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I .~ DEFINITION .

On appelle retrovirus, tout virus possédant 1'infor-

mation génétique d’'une enzyme : la transciptase inverse.

La transcriptase inverse joue un rdle capital dans

la réplication du virus.

On distingue les retrovirus endogénes et excgénes.

Les exogénes comprennent :

I.17.- LES ONCOVIRUS,.

Responsables de tumeurs et leucémies chez 1'homme,

tel que :
1.- MulLV ( murine Leukemia virus )
2.- FelV ( Feline Leukemia virus )
.- STLV ( Simian T Lymphotropic virus )
4.~ HTLV-I { Human T Lymphotropic virus )
5.- HTLV-V

I.2.- LES LENTIVIRUS.

Responsables de maladies lentes et progressives.

On distingue :
1.- ViSNA

2.- CAEV { Caprine arthritis encephalitis virus
3.- CIV [ FTLV )

4,- BIvV ( cat, Bovine, Simian, Human
5.~ S1IV immuno-deficiency virus J.
6.~ HIV1
7.7 HIV

I.3.- LES SPUMAVIRUS.

Tels que FOAMY dont on ne connait pas encore la

pathclogie chez 1'haomme et l'animal.




‘o

Les protéines d'enveloppe des retrovirus contiennent
des déterminants spécifiques qui ont permis de les classer en

type A, B et C.

HTLV-1 est un oncovirus humain et de type C.
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La particule virale mesure environ 100 nanomeétres
de diametre. L’enveloppe externe du virus est une double couche
de molécules lipidigques hérisée de spicules protéiques ; elle
recouvre un coeur contenant plusieurs types de protéfnes et
deux molécules d'ARN. L'ARN contient 1'information génétigue
qu'utilise le virus pour synthétiser ses caomposants et se
reproduire. A 1'ARN sont liées plusieurs molécules d'une
enzyme appelée transcriptase inverse, qui assure la trans-
cription, de 1'ARN en un ADN bicaténaire qui s'inteéegre au
patrimoine génétique de la cellule infectée constituant ainsi

le provirus.

I1.2.- STRUCTURE DU GENGQME DE HTLV-1.

En 1983 SEIKI et Collaborateurs ont déterminé pour
la premiére fois la séquence compléte de 1'ADN pro-viral a
partir d'un isolat de virus HTLV-]l, Cette ségquence comporte

9 032 bases reparties entre 7 geénes.

Deux séquences repétitives terminales | TR ( long

terminal repeat ] en position 5' et 3' et cing autres geénes:
GAG, PROTEASE. POL. ENV. PX' et TAT..

Les LTR 5' et 3' permettent 1'intégration du génome

viral dans le patrimoine génétique de la cellules infectée.

Le géne GAG code pour la protéine virale : Pr 53
( poids meléculaire 53 000 ) précurseur des trois polypeptides
P15, P19 et P24 gui constituent les principales protéines struc-

turales internes associées ‘& 1'ARN de la capside virale ou core.

Le géne PROTEASE code pour la protéine Pr 14
( PM 14 000 J.

Le gene PQOL correspond & la transcriptase inverse de

poids moléculaire 85 000 ( P 95 ).



Le géne ENV code pour une protéine précurseur de
poids moléculaire 46 000 ( P 46 ), gui aprés glycosylation
donne une protéine, la Gp 62 gui est scindée en deux glyco-

protéines d'enveloppe : Gp 15 et Gp 46.

Le géne pX situé entre le géne ENY et le LTR 3°
serait responsable de la transformation de la cellule infectée
par un virus HTLV-1. Cette transformation serait possible
grédce a la P 42 Tat-1I produit par le géne PX qui agirait par
transactivation, c'est-a-dire par un facteur diffﬁsible gui

peut agir a8 distance.

Le géne pPX comporte quatre cadres ouverts de lecture
la région PX-IV code pour la protéine P 40 - 42 X ou protéline
Tat-I : celle-ci augmenterait la transcription virale, en
activant une séguence stimulatrice ( de type enhancer ) au
niveau de la régian V3 du LTR 5'. La protéine P 40-X agirait
sbit directement sur la région LTR, soit indirectement par
l'intermédiaire d'un facteur cellulaire. D'autre part, la
P 40 X ou Tat-I activerait certains geénes cellulaires spéci-
fiques des cellules T, tel que le géne codant pour le récepteur
de l'interleukine-2 ( IL 2 ) induisant la prolifération de la

cellules infectée.

La région PXIII code pour deux protéines : la

p27X-III et la p21X-I1I dont 1eé fonctions sont inconnues.

Les génes ENV et PX sont regulés par le géne [AT,
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ITT .~ RAPPELS EPIDEMIOLOGIQUES;

ITI.1.-

maonde

telles

.
s

DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE.

Le virus HTLV 1 a une distribution large dans le

certaines régions sont reconnues comme endémiques

X, -

Les Iles Caralbes.

b

1

1

Antilles ( 28 ) ( 12 ) ( 20 ) ( 21 )
(22 )

Hafti.

Jamafique ( 34 ) ( 35 ).

Trinidad ( 15 ).

République Dominicaine [ 15 )

Les Bahamas ( 15 ),

Panama ( 42 ).

Le

1

Le

-

Le

Nord de 1'Amérique du Sud ( 13 J.
Colombie ( 8 ) ( 47 ).

Venezuela.

Guyane.

Perou ( 37 ).

Sud DOuest du japon ( 2) (15 ) ( 37
Shikoku.

Kyushu.

Sud de 1'Italie ([ 2 )

L'Afrique Centrale ([ 9 ).

"

Ouganda.
Zaire.
Kenya.
Cameroun,
Gaban.
Tchad.

Guinée Equatoriale.



x.- L'Afrique du Sud ( 3 ).

- Mozambique.

x.- Certains pays de 1'Afrigue de 1'0Ouest ( 42 ).
- Nigeria.

- Ghana.
x.- La Nouvelle Guinée ( 2 ).
x.- Seychelles ( 12 ) ( 14 ).

La prévalence de HTLV-1 varie de 1 &8 5% dans la
population générale selon les pays, et, selon lgs groupes
sociaux peut atteindre 31% ( 3 ). Elle varie également selon
1'3ge ( 15% au-dessus de 60 ans en Martinigue et 40 ans au
Japon ), selon le sexe, selon le lieu géographigue ( plus

fréquente en région tropicale ).

IIT.2.- TRANSMISSION.

ITI.2.1.- Transmission horizontale.

x.- Sexuelle.

Comme pour le S.I.D.A. ( H.I.V, ) les homosexuels

payent le lourd tribut de cette infection.

Chez les hétérosexuels le transmission est maximale
dans le sens homme-femme. Des études séro-épidémiologiques ont
montré que les conjoints des femmes séro-positives pouvaient
€tre séro-négatifs alors gue pour les hommes séro-positifs, leurs

leurs conjointes sont toujours séro-positives ( 4 ) ( 42 ).

®,- Sanguine.

Les transfusion de sang total représentent un mode

important de transmission.



L'usage de matériel scuillé ( séringues, bistduris,
matériels de laboratoire etc... )] est mode de transmission
chez les toxicomanes par voie veineuse, le personnel soignant

et de laboratoire.

III.2.2.- Transmission verticale.

——

Elle est materno-foetale :

- soit sanguine & travers le placenta durant

la grossesse, ou au cours de 1l'accouchement ;

- soit par le lait maternel.
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x.~- Changement multiple et prolongé de partenaire.

®x.- Le r8le des infections chroniques ( 24, 27 )

surtout parasitaires :
1.- Paludisme,
2.- Leishmaniose viscérale.

3.~ Tripanosomiase Sud Americaine
a8 Tripanosoma cruzi

Strongyloides stercoralis ( 28 ).
4.,- Filariose.

Le rble de ces infections chroniques est encore non

€lucideé.

x.- Age. (33) (42)

Les sujets Agés de plus de trente ans serait les

plus touchés.

X, - Le”sexe.( 33 ) ( 42 ).

La majorité des &tudes montre une prédominances

féminine.

x.- La race et 1'éthnie ( 42 ).

Aucune étude n'a montireé une différence statistique-
ment significative entre les races et les ethnies, elle ne sont

donc pas un facteur de risque.
x,~- Le climat.
Le climat tropical humide serait un facteur favorisant.

x.- Les nouveaux-nés de méres séropositives pour

HTLV-1.



V.= HTLV-I ET MALADIES .

L*HTLV-1 est le premier retrovirus humain isolé en
1980 indépendamment et simultanément aux U.S.A. par 1l'équipe
de R.C. GALLO et au Japon par les équipes de I. MIYOSHI et
Y. HINUMA.

I1 a été incriminé dans la genese de certaines

maladies telles
- les leucémies a lymphocytes T de 1'adulte ;

- certains lymphomes malins non Hodgkinien 3

lymphocytes T ;

- certaines neuro-myélopathies et & unp moindre
degré au syndrome d'immuno-déficience acquis
( S.I.D.A. ).

D'autres auteurs ont vu en ce virus une étioclogie
probable de la sclérose en plagque. Cette hypothése n'a pas

recueillie 1'assentiment de beaucoup de Chercheurs.

V.1.- LEUCEMIE A LYMPHOCYTES T. DE L'AQULTE QU A.T.L.
{4) (5 [ 23 1].

C'est une forme particuliere de leucémie survenant

chez 1'adulte jeune ou d'age moyen et cliniquement défine par

»x.- Un syndrome tumoral, fait de

- polyadénopathie [ inconstante ) symétrigque ou

nan ;

- une splénomégalie pouvant prendre toutes les

tailles ;

- une hépatomégalie.
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x.- Une atteinte cutanée, a type d'érythrodernmie,

de plaques ou de nodules, ou, sous forme d'infiltration du

derme superficiel.

».- DOes infections opportunistes, & répétition liées

a un déficit immuniaire.( 3 ).

Sur le plan biologigue, les éléments caractéristiques

sont

~ une hypercalcémie qui serait due & une sécré-
tion par ces lymphocytes T infectés d'une
lymphokine de type ostéoclast activating

factor ( O.A.F. )

- dans le sang on a des lymphocytes atypigues
a4 cytoplasme hyperbasophile, & noyau cérébri-

forme convoluté ou folie ( forme de trefle .

L'utilisation des anticorps monoclonaux a permis de
CD

3’ 4

et des récepteurs de l'interleukine 2. Ils sont donc immunolo-

mettre en évidence des antigénes de membrane de type CD

giquement definis comme des lymphocytes T matures de type auxil-
laire i1nducteur amplificateur { Helper ). In vitro. Ils ont

cependant une fonction suppressive.

Sur le plan thérapeutique, elles sont chimiorésis-

tantes et 1'évolution est rapidement mortelle.

En zdne endémique, les malades atteints de cette
leucémie sont porteurs d'anticorps spécifiques anti-HTLV-1 ;
et, la culture de leurs lymphocytes a permis de visualiser des

particules virales de type C en microscopie électroniqgue.

Une activité transcriptase inverse magnesium dépendante
témoignant de la présence de retrovirus humain a été également

detectée & partir de la culture de ces lymphocytes ( 2 J.

L'hybridation cellulaire in situ a mis en évidence

un ADN proviral HTLV-1 like.
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V.2.- LES LYMPHOMES MALINS NON HODGKINIENS A LYMPHOCYTES T.
ASSOCIES AU VIRUS HTLV-1.

Ce sont des maladies tumorales du tissu lymphoide
caractérisées par la prolifération d'un cléne lymphocytaire T.

anormal

Ils surviennent chez 1l'adulte jeune ou d'&ge moyen
alors gue classiquement & 1'exception des lymphomes lymphoblas-
tiques, les autres lymphomes surviennent chez des sujets de plus

de cinguante ans.

Ils regroupent les lymphomes épidermotropes type

maladie de SEZARY, Mycosis fungolide et le lymphome pléimorphe.

On retrouve 1les mémes lymphocytes T. atypiques et

l1'hypercalcémie comme dans les leucémies T de 1l'adulte,

En zone endémique, plus de 890% des malades posséedent
des anticorps spécifiques anti-HTLV-1. et la présence de 1'ADN.

proviral est détecté dans “400% des cellules lymphomateuses.

Ces lymphomes envahissent secondairement 1le sang et

donne ce qu'on appelle les lymphomes leucémiques T.

L'image leucémique contraste assez souvent avec un
envahissement médullaire partiel par des cellules ayant 1la méme
morphologie, Voire 1'absence d’envahissement médullaire. Ce sont

tous les lymphomes de mauvais pronostic.

V.3.- LES NEUROMYELOPATHIES CHRONIQUES ASSOCIEES AU
VIRUS HTLV-1.

Deux entités cliniques ont été décrites
-~ les paraparésies spastigues ;

- les neuropathies ataxiqgues.
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V.3.1.- Les paraparésies spastiques.

T TTUYTTY at

Ce sont des affections d'installation progressive,

d'évolution chronique et sous forme endémique.
Flles s'observent plus chez les femmes.
Elles associent
- un syndrome pyramidal ;

- des troubles sphincteriens et parfois des

troubles sensitifs.

Les symptomes initiaux souvent bilatéraux sont
surtout une faiblesse des membres inférieurs, des paresthésies
sous forme de douleur dorso-lombaire. Ces signes peuvent
s'étaler sur plusieurs mois avant d'arriver & la période d'état

marquée par

-~ une paraplégie ou une parésie spastique avec

vivacité des reflexes aux membres supérieurs ;
- une hypoanesthésie ou anesthésie ;

- des troubles sphinctériens a8 type de réten-

tion ou de dysurie.

La culture des lymphocytes provenant de Liquide
Céphalo-Rachidien [ L.C.R. ) de ces malades a permis l'isole-
ment de particules virales de tybe C en microscopie électronique,
la mise en évidence d'une transcriptase inverse magnesium
dépendante, et, la mise en évidence d'ADN proviral par 1'utilisa-

tion de sonde.

V.3.2.- Les neuropathies ataxiques.

Il s'agit d’'un syndrome radiculo-cordonal postérieur

atteignant surtout les femmes et fait de
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~

- paresthésie & type de douleur et de décharge
€lectrique parcourant toute la colonne verté-
brale descendant aux membres inférieurs et

déclenchée par la flexion de la téte.

- Trouble de la sensibilité superficielle 3 type

d'hypoanesthésie ou d'anesthésie.
- Trouble de la sensibilité profonde avec

. trouble de la marche,

. ataxie,

« perturbation du sens de position du gros
orteil,
abolition de la sensibilité au diapason,
abolition ou non des reflexes ostéo-tendi-
neux,

parfols troubles auditifs et ou visuels.

L'état général n'est pas altéré, 1'évolution est
chronique, progressive sans poussée ni rémission, entrainant un
handicap variable souvent sévere au bout de quelques années

d'évolution.

La myélographie, l'artéricographie, le scanner, la

resonnance magnétique nucléaire saont normaux.

Les malades atteints de cette affection présentent
des anticorps spécifigues anti-HTLV-1. dans le sang et dans le
liquide céphalo-rachidien.

~

Des lymphocytes atypiques & cytoplasme hyperbasophile,
a8 noyau convoluté ou folié ont été retrouvé dans le sang et le

liguide céphalo-rachidien ( L.C.R. ).

Les autres éléments biologigues des paraparésies spas-

tigues ont €té retrouvés dans les neurcpathies ataxigques.
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Les paraparésies spatiques et les neuropathies
ataxigques associées au virus HTLV-1 sont fréquentes dans les
régions tropicales, mais ne doivent pas Eétre confondues aux
neuro-myélopathies tropicales ( N.M.T.) qui sont d'étiologie
indéterminée, non inflammatoire et sans atteintes anatomique

des filets nerveux.

Les neuro-myélopathies tropicales sont un regroupement
de plusieurs formes cliniques polynévritiques, ataxiques, spas-
tiques, mixtes avec association fréquente de troubles sensoriels

progressivement installés,

Les neuro-myélopathies associées au virus HTLV-1. ont
été décrites dans les Iles Caraibes, en Asie du Sud-Est, en

Afrique et en Italie du Sud.

V.4,- JUSQU'A NOS JOURS.

Jusqu'ad nos jours, il n'y a pas de travail antérieur
faisant mention d'ure association entre neuro-myélopathie
d'évolution chronique associée a 1'HTLV-1 et lymphome leucémie T

de 1'adulte d'évolution rapidement mortelle associée a 1'HTLV-1.

De méme aucune description d'un syndrome d'immuno-
déficience acquis ( S.I.D.A. ) liée au virus HTLV-1. n'a été

faite en Afrique de 1'0QDuest.

Seulement 1'infection des lymphocytes T4 et la pertur-
bation de la fonction helper in vitro permet d'envisager une

dépression de 1'immunité 3 médiation cellulaire et humorale.

Des associations HTLV-1 et HIV-1. et ou 2. ont éteé
décrites, mais l'interaction entre ces virus appartenant & des

sous-familles différentes n'est pas encore élucidée [ 33 J.
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Les antigénes utilisés le plus souvent pour le dépistage

des anticorps anti-HTLV-1. sont :

- des virus HTLV-1. inactivés obtenus par culture

de lymphocytes infectés par HTLV-1. :

- des protélInes virales obtenues par recombinaisaon

génétique.

La recombinaison génétique consiste & découper 1'ARN
ou 1'ADN viral, & l'introduire dans le noyau d'un micro-organisme
{ Echerichia coli, levure ou vaccine }J qui va produire les

protéines désirées. C'est une technique de transfection.

% Possibilité d'utilisation de peptides synthétiques.

VI.1.1.2.- Les tests d'agglutination [ 27 J.

Elles mettent en jeu d'une part des anticorps et

d'autres part des particules ( antigénes J.
Les supports des antigénes viraux sont

- soit des particules de gelatine [ pour les
antigénes viraux isolés d'un surnageant de

oulture ) ;

- soit des billes de latex semsibilisées par des

protéines virales recombinantes.

Aprés une incubation avec le serum & tester, la lecture

des agglutinations est effectuée & 1'coeil nu.
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VIi.1.1.3.- L'Immuno-Fluorescence ( 12, 13, 23, 26,
28, 34, )

C'est une technique de marquage aux fluorochromes.

Les différents fluorochromes utilisés sont

%x.- L'isothiocyanate de fluorescélne.

C'est le plus utilisé. I1 donne une fluorescence verdatre,
brillante, nettement différente de la fluorescence naturelle des

tissus sous l'ultra violet ( fluorescence gris&tre J.

%x.- La rhodamine,

{ Lissamine Rhodamine B ; RB 200 ) qui donne une fluo-
rescence rouge organisée de bonne qualité surtout, si les opéra-
tions sont effectuées & + 4°c et & pH alcalin 8 &a 8.

Il existe deux technigues d'immuno+~fluorescence

x.- Technique dite directe.

C'est une technique en un temps, utilisée pour 1la

recherche des antigenes viraux.

x.- Technique dite indirecte ( 1954 : WELLERS
et COONS J.

C'est une technique en deux temps, utilisée pour 1la
recherche des anticorps. Des cellules productrices de virus
( HTLV~-1 ) sont fixées par de 1'acétone ( pour les rendre per-
méables ) sur des lames & plusieurs puits. Les sérums sont mis
en contact avec les cellules.

>

Les immuns complexes sont ensuite revelés & 1'aide

d'un conjugué couplé & la fluorescélne ou & la rhodamine. Les

cellules fluorescentes sont observées au microscope.
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C'est une technique assez délicate dans le cas du
séro-diagnostic du virus HTLV-1. L'utilisation de protéines
recombinantes ou de peptides synthétiques pourrait rendre

l'immuno-fluorescence plus performante.

Technique pouvant é&tre utilisée pour confirmer 1'ELISA

mais avec prudence car elle comporte beaucoup de subjectivités.

VI.1.2.- Les tests de confirmation.

VI.1.2.1.- Les Western-Blot ou Immunoblotting.

( immunoc-enzymologie sur transfert post-electro-
phoretique de protéines ) ( 7, 9, 19, 20, 28,
29, 36, 38 ).

Xx.- Principe.

Un virus ([ HTLV-1. ) vieux de 3 jours purifié est

dissocié au dodécyl sulfate de sodium ( S.D.S. ) et les différen-

tes protéines séparées par migration sur gel de polyacrylamide.

On applique alors le gel sur une feuille de Nitrocellu-

lose et 1'ensemble est soumis & un champ électrique qui va trans-

férer les protéines du gel de polyacrylamide vers la feuille de

nitrocellulose ou elles vont se fixer. Ce transfert peut se faite

aussi par simple capillarité sans 1'action d'un champ électrique.
Si un serum contenant des anticorps dirigés contre une ou plu-
sieurs protéines virales est alors en contact de la feuille de
nitrocellulose, les anticorps vont se fixer sur les épitopes

correspondants.

Les anticorps fixés pourront alors étre revelés par
l'action dans un deuxiéme temps d'un serum marqué par une enzyme
[ anticorps marqués dirigés contre les anticorps fixés dans le

premier temps ) et addition du substrat chromogenique correspon-

dant. Connaissant la répartition des différentes protéines virales

dans un gel de migration strandard, on peut définir vis-a-vis

de guelles protéines les serums examinés contenaient des anticorps.
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C'est une technique spécifigque de confirmation des
serums positifs en ELISA ou en agglutination ou en immuno-

fluorescence indirecte.

Le dodécyl sulfate de sodium [ S.D.S. ) charge toutes
les protéines négativement et permet leur séparation sur la base

de leur poids moléculaire.

L'immuno-blotting est plus sensible pour la détection
des anticorps anti-protéines du core, parce gque le virus utilisé

est vieux de trois jours,

VI.1.2.2.- La radio-immuno-précipitation assay
{ R.I.P.A. )} [ 8, 8 1}.

C'est une technique de marquage aux radio-é&léments pour

détecter la réaction antigéne anticorps.

x.- Principe.

Les antigénes viraux sont radio-marqués par incorpora-
tion au cours de la réplication virale, de traceurs radio-actifs

marquant les protélnes,.

-~ La methionine ou la cystéine marquée

au 353!

Toutes les protéines virales et cellulaires seront
marquées. Aprés récupération des antigénes viraux & partir du
lysat des cellules infectées, ces antigénes sont mis en présence
des anticorps correspondants. On recupére par centrifugation les
complexes antigéne-anticorps marqués | Ag~Ac* ). Aprés dissocia-
tion des complexes, les antigénes marqués ( Ag3 ] sont soumis a

analyse électronigue.

En comparant leur profil de migration avec celul des
constituants du virus, on peut déterminer la ( les } protéine ( s
virale ( s ) précipitée ( s } par le serum ; ce gui fournit des
indications sur le stade d'évolution de la maladie. C'est une

technique sensible spécifique mais longue et onéreuse.
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Elle est plus indiquée pour la recherche des
glycoprotéines d'enveloppe parce qu'elle utilise comme antigéne

un virus jeune [ &gé de 1 jour ).

Elle sert de confirmation pour les serums positifs en

ELISA et difficiles d'interprétation en Western-Blot.

VI.2.- LES TESTS SUR CULTURE CELLULAIRE OU DIAGNGBSTIC DIRECTS.

Le diagnostic de 1l'infection par le virus HTLV-1 peut se
faire par la mise en évidence du virus au microscope électraonigue
( 5, 11, 34 ). Cette éventualité est rare car le temps de réplica-
tion de HTLV-1. est extrémement bref ; néanmoins la culture des
cellules infectées par ce virus est faite aux fins de détecter

soit la transcriptase inverse, soit le genome ( 4, 5 ).

Avant toute culture il faut isoler les cellules infectées
ou infectables. Ici il s'agit de lymphocytes T du sang périphérique
infectés ou non par le virus HTLV-1.; mais il peut s'agir aussi de
lymphocytes T obtenus & partir de broyat d'organe : adénopathies,

rate, ou tout autre viscére infiltrés par les lymphocytes.

VI.2.1.- Isolement de 1ymphocytes du sang périphérique.

VI.2.1.1.- Matériel.

- 10 ml de ficoll ( pPharmacia ),
- 10 ml de sang d'un donneur HTLV-1 négatif prélevé
sur héparine ou citrate.

- 10 ml de sang d’un sujet exposé au virus HTLV-1.

n "

- 50 ml de milieu complet .

( milieu pour lymphocytes du sang périphérique ).
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x.- Réactif pour milieu complet.

- RPMI 1640 ( MBA ).
- Serum de veau foetal [ FCS ) 10% décomplémenté.
- Antibiotiques ( PSN Gibco )} 1%.

- Glutamine ( GIBCO ) 1%.

- Serum anti-interferon alpha 1/2000.

- Interleukine II 10%
+ 0,2 ml de PHAP ([ Phytohémagglutinine ).

- Bain Marie.

- Centrifugeuse.

- Atmosphéere co2

- Cellule de malassez.

Le polybréne est un polycathion permettant la fixation

du virus.

VI.2.1.2.- Méthode.

- Mettre 3 ml de ficoll dans un tube & centrifuger.

- Déposer au-dessus du ficoll 10 ml de sang de
sujet HTLV-1. négatif ou de sujet infecté sans

mélanger.
- Centrifuger & 2000 RPM pendant 20 minutes.

- Recupérer l'anneau opalescent correspondant aux

lymphocytes dans un tube.

- Diluer les lymphocytes avec 15 ml de RPMI 1640

( 1er lavage ).

- Centrifuger 2000 RPM pendant 15 minutes.
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- Reprendre le culot de cellules dans 15 ml’

de RPMI 1640 ( 2&me lavage ).
- Centrifuger 3 2000 RPM pendant 10 minutes.
- Reprendre le culot dans un ou 2 ml de rpmi

- Préparer la cellule de Malassez pour compter

les lymphocytes.

- Rajouter 13 ou 14 ml de RPMI & la suspension

cellulaire ( 3éme lavage ].
- Centrifuger 1 500 RPM pendant 10 minutes.

- Compter les cellules &8 l'aide d'un microscope

inverse.

VI.2.2. Culture.

- Resuspendre le culot de cellules dans du milieu
complet de maniére a avoir une concentration de

un million de cellules/ml.

- Ajouter la phytohémagglutinine ( PHAP ) & une
dilution finale de 1/500.

- Mettre les cellules a8 37°C en atmosphére Coe2 5%

pendant au moins trois jours.

VI.2.3.- Détection d'une activité transcriptase inverse.

( 4, 5, 32 ).

x.- Rappels.

La transcriptase inverse, enzyme présente dans le noyau
de tous les retrovirus est un ADN polymerase dépendante de 1'ARN.
In vivo, dans les conditions normales, cette enzyme utilise pour
matrice 1'ARN viral en présence d'une amorce £ RNA [ RNA de

transport J.
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La réaction catalysée par cette enzyme est schématisée

de la fagon suivante:

I II
| |
| |
|
v v
ARN-------- ARN-ADN---------=-=--=- ADN
hybride monocatenaire
| - — 111
I
ADN-ADN

bicatenaire

Pour détecter l'enzyme il est nécessaire de concentrer
par ultra-centrifugation les particules virales éventuellement
présentes dans le surnageant de culture. Le culot ainsi obtenu

est traité par un détergeant non ionique afin de libérer 1'enzyme.

VIiI.2.3.1.- Principe.

C'est une réaction de synthése d*'ADN in vitro, & partir
de polynucléaires synthétisés comme matrice, en présence de

nucléotides radiomarqués.

Il faut noter gue deux types de réactions peuvent étre

utilisées

x.- La réaction endogéne.

Dans ce cas, la matrice utilisée par l'enzyme est
1"ARN viral. La réaction est alors effectuée en présence de guatre

désoxy-ribonucléotides-triphosphates dont 1'un est marqué.



n.~ La réaction exogéne.

-

Dans ce cas, le modele de la réaction est un poly-
nucléotide synthétique. L'emploi de ces modeéles synthétigues

permet d'augmenter la sensibilité de détection de 1l'enzyme.
C'est ce type de réaction que nous allons décrire.

Tous les retrovirus possédent une transcriptase
inverse ; mais la réaction enzymatique s'effectue dans un tampon
réactionnel ou coktail contenant un cathion divalent ( Mg2+ ou
Mn2+ ) et un polynucléotide synthétique. Selon la nature du
cathion divalent et celle du polynucléotide synthétigue utilisés,

on peut avoir une idée du type de retrovirus détecté.

L'enzyme des retrovirus humains ( HTLV-1., HTLV-2.,
HIV [ LAV ) fonctionne en présence d'ion Mg2+ et de poly RA oligo
DT12-18 alors que l'enzyme des particules de type C telles que
les retrovirus leucémogénes murins fonctionne préférentiellement
en présence d'ion Mn2+ de poly RA oligo DT 12-18, et celle des
particules de type B { virus M MTV ) utilise les ions Mg2+ et
du poly RC oligo DG.

Il est nécessaire de vérifier que l'activité enzyma-
tique observée correspond a une activité transcriptase inverse

et non pas & une activité DNA polymérase,

Pour cela il suffit de comparer cette activité & celle
obtenue en utilisant pour matrice un polynucléotide synthétique

de type ADN comme le poly dA oligo DT.

VI.2.3.2.» Matériel.

- 10 ml de surnageant de culture cellulaire.
- Témoin positif.

- Eléments de cocktails réactionnel.

TRIS 1M pH 7,9.
TRIS 1M pH 7.6.



. Kel 1M
. Nacl 0,15 M.
. DTT 20 mM et 1 mM.
« Mn Ac2 0,50 M et mM
. Poly RA 1do/ml.
Poly DA 1do/ml.
Poly Rc oligo dG 2do/ul.
. NTE Triton 1%
NTE = ( Tris 0,01M, Nacl 0,1M,
EDTA 0,001M pH 7,4 ).

Le triton lyse le virus qui libére 1l'enzyme.

. NTE - Triton 0,1%
Oligo DT 1Do/ml.

. Eau distillée stérile.

. Acide NucléIque de levure 500 upg/ml
PPNA ( pyrophosphate de sodium ) 0,1M en
TCA 5% ( acide trichlore-acétique J.
C'est un agent précipitant.

. TCA 5 et 20%.

Alcool 70%.

. Filtres millipores 0,45 um.

. Fioles de 20 ml & scintillation.

. Liguide & scintillation OCS.

. Compteur Befa.

Pipette Gilson.
Four & 80°C.
Bain - Marie a 37°C.

. Ultracentrifugeuse et Roter 8 X 12 ml.

VI.2.3.3.- Méthode.

x.- Concentration des particules virales.

- Mettre 10 ml de surnageant de culture dans un tube

a ultracentrifuger.
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.

- Completer le tube avec du milieu de culture ou du
NTE 1X.

- Ultracentrifuger 60 minutes & 35 000 RPM.
- Reprendre le culot dans 100 ul de NTE - triton 0.1%.
- Agiter au vortex.

- Laisser 10 minutes dans la glace fondante.

m.- Détection d'une activité transcriptase inverse.

- Préparer 100 ul de chaque mélange reéactionnel ou

coktails selon les formules suivantes :



x.- COCKTAIL I.

Tris 1M pH 7.8 12,5 ul.
Kcl 1M 5  ul.
DTT 20 mM 12,5 pl.
Mn Ac2 10 mM 12,5 ul.
3HTTP 25 ul.
Poly RA 1D0o/ml 12,5 ul.
Oligo dT7 41 Do/ml 12,5 ul.
H20 7,5 ul.

100 ul.

x.- COCKTAIL II,

Tris 1M pH 7,8 12,5 ul.
Kecl 1M 5 ul.
DTT 20 mM : 12,5 uil.
Mo AcZ 10 mM 12,5 ul.
3HTTP 25  ul.
Poly DA 41Bo/ml 12,5 ul.
0ligo dT 41 Do/ml 12,5 ul.
H20 : 7,5 ul.



x.- COCKTAIL IIT,

Tris 1M pH 7,8 12,5 ul.
Kecl 1M 5 ul.
Mg cl12 500 mM 2,5 uil.
DTT 20mM 12,5 ul.
Poly RA 1Bo/ml 12,5 ul.
Qligo dT 1 Do/ml 12,5 pi.
3HTTP 25 ni.
H2o 17,5 nl.

300wl

x.- CDCKTAIL IV.

Tris 1M pH 7.9 12,5 yl.
Kecl 1M : 5 pl.
Mgcl2 500 mM 2,5 pl.
Mn Ac2 10 mM 12,5 ul.
DTT 20 mM 32,5 ul,
Poly DA 1 Do/ml 12,5 ul.
Oligo dT7 1 Do/ml : 12,5 ul.
3HTTP 25  ul.
H20 17,5 ul.



®.- COCKTAIL V.

Tris 4M pH 7,6 12,5 wul.
Nacl 0,5 M 5  ul.
DTT 1 M 2,5 ul.
Mg cl2 4,2 M 2,5 ul.
Poly Rc oligo dG 2 Do/ml 25 ul.
3HAGTP 25  yl.
HZ20 27 ul.
Cioo w1l

».- COCKTAIL VI.

Tris 1M pH 7,6 12,5 ul.
Nacl 0,15 M 5 pl.
DTT 1 M ’ 2,5 ul.
Mn Ac2Z 10 mM 12,5 ul.
Poly Rc oligo dG 2 De/ml 25 ul.
3 HdBTP 25 ul.
H20 17,5 ul.
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#*,~ Préparer sur un portoir 314 tubes en plastique de

*.- Ajouter dans chaque tube les composants dans 1l'ordre

indiqué pour chagque cocktail, selon le tableau suivant :

N® DU| HZ20 TRITON COCKTAIL VIRUS
TUBE Ml 1% 1l Ne 1 n1 CODE

] 20 0 L 20 i0 SURNGEANT

2 20 0 II 20 10 A

3 20 0 ITI 20 10 TESTER

APRES

4 20 0 v 20 10 CONCENTRATION

5 20 0 Vv 20 10

6 © 20 0 VI 20 10

——— e e

7 20 5 I 20 5

8 20 5 II 20 5 TEMOINS

9 20 5 ITI 20 5 POSITIFS

10 20 5 1V 20 5

11 20 5 vV 20 5

12 20 5 VI 20 5

13 | 30 0 I 20 0 TEMOINS

14 | 30 0 v 20 0 NEGATIFS L

%.- Incuber les tubes pendant 60 minutes au bain-marie a
3zec. '
%x.- Sortir les tubes du bain-marie et arréter la réaction

en ajoutant dans chaque tube 1 ml de pirophosphate de sodium
( PPNa ) 0,1 M en TCA 5%.
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x.- Ajouter dans chaque tube, quatre gouttes d'acides

nucléiques de levures puis environ 3 ml de TCA 20%.

2.~ Laisser les tubes 10 minutes dans la glace fondante.

>

Pendant ce temps, marquer les bouchons de fioles & scintillation.

2.~ Filtrer sur filtre millipore 0,54 Y4 en retournant

les tubes.

»,~- Rincer ehaque tube puis chaque filtre, 3 fois avec

du TCA 5%.
x.- Ajouter sur chaque filtre un peu d’alcool & 70%.
x.- Sécher les filtres 10 minutes au four & B80°C.

x.- Transférer alors les filtres dans des pots &

~

scintillation en plastique contenant 10 ml de liquide & scintil-
lation ( 0OCS J.

x.- Compter la radio-activité & 1'aide d'un compteur
B ( b&ta 1.

Pour déterminer le titre des surnageants.

x.- Interpréter les résultats obtenus.

VI.2.4.1.- Détection du genome HTLV-1 par

hybridation moléculaire.

Son principe repose sur la mise en évidence du virus
dans les cellules infectées, par hybridation in situ avec une

sonde.

Elle fait appel & des sondes permettant soit des études

directes sur une préparation biologique ( Hybridation in situ J.

Soit de mettre en évidence 1’'ADN viral ou 1'ARN viral.
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Les sondes dites froides ( non radio-actives ) ont une

sensibilité trés inférieure aux sondes radic-actives.

Les sondes radic-actives sont utilisées pour la

recherche et inapplicables pour le dépistage de routine.

VI.2.4.2.~- Détection du genome de HTLV-1 par

amplification par polymérase chain

réaction ( PCR ).

x.~- Principe.

C'est une technique de détection des séquences pro-

virales HTLV-1 par la technique d'amplification enzymatique

de géne.

®.- Méthode.

L'amplification enzymatique de géne encore appelée

PCR { Polymerase Chain Réaction ) est constituée de trois étapes

+ dénaturation de 1' ADN & tester ;

- hybridation de celui-ci avec deux amorces oU
oligonucléotides situées de part et d'autre
du segment & amﬁlifier. Chague nucléotide étant
complémentaire respectivement d'un des deux

brins ;

- polymérisation de 1'ADN & partir des amorces

(V3

constituées par les oligonucléotides, gréce

g

TAP polymérase ( Thernus aquaticus ] stable

haute température 95°C.

La détection de la séquence virale amplifiée est

réalisée :

la
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- soit par électrophorése sur gel d'agarose.et

visualisation avec le bromure d'éthidium ;

- soit par électrophorése sur gel d'acrylamide
apreés hybridation liguide de tette séquence

avec une sonde radioactive puis autoradiographie.



CHAPITRE 11 .

it
TRAVAUX  PERSONNELS !E




I .~ OBJECTIFS.

———-————— —-— - -— —
— . o————— - -, - " -

Nous avong étudié une variété de populations

afin de

».- apprécier la séro-prévalence du virus HTLV-1

dans la population générale.
%x.- apprécier le risque de transmission de ce virus
par la transfusion sanguine et par 1'utilisation

de matériel d’'hémodyalyse ;

% .- apprécier 1'importance de la transmission

hétérosexuelle de ce virus

% .- apprécier 1'associaticn HTLV-1 et hémopathies ;

x.~ dégager un rapport éventuel entre HIV et
HTLV-1.
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I1.1.- MATERIELS.

11.1.1.

- Population.

POPULATION ETUDIE ORIGINE EgiiETIF FEMME HOMME AGE
MOYENNE EXTREME
Population générale] (bte d'Ivoire 1 334 594 740 26 ans ( 8 mois
81 ans
Malads de Médecine
. Hbpitaux Régionaux 32 ans 8 mois
€t Pédiatrie Cbte d'Ivoire 178 74 101 8 mois 76 ans
Prostituées CHte d'Ivoire 149 1439 0 27 ans 15 ans
61 ans
Hommes atteints , 15 ans
de M.S.T.™ C8te d'Ivoire 85 0 85 ans 27 ans 60 one
Insuffisants rénaux
. CHte d'Ivoire
chronigues. % 15 ans
Hémodyalisés C.H.US 81 45 15 37 ans 55 ans
Insuffisants rénaux Cote d'Ivoire 31 ans 18 ans
chronigues C.H.U 23 7 186 5 i 54 ans
non hémodyalisés Tt mois
Hémopathie Cd8te d'Ivoire . .. 8 ans
C.H.U. 61 Non précisé Non précisé 36 ans 20 ans
Donneur de sang CB8te d'Ivoire 15 ans
Dabou 414 88 326 28 ans 60 ans
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IT.1.1.- Population ( suite ).

POPULATION ETUDIEE DRIGINE EFFECTIF FEMME HOMME AGE,
TOTAL MOYENNE | EXTREME
Porteur asymtomati- . ,
! 2 n 14 ans
ques de virus Cots d'ivoire 109 42 67 6 ans @
Dabou 54 ans
HIV
Sujet atteints de Cdte d'Ivoire 4 15 ans
S.I.D.A. BDabou 187 40 147 34 ans 73 ans
Jonneurs de sang Guingée 1 001 Nen précisé Non précisé Non précisé.

* .- M.S-Tc

*x. - CuHaU-

]

Maladies Sexuellement Transmisibles.

Centre Hospitalier et Universitaire.
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.- 1 334 serum de sujets apparament sains ont 6été
collectés entre Juillet et Aodt 1887. Parmi eux sept cents
quarante ( 740 ) hommes et cing cents quatre vingt quatorze

( 594 ) femmes. La moyenne d'a@ge de 26 ans ( 8 mois - 81 ans J].

.- 176 serums de malades non sélecttionnés hospita-
lisés en Médecine et en Pédiatrie ( H&pitaux Régionaux ) dont
101 hommes et 75 femmes. Moyenne d'dge 32 ans 6 mois ( B mois

78 ans ).

x.- 149 serums de prostituées. Moyenne d'adge 27 ans

( 15 ans - 61 ans J).

x.- 65 serums d'hommes atteints de maladies sexuelle-

-

ment transmissibles. Moyenne d'ége 27 ans ( 15 ans - 60 ans J.

L'ensemble des serums ci-dessus proviennent de sujets

qui vivaient en milieu suburbain ou rural de la CGte d'Ivoire :

- CENTRE.
. Bouaké.
- NORD.
Korhogo.
. Bouna.
- DUEST
. Man.
- EST

. B&hdoukou.

Tous les échantillons de serum ont été conservés &

- 20°C avant les tests.
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x.- 61 serum de malades porteurs d'hémopathies -malignes
diverses
- leucémie aigué myéloide et lymphoblastigue ;
- leucémie myéloide chronique ;
- leucémie lymphoide chronique ;
- lymphomes malins non Hodgkiniens ;
- maladie de Hodgkin ;

- myélome.

La moyenne d'age de 36 ans et les extrémes ( 8 - 70

ans ),

X.- 61 serums de malades insuffisants rénaux chronigues
hémodyalisés suivis dans le Service de Néphrologie du Centre

Hospitalier et Universitaire ( C.H.U. ) de Cocody.

Les effectifs selon le sexe sont : 46 femmes, 15
hommes. La moyenne d'3ge de 37 ans et les extrémes ( 15 - 55 ans ).
xX.- 23 serums de malades insuffisants rénaux chronigues

non hémodyalisés collectés dans les deux C.H.U. dont 7 femmes et
16 hommes. La moyenne d'age est de 31 ans 5 mois et les extrémes

de 18 - 54 ans,

x.- 704 serums venant de Dabou ( HGpital Privé Protes-

tant ) ville située 3 60 Km a 1'Ouest d'Abidjan.

Ces prélévements ont été faits dans le second semestre
de 1987 et conservés a -20°C avant les tests. Ces serums se

repartissent de la fagon suivante

- 414 serums de donneurs de sang dont 326 hommes
et 88 femmes. Moyenne d'é&ges 28 ans ( 15 -

60 ans ] ;
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- 3108 serums de porteurs asymptomatique de
virus HIV dont 67 hommes et 42 femmes.

Moyenne d'age 26 ans ( 14 ans - 54 ans ).

- 181 serums de sujets atteints de S.I.D.A.
{ Syndrome d'Immuno-Déficience Acquis ) dont
141 haommes et 40 femmes. Moyenne d'age 34 ans

{ 15 ans - 73 ans ).

Xx.- 1 009 serums de donneurs de sang de la Guinée

{ Conakry ).

IT.1.2.- Les tests sérologiques.

IT.4.2.1.1.- Trousse ELISA pour la détection des

anticorps anti-HTLV-1.
{ DUPDNT DE NEMDURS HTLV-1 ELISA )

.- Réactifs.

X.- Solution concentré de lavage des microplaques.

x.- Concentré de tampon phosphate et de tween 20 diluer
au 1/10 e avec 1l'eau purifiée (.contient 1% chloroacétamide comme

canservateur J.

»x,~ Microplaques : 9B puits. Chagque puits contient les
antigenes inactivés du virus HTLV-1 fixés sur les parois en

quantité suffisante pour lier les anticorps humains anti-HTLV-1.

x.- Lontrdle négatif. A base de serum normal humain,
négatif vis-a-vis de 1'antigéne de surface du virus de 1'hépatite
B et des anticorps anti-HTLV-1 ( contient 0,1% d'azide de sodium

et 0,005% de thimérosal comme conservateur J.

x.- LContrdle positif.
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A base se serum humain inactive : contenant un-titre
élevé en anticorps spécifique des antigénes du virus HTLV-1.
Néegatif vis-a&-vis de l'antigéne de surface de l'hépatite B.

( contient 0,1% d'azide de sodium et 0,005% de thimérosal

comme conservateur ).

x.- Tampon concentré [ DEA ) pour substrat.

A diluer 5 fois. contient de la diéthanolamirde et du
chlorure de magnésium. ( Contient 0,1% d'acide de sodium comme

conservateur.

®x.- Comprimé de substrat ( PNPP J.

Chaque comprimé contient 1'égquivalent de 18 mg d'acide

libre de para-nitro-phenyl-phosphate.

.- Solution d'arrédt ( Na OH SN 12% ).

Soude diluée dans l'eau déminéralisée.

.- Matériels nécessaires mais non fournis.

x.- Lecteur de microplaque.

x,- Pipettes & canaux multiples capables de délivrer

50 ml, 100 ml et 200 ml avec pointes & usage unique.

w.- Micropipettes capables de délivrer précisement des

volumes variables de 10 & 1000 pl avec pointe & usage unique.

N

.- Etuve | non Co2 ) & 37°C ou bain-marie.

x.- Papier absorbant pour paillasse.
%.- Réservoir de réactifs ayant une capacité de 25 ml.
%x.- Agitateur de plaqgues.

2.~ Solution 5% d'hypochlerite de sodium ou eau de

javel domestique.

x,~- Tubes ou récipients en polypropyleéne { ou en verre ).



II.2.1.~- Protocole.

II1.2.1.1.- Protocole ELISA ( DUPONT 3.

Porter les réactifs & température ambiante

{ 15 - 30°C ) trente minutes avant 1'utilisation.

Extraire une microplaque de son sachet.

Ajouter les échantillons et les contrdles a la
microplaque en utilisant 1'addition directe de

l1'échantillon. L'ordre de dépdt est le suivant

- Remplir un réservoir avec le diluant &a part.

- Ajouter 100 ul de diluant & tous les puits en

utilisant une pipette multi-canaux.

- Choisir un puits,comme blanc. Ne pas ajouter
d'échantillon & ce puits. Ajouter 100 ul supplé-

mentaire de diluant dans chaque puits.

- Choisir 2 puits pour les contrdles négatifs

et 3 puits pour les contrdles positifs.

- En utilisant le pipeteur-diluteur de " DUPONT "
transférer 10 pl d'échantillon suivit de 100 pl

de diluant dans les puits correspondants.Utiliser

une pointe de pipette propre pour chaqgue échan-
tillon { Ne pas mettre 1'échantillon dans un

puits n'ayant pas regu de diluant ).

- Ajouter 10 pul de controle négatif suivi de

100 ul de diluant & chacun des deux puits choisis

Utiliser une pointe propre pour chaque échantil-

lon.

- En dernier, ajouter 10 yl de contrdle pasitif
suivi de 200 fl1 de diluant & chacun des (3]
trois puits choisis. Utiliser une pointe propre

pour chague échantillon.

[



10

11

12

13

14,

15

18

Coller un couvercle adhésif.

Incuber la microplaque pendant B0 minutes

~

* S mn 3 37°C plus ou moins 1°C.

Préparer la solution de travail du conju-

gué (... J.

En tenant bien la microplagque, décoller le
couvercle adhésif et jeter le dans 1la

poubelle spéciale.

Laver la microplaque avec une solution de
lavage diluée. Lavage manuel : laver & fois
en utilisant 275-300 pl de solution de lavage
par puits et par lavage. Sécher la plaque

aprés le 3éme cycle de lavage.

Bien vérifier qu'il ne reste pas de gouttelet-

tes de liguide au fond des puits.

Remplir un réservoir avec la scolution de
travail du conjuggé. Utiliser une pipette
multi-canaux et ajouter 100 ul de solution

du conjugué et chaque puits de la microplaque.

Appliguer un couvercle adhésif.

Incuber la microplaque pendant trente minutes

& 37°C + 1°C.

Préparer la solution de substrat pendant les

5 - 10 dernidres minutes de 1'incubation pré-
cédente. La préparation suivante est suffisante
pour une microplaque. L’'excés de solution doit
Btre jeté aprés utilisation. La solution n'est.

stable gue pendant trente minutes.

. Eviter l1'exposition a la lumiére du soleil

pendant la préparation et l'utilisation.

. Ajouter 5 ml de tampon concentré a 20 ml

d’'eay purifié. Bien mélanger.
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Ajouter un comprimé de substrat dans

25 ml de tampon dilué

attendre que 1le comprimé'soit dissout
en mélangeant doucement de temps en

temps ; assurer la dissolution compléte.

17 - Enlever et jeter le couvercle adhésif

repeter la procédure de lavage { étape 7

et 8 J.
J8.- Remplir un reservoir avec le solution de subs-
trat : en utilisant une pipette multi-canaux.

Ajouter 200 yl. de la dolution subtrat dans

chaque puits. Mettre un couvercle adhésif.

18 ~ Incuber la microplaque pendant trente minutes

+ 1 mn & 30°C + 1°C.

20 - Enlever le couvercle adhésif et le juter a

la poubelle.

21 - Remplir avec précaution un réservoir avec

la solution d'arréet.

En utilisant une pipette multi-canaux ajouter 50 ul

de la solution d'arrét & chaque puits.

~

22 - Lire l'absorﬁtion de chague puits soit a
400 nanométres ou 410 nanométre si un photometre bichromatique
est utilisé, la longueur d'onde de reférence sera de 620 ou 630 nan
nanométre. L'absortion doit &tre lue dans 1’'heure qui suit. Si

cela n'est passible conserver les plaques &8 l1'abri de la lumiere

et la lecture doit &tre effectuée dans les 24 heures.
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I1.2.1.2.- Protocole Western-Blot.
( DUPDONT DE NEMOURS HTLV-1 J.

Amener 1l'ensemble des réactifs & température

ambiante 30 minutes avant l'utilisation.

Ajouter 2 ml de tampon de lavage dilué dans

chaque puits.

A 1'aide de pinces, retirer avec socin une
bandelette de nitrocellulose du flacon, et 1la
placer dans un puits contenant le tampon de
lavage dilué ( la face supérieure étant celle

portant le numéro J.

Incuber les bandelettes pendant 30 minutes &
température ambiante puis enlever le tampon

par aspiration.

Ajouter 2 ml de tampon de travail pour incubation

a chaque puits.

Placer le plateau sur un agitateur ou une plate-
forme rotative pendant 5 8 10 minutes & tempéra-
ture ambiante. Orienter le plateau de fagon a
mélanger les réactifs dans le sens de la longueur
des bandelettes. Régler l'agitateur ou la plate-

forme rotative a8 une vitesse basse.

Ajouter 20 ul de chaque échantillon ou contrdle
non dilué dans le puits qui lui est attribué,
contenant un support du tampon de travail pour

incubation.

Couvrir la cuve avec soin, et incuber sur 1l'agita-
teur ou la plateforme rotative, pendant une nuit

a8 température ambiante.
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8 - Enlever le couvercle de la cuve avec beaucoOup
de soin, pour éviter de faire gicler les échan-
tillons, ou de les mélanger. Enlever 1'eau de
condensation ou les gouttelettes de ce couvercle
en ringant avec un tampon de lavage dilué, ou

en essuyant avec du papier absorbant.

9 - Aspirer le mélange contenu dans les cuves vers
un piege contenant du désinfectant. Rincer
l'embout de l'aspirateur avec du tampon de
lavage dilué entre les différents échantillaons,

pour éviter une contamination croisée.

10 - Rincer une fois chague bandelette avec 2 ml de
tampon de lavage dilué et éliminer immédiatement

ce tampon par aspiration.

11 - Laver chagque bandelette avec Z2 ml de tampon de
lavage dilué, et éliminer immédiatement ce tampon
par aspiration. Repéter cette étape une fois.
Réaliser l1'ensemble des étapes de lavage & tempé-

rature ambiante.

12 - Ajouter 2 ml de soclution de travail de conjugé 1
4 chaque puits. Incuber pendant 60 minutes 3
température ambiante sur 1'agitateur ou la plate-

forme rotative.

33 - Aspirer le conjugué contenu dans les cuves. Laver
trois fois chaque bandellete pendant 5 minutes, en
utilisant & chague lavage 2 ml de tampon de lavage
dilué. Aspirer le tampon de la cuve entre chaque

lavage.

14 - Ajouter 2 ml de solution de travail de conjugé 2
a4 chagque puits, Incuber pendant 60 minutes a
température ambiante sur l'agitateur ou la plate-

forme rotative.



- 53 -

15 - Aspirer le conjugué contenu dans les puitq et

18

17

laver 3 fois chaque bandelette comme & l1'étape

vu ci-dessus.

Ajouter 2 ml de soclution de travail de substrat
& chaque puits, et incuber pendant 10 & 15
minutes & température ambiante sur l'agitateur
ou la plateforme rotative. Eviter le contact

avec tout objet metallique.

Aspirer le substrat et arréter la réaction en
ringant plusieurs fois les bandelettes avec de
l'eau distillée ou désionisée. Les bandelettes
peuvent &tre séchées & l'air, a 1l'obscurité,
puis montées et conservées entre 2 feuilles
plastiques. Les bandelettes développées conser-
veront leur coloration si elles sont conservées

a2 1'cobscurité. L'exposition & la lumiere et &

1'air peut faire pa&8lir les couleurs.




IIl .~ RESULTATS ET COMMENTAIRES . -

ITIT.1.- POPULATION GENERALE DE COTE D'IVOIRE.

TABLEAU 1. Fréquence de 1'infection HTLV-1 dans 1la

population générale selon le sexe.

SEXE NOMBRE DE SERUM POSITIVITE EN ANTI-
TESTE CORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE 5%
Femme 594 12 2,02%)
P 02001
Homme 740 3 0.40%1
TOTAL 1 334 15 1,12%
.- % = Pourcentage.
Parmis les 594 femmes 12 ( 2% ) avaient des anticorps

anti-HTLV-1. dans le serum, alors gue sur 740 hommes seuls 3

( 0,40% ) avaient des anticorps anti-HTLV-1 sériques.

L'étude statistique montre une différence significa-

tive au seuil P < 0,001.

La séro-prévalence est plus élevé chez les femmes

que chez les hommes.

Au total sur 1 334 serums testés, nous avons mis en

eévidence 15 ( 1,12% ) cas d'infection par HTLV-1.
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IITI.2.- MALADES NON SELECTIONNES DE MEDECINE ET PEDTATRIE
( COTE D'IVOIRE ).

TABLEAU 2 : Fréguence de 1'infection HTLV-1 selan
le sexe chez les malades non sélectionnés

de Médecine et Pédiatrie ( Cdte d'Ivoire ).

SE XE NOMBRE DE POSITIVITE EN ANTI-
SERUMS TESTES |CORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE %
Femme 75 0 0%
Homme 101 3 2,9%
TOTAL 176 3 1,7%

Aucun cas de positivité en anticorps anti-HTLV-1
parmi les 75 femmes, mais 3 ( 2,9% ) parmi les 101 haommes au

total 3 ( 1,7% ) sur 176 serums testés.
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III.3.- PROSTITUEES DES CINQ REGIONS DE LA COTE D'IVODIRE.

TABLEAU 3.
PDPULATION NOMBRE BE POSITIVITE EN ANTI-
ETUDIEE SERUMS TESTES CORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE %
Prostituées 149 4 2,7%
TOTAL 149 4 2,7%

Parmi les 4149 prostituées recrutées 4 ( 2,7%)avaient

des anticorps anti-HTLV-1 dans le serum.

ITT.4.- HOMMES ATTEINTS DE MALAOIES SEXUELLEMENT TRANSMIS-
SIBLES.

( Cing régions de la CoOte d'Ivoire. Aucun cas de

positivité en anticorps anti-HTLV-1 parmi les 65 serums testés.
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III.5.- INSUFFISANTS RENAUX CHRONIQUES ( I.R.C. J
( c.H.U.® DE cocoDY - C.H.U. DE TREICHVILLE.).

TABLEAU N° 4 : Séro-prévalence de 1'HTLV-1 chez les

insuffisants rénaux chroniques.

POPULATION NOMBRE DE POSITIVITE EN ANTI-
ETUDIEE SERUMS TESTES |CORPS ANTI-HTLV-1
[ NOMBRE %

Insuffisants
rénaux chroni-
ques hémodya- 61 2 3,3
lisés.
I.R.C. (H.D)

N4

Insuffisants

rénaux chroni-
ques non 23 0 0
hémodyalisés
I.R.C. (H.DJ)

o\°

Une étude simultanée de la séro-prévalence de HIV-1,
HIV-2 et 1'antigene HBs ou Ag HBs ( antigéne de surface du virus
de l'hépatite B ) pour apprécier les risques de la dyalyse
et des transfusions chez ¢es malades a montré les résultats

suivants ( Tableau n® 5 ).
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TABLEAU 5 : Sero-prévalence HIV-1 et 2, Ag HBS, chez’

les insuffisants réneux chronigues.(I.R.C.)

POULATION ETUDBIEE I.R.C. (HOI I.R.C. (NHD)
Nombre de serums testés 61 23
Nombre 12 1

Positivité en anticorps
anti-HIV-1

Pourcentage 19, 6% 4,3%
Nombre 8 0
Positivité en anticorps
anti-HIV-2
Pourcentage 0 o
Nombre 4 1

Positivité en anticorps
anti-HIV 1 + 2

Pourcentage 6,5% 4,3%
Nombre 24 6

Ag HBs
Pourcentage 39, 3% 26%

-y

Le risque de transmission de 1'HTLV-1 par la dyalyse
{ Tableau n® 4 ] comparé au risque de transmission des virus

HIV et du virus B, mérite guand méme une attention particuligre.




- 59 -

I1II.6.- SERQO-PREVALENCE DE HTLV-1 DANS LES HEMOPATHIES
( C.H.U. DE cocoDY ).

TABLEAU 6.
GROUPE ETUDIE NOMBRE DE POSITIVTE EN ANTI-
SERUMS TESTESICORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE %
Hémopathies 51 5 B,2%

La séro-prévalence du HIV-1 et 2 et l'antigéne de
surface du virus B de l'hépatite a été &tudiée chez ce groupe

de malades et nous avons trouvé les résultats suivants :

- HIV-1 4 ( 6,5% )
- HIV-2 1 ( 1,6% )
- HIV 1 + 2 1 ( 1,6% )
- Ag HBs 17 (27.8% ).

La séro-prévalence de 1'HTLV-1 est donc élévée dans
ce groupe de malades et vient en seconde position aprés celle

de 1’'antigéne de surface du virus B de 1'hépatite.
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DONNEURS DE SANG DE DABOU ( COTE D'IVOIRE ).

Parmi les 88 femmes de ce groupe 4 [

des anticorps anti-HTLV-1 tandis que 3 (

4,54% )} avaient

0,9% ) des 326 hommes

étaient infectés.

TABLEAU 7 Fréquence de l'infection HTLV-1 parmi les
donneurs de sang ( DABOU ) de Co6te d'Ivoire
selon le sexe,.

SEXE NOMBRE DE POSITIVITE EN ANTICDRPS

SERUMS TESTES ANTI-HTLV-1

NOMBRE PODURCENTAGE

Femme g8 4 4,54%)
P < 0,001

)

Homme 328 3 g,9% )

TOTAL 414 7 1,7%

L'étude statistique montre également une différence

significative au seuil P < 0,001 entre les femmes et les hommes.

Au total 7 cas de positivité en anticorps anti-HTLV-1

sur 414 donneurs soit une séro-révalence de 1,7%.
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SAINS DE VIRUS HIV ( HOPITAL PROTESTANT

DE

DABOU ]

TABLEAU 8

Fréquence de l'infection HTLV-1
chez les malades porteurs sains de

HIV selon le sexe.

PORTEURS SAINS DU NOMBRE DE SERUMS PDSITIVITE EN ANTI-
VIRUS HIV TESTES CORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE POURCENTA
GE
Femme 42 1 2,3%
Homme 657 o 0%
TOTAL 108 1 0,9%

{ COTE D'IVOIRE ) : Un seul cas parmi les 42 femmes

soit 2.3% et aucun cas parmi les 87 hommes - soit 0,8% de

l'ensemble de ce groupe.



ITITI.9.~- MALADES ATTEINTS DE S.I.D.A.

( HOPITAL PROTESTANT DE DABOU - COTE D'IVOIRE )

TABLEAU 8

Fréguence de 1'infection HTLV-1

chez les malades atteints de S.I.0.A.

selon le sexe.

MALADES ATTEINTS NBMBRE DE SERUM POSITIVITE EN ANTI-
BE S.I.0.A,. TESTES CORPS ANTI-HTLV-1
NOMBRE %
Femme 40 5 12,5%
Homme 141 B 5,6%
TOTAL 181 13 7.2%

Cing cas { 12,5% ) parmi les 40 femmes testées et

8 ¢ 5,6% ) chez les 3141 hommes testés.

Auitotal 13

( 7.2% ) sur 181 serums testés,




ITII.20.- DONNEURS DE SANG DE GUINEE.

TABLEAU 10

Fréquence de 1'infection HTLV-1 chez

les donneurs de sang de Guinée.

POPULATION ETUDIEE

NOMBRE DE SERLMS
TESTES

POSITIVITE EN ANTI-
CORPS ANTI-HTLV-1

NOMBRE %

Donneurs de sang

de GUINEE

7 001

13 1,3%

13 cas d’'infectien HTLV-1 pour 1 001 serums testés

soit 1,3% de l'ensemble de ces donneurs de sang.
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TABLEAU 11 : Sero-prévalence de 1'HTLV-1 en fonction..de

la population etudiée.

POPULATION ETUDIEE PAYS D'ORIGINE SERO-PREVA-
LENCE BDE
L'INFECTION
HTLV-1
Population générale Cdote d'Ivoire 1.12%
Malades hospitalisés en o , . o
Médecine et Pédiatrie Cote d'Ivoire T.7%
Prostituées Céte d'Ivoire 2,7%

Hommes atteints de

[en]
o\

Cote d'Ivaoire

M.S.T.
I.R.C. hémodyalisés Cote d'Ivoire 3,3%
I.R.C. non hémodyalisés |CBte d'lvaire D%
Hémopathies Cbte d'Ivoire B,2%
Donneurs de sang Cdote d'Ivoire 1,7%
Porteurs sains de HIV Céte d'Ivoire 0,9%
Sujets atteints de ” , . o
S.1.0.A. Cote d'Ivoire 7,2%
Donneurs de sang Guinée 1,3%

La séro-prévalence de HTLV-1 est importante dans les
hémopathies, les sujets atteints de S.I.D.A. et & un moindre

degré chez les prostituées.

Elle est nulle chez les hommes atteints de maladies
sexuellement transmissibles ({ M.S.T. ) et les I.R.C. nan

hémodyalysés.

Elle est sensiblement identifiées dans les autres

groupes.
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PROFIL SEROLOGIQUE EN WESTERN-BLOT DES SERUMS TESTES

T



LEGENDE

1~

2~
3-4-5-
6-7-8-9-

Témoin positif.
Témoin négatif.
Sérum positif typique.

Sérum positif atypique.



CHAPITRE IT1,

- ——————y {————— i o
—— ey .

A e i .08 W — 2303 R O, PO S S . 4000 s v it D e S A SO, St i WA

|
i DIscuUsSSION |

S —
s e o o s e s s o o e e e



- 67 -

Les résultats de la présente étude signifient gue les

trois retrovirus existent en Afrique de 1’'Quest.

La séro-prévalence de HTLV-71 dans la population
générale en Cdte d'Ivoire, chez les donneurs de sang en Guinée,
associée aux données de la littérature sur le Sénégal ( 1 ),
suggérent gque 1'Afrique de 1'Quest est une zdne de faible endé-
micité pour HTLV-1 par rapport en 1°'Afrique Centrale ( 9 )
aux Iles Caralbes et le Japon ( 8, 14, 18, 20, 34, 35, 41, 42 ).

Les tableaux ( 1, 3, 7 ) et les données sur les hommes
atteints de maladies sexuellement transmissibles font apparaitre
une prédominance féminine statigquement significative. Ceci est di
au fait que la transmission hétésexuelle se fait plus dans le
sens homme-femme gue dans le sens femme-homme. Ces résultats

sont corroborés par les données de la littérature ( -42 ).

Le tableau n°® 3 et les résultats des maladies sexuelle-
ment transmissibles comparés aux tableaux ( 4, 6 ) nous fait dire
que la transmission hétérosexuelle de HTLV-1 est inférieure a 1la
transmission sanguine, ceci est liée au fait gque le pouvoir de

diffusion du virus HTLV-1 est faible.

La séro-prévalence de HTLV-1 dans la population générale
et chez les prostituées comparée & ceux de la littérature sur
HIV suggérent également gue le pouvoir de diffusion de HTLV-1

est faible c’'est-a-dire moins épidémiogene que HIV-1 et 2.

K.M. DECOCK et Collaborateurs ont trouvé 7 & 25% pour
HIV-1 et 2 et 7% pour HIV-2 [ 26 ).

Cette hypothese est confirmée par les données de 1la
littérature qui montre que la prévalence de HIV croit d'année

en année plus vite que celle de HTLV-1.

Hypothése confirmée également par les données de 1la

biologie moléculaire.
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En effet un géne denommé VIF, permettant la synthése
d’une protéif VIF, serait responsable de 1'infectivité virale
pour une cellule. Ce géne permet le passage du virion d'une
cellule a une autre, et par conséquent est responsable du

pouvoir de diffusion du virus dans la population humaine.

Les virus HIV possede ce géne alors que HTLV-1 ne

le posséde pas ; ce qui le rend moins épidémiogeéne.

La séro-prévalence de HTLV-1 augmente réguliérement
avec 1'adge ( Figure n° 3 ) alors que selon les travaux de
DUATTARA S.A. et Collaborateurs, celle de HIV-1 et 2 croit puis
décroit a partir de 34 ans ( 33 ) ( 2,5% entre 15 et 24 ans,
5,3% entre 25 et 34 ans puis 4% entre 45 et 54 ans ).

L'&ge n'est pas un facteur de risque mais c'est due
au fait que 1'infection HTLV-1 peut étre longtemps bénigne, il
y a donc un effet de cumul alors gque l'infection HIV-1 et 2 est
vite lethale,

La séro-prévalence de 8.2% chez les sujets atteints
d'hémopathies malignes est le taux le plus é&levé dans notre
€tude. Cela confirme la présaomption que les malades atteints
d'hémopathies malignes sont fréguement infectés par 1'HTLV-1,
d'autre part, ce sont des malades qui sont le plus souvent

sujets & des transfusion sanguines de sang total.

Le recul du temps, ne nous permet pas d'apprécier
pour le moment les effet de la co-infection HTLV-1 et HIV. Mais
il semblerait que 1'immuno-dépression induite par le HIV
reveille des infection latente HTLV-1 et explique la séro-préva-
lence élévée de ce virus chez les malades atteints de S.I.D.A.

{ Tableau n° 9 J.

D'autre part l'infection HTLV-1 favorise l'infection
par le virus HIV et augmente sa virulence et cela par l'intermé-

diaire des genes TAT.
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L'existence de deux facteurs de transmission chez
les insuffisants rénaux chronigues hémadyalysés ( transfusiaon
sanguine et hémodyalyse ) ne nous permet pas d'incriminer ce
dernier comme responsable de la séro-prévalence de HTLV-1, dans
ce groupe de populatioh. Seulement la négativité de la préva-
lence chez les IRC non hémodyalysé suggere gue son rodle n'est

pas négligeable.

Des mesures adequates de prévention permettrait de

réduire ce risque.
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Sur 3 574 serums provenant de la C8te d'Ivoire-et
de la Guinée, la prévalence de HTLV-1 trouvée est de 1,75%.
Ce résultat associé aux données de la littérature sur le
Sénégal, a permis de conclure que 1'Afrique de 1'0Ouest est

une z6ne de faible endémicité pour HTLV-1.

Chez les donneurs de sang, nous avons trouvé une

séro-prévalence de 1,41%.

Un dépistage systématique de ce virus dans les Centres
de Transfusion serait socuhaitable chez les insuffisants rénaux
chronigues, la séro-prévalence est de 2,4% dans l'ensemble et

3,3% chez les hémodyalysés.

Une précaution particulieére dans le nettoyage du

matériel d'hmodyalyse est indispensable.

Chez les prostituées et les hommes atteints de
maladies sexuellement transmissibles hors mis le S.I.D.A., la
séro~prévalence de HTLV-1 est de 1,9%, ce gui fait gue la trans-
mission hétérosexuelle de HTLV-1 est moindre par rapport aux

autres modes de transmission.

Chez les malades tout venant de Médecine et de
Pédiatrie, la séro-prévalence de HTLV-1 est de 1,7% alors
gqu'elle est de B8,2% dans toutes les hémopathies malignes con-

fondues.

L'utilisation des anticorps monoclonaux, une collabo-
ration entre immunologistes, hématologistes et neurologues
permettra dans le futur de préciser la séro-prévalence de ce
virus -dans les lymphomes leucemie T de 1'adulte st dans les

neurc-myélopathies.

lLes données de 1'Afrique de 1'0Ouest dans ce domaine
surtout pour les lymphomes leucemies T de 1'adulte sont encore

faibles voire inexistantes,
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Chez les porteurs de virus HIV, la sero-prévalénce
de HTLV-1 est de 4,82% mais plus importante chez ceux qui sont
en phase de S.I.D.A. ( 7,2% )} que chez les porteurs sains

( 0,3% ).

I1 semblerait que 1'infection HTLV-1 existait sous
forme latente chez les malades atteints de S.I.0.A. et 1'immuno-

depression induite par le virus HIV est venue la rendre patente.

Notre étude fait ressortir une prédominance féminine
avec une différence statistiquement significative. Cette prédo-
minance féminine s'explique par le fait que la transmission
hétérosexuelle est plus importante dans le sens homme-femme que

dans le sens femme-homme.

La séra—prévalence de HTLV-1 augmente rigoureusement
avec 1'age. L'age n'est pas un facteur de risque, mais 1le
caractére longtemps benin de cette infection induit un effet
cumulatif &voluant avant 1'&ge, alors que pour le HIV, 1'évolu-

tion est rapidement lethale.

La séro-prévalence de HTLV-1 est faible par rapport
& celle de HIV ; elle progresse moins vite que HIV d’'année en
année. HTLV-1 est donc moins épidémiogéne. Ces données sont
confirmées par la biologie moléculaire qui montre 1'absence du
géne VIF chez HTLV-1.

5% de nos serums positifs en ELISA montraient une
réactivité partielle en Western-Blot : une étude future avec
détection de la transcriptase inverse et de 1'ADN proviral

nous donnera plus de renseignements & ce sujet.
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