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RESUME
Introduction : L’utilisation du papier buvard comme support de quantification de la charge virale
pourrait améliorer le suivi virologique des patients sous traitement antirétroviral (ARV) au Mali.
L’urgence s’impose à nous vula couverture en charge faible(10%) pour l’atteinte du 3ème 90. Objectif :
Evaluer les performances de dépistage de la charge virale (sensibilité,  spécificité, concordance) des
DBS issus du protocole one spot DBS en fonction du plasma chez les personnes vivant avec le virus de
l’immunodéficience humaine (PVVIH) à Bamako. Méthodes : Au total, 130 papiers buvards ont été
confectionnés à partir d’échantillons sanguin reçus de cinq sites de suivi des personnes vivant avec le
virus de l’immunodéficience humaine. Ces papiers buvards ainsi confectionnés ont été analysés avec
l’appareil Abbott m2000 en vue de la quantification de la charge virale avec comme échantillon de
référence le plasma. L’extraction a été faite avec l’extracteur automatique m2000SP, suivant le
protocole 1.0 mL HIV-RNA DBS Protocol pour le papier buvard. Par ailleurs, l’extraction de l’acide-
ribonucléique (ARN) plasmatique sur le m2000SP a été faite selon le protocole 0.6 mL HIV-1 RNA.
Résultats : Avec les 130 échantillons avec des charges virales détectables, nous avons obtenu une
corrélation de r= 0.837(p<0,001). Par ailleurs, la différence moyenne entre la charge virale sur papier
buvard et sur plasma était de 0,512 log/copies virologique avec un coefficient kappa= 0,708. Le  seuil
de 1000 copies/mL  défini comme succès virologique dans notre étude nous a permis d’obtenir  une
sensibilité de 100% et une spécificité de 87%. Conclusion : Dans les zones décentralisées où le suivi
virologique sur plasma n’est pas accessible, le nouveau Protocol one spot du laboratoire Abbott offre
une opportunité intéressante pour le suivi de ces patients avec de bonne performance au seuil des
1000 copies. Aussi, l’utilisation du DBS comme support virologique peut contribuer efficacement à
l’atteinte du 3ème 90. Mots clés : charge virale, DBS, VIH, plasma, Mali

ABSTRACT
Introduction: The use of blotting paper as a support for quantification of viral load could improve the
virological monitoring of patients on Human Immunodeficiency Virus treatment in Mali. The urgency
is obvious to us that the coverage in charge is only 10% for the achievement of the 3rd 90. Objective:
To assess the performance of viral load screening (sensitivity, specificity, concordance) of DBS from the
one spot DBS protocol according to plasma in people living with the human immunodeficiency virus
(PLHIV) in Bamako. Methods: A total of 130 blotting papers were made from blood samples received
from five sites for monitoring live persons with HIV. These blotting papers thus made were analyzed
with the Abbott m2000 apparatus for the purpose of quantifying the viral load with plasma as
reference sample. The extraction was done with the m2000SP automatic extractor, following the
protocol 1.0 mL HIV-RNA DBS Protocol for paper. Furthermore, the extraction of plasma RNA on the
m2000SP was done according to the 0.6 mL HIV-1 RNA protocol. Results: With 130 samples with
detectable viral loads, we obtained a correlation of r = 0.837 (p <0.001). In addition, the average
difference between the viral load on blotting paper and plasma was 0.512 log / virological copies with
a kappa coefficient = 0.708. The threshold of 1000 copies / mL defined as virological success in our
study allowed us to obtain a sensitivity of 87% and a specificity of 100%. Conclusion: Decentralized
zones or virological plasma monitoring is not accessible, the new Protocol one spot of Abbott laboratory
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offers an interesting opportunity for the follow-up of these patients with good performance at the
threshold of 1000 copies. The use of DBS as a virological support can contribute effectively to the
achievement of the 3rd 90. Keywords: viral load, DBS, HIV, plasma, Mali.

INTRODUCTION
Plusieurs années après sa découverte, le Virus
de l’Immunodéficience Humaine (VIH) reste
encore unproblème de santé publiquesurtout
en Afrique Subsaharienne(1,2)où résident près
de 69% des 36,9 millions de personnes vivant
avec le VIH (PVVIH) dans le monde.(3–5). Au
Mali la prévalence du VIH est passée de 1,3 en
2006 à 1,1en 2012 (6).
En 2014, les objectifs 90-90-90 ont été lancés
par le Programme commun des Nations Unies
contrele VIH/sida  (ONUSIDA) dans l’espoir de
mettre fin aux épidémies de sida.Cela signifie
qu'en 2020, 90% de toutes les PVVIH devraient
connaître leur statut sérologique, 90% de ces
PVVIH aient un traitement antirétroviral (TAR)
et 90 % des personnes sous TAR aient une
suppression de la charge virale (7–10).
La surveillance virologique étant cruciale pour
les patients sous TAR, ilconvient de noter que
les critères cliniques et immunologiques
prédisaient mal l’échec virologique (11,12).
L’Organisation mondiale de la santé (OMS)
recommande,après le démarrage du traitement
antirétroviral, de surveiller la charge virale (CV)
6 mois et 12 mois, puis une fois par an (13).
Même si la surveillance de la CV est la norme
de suivi dans les pays développés, sa
disponibilité constitue un frein dans de
nombreux contextes, souvent limitée par le
coût, les technologies, les ressources humaines
(14).
Selon le rapport aanuel 2018 de la Cellule
Sectorielle de Lutte contre le Sida,
seulement13% des PVVIH sous ARV avait une
CV indétectable en 2018 (15). Cette faible
couverture de la CV pourrait s’expliquer en
plus des limites sus-cités par l’immensité du
territoire malien qui couvre 1.241.000 km2

(16), l’éloignement de certains laboratoires
ayant la capacité de réaliserce suivi virologique
avec le plasma.
Pour pallier à cette insuffisance,la CV sur
papier buvard ou « Dried Blood Spot »
(DBS) recommandée par l’OMS pourrait être
une meilleure alternative (13). Cependant, la
capacité de diagnostiquer une défaillance
virologique à l'aide de DBS doit encore être
validée avant d'être étendue. Plusieurs études
conduisant à une telle évaluation ont été
publiées avec des résultats variables (17, 18).
Abbott Molecular a mis au point un protocole
semi-automatique DBS VIH-1 à deux taches de
sang suivi dans de nombreuses études de
recherche clinique et depuis plusieurs années
(17, 19, 20). Un examen complet des études
évaluant et comparant les performances des
échantillons de DBS aux échantillons de

plasma pour la quantification de la CV VIH a
montré que les dosages de DBS peuvent
atteindre une sensibilité et une spécificité
supérieures à 90%. Pour augmenter la facilité
d'utilisation et améliorer les performances du
test, un protocole DBS à une tache pour le test
Abbott Real Time HIV-1 a été développé et mis
en place. La présente étude avait pour objectif
d’évaluer les performances de dépistage de la
charge virale (sensibilité, spécificité,
concordance) des DBS issus du protocole one
spot DBSen fonction du plasma chez les
personnes vivant avec le virus de
l’immunodéficience humaine (PVVIH) à
Bamako. Le but étaitd’identifier les patients en
échec virologique, défini à partirdu seuil des
1000 copies / mL (21) par rapport à la CV sur
plasma, à l’unité de charge virale de l’Institut
National de santé publique (INSP) de Bamako.
Cette évaluation du Protocol one spot DBS
d’Abbott pour la quantification de la charge
virale en routine est une première dans ce
service.

METHODES
Cette étude transversale s’est déroulée du 5
août au 29 septembre 2018 à l’unité de
biologie moléculaire VIH de l’Institut National
de Santé Publique (INSP) (ancien Institut
National de Recherche en santé publique,
INRSP).Nous avons échantillonné 130 patients
VIH-1 reçus pour une charge virale
plasmatique de routine. Le sang veineux était
recueilli dans des tubes EDTA de 4 ml au
niveau des sites de prise en charge et
acheminé à l’INSP. Les sujets ayant un
échantillon inférieur à 3 ml ou avec inhibition
lors de la quantification n’ont pas été inclus.
Au cours de cette étude, nous nous sommes
intéressés à la capacité du test à détecter un
échec virologique au seuil des 1000
copies/mL.Pour atteindre cet objectif, nous
avons utilisé les mesures de sensibilité, de
spécificité, la corrélation et la concordance
entre la charge virale plasmatique et celle sur
DBS.
Confection et préparation des DBS et
Plasma : A partir du sang total recueilli dans
un tube EDTA, 70 µl étaient prélevés à l’aide
d’une micropipette et déposés sur quatre spots
du papier buvardséchéspendant la nuit et
conservés à température ambiante.Les initiales
du patient, sa date de naissance, la date du
prélèvement et son numéro d’identification y
étaient mentionnés.Les DBS ont été classés en
trois groupes A, B et C, selon la durée de
conservation à la température ambiante,
respectivement de 3 jours,7 jours et 24 jours.
Une quantité de 1,3 mL de Abbott M sample
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préparation système DBS buffer a été ajoutée à
chaque échantillon dans les tubes, puis
soumis à une incubation de 30 min sur des
blocks chauffant.
Pour le plasma, le sang était centrifugé
pendant 5 mn à 2 000 g, aliquoté dans un
Cryo tubes de 2 ml, puisl’extractionà
l’automate.L’échantillon restant est conservé à
-80°C jusqu’à la prochaine analyse (24 heures
ou plus).
Procédure d’analyse des échantillons : Les
échantillons de sang collectés sur DBS ou sur
tube plasma étaient analysés conformément à
la procédure définiepar le fabriquant.
Extraction et amplification des acides-
ribonucléiques (ARN) plasmatiques : Le
protocole 0.6mL HIV-1 RNA a été utilisé pour
l’extraction des acides nucléiques. Des
contrôles internes ont été inclus, ainsi que des
plasmas humains qui ont servi de contrôles
négatifs, faiblement positifs et fortement
positifs.L’extrait d’ARN était mélangé avec le
réactif d’amplification dans les plaques à puits
profond issu de l’Abbott reagent. Le mélange
réactionnel était distribué dans des plaques
optiques de 96 puits et prêt pour l’amplifica-
tion. Cette plaque optique étaittransférée dans
le m2000rt Real Time PCR pour l’amplification.
Les séquences de HIV-1 présent, à chaque
cycle d’amplification était quantifié par la
mesure de la fluorescence des sondes HIV-1
liées au cours de la phase d’extension. Le
m2000rt analysé permettait de convertir
directement les fluorescences quantifiées, puis
les résultats étaient imprimés.
Extraction et amplification de l’ARNsur
DBS : L’extraction des DBS était faite selon le
protocole 1mL HIV-1 RNA. Le m2000sp
mélange l’extrait d’ARN avec le réactif d’Abbott
Real Time Amplification reagent et les distribue
dans des plaques optiques de 96 puits.La
plaque optique était transférée sur le m2000rt
pour l’amplification de l’ARN. Les séquences de
HIV-1 présent, à chaque cycle d’amplification
étaient quantifiées par la mesure de la
fluorescence des sondes HIV-1 liées au cours
de la phase d’extension. Le m2000rt analyser
permettait de convertir directement les
fluorescences quantifiées.
Traitements des données et analyses
statistiques : MicrosoftExcel 2016a été utilisé
pour la saisie des données etSPSS STATISTICS
version20pour le traitement et l’analyse des
données. LaCV plasmatique étaitconsidérée
comme le gold standard. Les CV en dessous de
la limite de détection c’est-à-dire <40
copies/mL se sont vues attribuées une valeur
arbitraire de 40 copies/mL.
LesCV sur DBS inférieures à la limite de
détection du fabricant de 839 copies/mLont
pris des valeurs de 839 copies/mL. Les CV

indétectables ont été considérées comme
nulles.
La corrélation entre les CV plasmatique en
logarithme (log) et CV sur DBS a été estimée à
partir du coefficient de corrélation de Pearson
(r).La concordance entre les deux méthodesa
été évaluée par la technique de validation
Methval, avec Kappa. La concordance Kappa a
été appréciée en fonction de trois niveaux :
bonne concordance pour Kappa >0,60 (60%),
assez bonne concordance si 0,30 ≤ Kappa ≤
0,60 et mauvaise concordance pour Kappa
<0,30 (30%).Une régression linéaire, a été faite
pour vérifier la corrélation et la concordance
entre la mesure de la charge virale sur Plasma
et sur DBS.
La sensibilité et la spécificité avec un intervalle
de confiance de 95% des DBS pour identifier
les échecs virologiques dans les environs de
1000 copies/mL ont été mesurées. La
sensibilité a été estimée comme la proportion
de CV plasmatique supérieure à 1000
copies/mL pour lesquelles la CV sur DBS était
aussi ≥ à 1000 copies/ml. La spécificité a été
estimée comme la proportion de CV sur plasma
inférieure à 1000 copies/mL pour laquelle la
charge virale sur DBS était également ≤ à 1000
copies/mL.
Pour évaluer l’impact de la durée de traitement
ARV sur la mesure de la CV sur DBS, nous
avons menés une analyse stratigraphique
considérant d’une part des patients sous
traitement ARV depuis moins de 12 mois, et
d’autre part, ceux sous traitement depuis plus
de 12 mois sachant que le traitement ARV
pourrait impacter la quantité de cellules
sanguines porteuses du HIV, par conséquent
impacter la spécificité en amplifiant l’ADN pro-
viral et/ou l’ARN extracellulaire.
Considérationséthiques et déontologiques :
L’étude a été réaliséesur des échantillons de
routine disponiblesau laboratoire de l’INSP.
Ces échantillons ont étéprélevés au niveau des
sites de prise en charge où les consentements
étaient obtenus au préalable. Au niveau du
laboratoire,  toutes les dispositions ont été
prises pour préserver la confidentialité sur
l’identité des patients en utilisant des codes.
Aucune donnée collectée ne permettait pas de
remonter au patient.

RÉSULTATS
Caractéristiques de la population : Notre
étude a porté sur 130 échantillons chez
lesquels ont été effectués la quantification de la
charge virale plasma puis celle sur les confettis
de sang séché sur du papier buvard. Le sex
ratio hommes/ femmes était de 0,45. L’âge
médian était de 36 ans.Le protocole
thérapeutique TDF/3TC/EFV était utilisé chez
88% de nos patients (figure 1) et 80% avait un
suivi thérapeutique de plus 12 mois (figure 2).
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Quantification de la Charge virale (CV) dans les
échantillons de plasma et de DBS pour la mise
en évidence d’échec virologique.
En faisant une régression linéaire, nous avons
vérifié la corrélation et la concordance entre la
mesure de la charge virale sur Plasma et sur
DBS, nous avons eu respectivement un r =
0,837 avec (p < 0,001) (Figure 1). La différence
moyenne entre la charge virale sur papier
buvard et sur plasma était de 0.512 log/copies
virologiqueavec un Kappa = 0,708 (Figure 4).
Parmi nos 130 patients, 24 (18%) avaient une
CV DBS ≥ 1000 copies/mL mais aussi une CV
plasma≥ 1000 copies/mL donnant une
sensibilité de 100%. Notons que, 106 (82%)
avaient une CV plasma < 1000 copies/mL.
Parmi eux, 92 avaient une CV plasma < 1000
copies/mL d’où une spécificité de 87%
(Tableau I).

DISCUSSION
Au Mali le plasma est le type d’échantillon de
référence pour la quantification de la CV et la
réalisation des tests de résistance. L’un des
buts recherchés à travers cette étude était
d’évaluer la possibilité de réalisation de la CV
sur DBS tenant en compte les condition du
pays tout comme celle réalisée au Sénégal en
2014 (22) et recommandée par l’OMS. A cet
effet, nous avons comparé les valeurs de la CV
sur plasma et DBS.
L’étude a porté sur 130 paires de plasma et de
DBS  reçus à l’INSP pour un suivi de routine
de la charge virale.
Caractéristiques sociodémographiques :
Parmi nos 130 patients le sexe féminin
prédominait.L’âge médian était de 36 ans,
similaire à celui retrouvé par Schmitz et al
2017 (18) par Taieb et alen 2018 au Vietnam
(38 ans) (23). Le suivi thérapeutique était d’au
moins 12 mois pour une grande majorité
tandis qu’il était d’au moins 24 mois dans
l’étude Sarah E. Rutstein en 2015 (24).
Quantification de la Charge virale (CV) dans
les échantillons de plasma et de DBS pour la
mise en évidence d’échec virologique : D’un
point de vue quantitatif nous avons observéun
coefficient de corrélation r = 0,837et un p <
0,001 entre les mesures de la charge virale sur
papier buvard et sur plasma, inférieur à celui
de Marins et Tanga en 2017 qui ont obtenu
respectivement 0,97 et 0,90 (25, 26). La
concordance entre nos résultats issus de la
technique sur plasma et DBS de 0,708 était
comparable à celui de Sahoo en 2016 (27) mais
meilleure que celui de Wu en 2015 avec 0,67
(28)
La sensibilitéet la spécificité étaient
respectivement de  100% et87%. Ces résultats
sont comparables à ceux rapportés par
Monleau et al. en 2014 (20) avec également
une sensibilité de 100% et une spécificité de
82.5%. D’autres études similaires ont eu une

sensibilité inferieure mais avec une spécificité
plus meilleure (23,29–31). La spécificité de
100% dans notre étudeserait due à une sur-
quantification observée chez 14 de nos patients
par une amplification de l’ADN proviral d’une
part et d’autre part à une contamination par
l’ARN intracellulaire.
D’un point de vue clinique, la sensibilité de
87% signifie que les patients en échec
virologique sont correctement identifiés lors de
l’utilisation du DBS. Il convient de retenir que
la détection de l’échec virologique est
essentielle dans l’atteinte du 3ème 90.
Par ailleurs, la sur-quantification de la charge
virale observée dans notre étude signifie que
des patients risquent de passer de façon
inappropriée à une seconde ligne de
traitement.Le choix du papier buvard
prédécoupé nous a permis de minimiser les
biais de quantification.
La concordance était bonne avec une valeur
0,708 située dans la fourchette 0,80 - 0,61 (32)
Une des limites de cette étudeétait que les DBS
ont été confectionnés à l’INSP et non pas dans
les structures de suivi, comme ce qui se fait
d’habitude dans la routine, ce qui pourrait
contribuer à maximiser la qualité de notre
échantillon.

CONCLUSION
Cette étude avait pour but d’évaluer l’intérêt et
la pertinence de l’utilisation des DBS eu égard
aux zones décentralisées où le suivi virologique
sur plasma n’est pas facile surtout dans les
sites reculés.Le nouveau protocole one spot du
laboratoire Abbott offre une opportunité
intéressante pour le suivi despatients avec de
bonne performance au seuil des 1000 copies
avec une très bonne sensibilité et spécificité.
La corrélation entre la mesure de la charge
virale sur plasma et sur DBS des 130 patients
était de : r = 0,837 avec (p< 0.001). La
concordance a été jugée bonne aveckappa de
0,708.L’utilisation du DBS comme support
virologique peut contribuer efficacement à
l’atteinte du 3ème90.
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Figure 1 : Répartition des molécules ARV selon leur utilisation

Figure 2: Répartition selon la durée du traitement ARV en mois
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Figure 3: Corrélation entre la mesure de la CV sur Plasma et sur DBS

Figure 4: concordance entre la mesure de la CV plasmatique et sur DBS.

Tableau I: Répartitionde la charge virale DBS en fonctiondu plasma au seuil de 1000 copies/mL

Résultat sur Plasma

Résultats sur DBS ≥1000 copies/mL <1000 copies/mL Total

≥1000 copies/mL 24 14 38

<1000 copies/mL 0 92 92

Total 24 106 130

Mean difference : 0,512 [ 0,332 to 0,693 ]
Difference plot N = 130
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