pas de déficit
350-499 Immunodépression modérée
Lymphocytes TCD4* 2L T 200-349 Immunodépression avancée
<200 Immunodépression sévére
| i o 3§D 100-1200 Pas de trouble ‘
Lymphocytes TCDS" ~ >1200 Inflammation
B <100 Lymphopénie T CDS
:{x;;‘l'n. ,:,‘Y[l;grhm)'mirc T i 51} <l Trouble
>1 Pas de trouble
2. La Numdration Formule Sanguine
Paramétres Nouveaunés | Enfants Hommes Femmes
. Valeur -]T'ﬁﬁu'r_ Valeur | Valeur | Valeur Valeur | Valeur Valeur
S OR—— mesuré mesur mesur
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usuelle e

usucile

mesurée | usuclle | ée usuelle | de

GR(10%mm") 562 3,6-5 4,5-6 4-54
HG (g/100ml) 14-20 1216 [ pA 13-18 12-16
Tt (%) 462 36-44 23 |40 3547
VGM (1, ) 100-120 79-93 85-95 85-95
TCMH (pg) 3137 26-32 27-32 27-32
CCMH (%) 32-36 32-36 3236 | 32-36
GB (10YmmY) 10-25 4-10 » 410 410
PNN(107mm") 1,5-7 1,57 1,5-7 1,5-7
PNE(10Ymm’) <l <05 <0,5 <03
PNB(10Ymm®y [ 0-0.0 0-0,1 0-0.1 0-0.1
Monocyte( 10/mm®) [ 0,1-1 | 0,1-1 0> 0,1-1 B 0,1-1
1Q(10Ymm’) [ 150-400 150400 | 9pD | 150400 150-400

3. Paramétres Biochimiques

Parnmétres } Résultats | Types de prélevement | Valeurs usuelles
ASAT _25)—%_mm - 10440 UL
ALAT &3 Serum 8445 UIL
“Créntinémic Serum Sérum Femme : 53-106 umol/l
T
Homme : 71-115 pgmol/l
Urémic " Serum Sérum : 2,14-11,07mmol/l

4. L'ELISA

Nomx des Cytokines | 112

INF-y

TNF-a,

Concentrations | | ‘/\—3‘2’7‘

515
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Date du jour:

thC | O?’ iDQ'D )
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Annexe 5: Notice d’information en version frangaise

-Titre de I’étude : Etude de |'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une

charge virale indétectable sous arv suivis au CHUY.
- Nom de I’investigateur principal : MBONGUE MIKANGUE Chris André.
-Invitation : Madame / Monsieur,

Nous vous invitons a lire ce formulaire d’information afin de décider si vous étes
intéressé a participer a ce projet de recherche. Il s’agit d’une étude au cours de laquelle nous

effectuerons des prélevements.

Objectifs de I’étude : Objectif général
Identifier des biomarqueurs pouvant étre inclus dans le suivi des patients nés VIH
positif, afin de permettre la prédiction de la survenue de I’immunosénescence chez ces

personnes.

Objectifs spécifiques
1- Evaluer de I’activation chronique par le dosage (LTCD4, CD8, Ac anti-CMV, Ac anti-
EBV, Ac anti-HSV-1/-2, Ac anti-RV, Ac anti- Tox, Ag HBs, Ac anti-VHC) et le Comptage
(Leucocytes totaux, Neutrophiles, Plaquettes, Monocytes)

2- Ressortir le profil cytokinique (IL-2, IL-6, INF-y et TNF-a) de 1’état inflammatoire chez

les participants a 1’étude

3- Déterminer le profil des biomarqueurs biochimique liés au dysfonctionnement de

certains organes (Transaminases, de la créatinémie, de [ ‘urémie, [’hémoglobine).

4- Ressortir la combinaison des biomarqueurs trouvés pertinents pour 1’étude
I’immunosénescence des PVVIH nées VIH dans notre cohorte.
Période et population de I’étude : le suivi sera menée sur une période d’un an allant du 20
Novembre 2020 au 20 Novembre 2021. L’étude se fera chez toutes personnes nées VIH au
traitement au CHUY.

Procédure : Dans 2 tubes EDTA de 5ml chacun, du sang veineux seront prélevés, entre 7h et
11h du matin et maintenu a température ambiante. En fin de journée, tous les échantillons seront
transportés au laboratoire, accompagnés des fiches techniques correspondantes. Le sang total

veineux servira au lymphotypage, a la Numération Formule Sanguine (NFS).
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Le plasma sera extrait et aliquoté. Une partie servira au dépistage des infections a hépatites
virales et a CMV, EBV, HSV-1/-2, RV, Tox et I’autre partie sera congelée pour des analyses
ultérieures que seront : le dosage des cytokines, le taux de I’ALAT, ASAT, créatinémie, urémie

seront déterminé par nous. Le participant viendra avec les résultats. Pour les deux rendez-vous.

Devenir des echantillons : Apres analyse les échantillons seront gardés au frais a -30°C pour

assurer la tragabilité du patient et pour d’éventuelles études ultérieures.

Droit de refus: Vous pouvez a tout instant poser plus de questions ou changer d’idée
concernant la participation a 1’étude sans représailles si vous trouvez un désagrément a y

participer ou pour toute autre raison que ce Soit.
Considérations éthiques :

Avant le début de notre étude, une demande d’autorisation était adressée au Comité
Réginal d’éthique de la région du Centre pour la Recherche en Santé Humaine, a Monsieur le
Directeur General du Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé | et une autre demande au
responsable du Centre pour 1I’Etude et Controle des Maladies Transmissibles. Les participants
ne seront pas identifiés dans les publications scientifiques et/ou dans les présentations liées a
cette étude. Toutes personnes ayant accepté de participer a 1’étude a la possibilité de se retirer

librement.

Risques potentiels : Les enjeux éthiques qui étaient soulevés dans cette étude pourront
étre confrontés aux dommages physiques liés au prélevement (hématome) et psychologiques

(génes li¢es au questionnaire) et le risque d’infection et de temps.

Precautions : Pour pallier a cela, les prélevements se feront par des personnes
compétentes dans une salle de préléevement appropriée suivant une procédure standard
répondant aux normes et a I’aide des appareillages avec le moins de risque de traumatisme ; les
personnes les plus a risque et les plus vulnérables au traumatisme seront exclues ; En cas
d’hématome, vous recevrez les soins appropriés relatifs a I’incident. S’il arrive que vous sentiez
inconfortable a répondre a certaines questions, vous pourriez vous retirez de 1’étude sans

représailles.

Beénefices potentiels pour cette étude longitudinale, les retombés ne profiteront pas
directement aux patients. Toutefois, les résultats de cette étude seront utilisés pour servir a la
communauté scientifique. Ils permettront a I’hopital et aux autorités compétentes concernés de

mesurer ’ampleur du probléme du risque de non restauration immunologique, d’activation
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cellulaire et d’inflammation cytokinique lorsque 1’on utilise uniquement le taux de CD4"
comme biomarqueur de suivis chez les patients nés VIH positif de meres VIH positif sous

traitement antirétroviral.

Mesures prises pour la confidentialité des données et le respect de la vie privée des
participants : Pour limiter ces risques, les mesures suivantes seront respectivement observées:
I’administration d’un formulaire de consentement éclairé se fera a chaque participant, un acces
restreint aux données a certaines personnes a travers des barriéres physiques et électroniques;
les échantillons ainsi que les outils de collectes des données seront anonymes pour respecter la

confidentialité des patients.

Compensation : Aucun arrangement financier ni aucune mesure de compensation ne sera faite

durant 1’étude.

- Adresse de ’investigateur principal : Mbongué Mikangué Chris André (Etudiant en Thése
de Doctorat/PhD Microbiologie Médicale a I’Université de Yaoundé I). Téléphone : 651993400
/691880964. Email : mikanguem@yahoo.com.

- Personne a contacter : Pr NJIKI BIKOI Jacky : j.njikibikoi@yahoo.fr

- Adresse du comité national d’éthique de la recherche : Email : crershc_centre@yahoo.fr
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Annexe 6: Notice d’information en version anglaise

Study title: Immunosenescence study in HIV positive patients with an undetectable viral load

on arv monitored at the YUTH

- Name of the principal investigator: MBONGUE MIKANGUE Chris André.

- Invitation: Madam / Sir,

We invite you to read this information form to decide if you are interested in

participating in this research project. This is a study in which we will collect samples.

Objectifs of the study: General Objectif

Identify biomarkers that can be induded in the monitoring of patients bon HIV positive,

in order to predict the occurrence of immunosenescence in these people.

Specific Objectifs

1-

Evaluer the chronic immune activation of the study population ( T lymphocyte rates,
Anti-CMV Ab, Anti-EBV Ab, Anti-HSV-1/-2 Ab, Anti-RV Ab, Anti- Tox Ab, Anti-VHC
Ab, HBs Ag) and count (Leukocytes, Monocytes, Neutrophils, Platelets).

Highlight the cytokinic profile (IL-2, IL-6, INF-y and TNF-«) of the inflammatory state
in the study participants.

Détermine the biochimical profile biomarkers of organ dysfunctional (Transaminase

levels, serum créatinine,Uremia, Hémoglobine).

Highlight the combination of biomarkers found relevant for the study of
immunosenescence in PLHIV born with HIV in our cohort (by determining among the
biomarkers measured, those relevant that can be used in the routine monitoring of our

target population)

Study period and population: Our survey will be conducted over a period of one year from

November 20, 2020 to November 20, 2021. The study will be carried out in all people born
HIV to treatment at YUTH.

Procedure: In 2 EDTA tubes of 5ml each, venous blood was collected between 7am and 11am

and maintained at room temperature. At the end of the day, all samples were transported to the

laboratory, accompanied by the corresponding technical sheets. Venous whole blood was used

for lymphotyping, blood count.

Theése de Microbiologie rédigée par MBONGUE MIKANGUE Chris André Page 148



Etude de I'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale
indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

Plasma was extracted and aliquoted, a part was used to screen for viral hepatitis infections
and CMV, EBV, HSV-1/-2, RV, Tox and the other part was frozen for subsequent analyzes
which were: The dosage of cytokines, rate of ALAT, ASAT, Creatinemie, Uremia were

determined by us. The participant came with the results for both appointments.

Become samples: After analysis, the samples were kept cool at -30°C to ensure patient

traceability and for possible subsequent studies.

Right of refusal: You can ask more questions or change your mind about participating in the
study at any time without retaliation if you find it inconvenient to participate or for any other

reason whatsoever.

Ethical consideration: Before the start of our study, a request for authorization will be sent to
the Ethics Committee, to the Director General of the Yaounde University Teaching Hospital
and another request to the head of the Center for the Study and Control of Communicable
Diseases. Participants will not be identified in scientific publications and / or in presentations
related to this study. Anyone who has agreed to participate in the study has the option of opting

out freely.

Potential risks: The ethical issues raised by this study may be faced with physical damage
related to the sample (hematoma) and psychological (discomfort related to the questionnaire)

and the risk of infection and time.

Precautions: To overcome this, the samples will be taken by competent people in an
appropriate collection room following a standard procedure meeting standards and using
equipment with the least risk of trauma; those most at risk and most vulnerable to trauma will
be excluded; If you have a hematoma, you will receive appropriate care for the incident. If you
ever feel uncomfortable answering certain questions, you may withdraw from the study without

retaliation.

Potential benefits: for our longitudinal study, the fall out will not only benefict patients.
However, les results of this study will be used to serve the scientific community. They will
enable the hospital and the competent authorities to measure the extent of the risk of
immunological non-restoration and cell activation when only the level of CD4 T cells is used

as the sole biomarker in patients born HIV positive who are on antiretroviral therapy.

Measures taken for data confidentiality and respect for the privacy of participants: To

limit these risks, the following measures will respectively be used: the administration of an
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informed consent form will be made to each participant, access to the data restricted to some
people through physical and electronic barriers; the samples as well as the data collection tools

will be anonymous to respect patient confidentiality.

Compensation: No financial arrangement or compensation measure will be made during the

study.

- Address of the principal investigator: Mbongué Mikangué Chris André (Doctorate / PhD
Thesis Student in Medical Microbiology at the University of Yaoundé I). Phone : 651993400 /
691880964. Email : mikanguem@yahoo.com.

- Contact person : Pr NJIKI BIKOI Jacky j.njikibikoi@yahoo.fr

- Address of the national research ethics committee: Email: crershc_centre@yahoo.fr
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Annexe 7: Consentement éclaire pour I'adulte de 21 ans et plus

Moi, MBONGUE MIKANGUE Chris Andreé, m’engage a procéder a cette étude
conformément a toutes les normes €thiques qui s’appliquent aux projets comportant les sujets

humains.
e 01 RS P 1< (=)

Confirme avoir lu et compris la notice d’information au sujet du projet sur « Etude de
limmunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable
sous arv suivis au CHUY». J’ai bien saisie les conditions, les risques et les bienfaits éventuels
de ma participation. On a répondu a toutes les questions a mon entiére satisfaction. J’ai disposé
de suffisamment de temps pour réfléchir a ma décision de participer ou non a cette recherche.
Je comprends que ma participation est entierement volontaire et que je peux décider de me

retirer en tout temps sans aucun préjudice.

J’accepte donc librement de participer a cette étude dans les conditions précisées dans
la notice d’information, c’est a dire :de répondre aux questions d’enquéte, communiquer les

informations médicales, de donner 5 ml de mon sang.

Je donne mon accord pour que le reste des échantillons prélevés de mon enfant pour

cette étude soient utilisés dans les études ultérieures

Date et signature du chercheur Date et signature du participant
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Annexe 8: Informed Consent

Me, MBONGUE MIKANGUE Chris André, undertake to carry out this study in

accordance with all ethical standards that apply to projets involving human subjects.
TUNAETSINEA. ... et e e

Confirms having read and understood the information leaflet about the project on
«Immunosenescence study in HIV positive patients with an undetectable viral load on arv
monitored at the YUTH>. | have understood the conditions, risks and eventual benefits of my
participation. All questions were answered to my complete satisfaction. | had enough time to
think about my decision to participate or not in this research. | understand that my participation

is entirely voluntary and that | can decide to withdraw at any time without any consequences.

| therefore freely accept to participate in this study under the conditions specified in the
information leaflet, that is to say to answer all survey questions, communicate medical

information, give 5 ml of my blood.

| agree that the rest of the samples taken for this study will be used in subsequent studies.

Date and signature of researcher Date and signature of the participant
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Annexe 9: Assentiment de 1’adolescent de 12 a 20 ans

Assentiment de I'adolescent de 12 4 20 ans

Moi, MBONGUE MIKANGUE Chris André, m'engage & procéder A cette détude
conformément a toutes les normes éthiques qui s'appliquent aux projets comportant les sujets

humains.

Je soussigné(e).......... ” @ ..............................

X Confirme avoir lu et compris la notice d'information au sujet du projet sur « Etude de
Pimmunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable sous
ary suivis au CHUY p. J'ai bien saisie les conditions. les risques et les bienfaits éventuels de ma
participation. On a répondu & toutes les questions & mon entiére satisfaction. J'ai disposé de
suffisamment de temps pour réfléchir & ma décision de participer ou non & cette recherche. Je
comprends que ma participation est entiérement volontaire et que je peux décider de me retirer en

tout temps sans aucun préjudice.

J'accepte done librement de participer a cette étude dans les conditions précisées dans la
notice d'information, c'est a dire : de répondre awx questions d'enquéte. communiquer ley

informations médicales, de donner 5 ml de mon sang.

Je donne mon accord pour que le reste des échantillons prélevés pour cette étude soient

wtilisés dans les études ultérieures.

Date et signature du chercheur Dare et signature du participant

N
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Annexe 10: Assent for adolscent for 12-20 years

Me, MBONGUE MIKANGUE Chris André, undertake to carry out this study in

accordance with all ethical standards that apply to projet involving human subjects.
TUNAEISIZNEA. ... et

Confirms having read and understood the information leaflet about the project on
«Immunosenescence study in HIV positive patients with an undetectable viral load on arv
monitored at the YUTH>. | have understood the conditions, risks and eventual benefits of my
participation. All questions were answered to my complete satisfaction. | had enough time to
think about my decision to participate or not in this research. | understand that my participation
is entirely voluntary and that | can decide to withdraw at any time without any consequences.

| therefore freely accept to participate in this study under the conditions specified in the
information leaflet that is to say to answer all survey questions, communicate medical

information, give 5 ml of my blood.

| agree that the rest of the samples taken for this study will be used in subsequent studies.

Date and signature of researcher Date and signature of the participant
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Annexe 11: Consentement parental de 1’enfant de 0 a 20 ans

Consentement parental de I"enfant de 0 4 20 ans

Moi, MBONGUE MIKANGUE Chris André, m'engage & procéder a cette étude
conformément a toutes les normes éthiques qui s'appliquent aux projets comportant les sujets

humains.

Confirme avoir lu et compris la notice d'information au sujet du projet sur « Etude de
I'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable sous
arv suivis au CHUY», J'ai bien saisie les conditions. les risques et les bienfaits éventuels de la
participation de mon enfant. On a répondu 4 toutes les questions a mon entiére satisfaction. J'ai
disposé de suffisamment de temps pour réfléchir & la décision de participer ou non i cette recherche
de mon enfant. Je comprends que la participation de mon enfant est entiérement volontaire el que

mon enfant conserve le droit de se retirer en tout temps sans aucun préjudice.

J'accepte donc librement que mon enfant participer a cette étude dans les conditiony
précisées dans la notice d'information. ¢'est & dire :de répondre aux questions d'engquéte,

communiquer les informations médicales, de donner 5 mi de mon sang.

2 Je donne mon accord pour que le reste des échantillons prélevés de mon enfant pour cette

étude soient wilisés dans les études ultérienres

Date et signature du chercheur Date et signature du participant
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Annexe 12: Parental consent for children 0 a 20 years

Me, MBONGUE MIKANGUE Chris André, undertake to carry out this study in

accordance with all ethical standards that apply to projet involving human subjects.
TUNAETSINEA. ... et e e

Confirms having read and understood the information leaflet about the project on
«Immunosenescence study in HIV positive patients with an undetectable viral load on arv
monitored at the YUTHY». | have understood the conditions, risks and eventual benefits of the
participation of my child. All questions were answered to my complete satisfaction. | had
enough time to think about my decision to make to participate or not my children in this
research. | understand that its participation is entirely voluntary and that he retains the right to

withdraw at any time without any consequences.

| therefore freely accept that my child to participate in this study under the conditions
specified in the information leaflet, that is to say to answer all survey questions, communicate

medical information, give 5 ml of my blood.

| agree that the rest of the samples taken for this study will be used in subsequent studies.

Date and signature of researcher Date and signature of the participant
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Annexe 13: Tableau récapitulatif des protéines et génes du VIH

Genés Signification Protéine produite | Fonction de la protéine
Gag code P17 Forme la couche protéique
pour les | Groupe antigene externe du core
protéines de la p24 forme la couche protéique
nucléocapside interne du core
p9 est un composant du core
p7 se lie directement au RNA
génomique
Env : code pour | Enveloppe gp4l gp4l est une  protéine
les membranaire associée a gp 120
glycoprotéines et nécessaire a la fusion
de gp 120 gp 120 fait saillie au niveau de
I'enveloppe I'enveloppe et se lie au CD4
Enveloppe
Pol : code pour | Polymérase p64 p64 a une activit¢ de
des transcriptase inverse et une
enzymes activité de RNase
p51 pS1 a une activite de
transcriptase inverse
p10 p10 est une protéase qui clive le
précurseur  des  protéines
codées par le gene gap
p32 p32 est une intégrase
Vif Facteur d’infectivité | p23 p23 est a l'origine du pouvoir
viral infectieux de la particule virale
Vpr Protéine virale r pl5 pl5 active faiblement la
transcription de I'ADN proviral
Tat Transcriptionnal pla pld active fortement la
transactivator transcription de I'ADN proviral
Rev Régulateur de | p19 pl9 permet I'exportation des
I’expression des ARNmM du noyau
protéines du virion
Nef Negative factor p27 p27 augmente la réplication
virale ; diminue le nombre de
cellules hote
Vpu Protéine virale u pl6 plé est nécessaire a un

assemblage viral efficace et au
bourgeonnement
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Annexe 14: Attestation de recherche

FACULTE DES
SCIENCES
FACULTY OF SCIENCE

UNIVERSITE DE YADUNDE |
THE UNIVERSITY OF
YAOUNDE |

DEPARMENT OF MICROBIOLOGY

DEFARTEMENT DE MICROBIOLOGIE

LETTRE D'ATTESTATION

Nous sopigres. Madare RIWOM ESSAMA Sura Honorine o Madame NAKIIHKOL
Jucky ensoigranies se Dépoctement de Micrubiodopie de la Faoalid des Sahences, attestons que

Monuseer MBONGUE MIKANGUE Chirls André, Mamcuk 13M2003 e dtudiam ¢n

Thise e Dosmrt 80 de Miobiclogie Madicale 1 peédpare sous nuntre supervision, s1 Thise
intitad v Enade Pimmunurdneyoonce ohez lex patienty méde VI povinf st wne charge virale

anakdsrewrile svws AN saurey ww CHUY »

La potsenie dettre ext @bl @t rermie s concermé powr Frire valoir ce que e droil
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Annexe 15: Autorisation de stockage et d'analyse des échantillons au laboratoire

REPUBLIQUE DU CAMEROUN
Palx-Travall-Patrie

UNIVERSITE DE YAOUNDEL
CENTRE POUR L'ETUDE ET CONTROLE
DES MALADIES TRANSMISSIBLES
FACULTE DE MEDECINE ET SCIENCES
BIOMEDICALES

REPUBRLIC OF CAMEROON
Peace- Work- Fatherland

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE 1
CENTRE FOR THE STUDY AND CONTROL
OF COMMUNICABLE DISEASES
FACULTY OF MEDICINE AND BIOMEDICAL
SCIENCES

Yaoundé le 03/11/2020

Le Responsable

A
Monsicur MBONGUE MIKANGUE Chris André
Ewdiant en Doctorat/PhD Microbiologic Médicale
Tel : 691880964/651993400. Université de Yaoundé |

Objet : Autorisation de stockage et analyse d’échantillons sanguins.

Madame,

Faisant suite 3 votre demande relative a I'objet repris en marge,

Nous marquons notre accord pour que vous effectuez vos travaux de recherche au eentre for
the study and control of communicable diseases IFMBS/UYI, afin d'y obtenir les données
probantes pour votre thése de doctoral/PhD portant sur : « Etude I'immunosénescence chez les
patients nés VIH positif ayant une charge virale indétectable sous ARV suivis au CHUY » sous
la supervision du Docteur IKOMEY MONDINDE George.

Pendant l1a durée de vos recherches, vous devez vous conformer au réglement intéricur de
I’établissement. Toutefois, les publications se rapporiant a ce travail devraient inclure les
cherchewrs du centre for the study and control of communicable diseases.

Recevez, Madame, nos salutations distinguées.

/ e, 1 -
Ucrespomsahie, © }
Y ) 4 |

) « N
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Annexe 16: Clairance Régionale d’Ethique de la Recherche pour la Santé Humaine du Centre

REPUBLIQUE DU CAMEROUN REPUBLIC OF CAMEROON
Pailx - Travail - Patrie Peace - Work - Fatherfand
MINSTERE DE LA SANTE PUBLIQUE MINISTRY OF PUBLIC HEALTH
SECRETARIAT GENERAL SECRETARIAT GENERAL
COMITE REGIONAL D'ETHIQUE DE LA CENTRE REGIONAL ETHICS COMMITTEE
RECHERCHE POUR LA SANTE HUMAINE DU CENTRE FOR HUMAN HEALTH RESEARCH

Tél: 222212087/ 677 9448 B/ 677 7573 0

CENe 0 B 2 “ICRERSHCI2023 vacunss, L4 D (i

CLAIRANCE ETHIQUE

Le Comite Régional d'Ethique de la Recherche pour la Santé Humaine du Centre (CRERSHIC)
a recu la demande de clairance éthique pour le projel de recherche intitulé: « Etude de
I'immunosénescence chez les patients nés VIH positifs ayant une charge virale indétectable
sous Antirétroviraux suivis au CHU de Yaoundé », soumis par Monsieur MBONGUE MIKANGUE
Chris André,

Apras son évaluation, il ressort que le sujet st digne d'intérét, les objectifs sont bien définis et
la procédure de recherche ne comporte pas de méthodes invasives préjudiciables aux participants. Par
allleurs, le formulaire de consentement éclaire destiné aux participants est acceptable.

Pour ces raisons, le Comité Regional d'éthique approuve pour une péricde de six (06) mois, la
mise en ceuvre de la présente version du protocole,

L'intéressé est responsable du respect scrupuleux du protocole et ne devra y apporter aucun
amendement aussl mineur soit-il sans I'avis favorable du Comité Régional d'Ethique. En outre, il
est tenu de:

- collaborer pour toute descente du Comité Régional d'éthique pour le suivi de la mise
en cauvre du protocole approuve |

- et soumettre le rapport final de 'étude au Comité Régional d'éthique et aux autorités
compétentes concernées par |'élude,

La présente clairance peut étre retirée en cas de non-respect de fa réglementation en vigueur et
des directives sus mentionnées.

En foi de quoi la présente Clairance Ethique est délivrée pour servir et valoir ce que de droit,

Ampliations:
CNERSH

www.minsante.govem “

Thése de Microbiologie rédigée par MBONGUE MIKANGUE Chris André Page 160



Etude de I'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge virale
indétectable sous antirétroviraux et suivis au Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé

Annexe 17: Autorisation de recherche du CHUY

REPUBLIQUE DUCAMEROUN REPUBLIC OF CAMEROON
Paix - Travail — Patrie Peace - Work - Fatherland

MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE MINISTRY OF PUBLIC HEALTH

CENTRE HOSPITALIER ET UNIVERSITAIRE DE YAOUNDE
YAOUNDE UNIVERSITY TEACHING HOSPITAL
Tél 122312566 Fax22 312567
Site web . www chu-yaounde.org

DIRECTION GENERALE
YAOUNDE CELLULE D°APPLI PEDAGOGIOUE. DE LA

RECHERCHE ET DE LA CODPERATION
BUREAU DE LA CAPRC

N AL{/AR/CHUY/DG/DGA/CAPRC

AUTORISATION DE RECHERCHE

Dans le cadre de la rédaction de sa thése, en vue de I'obtention de son
Doctorat en PhD en microbiologie, Monsieur MBONGUE MIKANGUE Chris
André est autorisé 3 mener une recherche au CHUY sur le théme : « étude
de I'immunosénescence chez les patients nés VIH positif ayant une charge
virale indétectable sous ARV au CHUY»,

Ces travaux se dérouleront dans les services d’hématologie sous la
supervision du chef de service.

Toutefols, Il devra obligatoirement déposer un exemplaire de sa thése au
CHUY (CAPRC)

En fol de quoi la présente autorisation lui est délivrée pour servir et
valoir ce que de droit./-

Yaoundé, le 24

COPIE ; LE DIRECTEUR GENERAL __—
CAPRC S
asF
SUPERAVISEUR
CHRONO
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Annexe 18: Liste des antirétroviraux disponible en 2010

Les classes thérapeutiques Les molécules Abréviations
Inhibiteurs nucléosidiques Didanosine DDI
de la Lamivudine 3TC
transcriptase inverse Stavudine 4T
Emtricitabine FCT
Zidovudine AZT, ZDV
Abacavir ABC
Zalcitabine DDC
Racivir
Amdoxovir
Apriciabine
Elvucitabine
Teénofovir TNV
Inhibiteurs non Etravirine ETR
nucléosidiques de la Névirapine NFV
transcriptase inverse Efavirenz EFV
Rilpivirine
Inhibiteurs de la protéase  Indinavir IDV
Nelfinavir NFV
Ritonavir RTV
Saquinavir SQV
Amprénavir AMP
Lopinavir LPV
Tipranavir TPV
Darunavir DRV
Inhibiteurs de fusion Enfuvirtide ENF
Dolutégravir DTG
Inhibiteurs d’intégrase Elvitegravir EVG
Raltégravir RAL
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Annexe 19: Equipements utilisés pour la recherche des marqueurs infectieux

: .
=

Kit Anticorps anti-VHC

Kit de AgHBs

Prenatal and Congenital Diseases
(ToRCH)

Kit de 'EBV Kit du TORCH
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Annexe 20: Equipements utilisés pour la numération formule sanguine

MINC-30 automate pour la Numération Vortex
Formule Sanguine

Annexe 21: Equipements utilisés pour le lymphotypage

Becton Dickson-Fascount-TM- Vortex
flow-cytometre

.\

-

Portoir Perceuse de tube twins
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Annexe 22: Equipements utilisés pour le dosage biochimique

i

{ m
é:’.;', .' WE ~ N a4
'@ 4 AIURER [ UREA { U
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‘=

fptr e o

Kit de
Kit de la créatinine Kit de I'urée I’ ALAT/ASAT

Spectrophotometre semi-automatique

Annexe 23: Equipement utilisés pour le dosage des cytokines
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Annexe 24: Classification OMS des stades cliniques de I’infection a VIH de 1’adulte

Stade clinique 1

* Asymptomatique

* Lymphadénopathie généralisée persistante

Stade clinique 2

* Perte de poids modérée inexpliquée (< 10 % du poids estimé ou mesuré)

« Infections récurrentes de voies respiratoires supérieures (sinusite, amygdalite, otite
moyenne et pharyngite)

e Zona

* Chéilite angulaire

¢ Ulcérations buccales récurrentes

* Prurigo * Dermite séborrhéique

* Infections fongiques de I’ongle

Stade clinique 3

« Perte de poids sévéere inexpliquée (> 10 % du poids estimé ou mesuré)

* Diarrhée chronique inexpliquée depuis plus d’un moisFiévre persistante inexpliquée
(plus de 37,5 °C, intermittente ou constante, depuis plus d’un mois)

* Candidose buccale persistante

* Leucoplasie chevelue de la cavité buccale

* Tuberculose pulmonaire (actuelle)

* Infections bactériennes graves (par exemple pneumonie, empyéme, pyomyosite,
infection ostéo-articulaire, méningite ou bactériémie)

* Stomatite ou gingivite nécrosante aigué ou parodontite nécrosante aigué

* Anémie (< 8 g/dl), neutropénie (< 0,5 x 109 par litre) et/ou thrombocytopénie
chronique (< 50 x 109 par litre) inexpliquée

Stade clinique 4

* Syndrome cachectique dii au VIH

* Pneumonie a Pneumocystis jirovecii

* Pneumonie bactérienne récurrente

o Infection herpétique chronique (bucco-labiale, génitale ou ano-rectale de durée
supérieure a un mois, ou viscéerale quel que soit le site)

* Candidose eesophagienne (ou candidose trachéale, bronchique ou pulmonaire)

* Tuberculose extra pulmonaire

* Sarcome de Kaposi

* Infection a cytomégalovirus (rétinite ou infection d’autres organes)

* Toxoplasmose cérébrale

* Encéphalopathie a VIH

* Cryptococcose extra pulmonaire (y compris méningite)

* Infection mycobactérienne non tuberculeuse disséminée

* Leuco encéphalopathie multifocale progressive

* Cryptosporidiose chronique

* [sosporose chronique

* Mycose disséminée (coccidioidomycose ou histoplasmose)

* Septicémie récurrente (y compris a Salmonella non typhoidique)

* Lymphome cérébral ou lymphome non hodgkinien a cellules B

* Carcinome invasif du col de I’utérus

* Leishmaniose atypique disséminée

* Néphropathie symptomatique associée au VIH ou myocardiopathie symptomatique
associée au VIH

* Encéphalopathie du VIH
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Annexe 25: Liste des moyennes de Z-scores par participants au second prélévement

Identifiant  Score Sl Score a Intervalle Z-score
interpréter
1 128,2 1,98 [1,01a3,76]
2 156,92 3,60 [1,01 4 3,76]
3 131,39 -1,22 [-2,5a0,99]
4 142,48 10,97 [1,01 a4 3,76]
5 132,07 -5,18 [-2,540,99]
6 146,8 -0,78 [-2,540,99]
7 141,47 -7,95 [-2,52a0,99]
8 138,96 3,62 [-2,52a0,99]
9 164,8 -4,34 [-2,540,99]
10 108,42 -0,65 [-2,540,99]
11 141,94 0,60 [-2,540,99]
12 163,53 12,36 [1,01 4 3,76]
13 153,42 -3,06 [-2,52a0,99]
14 139,19 -0,50 [-2,540,99]
15 142,56 -0,97 [-2,540,99]
16 142,32 -2,76 [-2,52a0,99]
17 144,72 0,81 [1,01 4 3,76]
18 177,05 1,98 [1,01 a3,76]
19 173,63 3,72 [1,01 a3,76]
20 176 2,39 [1,01 4 3,76]
21 173,01 -5,64 [1,01 4 3,76]
22 176,2 4,97 [1,01 a3,76]
23 134,35 -1,65 [-2,540,99]
24 154,71 -2,17 [-2,5a0,99]
25 155,88 -0,56 [-2,52a0,99]
26 152,95 -5,81 [-2,540,99]
27 155,99 -1,11 [-2,540,99]
28 154,93 2,68 [1,01 4 3,76]
29 157 -0,94 [-2,52a0,99]
30 156,04 -1,90 [-2,540,99]
31 134,04 -1,98 [-2,540,99]
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

157,09
152,16
155,76
154,9
153,52
155,14
156,42
153,04
155,68
153,23
159,23
167
171,74
136,04
175,48
170
169,86
167,9
217,26
166,27
178,15
167,05
135,5
169,38
172,09
168,95
170,81
171,83
134,38
133,97
137
135,62
135,25
137,04

-0,45
-4,31
1,25
-3,50
-0,19
-0,01
0,55
-3,06
1,11
-2,90
1,76
-0,64
1,73
-0,38
0,62
2,11
0,67
-0,44
21,71
1,36
4,05
-0,61
-2,64
-0,50
2,92
3,39
-1,07
0,90
-2,10
-2,86
-1,93
-2,57
1,52
-1,48

[-2,520,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[1,01 a 3,76]
[1,01 a 3,76]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[1,01 & 3,76]
[1,01 & 3,76]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
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66
67
68
69
70
71
72
73
74

137,33
137,57
136,3
136,76
134,85
131,45
136,23
137,9
133,66

-3,59
0,30
-5,76
-2,04
2,31
-3,89
0,40
0,42
-0,47

[-2,520,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
[1,01 & 3,76]
[1,01 & 3,76]
[-2,540,99]
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