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1. Introduction

Epidémie virologique majeure, trois décennies apsss découverte, le virus de
l'immunodéficience humaine responsable du syndrdméimmunodéficience acquis (Sida)
reste un probléeme majeur de santé publique damsolede entier et particulierement en

Afrique.

Isolé a linstitut Pasteur de Paris par I'équipe duc Montagnier, le VIH fait partie de la
famille des rétrovirus (virus a ARN, capable deattanscrire celui-ci en ADN proviral grace

a l'activité d’une enzyme, la transcriptase invifide

Le VIH reste trées répandu dans le monde, I'Orgaioisades Nations Unies contre le

Sida(ONUSIDA) et l'organisation mondiale de la $a(®MS) indiquaient dans leur rapport

annuel 2013, sur 35,3 millions de personnes vieaet le VIH dans le monde, les enfants
représenteraient 3,3 millions avec 260 000 enfaotsellement infectés soit 35% de moins
qu’en 2009. De 2001 a 2012, le nombre de nouveifestions chez les enfants a enregistré
une baisse de 52% dans les pays a revenu failbigeetnédiaire. L'Afrique subsaharienne

représentait 88% (2,9 millions) des cas de VIH a28@000 enfants nouvellement infectés.
Dans la méme région le nombre de décées di au $itadé 190000 enfants en 2012 au
Mali.[2].

Au Mali, la cinquieme enquéte démographique etaleés(EDS M-V), réalisée en 2012 a
montré une baisse du taux de prévalence de 1,3%9% ZXaisant du Mali un pays a faible

prévalence avec une tendance a la stabilisation[3]

Le traitement antirétroviral repose sur des mokalgissant a différents niveaux du cycle de

réplication du virus. Plus d’'une vingtaine de malés sont actuellement utilisées.

L’avéenement de la trithérapie en 1996 avec I'apjperides molécules antirétrovirales, telles
que les inhibiteurs de la protéase, a permisaifaite I'objectif du traitement antirétroviral.
Cet objectif est de réduire considérablement labid@e et la mortalité liées au sida en
ralentissant la prolifération du VIH de tel pointegla charge virale plasmatique baisse en
dessous des seuils de détection des automatedyd@rfa50 copies /ml ou120 copies/ml

selon des appareils) afin de reconstituer les @éimmunitaires[4].
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Des progres considérables ont été réalisés au dearderniéres années en matiére de prise en
charge des enfants infectés par le virus de I'immdéficience humaine (VIH), I'acces élargie
aux services de prévention de la transmission m@éfaat a permis de prévenir I'infection a

VIH chez plus de 670000 enfants au cours derage 2009-2012[2].

Lancée en 2004, I'MAARYV (Initiative Malienne d’Aés aux ARV) a été marquée par un
engagement politique fort en faveur de la luttetieoie VIH qui s’est traduit par la gratuité
des ARV. A ce jour, le pays compte 85 sites dedamaént, 347 sites PTME et 74 sites de prise
en charge pédiatrique. A la fin de l'année 2012,.528 patients étaient suivis
régulierement[5]Les traitements antirétroviraux reposent sur 2 INTIINNTI en premiére
intention et en deuxiéme intention 2INTI+1 IP/rer@ins patients commencent a étre en
échec (probablement) dans leur traitement de dmexigatention et le pays est en phase
d'acquérir des nouvelles molécules telles que ldteBavir et le Darunavir pour les

traitements de 3éme intention[6].

Cependant il est important de noter que les détemms de I'échec précoce chez les enfants
sont dus a des particularités pédiatriques, dddarpacocinétique des antirétroviraux, et des
difficultés accrues d’observance et d’accessiores: formulations réellement pédiatriques.

Qui auront comme conséquences une induction destiong de résistance.

Dans les pays a ressources limitées, ou le suiodigue (Numération des LTCD4, charge
virale, test de résistance) et la prise en chaoyg msuffisants voir inexistants, peu de

données sont disponibles sur les échecs virologigtia résistance chez les enfants.

La prise en charge pédiatrique a commencé dep@$ a0 Mali. Plusieurs enfants sont en
échec virologique et ne bénéficient pas d'un sviralogique régulier pour la détection des
échecs et la prévention de la survenue des résestaiires peu de données sont disponibles

sur la prévalence de la résistance chez les erdariali.

Il est donc nécessaire, sinon fondamental, de mame étude sur le suivi a long terme des
schémas ARV chez les enfants pour améliorer lepmeandations nationales et

internationales[2].
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HYPOTHESE : Depuis plusieurs années les enfants nés de memgoséive recoivent des
ARV dans un contexte de suivi biologique trés lémiPour cela nous formulons I'hypothése
que les enfants suivis dans le contexte de suigiogique limité vont développer et

accumuler des mutations de résistance qui vontdtapdes molécules non prises.
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2. Objectifs

2.1. Objectif général

Evaluer la prévalence des mutations de résistahee des enfants infectés par le VIH-1,
traités et en échec virologique de leur traitenaemirétroviral au centre d’excellence de prise
en charge pédiatrique au service de pédiatrie du Ghlbriel Touré (CEPCP au CHU GT)

2.2. Objectifs spécifiques

- Décrire le profil immunovirologique des enfants moment du test génotypique de
résistance,

- Déterminer le profil de mutations de résistanceoeiées aux différents régimes

thérapeutiques chez les enfants,

- Evaluer la diversité génétique des différents dgpes du VIH-1 circulant chez les

enfants

- Déterminer la proportion de patients dont les virestent sensibles aux nouveaux
antirétroviraux (Darunavir, Etravirine et Rilpivie)
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3. Geéneralités
3.1 Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)

3.1.1 Historique de la découverte du VIH /Sida

C'est en 1981 que M. Gottlieb, a Los Angeles, aser@@ a observer une pneumonie
a’Pneumocystis carinichez un sujet masculin jeune sans antécédents angdiotables. La
Pneumocystose était alors une maladie excepti@rexicontrée chez les grands
Immunodéprimés iatrogéniques. Ce patient présentaiteffondrement d’'une population
Lymphocytaire jouant un rble majeur dans l'orchetstn des défenses immunitaires : le
Lymphocytes T porteurs des récepteurs CD4 (T CBdA)juelques semaines, d’autres cas de
Pneumocystose parfois associés a un sarcome desiKaepot étre répertoriés chez des
Hommes jeunes qui sont tous homosexuels. Cett®lpgth nouvelle, le « gay syndrome »
va faire I'objet de publications et immédiatemees dnises en alerte vont apparaitre. Le terme
de SIDA va alors étre retenu pour cette infectign.[

3.1.2 Définition et classification du VIH/Sida

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine responsatilesyndrome d’Immunodéficience
Acquis appartiennent a la famille dBetroviridae,Virus aARN monocaténaire, a capside
polyédrique, a enveloppe membranaire, les rétrexant en commun le fait qeur génome
doit étre transcrit en ADN par une ADN polymérase ARN dépendante (synthétisabiN
sur une matrice qui est 'TARN génomique), autrentiéhtine transcriptase inverse (Tl ou RT
pourreverse transcriptasen anglais).[7]

3.1.3 Structure et morphologie du VIH

Wif, WVpr, Nef and p7

gp120

Docking
Glycoprotein

Protease
Lipid
Membrane

Transmembrane
Gliycoprotein

Integrase

Reverse

Wiral RNA
Genome

Figure 1: Structure morphologique du VIH [8]
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Le VIH-1 est un virus enveloppé qui contient a gdage une protéine de fusion ainsi qu'une
molécule servant a lier les récepteurs de la eetiidle. C'est sous la bicouche lipidique que
se trouve la MA qui elle-méme protége la CA de ferronique. Cette derniére protége a son
tour la NC, les deux copies du génome viral ainsi kg protéase, la Tl et I'IN. Le diametre de

la particule virale varie de 90 a 120 nm.

v' L'organisation génomique du VIH-1

— (i [ —
L IR S = T e p— ) Tl:':.— LTE |
C——— - ]
A OA  NC =1 ™

Strmetural
Froteins

Figure 2 : Structure génomique de I'’ADN proviral des VIH-1[8]

Le génome du VIH-1 est présent en deux copies d’AdRMtiques de 9200 nucléotides. Ce
génome contient trois génes principagag, Pol, env.qui ménent ensuite a la formation de
diverses autres protéines. Le gé&yag mene a la production du précurseur Gag (Pr55) qui,
suite & son clivage, produit la matrice (MA) (p1i8),capside (CA) (p24), la nucléocapside
(NC) (p7) et une petite protéine p6. Ces protéstagcturales sont essentielles pour obtenir
une particule virale compléte. De son cdté, le géolecode pour les enzymes telles que la
transcriptase inverse (TI) (rétrotranscription (Rd@ 'ARN en ADN), l'intégrase (IN)
(intégration de I’ADN viral au génome cellulaire) la protéase (maturation des particules
virales). Finalement, le génenv. permet la production des protéines qui constituent

I'enveloppe soient la glycoprotéine gp120 et latgire transmembranaire gp41.

(11]
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3.1.4 Stabilité physico-chimique

Le VIH étant un virus enveloppé, il est sensiblg aolvants des lipides et aux détergents. Il
ne résiste pas a la chaleur puisqu'il est inaciE6°C pendant 30 minutes et également par
traitement pendant 5 minutes a I'hypochlorite deigm a 0,2%, I'éthanol & 70 %, le
glutaraldéhyde a 0,2 %.[12]

3.1.5 Cycle de réplication
Les cellules cibles du VIH sont celles présentas ibcepteurs CD4 a leur surface. Ainsi les

lymphocytes T CD4#+les macrophage$es cellules dendritiquest les_cellules micro gliales

cérébrales peuvent étre infectées par le VIH .péigdtion virale a lieu dans plusieurs tissus.

La réplication du virus se déroule en plusieurs éfges :

Le virus entre en contact avec le rémapCD4 via sa glycoprotéine gp120, qui va subir
certaines modifications lui permettant de se fixam corécepteur (CCR5 ou CXCR4). Cette
fixation dévoile la gp41, permettant ainsi la fuside I'enveloppe virale avec la membrane
cellulaire. Il y a peu de temps, il était acquida transcription inverse de I'ARN viral
n'avait lieu qu'aprés la décapsidation. Or, de néeg études ont montré que cette étape
pouvait avoir lieu également dans la capside, ptésgans le cytoplasme[13]

L’ARN génomique y est ainsi rétro-transcrit en APBIr la TI. L’ADN migre ensuite dans le
noyau sous forme de complexe de pré-intégratiomr ptne intégré dans le génome de la
cellule héte sous forme proviral grace a I'intégrdsADN proviral reste ensuite soit a I'état
latent, soit est transcrit en ARN par la machinedBulaire. Les ARN produits sont destinés a
plusieurs étapes: certains serviront de matérieétigue pour les nouveaux virions, d'autres
seront traduits en poly protéines, en ayant sutstétape d’épissage au préalable ou non. Les
poly protéines produites vont subir certaines niodifons; la gpl60 est clivée par une
protéase cellulaire en gp120 et gp41l, protéinesvqnt ensuite migrer vers la membrane
cellulaire. Les précurseurs gags et gag-pol vostigs étre clivés par la protéase virale, qui se
sera auto-clivée de gag-pol au préalable. Touglésents vont ensuite se rapprocher de la
membrane cellulaire pour étre empaquetés. Le viaimsi formé, aprés bourgeonnement,
entre dans un processus de maturation grace ati@age pour aboutir a un virus mature dont
la capside est définitivement assemblée[14]
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Figure 3: Cycle réplicatif du VIH-1 dans un lymphocyte T C)8}

3.1.6 Cellules cibles et réservoir du virus

Les cellules sensibles a I'infection par le VIH grgent le récepteur CD4 a la surface de leur
membrane. Ce récepteur, découvert en 1984, s'ansuffisant pour permettre I'entrée du
virus. Dix ans plus tard, les récepteurs aux chimies, CXCR4 et CCRS5, ont été désignés
comme corécepteurs indispensables a l'entrée dulvVitans sa cellule cible. Parmi les
cellules cibles, on retrouve principalement les ghocytes T CD4+ auxiliaires, mais
également les cellules présentatrices d’antigéteies que les macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules de Langerhans et ldsleslmicro gliales du cerveau. La majorité
des infections (99%) a lieu dans les cellules lyogytaires activées CD4+ des organes
lymphoides, réservoir principal du virus. En effesemble que le processus de pathogénicité

du VIH soit initié précocement dans les organeslyaides.
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De plus, une des particularités du VIH est deigenssous forme d’ADN proviral dans les
cellules T4 mémoires. Certaines d’entre elles entem phase quiescente aprés infection et
intégration du provirus; la réplication cellulai@onc celle du provirus, est inhibée par un
certain nombre de facteurs cellulaires, résultanireADN proviral silencieux dans la cellule,
et ce jusqu'a plusieurs mois. Ce n'est que lorsné'stimulation immunitaire que les
réplications cellulaires et virales reprennent, uissant ainsi a la production de virions

capables d’infecter de nouvelles cellules.[16]

3.1.7 Mode de transmission et Evolution naturelle ella maladie

3.1.7.1 Mode de transmission

Le virus est présent dans les liquides bigloes de l'organisme des personnes
Infectées. On le retrouve donc dans : legsae sperme, le liquide séminal, les
secrétions anales, les secrétions vaginales ait maternel.

Les trois principaux modes de transmission sontdde transmission par voie sexuelle, la
Transmission par voie sanguine et la transmisséoticale (mére/enfant). [17]

3.1.7.2 Evolution naturelle de la maladie

Evolution de l'infection virale selon CDC dans le ableau ci-dessoufd] [19]

Tableau | : Classification CDC selon le statut immunologiqiie patient (OMS, 1993).

Tableau 3 : Classification CDC 1993 pour les adultes et adolescents

A B: C:
= 3
Nombre de CD4/mm » Asymptomatique » Symptomatigue : Sida
« Primo-infection + Sans critére A ou C

- Lymphadénopathie

> 500 Al B1 c1=
200-499 A2 B2 ca=
< 200 A3 B3 c3*

Il n'y a pas eu une harmonisation de la définitlonSIDA, ainsi la définition du SIDA aux

Etats-Unis correspond aux C* et en France, eljastdie par un nombre de CD4 inférieur a
200/mmg.
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3.2 Epidémiologie

Bien que le sida demeure I'un des défis de sast@lies importants du monde, la solidarité
internationale qui s’est mise en place au courkad#erniére décennie pour lutter contre ce
fléau continue de générer d’extraordinaires pragres

Combinée a I'émergence de nouveaux outils efficamesus pour prévenir les nouvelles
infections et les décés liés au sida, la réusgiectaculaire de [I'élargissement et de
l'intensification des programmes liés au VIH a pisrrde jeter les bases de I'éradication
définitive de cette maladie.[2]

A I'échelle mondiale, 34 millions [31,4 — 35,9 nivls] de personnes vivaient avec le VIH a
la fin de 'année 2012. Selon les estimations, A 2es enfant¢<15 ans) dans le monde
entier vit avec le VIH bien que les circonstanced’épidémie qui pésent sur les pays et les
régions continuent de varier considérablement.[2]

L'Afriqgue subsaharienne reste I'une des régionplas gravement touchées avec pre2¢e
millions des cas de VIHce qui représente 88% des personnes vivant avietH dans le
monde. La prévalence régionale de linfection a Mkt prés de 25 fois plus élevée en
Afrique subsaharienne qu’en Asie mais environ Sionis de personnes vivent avec le virus
dans I'ensemble de I'Asie du Sud, du Sud-est ¢

A I'échelle mondiale, le nombre de nouvelles infaes continue de diminuer : le nombre de
personnes (adultes et enfants confondus) infeqgiéede VIH en 2012 2.3 million [1.9
million — 2.7 million]) Etait de 20 % inférieur a celui de 2001. La enctae variations sont
flagrantes. Les baisses les plus importantes dibr@de nouvelles infections a VIH depuis
2001 ont été observées dans les Caraibes (42én)Adtique subsaharienne (25 %).[2]

Au Mali, les résultats de la derniére étude desénmlence de l'infection a VIH réalisée en
2012 dans la population générale adulte au couldEdgquéte Démographique et de Santé
(EDS M-V), ont montré une baisse du taux de préadedu sida de 1,3% a 1,2% faisant du
Mali un pays a faible prévalence. Globalement, flsmmes sont plus touchées que les
hommes (respectivement 1,3% et 0,8%). Le pic depsévalence se situe, aussi bien chez les
femmes que chez les hommes, dans la tranche d@@4 ans (2,2%), témoignage d’une
épidémie bien installée[3]
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3.3 Diversité génétique Celle-ci tient au processus méme de multiplicatlerces virus qui

sont obligés de transformer leur ARN génomique BXNAoour s’intégrer dans la cellule héte.
Deés 1985, une variabilité génétique importante\desa été mise en évidence; il n'existe pas
deux virus identiques, méme au sein d’'un méme iddivCette diversité génétique, due a
différents mécanismes (faible fiabilité de la Thuh niveau de réplication, recombinaison

génétique) peut avoir des conséquences sur lagéarx traitements antirétroviraux.

Le VIH est divisé en deux “groupes”, VIH-1 et VIHeii proviennent de 2 événements de
transmission inter-espéces différents, issus réispetent du Chimpanzé et du Sootey
Mangabey.

Les analyses phylogénétiques du VIH-1 a partiritférdnts isolats ont permis de le classifier
en 4 groupes génétiques M (main), O (outlier), En¢M, non-O) et le dernier groupe P
découvert récemment par I'équipe de Plantier[20]

La majorité des infections par le VIH est causée Ipagroupe M, les infections par les
groupes N et O étant restreintes a I'Afrique cdetrBans le groupe M, 9 sous-types sont
reconnus et désignés par les lettres A-D, F-H,KJ, &ds variations génétiques entre les sous-
types allant de 25 a 35% selon les sous-types eétgons du génome considérés[21]

Il existe également des variations au sein d’'ursdgpe, entre 15 et 20%, tels que le sous-
type F, divisé en sous sous-types F1 et F2 atus-§/pe A en Al, A2 et A3. Les analyses de
tout le génome ont révélé I'existence de virus mgminants inter sous-types, issus de patients
surinfectés ou Co-infectés. Ces virus recombinasteit appelés CRFs (Circulating
Recombinant Forms) lorsquils ont été identifiésezhau moins 3 individus non liés
épidémiologiquement et caractérisés sur tout l@gén

Dans le cas contraire, ils sont appelés URFs (UniBecombinant Forms), plus de 200
actuellement[22].

A ce jour 51 CRFs ont été identifiés, les recombigdC RFO1_AE et CRF02_AG jouant un

réle important dans les épidémies régionales[23]
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Figure 4: Arbre phylogénétique des V[24]

3.3.1 Mécanismes de la diversité génétiq
Ces mécanismes sont essentiellement dus a trastas

« Faible fiabilité de la transcriptase invers :
Qui est incapable de corriger les mésappariemenitsduits lors de la polymérisation
I’ADN proviral et commet un taux d’erreur d’enviram par cycle, soit une erreur introdu
par cycle.

e Grande capacité de réplication :
Le haut niveau de la répéition du VIH (estimé & 2 — 13° virions produits par jours chez |
individu infecté) induit une variabilité de la pdation virale au sein méme de lindivic
appelé quasespece, a cause de la faible fiabilité de le

¢ Recombinaison génétique
La production de virus recombinants nécessite deux sydtaux successifs. Lors du premn
cycle viral, deux virus différents infectent uneme personne, simultanément ou non. |
résulte une cellule hébergeant deux provirus audgison génom
En effa le génome du VIH étant composé d’'un ARN dimérjda€T| a la capacité de pas:
d’'une molécule d’ARN a I'autre lors de la transtiop inverse, créant ainsi un ADN provil

chimérique[15]
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3.3.2 Conséquences de la diversité génétique

La diversité génétique du VIH-1 résulte d'un talevé de la réplication couplé & une faible

fidélité de la Tl et au phénomene de recombinaigénétique, elle est due a différents

mécanismes, et a des impacts multiples sur le dsgn(sérologique, charge virale) et

notamment sur la réponse au traitement antiréabvir

Les tests de dépistage, reposant sur des antigikn&H-1 du sous-type B prévalent en

occident et qui peuvent avoir une sensibilité moends-a-vis des autres sous-types de groupe

M appelé non B.

Certaines études laissent entendre que la résistancARV varierait selon les sous-
types : par exemple, le groupe O du VIH-1 poumpadisenter une sensibilité moindre
aux INNTI.

Ainsi des études ont montré que plus de 50% des vion B infectant des patients
naifs portent au moins trois mutations mineuregédéstances aux IP, alors qu’'elle
n'est que 8% pour le B[15] La question de la sdliglaux ARV, et particulierement
aux inhibiteurs de protéase des souches présamtaymand polymorphisme génétique
reste posée.
La diversité génétique du VIH constitue un obstacla mise au point de vaccins
efficaces. En effet, la majorité des candidats wegcfaisant actuellement I'objet
d’'essais cliniqgues ont été créés au moyen de ssudbeVIH-1 de sous-type B
(prédominant en Amérique du Nord et en Europe).
Cependant, on ignore jusqu’a quel po@# vaccins pourraient conférer une protection
Croisée entre les autres sous-typ#aymment ceux prédominant en Afrique.
La recombinaison entre différents types et sousgaypeut induire des conséquences
génétiques et biologiques de loin plus importantpse celle résultant de
'accumulation stable d’une simple mutation au sdinn type ou d'un sous-type
unique.
La sélection des mutations a I'échec, les profiE&shappement peuvent également
étre différent selon le sous type de VIH-1. En teféertaines mutations spécifiques
aux sous-types peuvent étre sélectionnées loraderent, par exemple le sous-type

C, qui présente de nombreuses spécificités[25]
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3.4 Répartition géographique

Le VIH est trés répandu au niveau mondial, les \IIHe sous types non B représentent au
moins 90% des virus circulants. Les sous types gméthnts sont le sous type C,
responsable de 50 % des infections, principalereanifrique de I'Est, en Asie, le sous
type A et le D en Afrique de I'Est, le sous typeRDR_AG en Afrique de 'ouest et le sous
type B aux Etats-Unis, en Europe et en Australie[26

En Afrique centrale, circulent les différents gresmu VIH-1 (M, N et O), 'ensemble des
sous-types du groupe M et la majorité des formesmbinantes.

La trés grande majorité des infections a VIH-1 ge® est retrouvée en Afrique de I'Ouest
et, plus particuliérement, au Cameroun ou diffé¥erdtudes montrent la présence de 3,4 %
de patients infectés par le virus de groupe O, sBo#@ prévalence de 0,5 % dans la
population générale.

Des études récentes ont démontré qu’en Francesadesstypes non B circulent, et que la
moitié de ces virus isolés sont des virus CRF02, é&qui témoigne des liens existant
entre la France et I'Afrique de I'Ouest.

Le VIH-2 a une diffusion beaucoup plus limitée gest essentiellement présent en Afrique
de I'Ouest, en particulier en Guinée-Bissau, Gambénégal, Cote d'ivoire, Burkina Faso,
Mali. Il a atteint le Mozambique et ’Angola, a fiade la Guinée-Bissau et hors d’Afrique
la France, I'Inde, le Portugal et le Brésil[26]

A B and CRFOL_AE
CRFO2_AG and other rec
B A, B, and AB recombinan

binant forms

B and BF recombi t for
< @ 8, C, and BC recombinant farm

I F.G,H,) K and CRFO1 and other recombinant forms
D Insufficient data
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Figure 5 : Distribution géographique des VIH-1 dans le mondes sous-types les plus
fréquents de facon décroissante sont C, A, B, QRRG et CRF01_AE
3.5 Diagnostique biologique au laboratoir27]

Le diagnostic d’infection transmise chez I'enfaré de mére séropositive au VIH est
actuellement posé avant I'age de 6 mois par ldmigaes de diagnostic direct. Le diagnostic
indirect ou sérologique, permet d’apporter la condition définitive de non infection.
Tout nouveau-né de mere séropositive au VIH estrepositif au VIH » a la naissance, qu'il
soit ou non infecté. Cela est du au transfert paks anticorps maternels de type IgG a
travers la barriere placentaire. De fait, la sag@aeste positive jusqu’a la disparition des
anticorps maternels (environ 18 - 24 mois) quel spi¢ le statut de I'enfant. Le diagnostic
d’infection transmise le plus précoce possible sepsur la mise en évidence directe du virus

ou de son génome dans l'organisme de I'enfant.

3.5.1 Diagnostic indirect ou sérologique
Il se fait en deux étapes avec un test de dépi&htf@A réalisé au moyen de deux techniques
différentes qui doivent étre utilisées en parall8el'un des tests ELISA est positif, il sera

confirmé par un test de Western-Blot (WB).
3.5.2 Diagnostique directe

Il repose sur plusieurs techniques toutes réaliaépgartir d’'un simple prélevement sanguin
gu'il convient de répéter. La PCR-RNA plasmatiquet en évidence le génome du virus dans
le plasma par RT-PCR. C’est la « charge viral@alisée également dans le suivi des adultes
infectés. Le DNA Proviral recherche le provirusémte dans les cellules mononuclées
réceptives (CD4 essentiellement).A Nice, le lalmiratde virologie effectue, sur le méme
prélévement, une PCR-RNA plasmatique et une rebhbegoantitative de DNA proviral (par
PCR quantitative. en temps réel). La conjugais@ndeeix techniques augmente la sensibilité.

3.5.3 Séquencage
3.5.3.1 Séquencage de I'ADN :

v' Principe :
Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer lordes nucléotides sur la molécule
d’ADN. C’est le niveau de résolution le plus élga@ur rechercher la présence de mutations
ponctuelles dans un géne. La méthode utilisée aldifou, proposée par F. Sanger en 1977

(prix Nobel de chimie en 1980), repose sur I'utitisn de nucléotides particuliers appelés di-
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désoxynucléotides, qui bloquent la synthese d’ADM les ADN polymérases aprés leur
incorporation. Ce blocage est di a l'impossibdiéont ces nucléotides de former une liaison
phosphodiester avec un autre nucléotide en raisdtaldisence du groupement hydroxyle sur
le carbone 3.

Depuis 1977, la méthode a considérablement évaligeh la mise au point de séquenceurs
automatiques et de marquages des nucléotidesdi Ithe fluorochromes. Elle est devenue
aujourd’hui une technigue rapide et fiable utiliskéquemment dans le diagnostic de
certaines maladies héréditaires mais, reste néasmoiiteuse et réservée a certains génes en
nombre limités et de petites tailles[31]

3.5.4.2 Les outils bioinformatiques d'analyse degquences de I'ADN :

3.5.4.2.1 Objet de la bioinformatique:

La bioinformatique est une discipline basée surl#sis de la biologie, des mathématiques,
et de linformatique. Elle consiste en I'ensembkes dnéthodes et programmes pour gérer,
organiser, comparer, analyser, explorer, lI'infolioragénique et génomique stockée dans les
bases de données dans le but de prédire et prodeiraouvelles connaissances et de
développer aussi de nouveaux concepts[32]

3.5.4.2.2 Analyse des séquences

L’analyse bioinformatique fondamentale et princgpadalisée sur les séquences d’ADN est
I'alignement. 1l s’agit de comparer des séquencasega des algorithmes.

L’objet d'un alignement de séquences est en gépéral :

- Quantifier et localiser la similarité

- Trouver la meilleure mise en correspondance d@sidus qui conservent l'ordre des

séquences. (Score de I'alignement)

- Prendre en compte des mutations ponctuelleseguésiment en trois événements majeurs :
Insertion, Délétion et Substitution.

3.6 Traitement ;

Les antirétroviraux sont des molécules virostafule synthéses de différentes natures
chimiques regroupées en trois grandes classes smlonmode d'action : les INTIs, les
INNTIs et les IP. Une quatrieme classe d'inhibidede la fusion est actuellement en cours de

développement.
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En 1996 arrive le concept de trithérapie, avediEponibilité de nouvelles molécules
antirétrovirales telles que les inhibiteurs de dat@ase, montrant une réduction significative
de la mortalité liée au SIDA. En effet, I'objecpfincipal du traitement antirétroviral est
d’empécher la progression vers le SIDA en restaueanombre de lymphocytes T CD4+; il
doit rendre la charge virale plasmatique indétdetpbrmettant une meilleure restauration du

systéme immunitaire[33]
3.6.1. Objectifs du traitement antirétroviral

Le traitement de linfection a VIH a pour objectif réduction maximale de la réplication
virale (charge virale plasmatique < 50 copies/mhptant d’empécher la progression vers
le SIDA et de restaurer un nombre de lymphocyteg €00/mm3), garant principal de la
durabilité de leffet antirétroviral, de la restation des fonctions immunitaires et de
'absence de développement de la résistance dus vémi présence de meédicaments
antirétroviraux. Si l'efficacité immunovirologiqudu traitement est essentielle, d’autres
objectifs doivent étre recherchés simultanément :

- La meilleure tolérance possible, a court, moydorgg terme ;
- L'amélioration ou la préservation de la qualitéviie;

- Laréduction de la transmission méere-enfant du VIH.
3.6.2. Obstacles

Les avancées thérapeutiques ne doivent cependantaisser place aux triomphalismes
car, les raisons suivantes peuvent constituer lostscles :

- une minorité de patients infectés par le VIH ddmsmonde entier a accés aux
antirétroviraux. En Afrique subsaharienne, seuldn8¥6 des personnes ayant besoin

d’ARV en bénéficient réellemefi2]

- les difficultés d'accés aux soins (précarité alaci désorganisation des structures

sanitaires, contexte psychologique...), concernemambre significatif de patients,
- les contraintes de traitement au long cours smites,

- les phénoménes de résistance acquise aux amiiratrx actuellement disponibles

surviennent chez un nombre croissant de patients,
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- les complications métaboliques (syndrome lypodtique, anomalies
glucidolipidiques) laissent présager une incideacerue de complications vasculaires a

moyen ou a long terme.

- L'observance chez I'enfant pose des diffisiiparticulieres. Elle peut étre influencée par
de nombreux facteurs : le choix limite des formolag pédiatriques ; le mauvais gout des
formulations liquides ; le grand nombre de compsnodl la grande quantité de sirop a
prendre ; la grosseur des comprimés ; la nécadsipises médicamenteuses fréquentes ; les
restrictions alimentaires ; la perte de la persopriacipale s'occupant de l'enfant ; les
difficultés a avaler les comprimés ; et les effiedésirables. Pour que le traitement d'un
enfant soit un succes, une personne qui s'occuphkiidgoit étre pleinement engagée et
impliquée. Les parents et les autres membres d@nidle des enfants vivant avec le VIH
peuvent eux-mémes étre infectés ; des soins etilarment sous-optimaux des membres de
la famille peuvent donc se traduire par des sans-®ptimaux de I'enfarig]

3.6.3. Différentes classes thérapeutiques
Appartenant a six classes d’ARV, plus d'une vinmgga(20) de molécules sont disponibles de
nos jours.

v Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

L es inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques KNTI)
Les INTI (ou NRTI pour nucléoside reverse trandeise inhibitor) sont des pro médicaments
qui doivent étre triphosphorylés dans la cellularpgtre actifs. lls subissent une activation en
nucléoside triphosphate par les kinases cellulaires formes triphosphates (et di phosphate
pour le Tenofovir) possédent une forte affinité plautranscriptase inverse du virus VIH-1 et
entrent en compétition avec les désoxynucléosidebiosphates natureldls sont donc
incorporés préférentiellement dans la chaine dBNAen croissance causant une terminaison
précoce de celle-ci (en raison du manque 3’-hydrpayr former le lien phosphodiester entre
nucléotides). Le groupe OH 3’ libre est nécessaingr former une liaison avec le prochain
nucléotide de la chaine nucléotide en formatione Uais phosphorylée, ces analogues
trompent la transcriptase inverse en la faisantrppmrer dans la chaine de nucléotides en
formation ou ils servent de terminateur de chab4g.[
-Les inhibiteurs non nucléosidiques de la Transcrifase inverse (INNTI)
Ces sont des composés de structure chimique cammét différentes de celles des

nucléosides normaux. Ce sont des inhibiteurs nampétitifs allostériques.
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Les INNTI occupent une poche hydrophobe voisine giie ADN-polymérase. Leur
complexation modifie la géométrie de I'enzyme, ag diminue considérablement son
efficacité catalytique.
Cela provoque un changement de conformation du aitéf en déplacant les résidus
d’aspartate catalytiques (en relation avec le ddtdiaison) de la polymérase de telle facon
gu’il ne peut plus se lier a un substrat nuclégtidadant ainsi I'enzyme inactif [36]
Contrairement aux INTI, les INNTI n'ont pas besailune activation cellulaire puisqu’ils
n'ont pas besoin de phosphorylation pour étresactif
Par conséquent, ces molécules ont un potentied glavé que les INTI et inhibent la
transcriptase inverse du VIH-1 de facon irréveesiilis pas celle du VIH-1 de groupe O et
du VIH-2.

v Les inhibiteurs de la protéase (IP)
Les inhibiteurs de la protéase (IP ou Pl pour @sténhibitor) bloquent la phase tardive de la
maturation virale. La protéase du VIH clive lesypaptides précurseurs, produits des génes
gag et pokodant les protéines de structure et les enzymegida. Les virions produits sous
IP sont immatures et incapables d'infecter de niteseellules.
Métabolisés par le cytochrome P450, les IP sonbjdib d’interactions avec d'autres
médicaments utilisant les mémes voies métaboliqhesains de ces autres médicaments sont
contre-indiqués avec les IP, d'autres imposentajiestements de doses. Les associations de
deux IP et d'INNTI peuvent également nécessitetetieajustements. L'utilisation des IP est
associée, a des degrés divers a une redistributean graisses, a des troubles de la
glycorégulation et a des hyperlipidémies[36].

v Les inhibiteurs d’entrée
Les inhibiteurs d’entrée ont plusieurs avantagedesuinhibiteurs de la transcriptase inverse
et les inhibiteurs de la protéase principalementegu’ils agissent de fagon extracellulaire.
Par conséquent, ils n'ont pas besoin de traveesendmbrane cellulaire, ni besoin d’'une
activation intracellulaire.

-Les inhibiteurs d’attachement

Aprés la fixation du VIH sur le récepteur CD4, dieteractions ont lieu entre le virus et des
corécepteurs protéiques, faisant partie de la ladé chimiokines, en particulier le CCR5 et
le CXCR4 [37].
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Les antagonistes du CCR5 (Maravitpsont de petites molécules qui se fixent de fagom
compétitives sur la partie transmembranaire du cami&ur et induisent alors une
modification des domaines extracellulaires du ogpésur qui empéche la fixation de la
gp120[38].

-Les inhibiteurs de fusion
Le seul inhibiteur de fusion actuellement dispomikkt un polypeptide, devant donc étre
injecté, dont la séquence correspond a une régida gp41l (HR2, heptadrepeatregion).
Il se lie de fagon spécifique a I'ectodomaine (domadR1) de la protéine gp4l, au moment
ou celle-ci est découverte par la liaison de gpa@Qécepteur CD4 et aux récepteurs des
chémokines.
Les inhibiteurs de fusion empéchent le changemertonformation de gp41 qui ménerait a
la fusion des membranes du virus et de la cellGte-tEn fait, ils seraient liés a la gp41 sous
sa conformation de « repos » et 'empécherait atmiopter une conformation en épingle a
cheveux favorable & la fusion [39].

v Les inhibiteurs de l'intégrase
L'intégrase est une enzyme nécessaire a la catdlyd®tape d'insertion et de transfert de
I’ADN viral dans le génome de la cellule héte. Eeftape d'intégration est fondamentale
pour le maintien et la stabilité du génome virahsaque pour une expression optimale des
génes viraux.
Les inhibiteurs de l'intégrase constituent une mlevclasse d’agents antirétroviraux qui
bloguent I'activité de I'intégrase du VIH-1[40].
Les inhibiteurs de l'intégrase sont actifs surdiggs résistants aux inhibiteurs nucléosidiques
de la transcriptase inverse (INTI), aux inhibitemsn nucléosidiques de la transcriptase
inverse (INNTI), aux inhibiteurs de la protéase) @Paux inhibiteurs d’entrée. Les inhibiteurs
d’'intégrase disponibles ou en développement empédbetransfert de brins. L’ADN non

intégré est ensuite dégradé.
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3.6.4. Nouvelles molécules antirétrovirales

Tableau Il : liste des molécules ARV commercialisées[41]

Abréviation Nom commercial Autorisation de
Dénomination mise sur le marché
commune

Internationale(DCI)

Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Invese

AZT Retrovir® 1987
Zidovudine

3TC Epivir® 1996
Lamivudine

d4T Zerit® 1996
Stavudine

ddl Videx® 1992
Didanosine

ABC Ziager? 1999
Abacavir

FTC Emtriva® 2003

Emtricitabine

Inhibiteur Nucléotidique de la Transcriptase Inverse
TDF Viread” 2002

Tenofovir

Inhibiteurs non Nucleosidiques de la Transcriptasénverse
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NVP Viramuné® 1998
Nevirapine

EFV Sustivd 1999
Efavireuz

ETR Entelenc® 2008
Etravirine

Combinaisons d'inhibiteurs de la Transcriptase Invese

Zidovudine /| AZT | 3TC Combivir® 1998
Lamivudine
Tenofovir |/ TDF/FTC Truvadd 2005

Emtricitabine

Abacavir /| ABC/3TC Kivexa® 2004
Lamivudine

Zidovudine /| AZT /| 3TC/ ABC Trivizir® 2000
Emtricitabine /

Abacavir

Tenofovir /| | TDF/FTC/EFV | Atripla® 2007
Emtricitabine /

Efavirenz

Stavudine /| d4T/3TC/NVP Triomun@& 2001
Lamivudine /

Nevirapine

Inhibiteurs de la protéase

Indinavir IDV Crixivan® 1996
Ritonavir RTV Norvir® 1996
Saquinavir SQV Invirasé& 1996
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Nelfinavir NFV Viracept’ 1998
Fosamprénavir Fos APV Telzif 2004
Atazanavir ATV Reyata? 2004
Lopinavir /| LPV/r Kaletra® 2001
ritonavir

Tipranavir TPV Aptivus® 2005
Darunavir DRV Prezist& 2008

Inhibiteurs d’entrée
Enfuvirtide T20 Fuzeofi 2003

Maraviroc MRV Celsent? 2008

Inhibiteurs d’'intégrase

Raltégravir RAL Isentres$ 2008

La CROI 2011(Conférence sur les Rétrovirus et tdasctions Opportunistes 2011) a Boston
(USA) du 27 Février au 2 Mars a permis de fairepEnt surla Rilpivirine, un non
nucléosidique de deuxiéme génératienDolutégravir une anti-intégrase, & BMS-068un
inhibiteur d’attachement, ce dernier était pendantualité de la CROI 2014 a boston, Etats-
Unis, 3-6 mars 2014.

La Rilpivirine proche du niveau structural de I&tirine a été développée par Jansen. Elle a
été approuvée en Mai 2011 aux Etats-Unis par lalfeoml Drug Administration, elle est en
cours d’évaluation en Europe[42]

Le Dolutégravir est un nouvel inhibiteur dévelopg&emment par ViiVHealthcare. Les
résultats d'étude de phase Ilb permettront de xngemclure sur I'efficacité du Dolutégravir

chez les patients infectés par un virus résistafRaltegravir[43]
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Parmi les approches thérapeutiques innovantesefitrirdéveloppement par BMS dd' 1
inhibiteur d’attachement BMS-663068. Son métabdalitéf, le composé BMS-626529, se lie
a la gp 120 virale et inhibe I'attachement du viausrécepteur principal CD4. Le CRF01_AE
et le VIH-2 sont des résistants naturels a cettéente[44]

3.6.5 Stratégies de traitement antirétroviral

En I'absence de vaccin anti-VIH, le traitement @toviral comme outil de prévention de la
transmission est une évolution récente et majevec plusieurs études qui démontrent le
rble bénéfique des ARV non plus seulement au nivEala santé de l'individu mais aussi
dans la réduction drastique de la contagiositéqlasla charge virale plasmatique est
contrélée sous traitement[45]

Ainsi 'OMS recommande en 2010 l'initiation du tetinent chez les patients symptomatiques
(infection opportuniste majeure, autre affectionlalecatégorie C de la classification CDC
1993 ou symptbmes marqués ou récidivants de lagamagé B) et chez les sujets
asymptomatiques ayant un nombre de lymphocytes<BED / mm3.

Schémas thérapeutiques

Le schéma thérapeutique préconisée par 'OMS emipre intention est 'utilisation de (02)
INTI+ (01) INNTI ou (02) INTI+ (01) IP/r (/r = bodé par le ritonavir) avec l'usage de
molécules moins toxiques et de combinaisons dapieantirétrovirale de dose fixe.

Au Mali, les régimes préférentiels en premiére ritisn ou schéma de®f ligne et en
deuxiéme intention ou dé"Zligne chez les nourrissons et les enfants sorstsnts :

1. Enfants agés de 3 ans & 10 ans et les adolescdstsoins de 35 Kg

L'option thérapeutique préférée en premiere ligret ene trithérapie associant deux
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptasers€INTI) a un inhibiteur non nucléosidique

de la transcriptase inverse (INNTI).
Le schéma préférentiel en premiére ligne :

=  Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)

Les régimes alternatifs suivants sont possibles:

= Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NYP
= Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Névirapine \I?)
= Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EF
=  Tenofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Névirapine (NYP
= Tenofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)
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2. Enfants de moins de 3 ans
Le régime préférentiel est une trithérapie comprenant : 2 INTI + 11P

= Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Kaletra (LPVI/r)
Le régime alternatif sera 2INTI + 1INNTI :

= Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Nevirapine (NYP
= Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Nevirapine \IR)
En cas de contre-indication ou de toxicité a un&mde du schéma préférentiel de premiére

ligne, on substituera la molécule incriminée par aotre molécule.

Schémas préférentiels de deuxiéme ligne

Comme chez I'adulte, le traitement repose sur daisdion de 2 inhibiteurs nucléosidiques
et d'un inhibiteur de la protéase «boosté» paritervir.

Le régime Abacavir (ABC) + didanosine (DDI) + Lopinavir/Ritonavir (LPV/r)

Le Nelfinavir (NFV) peut étre utilisé en cas d'iféance au Lopinavir/Ritonavir ou si la
chaine du froid n’est pas assurée (thermolabilit&ionavir)

Tableau Ill : Les alternatives de seconde ligne possibles ectit;m des schémas utilisés en
premiére ligne et en cas de contre-indicationsetogicité de I'une des molécules du schéma

préférentiel[46]

Enfant (y

. Schéma d'ARV de premiere Schéma d’ARV de deuxieme
compris M g
'adolescent) intention intention
ABC +3TC + LPVIr
Schema Meins de 3 ans Pas de changement®
thérapeutique AZT + 3TC + LPV/r
de premiére
intention basé ABC + 3TC + LPVIr ALZT + 3TC + EFV
sur du LPV/r 3 ans et plus
AZT +3TC + LPVIr ABC ou TDF® + 3TC + EFV

Schémas possible de*3ligne chez les enfants

Les patients en échec virologique d&%igne doivent étre gérés en fonction du résultat d

test de génotype de résistance.
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Choix des combinaisons de molécules :

- Darunavir + Etravirine + Raltégravir
- Darunavir + Lamivudine + Raltégravir

- Etravirine + Lamivudine + Raltégravir

Les indications de traitement antirétroviral ches kenfants et nourrissons pour lesquels

I'infection est confirmée sont en premier lieu ifiation précoce du traitement ARV.

Nourrissons :

- Initier le traitement ARV chez tous les nourrissamfectés diagnostiqués dans f&°1

année de vie quelque soit le taux de CD4 ou leesthdique OMS.

Enfants :

- Initier le traitement ARV chez tous les enfantsetiés 4gés de moins de deux ans,

quelque soit le taux de CD4 ou le stade cliniqueSOM

-Initier le traitement ARV chez tous les enfantfeatés agés de 24 a 59 mois, avec un

nombre de CD4 750 cellules/mr) celui le plus bas quelque soit le stade clinigisS.

- Initier le traitement ARV pour tous les enfantseicies agés de 5 ans et plus avec un
nombre de CD4 350 cellules/mrh (comme chez I'adulte) quelque soit le stade
clinique OMS.

- Initier le traitement ARV pour tous les enfantseictés avec un stade clinique 3 et 4

guelgue soit le taux ou le nombre de CDA4.

- Initier le traitement ARV pour tout enfant 4gé deins de 18 mois avec un diagnostic

clinique présomptif d’'infection & VIH.
Les principes du traitement antirétralvde I'enfant sont identiques a ceux du

Traitement de I'adulte avec cependant quelquescpéatités :

- L’éducation thérapeutique de ceux qui ont la chalgd'enfant, garante de la bonne
observance, est primordiale.
- Les posologies doivent étre ajustées en permanencéonction de I'évolution

pondérale des enfants.
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Il n'existe pas toujours de formes galéniques adkpta I'usage peédiatrique. Les
formes pédiatriques (sirops, suspensions) sonséas chez I'enfant de moins de 15
kg ; on préférera les comprimés pour I'enfant desle 15 kg[5]

4.6.6. Echec thérapeutique

L’échec thérapeutique regroupe différentes sitnatio
3.6.6.1. Echec virologique

L’échec virologique constitue la situation la pfesquemment rencontrée. Il est stricto sensu
défini comme toute valeur détectable de la chaigdevplasmatique, c’est-a-dire juste au
dessus du seuil de détection. Actuellement, u &b copies/ml est le plus souvent utilisé
et constitue I'objectif a atteindre pour touteeivention thérapeutique quelle que soit la

situation thérapeutique : traitement initial outents de ligne ultérieure[48]

Au Mali, I'échec virologique est défini comme étéinhpossibilité de réduire la charge virale
a un niveau indétectable aprés six mois de traitetien conduit. Il est caractérisé par une
charge virale plasmatique supérieure a 1000 copiegrés vérification de I'observance [5].

Il faut différencier I'échec virologique du « relmbrirologique » qui est défini comme une
charge virale détectable aprés une période d’ictlidité (au moins 2 points consécutifs) ;
ce dernier aussi doit étre distingué d'un « bligesla charge virale (détection d’une charge
virale plasmatique isolée comprise entre 50 eOl@tpies/ml sur un prélévement avec un
point suivant de charge virale, réalisé au plus ter mois apres, < 50 copies/ml)[49]

En régle générale, I'échec virologique résulte d'umhibition suboptimale de la réplication

virale, conséquence d’une puissance insuffisanteaitement. Celle-ci peut étre due :

= & une concentration de molécules antirétrovirassiffisante, résultant soit d’'un
défaut d'observance, soit de posologies inadaptésejt d'interactions
médicamenteuses néfastes ;

= au développement de la résistance vis-a-vis d’'anede plusieurs molécules
antirétrovirales[50]
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3.6.6.2. Echec immunologique

Il est défini par l'absence d’ascension des lymptex CD4 malgré un traitement
antirétroviral efficace depuis au moins 6 mois.t€edituation se rencontre plus volontiers
chez les patients ayant initialement un taux deplyocytes CD4 pré thérapeutique bas, un

age plus avancé. Cet échec peut s’accompagnesdaggs ou d’'un échec virologique[47]
3.6.6.3. Echec clinique

Il se caractérise par la survenue de manifestatibngjues témoins de la progression de la
maladie VIH (symptdomes liés au VIH, nouvelle infent opportuniste ou rechute d’une
infection préexistante, survenue de tumeurs)[47]

Habituellement, ce stade d'échec clinique est laséquence d'un échec virologique et

immunologique.
3.6.7. Observance

Compte tenu de la puissance antirétrovirale déeinants actuellement utilisés en initiation,
I'absence de réduction de la charge virale d’aunsdiloge, 1 mois apres linitiation du
traitement, ou une charge virale toujours > 200ezIml & 6 mois rendent presque toujours

compte d’une observance médiocre au traitement.

3.6.8. Résistance du VIH aux antirétroviraux :

La résistance aux antirétroviraux a été rapporidr fa premiére fois en 1989 chez des

patients traités par la zidovudine en monothérafie[

3.6.8.1 Définition :

La résistance aux antirétroviraux est liée a laac#@ du virus a se répliquer en présence
d'ARV.

On distingue 03 types de résistance ; la résistaurpise sous traitement (résistance

secondaire), la résistance primaire et la résistaaturelle (manque de sensibilité).

En effet, pour cette derniére, les patients postelar virus résistants peuvent transmettre ces
virus a leurs partenaires qui vont alors s’infectemblée avec des virus résistants lors de la

primo-infection.

THESE DE PHARMACIE OUMAR DOLO Page 47



Résistance aux antirétroviraux chez les enfants et adolescents infectés par le VIH, suivis au
service de pédiatrie du CHU GABRIEL TOURE.

3.6.8.2 Mécanisme d’apparition des mutations de ri&gance :
Plusieurs facteurs liés a la durée de vie et adecge réplication du VIH sont des
contributeurs clés vers une émergence rapide argiisée de résistance qui est observée
avec cet organisme.
Les mutations entrainent des modifications des rapgyou protéines, en diminuant la
sensibilité des virus aux antirétroviraux par descamismes différents selon les classes et
méme selon I'antirétroviral dans une méme clas$e[52
Ces mécanismes peuvent étre dus :

v' ala dynamique de production virale trés rapida,été calculé qu’environ 10 milliards

de virions étaient produit chague jour chez unsqrare infectée

v ala variabilité génétique importante du VIH,
La TI fait une erreur par cycle de réplication (tear tous les 10 000 nucléotides), d'ou
I'introduction au hasard de mutations tout au ldoggénome.
Pendant que la plupart de ces erreurs sont destatibes de bases, autres mutations comme
les insertions ou duplications peuvent aussi sdyire. Ce qui conduit & un taux important de
recombinaisons, d'ou I'existence d'une populatiorale diversifiée appelée quasi-espéce ou
variants viraux.

v/ a la préexistence, avant tout traitement, de veriairaux présentant des
mutations de résistance aux ARV, qui peuvent sacder.

3.6.8.3 Mécanisme de la résistance aux antirétrowux :
Différents mécanismes de résistance ont été identifen fonction des classes
d’antirétroviraux et méme selon les antiviraux ain$’'une méme classe.
3.6.8.4 Les analogues nucléosidiques de la trangatese inverse (INTI) :
Deux mécanismes moléculaires distincts sont regbes de la résistance aux analogues
nucléosidiques : la diminution de l'incorporatioa tanalogue lors de la synthése de I’ADN
et I'excision de I'analogue de la chaine d’ADN.

< Diminution de I'incorporation de I'analogue :
La diminution de l'incorporation des nucléosides woucléotides artificiels au profit de
nucléotides naturels est observée avec certaingations, et en particulier la mutation
M184V associée a une résistance de haut nivead @Ul3amivudine) et au FTC. Ce résidu

est localisé au niveau du site catalytique dedlasicriptase inverse.
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La substitution d’'une méthionine par une valineegimcorporation du 3TC/FTC au niveau

du site catalytique de I'enzyme générant la résistaa cette molécule. L'apparition de la
résistance au 3TC/FTC est rapide avec la sélect®orda mutation M184V en quelques

semaines.

Ce mécanisme de résistance est également caréigtérisles mutations K65R, K70E et

L74V :

- La mutation L74V est sélectionnée par la didam@gt 'abacavir (en association fréquente
avec la M184V) et les mutations K65R et K70E ppadément par le ténofovir ;

- L'impact de la mutation K65R est nul sur les agailes de la thymidine (la zidovudine est
'INTI de choix en présence de K65R), certain sutdnofovir probable sur I'abacavir (avec
des niveaux variables). L'utilisation de ténofoein association avec I'abacavir doit étre
réservée aux patients en échec dont les virus qig¥gedes mutations TAM. En effet, ces
derniéres empéchent la sélection de la mutatiorRK65

Le complexe MDR (Mutation Drug Resistance), reldvde ce méme mécanisme, est
composé des mutations A62V, V75I, F77L, F116Y ebIM.

Un autre profil de résistance a I'ensemble desognals nucléosidiques et au ténofovir
consiste en des insertions au codon 69 de la niptesse inverse. Ce complexe comprend une
mutation au codon 69, typiquement une sérine, efngertion d’acides amines (S-S, SA, S-G
ou autre). Ces insertions au codon 69 sont sowasstciées a d’autres mutations sur le géne
de la transcriptase inverse. La fréquence de sestions est heureusement rare[53].

» Excision des analogues médiée par I'ATP ou réactiate pyrophosphorolyse :

Ce mécanisme intervenant dans la résistance aux &S conféré a un groupe de six
mutations : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et KRY/E. ces mutations, initialement
décrites comme des mutations de résistances sélréts par la zidovudine puis également
par la Stavudine, affectant la réponse virologigues molécules, ont été appelées TAM pour
Thymidine Analogue Mutations[54][55]

L’accumulation des TAMs est graduelle et I'ordreagparition peut varier. Les profils de
TAM sélectionnés sous traitement peuvent se répamtideux groupes : I'un comprenant les
mutations M41L + L210W + T215Y (deux tiers des catsfautre D67N + K70R + T215F +
K219Q/E (un tiers des cas).
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En effet, les TAM modifient la structure de la tsariptase inverse, facilitant I'entrée de
I’ATP au niveau d’un site proche de I'analogue immé a I’ADN. Le phosphate terminal de
I’ATP réagit avec la liaison phosphodiester lidanalogue a ’ADN. Cette réaction entraine
I'excision de I'analogue et la libération du groopt OH du dernier nucléotide. La synthése
de I'ADN viral peut alors reprendre. Ce mécanismashle est efficace pour la zidovudine.
L’incorporation des désoxynucléotides naturelseetadplupart des analogues nucléosidiques
dans I'ADN est rapidement suivie de leur translmraen un « complexe fermé » et, dans
cette conformation, la liaison phosphodiester &dftactaire a I'excision par 'ATP. La
mutation M184V semble entrainer une diminution @@yrophosphorolyse, ce qui inhiberait
ainsi I'effet des TAM[56]

Les TAM sont responsables d’'une résistance a lrabkedes INTI & des niveaux divers, sauf
ala 3TC et au FTC. Cette résistance croisée estol@ en fonction du nombre de TAM et de
IINTI. Par ailleurs, les mutations K70R et K219Q@Et moins d’'impact que les quatre autres
sur la résistance croisée. La mutation M184V, ésg@mce de TAM, augmente la résistance in

vivo a I’Abacavir et n’a pas d'impact sur la Tengifoni la didanosine.

A. Résistance par diminution d'incorporation des NRTI B. Résistance par exclsion du NRTI par I'ATP

Virus sauvage Arrét ds la‘chainie Virus sauvage

d’AUN viral Tianseriplase Transeriplase
B cours de syrilh sse Inverse inverse
o Z e (2%
" : ) o

nulénsidiue

ANN

Virus résistant AlH

Virus résistant

Liaison de ['ATR
4 la transeriptase inverse
grics aux TAM

Poursulte de la synthess Mistatian
de la chaine d*ADN viral

Fxcision de lanalogue nucleasidigne
de '’ADN viral par ['AIH

Figure 6 : Deux principaux mécanismes de résistance du VIKxUETI[57]

4.6.8.5 Inhibiteurs non nucléosidiques de la transiptase inverse (INNTI) :
Les inhibiteurs non nucléosidiques comme I'éfavirenla Nevirapine pour les molécules de
premiére génération sont de petites moléculesajfitkent au niveau d’'une poche hydrophobe

située a proximité du site catalytique de la trapsase inverse.
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Ces composés sélectionnent des mutations situéesvaau de leur site de fixation qui
affecte la flexibilité de 'enzyme, bloquant airiaisynthése de 'ADN. Ce sont typiquement
des molécules dont la « barriere génétique » estebpuisqu’'une mutation au niveau de la
poche hydrophobe confére une résistance croisée éfavirenz et Nevirapine, INNTI de
premiere génération. De nouvelles molécules derskecgénération, comme I'étravirine et la
rilpivirine sont actives in vitro et/ou in vivo saertains virus ayant une résistance aux INNTI
de premiere génération [58][59] L'essai DUET a mitdmontré que la mutation K103N
n'avait pas d'impact délétére sur la réponse vgmjoe a I'Etravirine. En revanche, la
mutation Y181C a un impact négatif quand elle ssbeaiée a d’autres mutations de résistance
aux INNTI. Enfin, les mutations Y181l/V, méme ise¢e réduisent significativement la
réponse a I'étravirine[60]

Il existe in vivo une résistance croisée élevéeeegiravirine et rilpivirine. Il est évident que
'accumulation de mutations de résistance aux INMEl premiére génération diminue
I'efficacité de I'étravirine : il est donc recommdinde ne pas laisser une réplication résiduelle
sous éfavirenz ou Nevirapine pour ne pas accunmglemutations et réduire I'efficacité de
traitement ultérieur par des molécules de secor@eérgtion telles que I'étravirine ou

Rilpivirine.

3.6.8.6 Inhibiteurs de protéase (IP) :

Les inhibiteurs de protéase (IP) constituent urmilfa importante qui bénéficie d'une
barriere a la résistance élevée méme s'il existesan de cette classe une importante
résistance croisée.

La résistance aux IP est un phénoméne graduelaneonulation progressive de mutations
au niveau du site actif de I'enzyme et a distareeelui-ci. On distingue des mutations de
résistance majeures et mineures :

- Les mutations mineures/secondaire, qui sont desatmans pouvant faire partie du
polymorphisme de la protéase virale, apparaisskrg fardivement et vont augmenter la

résistance aux IP et aider le virus a retrouvercapacités réplicatives.

- Les mutations majeures/primaires sont générales@actionnées les premiéres lors d’'un
échappement et diminuent la liaison des IP a lebistsat enzymatique.

De nombreuses études montrent qu'il existe unedgraifférence entre les IP potentialisés
par le ritonavir (IP/r) et les IP non potentialigsterme de réponse virologique et de taux de
sélection de mutations de résistance chez lesnpati@ifs d’antirétroviraux[61].
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Figure 7 : Position des principales mutations de résistangdR{62]
3.6.8.7 Les inhibiteurs d’entrée :
L’entrée du virus dans la cellule requiert pluste@tapes, avec successivement la liaison de la
gp-120 a la molécule CD4, puis a un coréceptewepteéur de chimokines, CCR5 et/ou
CXCR4. Ces événements sont responsables de 'atisocdes deux boucles trimériques,
HR-1 et HR-2 (HeptadRepeat), localisées dans ldlggonduisant & un rapprochement des
membranes virale et cellulaire et a leur fusioncheposition en acides aminés de la boucle
variableV3 de la gp-120 détermine la reconnaissapéeifique du corécepteur.

e Inhibiteur de fusion :
L’inhibiteur de fusion, enfuvirtide ou T20 (Fuzéor}st un peptide de 36 acides aminés dérivé
de la région HR-2 de la gp-41. Il se fixe a la Beudmérique HR-1 inhibant ainsi la fusion et
I'entrée du virus dans la cellule. Des mutationssddR-1 réduisant la sensibilité au T-20 ont
été identifiées in vitro mais aussi in vivo ches gatients échappant a I'enfuvirtide dans les
essais cliniques[63]. Ces mutations sont situéesiau des codons 36 a 45 de la gp 41.
Elles apparaissent rapidement (quelques semainas)sede réplication virale sous T 20. Des
mutations sont sélectionnées plus tardivement H&2, mais elles n’ont pas d’impact sur la
résistance au T 20 et compensent probablement déstioms de HR-1 pour la capacité
réplicative virale.
Il n'existe pas de résistance croisée entre le di2@autres inhibiteurs d’entrée tels que les

inhibiteurs du corécepteur CCR5.
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< Inhibiteur des corécepteurs :
De petites molécules inhibitrices de l'interactigm120-CCR5, telles que le maraviroc, sont
des antagonistes allostériques non compétitifssguient au méme site que la gp-120 sur le
corécepteur CCR5. Le maraviroc (Celsentri) a obsamuautorisation de mise sur le marché
en Europe chez les patients prétraités par amtiiétiux et infectés par des isolats VIH a
tropisme R5.
In vitro, la résistance au maraviroc est liée aé@dmppements de la gp-120 qui permettent a
'enveloppe virale de s’attacher au complexe CCREdMiroc[64]Mais peu d'isolats
cliniques résistants au maraviroc ont été étudiés.résistance semble associée a des
mutations de la boucle V3, variables d’un isol&hatre, en particulier aux positions 13 et 26.
En pratique clinique, les échappements thérapeagicaux inhibiteurs de CCR5 ont été
attribués le plus souvent a la sélection de virestepisme CXCR4, préexistants en
proportion minoritaire au traitement et non détectgar les tests de tropisme. La
détermination du tropisme virale est donc absolume#ressaire avant la prescription
d’'inhibiteurs de CCR5. Une autre molécule est earcale développement, il s'agit du

Vicriviroc qui agit aussi sur les virus a tropisiRB.

e Test de tropisme :
Les tests de tropisme actuellement disponible soittdes tests phénotypiques, soit des tests
génotypiques. Le test phénotypigue commercialisé lestest Trofile® (Monogram
Biosciences, San Francisco, CA, Etats-Unis), tesdmbinant nécessitant 'amplification du
géne env du virus plasmatique du patient, puisolesttuction d’un pseudovirus infectieux
alors inoculé sur des cellules exprimant soit CCfft, CXCR4. Ce test ne différencie pas un
virus a tropisme mixte d’'une population virale mixonstituée de virus X4 et de virus X5.
En juin 2008, le test Trofile® initial a été rempdapar un test sensibilisé (ESTA : Enhanced
Sensitivity Trofile Assay) permettant la détecties sous-populations X4 minoritaires avec
une sensibilité de 0,3%. Le test ESTA a été notamimaglisé dans la réalisation de 'essai
Merit (Maraviroc chez les patients naifs) [65]. Bdaus les cas, il ne peut étre réalisé a partir
de 'ARN plasmatique que lorsque les charges \dratmt supérieures a 1000 copies /ml.
Il existe d’autres tests phénotypiques disponitkete cas dans la recherche : le test PhenX-R
(InPheno, Basel, Switzerland) et le Toulouse Trogi§est (TTT, Université de Toulouse-IlI
Paul-Sabatier [66].
Les tests génotypiques de tropismes sont fondé&satyse de la séquence de la boucle V3

de la gp-120 du virus du patient avec différentstesyjes d’interprétation disponibles [67].
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L’analyse de la boucle V3 réalisée a partir de MRIH-1 plasmatique a, comme pour les
tests génotypiques de résistance, une efficacaéplification moindre quand les charges
virales sont inférieures a 500 copies/ml. Deux &systs d’interprétations, geno2pheno et
PSSM, ont été évalués rétrospectivement dans Esshife données utilisant le maraviroc et
ont montré une valeur prédictive équivalente aecell test Trofile® sur la réponse
virologique a cette molécule[68]

Les tests génotypiques de tropisme peuvent étlesésaa partir de I’ADN viral chez les
patients avec des CV plasmatiques faibles ou iotiies mais il existe peu de données sur
la validation des tests génotypiques de déternainate tropisme pour les virus de sous-type
non-B[68]

3.6.8.8 Inhibiteurs d’intégrase (INI) :

En décembre 2007, le premier inhibiteur de l'int&sgr (INI), le Raltégravir, obtenait son
autorisation de mise sur le marché (AMM).

D’autres molécules comme I'elvitégravir et le Délgtavir sont en cours de développement.
La résistance aux inhibiteurs d'intégrase est dula &élection et & I'’émergence, sous
traitement, de variants viraux initialement minairiés, portant des mutations de résistance. In
vivo, trois profils majoritaires distincts compartesoit la mutation N 155H, soit la mutation
Q148H/K/R, ou la mutation a la position 143 ass®cé& une ou plusieurs mutations
secondaires, ont été mis en évidence en cas dgehant virologique au Raltégravir[69]

En ce qui concerne I'elvitégravir, différents ptefpeuvent étre sélectionnés, notamment les
mutations E92G/Q ou N155H ou Q148R/K[70]. Il existee résistance croisée trés
importante entre la Raltégravir et I'elvitégravir.

La barriere génétique des molécules de 1ére géméi@altégravir et Elvitégravir) de cette
classe est faible et une seule mutation peut iaddiemblée une résistance compléte a ces
molécules.

Un nouvel inhibiteur d'intégrase, le S/IGSK13495T1@ Dolutégravir), ayant un profil de
résistance différent du Raltégravir et de I'elvitdgr, est en cours de développement en phase
Ill. Cette molécule est actuellement efficace ses #lirus résistants aux molécules de 1ére
génération mais reste résistant a tous les virugpapent la mutation Q148R/K. Dans une
étude théoriqgue Maiga et al, ont montré que les-VIte sous-type CRF02_AG échappent
préférentiellement avec la voie N155H qui pourdainer une bonne sensibilité de ces virus

aux molécules de 2eme génération telle que le Bgiatir.
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3.6.8.9 Les tests de résistance :
Les tests génotypiques recherchent aprés séquedead®RN les mutations associées a la
résistance aux antirétroviraux. Les tests phéngtigs mesurent la sensibilité du virus aux
molécules par culture du virus en présence duloleposés.

« Tests génotypiques :
Les tests génotypiques analysent les mutation®epiess sur les génes codant les protéines
cibles des antirétroviraux (TR, protéase, gp4¥grase). L'analyse de toute la séquence des
génes de la transcriptase inverse et de la prog&sase technique de référence en matiére tests
génotypiques.
Deux trousses commerciales de séquencage sonnitilgm avec intégration d’un logiciel
interprétant le profil de mutation : les trousses firmes Bayer (trugene HIV-1 genotyping
kit) et Abbott (perkin Elmer ABI ViroSegGenotypin@ystem) ont recu l'agrément
d'utilisation par I'agence francaise de sécuritéitsdre et de la Food and Drug Administration
(FDA) aux Etats-Unis. Ces deux trousses commessiadwaluées dans un laboratoire,
donnaient des résultats trés concordants (97,8%).
Il faut souligner que le séquencage ne permet tyaeaque la population virale majoritaire
représentant au moins 20 a 30 % de la populati@beviotale circulante dans le plasma. Les
techniques de détection des populations viralesritaires sortent actuellement du cadre de
la pratique clinique et sont réservées aux protscdé recherche.
Un contréle de qualité, organisé chaque année ssiveeent depuis 2001 par le groupe
résistance AC11 de 'ANRS, puis par le CNR VIH Résmice aux antirétroviraux depuis
2008, concerne actuellement une cinquantaine dedadires, incluant quelques laboratoires
de ville. La fréquence de résultats faussementifsoinutation de résistance retrouvée alors
gue la séguence est sauvage) est basse, maidedédlex négatifs (mutation de résistance non

détectée) est plus élevée.

Cette sous estimation des mutations de résistasiceapportée dans d’autres contrdles de
qualité en Europe. Le contrble de qualité a un p@éagogique important, comme I'a montré

'augmentation des performances des laboratoirpsig&son instauration[71]

» Tests phénotypiques :
Deux firmes proposent des tests phénotypiques coomm utilisant une technique de virus

recombinants : le test Antivirogram de Virco et Rbf®ene de Monogram.
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Les résultats des tests phénotypiques commersiaxexprimés par le rapport entre la CI50
ou CI90 (respectivement concentration inhibitri€e% ou 90 %) de la souche du patient et
celle d'un isolat sensible de référence. Les tels&notypiques n'ont pas montré de bénéfice
clinique pour la prise en charge thérapeutiquepdgients et sont peu utilisés en pratique ; en
revanche, ils restent aujourd’hui un outil indisgaisle & I'’évaluation de nouvelles molécules
in vitro et au cours des essais thérapeutiquesgshidl) de ces nouveaux antirétroviraux.

En plus des tests Antivirogram et PhenoSene ilttedéstest phénotypique virtuel de Virgo.
Ce test permet de prédire la sensibilité phénotypid'un isolat en se basant sur son test
génotypique de résistance. Le test virtuel n'estypatest de sensibilité a chaque drogue mais
un systeme d'interprétation d’un test génotypique.
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3.6.8.10 Indications et critéres d'utilisation desests de résistances :

Tableau IV : Résumé des recommandations d’utilisation des destésistance en France.

Situation clinique Recommandation
Primo-infection et infection récente (<6 Recommandé
mois)

Avant 'initiation du traitement :

- A ladécouverte de la séropositivité Recommandé dés que possible car avec le

. i 1A . : temps un virus sauvage dans le plasma peut
- Sinon sur le prélévement disponible <

: remplacer le virus muté présent au moment de
le plus ancien

I"infection qui se sera archivé
- Qu avant de débuter le traitement

Recommandé

Echecs thérapeutiques La décision thérapeutique doit intégrer
I'histoire thérapeutique et les tests de

resistance antérieurs

Prophylaxie post exposition A réaliser au cas par cas
Enfants Memes indication que chez I’adulte
Grossesse Recommandé avant I'initiation du traitement,

qu’ils s’agissent du traitement de la mére ou
de la prévention de la transmission de la mere

a l’enfant

4.6.8.11 Critéeres de demande de génotypage (casMali)

Comme les tests de résistance sont colteux, led/iddicidé de les utiliser uniquement pour
les patients en échec de 2iéme ligne vue la cornt@lprur proposer un traitement de 3ieme
ligne.

- Patients en échec de 2éme ligne thérapeutiquésapwoir éliminé un probleme

d’'inobservance qui va nécessiter plutot un renfoa de I'observance
- Patients ayant épuisé les classes thérapeutityBY (INTI, INNTI et IP)

- Avoir une charge virale détectabte {000 copies/ml) récente datant de moins de 15 jour
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- Garder le patient en échec sous le méme traitepoam faire le préléevement
- Avant tout prélévement, le dossier du patient dtie présenté au staff clinico-biologique a
Bamako (CSLS/MS) au préalable pour validation[TR¢st aujourd’hui important de réaliser

les tests de génotypage de résistance chez lemisadn échec de premiére ligne afin de
proposer des schémas de deuxiéme ligne efficace.
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4. METHODOLOGIE :

4.1 Type et période d’'étude :

Il s'agit d’'une étude transversale, descriptive g@ist déroulée de novembre 2013 a aodt
2014

4.2 Cadre et lieu d’étude :

Notre étude s'est déroulée au Centre de Recherthie é~ormation sur le VIH et la
tuberculose (SEREFO), et au Centre d’ExcellencePdee en Charge Pédiatrique du
VIH /Sida au service de pédiatrie du CHU GT.

4.2.1. SEREFOest situé dans I'enceinte de la faculté de Médeeind’Odontostomatologie
FMOS et la faculté de Pharmacie FAPH de I'Univérsies Sciences, des Techniques et des
Technologies de Bamako (USTTB) au Mali. Ce centsé une initiative de recherche
biomédicale qui a débuté en 2003. Il s'agit d'urdlaboration entre I'ex-Université de
Bamako et I'Institut National de I'Allergie et dd4aladies Infectieuses (NIAID) des Instituts
Nationaux de la Santé des Etats-Unis (NIH) .Cetliéalooration a pour objectif de cultiver
I'excellence dans la recherche afin d’avoir degdheurs qualifiés et compétents.

Les activités de SEREFO portent sur :

> Volet laboratoire :
L’activité de laboratoire est axée sur l'isolemdiidentification et la description des variants
de souches de mycobactéries, I'étude de la répomseinitaire des patients infectés par le
VIH et la tuberculose, la quantification de 'ARNI &/IH-1 et le séquencage du génome du
VIH-1 pour le génotype de résistance aux ARV.
Le laboratoire dispose d’'un espace de haute sécuoinmé BSL-3 (BioSafety level-3) ou
laboratoire de niveau P3, certifié chaque année Nt dans lequel est pratiquée
principalement la culture des mycobactéries.
Il'y existe un laboratoire de sérologie (pour laghostique du VIH), un laboratoire de
biologie moléculaire permettant de réaliser la PE@RIle RLFP (Restriction Fragment
LengthPolymorphism).
L’étude de la réponse immunitaire a lieu dans leodatoire d'immunologie équipé de
FACSCount, FACSCalibur, de LSR II, des centrifugesust de deux hottes a flux laminaires.
La charge virale et le test génotypique de résistaont effectués par l'unité d’épidémiologie

moléculaire de la résistance du VIH aux ARV.
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> Volet clinique :
Il s'occupe du recrutement et le suivi des patientsle plan clinique au niveau d’espaces
aménagés dans les hopitaux, au CESAC, dans lessata référence des communes du
district de Bamako.
Un autre aspect est I'expertise qu'offre SEREFO muéxlecins qui suivent les patients VIH

en échec thérapeutique en participant au staftohlbiologique mensuel de la CSLS.
4.2.2. Centre d’excellence de prise en charge pétlique du VIH/Sida.
Il est situé au réez de chaussée de la pédiattengprend :

- Une salle d’attente,
- Une salle de counseling et de groupe de paroleséca
- Quatre bureaux de consultation,
- Une salle d’hospitalisation de jour servant deesddl prélévement et de soins,
- Un secrétariat.
v Le personnel du centre estonstitué de :
Six médecins généralistes,
Un pharmacien,
Une psychologue/conseillere,
Une assistante sociale,
Quatre infirmieres,
Trois animatrices,
Une opératrice de saisie,
Un chauffeur et un technicien de surface,
La supervision des activités est assurée parpégatres.
v Les activités du centre sont axées sur :
e La prise en charge des enfants infectés par le:VIH
La consultation a lieu dans 2 des bureaux.

Elle se fait du lundi au jeudi. Tous les vendresiistient la réunion de présentation des

activités de la semaine.
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La prise en charge comporte un suivi médical etuivi psychosocial.

Les examens sont gratuits depuis 2006 et sonsé&adi I'hdpital Gabriel Touré, a 'INRSP ou

dans un laboratoire privé selon la disponibilité d&actifs.

La dispensation des ARV et du cotrimoxazole estrgsspar la pharmacie du CHU Gabriel
Touré. Le pharmacien participe également a I'édocathérapeutique et au suivi de

'observance.

En plus du cotrimoxazole, les médicaments contseidections opportunistes, s'ils sont
disponibles a la pharmacie hospitaliére sont gsatues médicaments non disponibles sont a

la charge des parents.

e Activités psychosociales :
-Annonce du diagnosticc a partir de I'dge de 7 ans et avec l'accord des
parents /tuteurs .Les enfants débutent le procebansonce de diagnostic en groupe
ou dans de rare cas individuellement.
-Groupe de parole: les groupes de paroles sont utilisés avec ldantn les
adolescents et les parents d’enfants ayant bééédiai diagnostic. Ces différents
groupes discutent sur les difficultés de prisetarge.
-Causeries: quotidiennes avec les parents avant la consuitadians le but de
sensibiliser les parents sur la maladie et legnaéint de I'enfant.

e Le suivi des nourrissons exposés au VIH :

Les consultations se font le lundi, le mardi, leenedi et le vendredi.

Le suivi clinique concerne la croissance, le dgwatonent psychomoteur, I'alimentation et la

recherche des antécédents pathologiques éventuels.

Le suivi biologique permet le diagnostic précoceP@R a M1-M3.

4.2.3 Organisation du local de la charge virale :

Le laboratoire de charge virale sise a c6té duaaudhi doyen de la FMOS est subdivisé en
zones (zone 1 et zone 2). La zone 1 (Z1) est déuiBextraction des acides nucléiques
(secteur 1) et a I'ajout des acides nucléiquesfiparau master mix (secteur 2). La zone 2

(Z2) est uniguement réservée a la phase d’amgiificzt de détection.
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4.3 Population d’étude :

Notre étude a porté sur les enfants, recrutés aaunidu seul site pédiatrique de prise en
charge du VIH a Bamako (centre d’excellence despeis charge pédiatrique du VIH/Sida). Il
s’agissait des patients répondant aux criteregld'son.

4.4 Critéres d'inclusion :
* Les enfants et adolescents suivis dans un sereipeise en charge pédiatrique
e Les enfants en échec virologique de deuxiemesdighARV depuis 6 mois.
e CV>1000 copies/ml .
Patients infectes par le Vitbu VIH 1,
< Patients Consentant a participer ou assentimematesits.
4.5 Critéres de non inclusion :
* Les patients ne répondant pas aux critéeres ci-d&sgs,
e Les patients infectés par le VIH

« Les patients ayant refusé de participer a I'étudaan assentiment des parents,

4.6 Méthodes utilisées :

Nous avons procéder a estimer la charge vilakematique des patients et le génotype de
résistance pour ceux ayant une charge virale plipmez: 1000 copies/ml.

Les charges virales plasmatiques ont été réalmdéreAbbott Real Time HIV-1 Quantitative
Assay avec un kit prét a I'emploi, les génotypesrésistances ont été réalisés par un
séquenceur (ABI 3130, Applied Biosystems) en w@ilisun kit prét & I'emploi qui est la
technique viroseq. L'alignement et I'analyse deguséices ont été réalisés par des logiciels

Sequencing Analysis puis ViroseqTM HIV-1 Genotypgstem (Abbott Molecular).

Les données sur les parameétres démographiquepjddlage et le sexe, les renseignements
sur les traitements recus ainsi que les paramétrasinologiques ont été obtenus a partir des

fiches de demande de charge virale et du testmgtyee adressées au laboratoire.

4.6.1 Technique Abbott HIV-1 Real Time TM:[73]

4.6.1.1 Principe:

La RT-PCR sur Abbott HIV-1 RealTimeTM Quantitati®ssay est un test d’amplification
de signal de I'ARN cible converti en ADNc grace’activité de transcription inverse de la
polymérase thermostable rTth ADN pour la quantifaca directe d’ARN VIH-1 dans le

plasma ou autres liquides biologiques des individtectés. En premier lieu, les amorces ou
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primers de transcription inverse du VIH-1 et dutodle interne s’hybrident avec leurs cibles
respectives et s'étendent au cours d’'une périoneudation prolongée. Ces deux amorces
sont non compétitives, et le Cl (Contrble Interas) détecté méme a des niveaux élevés de
VIH. La cible de I'amorce VIH-1 est le géne detligrase dans la région pol.

Aprés I'étape de dénaturation, au cours de laqueltempérature de la réaction s’éléve au-
dessus du point de fusion du produit ADNc doublm brARN, une deuxiéeme amorce
s’hybride avec le brin de 'ADNCc et s’étend souwectivité de 'ADN polymérase afin de créer
un produit d’ADN a double brin.

L’amplification exponentielle du produit est réaks grace aux cycles répétés entre
températures élevées et basses du thermocycleuoptanir une amplification des séquences
cibles d’'un milliard ou plus.

La technologie Abbott HIV-1 RealTimeTM utilise desmndes d’hybridation, une spécifique
au VIH et l'autre spécifique au CI (Contrdle Inteyn

4.6.1.3 Procédure de la technique :
v L'extraction des ARN VIH-1

*Mode opératoire :
La procédure d’extraction des ARN du VIH-1 estis¥d dans le secteur 1.
1. Nettoyer le petit matériel avec I'hypochlorite dodium a 10%, puis a I'eau distillée et

enfin a I'éthanol 70%. Utiliser du papier buvarduipée nettoyage ;

2. Allumer les bains a sec chauffant : régler lm lokes tubes de 12 x 75mm a 50°C et celui
des tubes de 1,5 mL a 75°C ;

3. Décongeler les échantillons, les contrleschdibrateurs et le contréle interne s'’ils sont
congelés, a une température comprise entre 15€t@02 et 8°C (vérifier toujours I'absence

de cristaux dans les réactifs, sinon amener lagigos & température ambiante jusqu’a ce
gu'ils disparaissent) :

- Passer les échantillons 3 fois au vortex;

- Pour les contrdles, les calibrateurs et le cdamtiriierne, mélanger le contenu des flacons en

les passant au vortex et tapoter afin d’en fainebier le contenu au fond.

- Si les échantillons, les contrbles et les catdares ne sont pas immédiatement traités,
conservez les & une température entre 2 et 8°Gapenthximum 6 heures, le contrdle interne

pouvant atteindre 24 heures au maximum ;
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4. Etiqueter tous les tubes (nombre requis poundaipulation, de 24 a 52) : pour chaque
échantillon, un tube de 12 x 75 mm et un tube rfiilg® a bouchon a vis de 1,5 mL ;

5. Préparer le tampamLysis et ajoutez 50QL de contrdle interne par flacon de tampon de
lyse (1 flacon pour un protocole de 24 a 26 échans et 2 flacons pour un protocole de 48 a
52 échantillons) et mélanger par retournement ® dolks tout en évitant la formation de
mousse ;

6. Rémetter les particulasicroparticules en suspension en secouant douced'sveant en
arriere jusgu’a ce que les particules soient epeswson ;

7. Préparer les tampons de lavag&/ash 1 emWash 2 et le tampon d’élutianElution en
mélangeant par retournement 5 & 10 fois ;

8. Lyse:

- Adapter un Combitips de 10 mL a la pipette a tiépé ;

- Ajouter rapidement 100L de particulesnMicroparticules a chaque tube de 12 x 75 mm a

I'aide d’'une pipette a répétition ;

- Mélanger le tampon de lysaLysis contenant du contrdle interne par retourndrbea 10

fois et ajoutez 2,4 mL (80fLx 3) a l'aide de la pipette a répétition;

- Transférer les échantillons (prélévements, caliéarrs et contrdles) vers les tubes de lyse la

quantité étant fonction du protocole utilisé ;

- Mélanger les échantillons avec le tampon de yseaspiration-refoulement ;

(Utilisez des embouts a filtre et changez d’embaptes chaque transfert de liquide)

- Placer les tubes de lyse dans le bain sec cim@ffa0° C pendant 20 minutes.

9. Retirer les tubes du bain sec chauffant et ple® dans le support de capture magnétique
des tubes de 12 x 75 mm (rouge) pendant 2 mm ;

10. Retirer soigneusement le lysat de chaque tulzéda de pipettes pasteur stériles a bout
fin. N'ouvre qu’un tube a la fois, retirer autard fluide que possible et éviter de toucher les
microparticules avec le bout des pipettes pasteur ;

11. Premier lavage Wash 1 : Transférer les tubedXde& 75 mm vers un support non
magnétique immédiatement apres le retrait du tandedyse :

- ajouter 70QuL de solutionmWash 1 dans chaque tube et remetter les partimdgsétiques
en suspension par aspiration-refoulement, rincez darticules des parois du tube si

nécessaire;
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- transférer le liquide de lavage et les particdiss un tube microfuge a bouchon a vis de 1,5

mL étiqueté ;

- Placer les tubes de 1,5 mL dans un support deugamagnétique (bleu) pendant une
minute;

12. Retirer avec soins la solution migVash 1 de chaque tube a l'aide d’embouts de ppatte
filtre. N'ouvrer qu’un tube a la fois et changezmhbouts aprés tout transfert de liquide ;

13. Second lavage Wash 1 : Transférer les tubesill gers un portoir non-magnétique :

- ajouter 70QuL de solutionmWash 1 dans chaque tube et remetter les partimdgsétiques
en suspension par aspiration-refoulement, rincer particules des parois du tube si

nécessaire;

- Placer les tubes de 1,5 mL dans un support deugamagnétique (bleu) pendant une
minute;

14. Retirer la solution deWash 1 et jeter le liquide

15. Premier lavage Wash 2 : méme procédure quectnd lavage Wash 1

16. Second lavage Wash 2 : méme procédure quedar@odent

17. Retirer la solution deWash 2 et jeter le liquide

18. Elution : transférer les tubes de 1,5 mL vergartoir non-magnétique :

- Ajouter 25uL de tampommElution dans chaque tube et remetter les partiaukegnétiques
en suspension par aspiration-refoulement, rincez darticules des parois du tube si

nécessaire;
- Placer les tubes de 1,5 mL dans un bain chaudfastC ;

- Incuber pendant 20 minutes ; démarrez la mueitersque vous avez placé le dernier tube
dans l'incubateur.

19. Retirer les tubes de 1,5 mL du bain chauffantes transférer vers un portoir non
magnétique ;

20. ajouter 63uL de solution mWash 2 et rémetter les particulegmatiques en suspension
par aspiration refoulement ; rincer les particues parois du tube, si nécessaire ;

21. Placer les tubes de 1,5 mL dans un supporagieie magnétique (bleu) jusqu’a la fin de
la préparation du master mix ;

22. Ensuite transférer les éluat vers les tubesril.DNase/RNase free de type Beckman

correspondants en faisant attention a ne pas toacixemicroparticules.
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v' Préparation du master mix ( mélange réactionnel)
Cette étape se déroule au niveau du secteur 2g€hale gants.
Si vous effectuez une série de 25 a 48 ou 52 o#es;tipréparez une seconde solution de
master mix a l'aide d’un autre coffret-réactifs pamplification
1. Décongeler le coffret-réactifs de dosage a engérature entre 15 et 30°C ou 2 et 8°C;
une fois décongelé, les réactifs peuvent étre ceéseentre 2 et 8°C pendant 24 heures
Maximum ;
2. Mélanger par aspiration et ajoutez 2I1du réactif d’activation VIH-1 (Réactif 1) dans le
flacon d'enzyme ADN rTth polymérase thermostableed®if 3) et 949uL du réactif
d’'oligonucléotides VIH-1 (Réactif 2) dans le mértaxbn (réactif 3) puis mélangez. S’assurer
avant le mélange des différents réactifs qu'ila’yas de cristaux dans le fond des flacons.
3. Pipeter le master mix contenu dans le flaconzyyme dans un tube DNase/RNase free et
passer au vortex pour homogénéiser.
4. Retirer la base et couverclBtfataCoole®6" (conserver a -20°C) et Portoir de travail en
métal pour StrataCoole®6" (conserver & +4°C) du réfrigérateur et les mpnt

5. Placer une plaque de réaction optique a 96 pbit®tt dans le StrataCoole®6" ;

6. Distribuer le master mix a l'aide d’'une pipeatéservée a cet usage, distribuer des aliquots
de 50uL dans la plaque a 96 puits en allant du puitstA &t de A1 a Al12, utilisez le méme
embout pour distribuer le master mix dans toupléts et éviter la formation de bulles dans
les puits ;
7. vérifier visuellement le niveau de remplissas@y()

v Ajout de I'éluat (addition de 'ARN) au master mix :
Cette étape est réalisée dans le secteur 1.
1. Transférer 5Q.L d’échantillon vers la plaque a 96 puits placée lsu'StrataCoole®6"
dans l'ordre du puits A a H et de A1 a A12 et évitaijours la formation de bulles dans les
puits.
Les puits Al, A2 et A3 sont respectivement occypsles contrble négatif, contréle positif
faible et le contrdle positif fort ;
2. Homogénéiser le mélange réactionnel en aspétargjetant la solution dans le puits 3 a 5
fois ; utiliser un embout de pipette différent pohiaque transfert d’éluéat d’échantillon ;
3. Vérifier visuellement le niveau de remplissage’n total de 10Q.L et pas plus a bien été

distribué dans chaque puits ;
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4. Sceller la plaque & 96 puits : utilisez un cocleeadhésif optique et fixez-le a I'aide de
I'applicateur pour couvercles adhésifs optiques.tdiehez en aucun cas la surface du film
adhésif sinon changer de film adhésif ;

5 Séparer les bandes situées sur les bords esantila ligne perforée ;

6 Retirer la plaque a 96 puits d8tfataCoole®6" et placer-la sur la base de support anti
éclaboussures et transférer vers la zone d’amgtific (zone 2) pour I'amplification et la

détection.

v’ Interprétation et rendu des résultats
Les résultats sont automatiquement rendus suatmistde travaim200Qt. lls peuvent étre
exprimés en copies/mL, en log [copies/mL], en uit#ernationales (Ul)/mL, ou en log
[UI/mL] ; (1UI = 0,58 copies, 1 copie = 1,74 Ul)ek expressions les plus utilisées sont :
copies/mL et log [copies/mL].
Tableau V : interprétation des résultats obtenus sur le m2@@@rtitilisant les volumes 1,0 et
0,6 ml).

Volume de | Résultats en copies/mL Interprétation
I’échantillon et log (copies/mL)
« Not detected » Cible non détectée

Cible détectée mais concentration
« < 40 copies/mL ou< 1,60 lg inférieure a la limite inférieure de
(copies/mL) » guantification.
1,0 mL ou 0,6 mL Cible détectée (la concentration se
situe dans les limites linéaires du
« 40 a 10 000 000 copies/mL 0 dosage.
1,60 a 7,00 log (copies/mL) » | Cible détectée mais concentration
supérieure a la limite supérieure de
«>10 000000 copies/mL ot quantification.
> 7,00 log (copies/mL) »
Les résultats sont automatiquement rendus suaimistde travaim2000at. lls peuvent étre
exprimés en copies/mL, en log [copies/mL], en unit#ernationales (Ul)/mL, ou en log
[UI/mL] ; (1UI = 0,58 copies, 1 copie = 1,74 Ul)ek expressions les plus utilisées sont :

copies/mL et log [copies/mL].
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4.6.2 La technique VIROSEQTM [74]

4.6.2.1 Principe de la technique :
Le viroseq™ HIV-1 Genotyping System détecte lesatioihs dans les régions de la RT et de
la protéase du géne Pol et fournit un rapport ptés¢ les preuves génétiques d'une

résistance virale.

Il s’agit d’un systeme complet fournissant les téamécessaires a I'isolement de I’ARN viral
du plasma, a la RT-PCR, a la PCR et & la réactoséduence (77,78). La totalité du géne de
la protéase et les deux tiers du géne de la RTeasoptifiés pour générer un amplicon de 1,8
kb. Cet amplicon est utilisé comme matrice de s@gage pour 7 amorces générant une
séquence consensus d’environ 1,3 kb.

Le logiciel viroseq™ HIV-1 Genotyping System Softw@ assemble, édite et identifie les
mutations au niveau de cette séquence de 1,3 klmgicel compare la séquence consensus
avec une référence connue, HXB-2 (issu d'un sops-8 du VIH-1), afin de déterminer les
mutations présentes dans I'échantillon.

Le logiciel utilise ensuite un algorithme de margiéposée pour analyser les mutations et
générer un rapport de résistance aux différentsses d’ARV (INTI, INNTI et IP).

Pour effectuer le test avec cette technique, itéaessentiel de suivre succinctement les
processus suivants :

-Préparation des échantillons (extraction de I'ARRMI plasmatique)

-RT-PCR et quantification de 'ADN

-Séquencage

-Electrophorése

-Analyse des données

-Génotype et rapport de résistance

4.6.2.2 Organisation de la paillasse :

Les différentes étapes de la procédure ont été&taffes dans des zones de travail bien
distinctes :

- Zonel : pour la préparation des échantillons,
- Zone 2 : pour la préparation des Mix, appeléeszmopre

- Zone 3 : qui correspond a la zone ou sont tréggproduits amplifiés (ADN amplifié).

THESE DE PHARMACIE OUMAR DOLO Page 68



Résistance aux antirétroviraux chez les enfants et adolescents infectés par le VIH, suivis au
service de pédiatrie du CHU GABRIEL TOURE.

4.6.2.3 Réactifs et matériels :
Zone 1
v' Réactifs

¢ Module de préparation des échantillons :

- HIV Viral Lysis Buffer (tampon de lyse virale ddlH), tube de 14,4ml contenant du

thiocyanate de guanidine, 43% dithiothréitol, < R%auroylsarcosine, < 1%.
- RNA Diluent (diluant ARN), tube de 1,6 ml

* Isopropanol a 100% anhydre (ACS grade)

e Ethanol & 100%, non dénaturé (MB grade)

« Ethanol & 70% pour le nettoyage

« Hypochlorite de sodium a 10%,

» Eau désionisée stérile sans RNase/DNase

e ViroseqTM HIV-1 8E5 Control Module (module de control)

- HIV-1 8E5 Positive control (control positif HIV}1tube de 50Q.L.

- Il a été préparé par dilution de virus VIH-1 dg@d B en culture (8E5) dans du plasma
humain négatif pour 'ARN du VIH et non réactif potAg HBs et pour les anticorps anti-
VIH-1/2 anti-VHC, anti-HTLV-1 par des tests appr@ésv Le virus 8E5 contient un génome
viral intact mais défectueux par insertion d’unelsédase au codon 219 du géne da la RT. La
charge virale est comprise entre 50 000 et 100cOp&Es/mi

- HIV-1 8E5 Négatif Control (control négatif HIV-1Yube de 95Qul. Le control négatif
contient du plasma humain normal sans ARN du VIHaeété trouvé non réactif pour

I’AgHBs et pour les anticorps anti-VIH-1/2, anti-\&H anti-HTLV-1 par des tests approuvés.

v Matériels et consommable :
« Hotte de sécurité biologique a flux laminaire, prp
* Micropipettes de 10 a10Q0
« Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, Q@0aull
e Tubes stériles de 1,5 ml munis de bouchons a dss(RNase/DNase) pouvant
supporter une vitesse de 21000 a 25000 xg
e Un chronométre

« Des marqueurs de tube
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* Un vortex
« Une centrifugeuse, rotation rapide des microtuBes@xg)
e Une centrifugeuse, réfrigérée (21000 a 25000xgy awtor hermétiquement fermé
pour tube de 1,5 ml
* Gants, sans lac
* Blouses de laboratoire
e Congélateur et réfrigérateur satisfaisant aux d¢mmdi de conservation indiquées
dans la documentation relative aux produits
Zone 2:
Réactifs
e ViroseqTM HIV-1 RT-PCR Module

- HIV RT Mix, tube de 384uL, contenant d’ATP, d’'CTP, d'GTP et d'TTP (amorces

oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1, synthééq et non infectieuses, < 0,1%)
- RNaseinhibitor, tube de 48, inhibiteur de RNase, 20 ull

- MuLV Reverse transcriptase, tube de 48 contenant la Transcriptase inverse du virus
(recombinant) de la leucémie murine, 5QU/

- HIV PCR Mix, tube de 1,42 ml, contenant d’ATPCTP, d'TTP, d'UTP, < 0,1% (amorces
oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1, synthé&gq et non infectieuses, < 0,1%)

- AmpliTaq Gold® DNA Polymérase, tube de 24, contenant '’ADN polymérase AmpliTaq
Gold®, 5Ufil

- AmpErase® UNG, tube de 4&, contenant I'Uracile N-glysosylase, 1/

- DTT (100 mM), tube de 20L contenant le Dithiothréitol, 1,4%
Matériels et consommables :

¢ PCR chamber a lumiere UV (lampe UV de 300 nM)

e Agitateur vortex

« Centrifugeuse, rotation rapide des microtubes (200D

« Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, Q@0

» Pipettes de transfert a embout fin de 0-10D0

e PCR tubes de marques thermo GridTM de 0,2ml

« Des marqueurs de tube
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« Base de couvercle " StrataCooler" (conserver a 20°C
« Un congélateur et un réfrigérateur satisfaisant a&oxditions de conservation
indiquées dans la documentation relative aux ptsdui
Zone 3
Réactifs
e Agarose Gel Loading Buffer (tampon de charge erd@ggjarose), tube 244
« DNA Mass Ladder, tube 3@ marqueur de taille ADN, < 0,1%
e Tampon TBE, 10X
e Bromure d'éthidium

e Viroseq TM HIV-1 Sequencing module (module de séqueage) :
- Loading Buffer (tampon de charge), tube de 336
- Formamide, Recrystallized (formamide recristéliisibe de 1,68 ml, > 95%

- HIV SEQ Mix A, tube de 576, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTaq FS), < 0,1% chlorure de neéiumm, < 0,1

- HIV SEQ Mix B, tube de 576l, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTag® FS), < 0,1% chlorure de m&gum, < 0,1
- HIV SEQ Mix C, tube de 57@L, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTaq® FS), < 0,1% chlorure de mégjum, < 0,1

- HIV SEQ Mix D, tube de 576, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTaq® FS), < 0,1% chlorure de mégjum, < 0,1

- HIV SEQ Mix F, tube de 57@L, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTag® FS), < 0,1% chlorure de m&gum, < 0,1

- HIV SEQ Mix G, tube de 57@L, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTaq® FS), < 0,1% chlorure de mégjum, < 0,1
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- HIV SEQ Mix H, tube de 576L, amorces oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS
(ADN polymérseampliTaq® FS), < 0,1% chlorure de mé&gjum, < 0,1

Matériels et consommables :

- Thermocycleur a 96 puits programmé
- Balance pour peser
- Four & micro-onde

- Systeme d'électrophorése sur gel d’agarose (éugel a alimentation électrique, 10 V/cm

de gel d'agarose)

- Rouleau de papier d’aluminium

- Plaques de centrifugation 96 puits CENTRI SEP

- Agitateur, vortex

- Tubes

- Centrifugeuse rotation rapide des microtubes

- Pipettes multichannelles de 10 a 1@0

- Embouts résistants aux aérosols, sans RNaselQ00uL
- Pipettes de 10 a 10QQ

- Centrifugeuse avec pompe a vide (en cas d'uiitisale plaques de centrifugation CENTRI
SEPTM)

- Plagques de centrifugation 96 puits CENTRI SEP

- Plaques optiques de réaction " 96-well Opticattién plate”

- Films optiques "optical adhesive cover"

4.6.2.4 Préparation des échantillons :

Elle s’est effectuée dans la zonel.

Un volume de 50@iL de plasma est ultra centrifugé a 21000g pendaatheure, a 4°C. Le
surnageant est retiré, et @0@e tampon de lyse sont ajoutés au culot. Aprésincubation

de 10 min a température ambiante, Q0d’Isopropanol sont additionnés, le mélange est
centrifugé a 13000g pendant 15min a 20°C.
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Le surnageant est prélevé et le culot d’ARN esgldans 1ml d’éthanol a 70%. Apres
centrifugation a 13000g pendant 5 min a 20°C, teageant est retiré, et le culot d’ARN est
repris dans 50 ou 1Q0 d’ARN diluant selon la CV, et conservé a —80°®jt ypassé
directement a la PCR si la réaction de RT/PCR éfééictué dans I'heure aprés, pour plus
d’assurance tout le travail a été effectué soushotte.

Chaque culot a été ré suspendu avec le RNA Dilfseiat en accord avec les indications ci-

dessous et maintenu dans de la glace :

Si la charge virale est | Ajouter

>15 000 copies/ml 100ul RNA Diluent

2000-15 000 copies/ml |  50ul RNA Diluent

Inconnue 50ul RNA Diluent

4.6.2.5 Réaction de la RT-PCR :
Les réactifs décongelés (Vortexer le RT Mix et [ETD les enzymes RNaselnhibitor et la
MuLV RT n’ont pas été Vortexer) et stockés a-2=8

Le RT Master mix a été préparé de la fagon suivante

Réactifs Volume (ul/échantillon)
HIV RT Mix 8

RNase Inhibitor 1

MuLV RT 1

DTT 0,4

Vortexer, bréve centrifugation et garder le mélaagempérature ambiante.
Nous avons distribué 10d’ARN extrait dans chaque tube et le mettre damshermocycleur

ABI réglé de la maniére suivante :
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Température Temps Processus
65°C 30 secs Libére et relache les structures ded@as de 'ARN
42°C 5 min Refroidir pour la température optimadel’dnzyme
PAUSE
42°C 60 min Reverse transcription
99°C 5 min Inactivation du MuLV RT
4°C Hold (>10 min) | Maintient de la température dé°€

A l'étape de la pause, il a été ajoutéullie RT master mix sur les échantillons sortis du
thermo-cycler puis remit dans I'appareil pour counér la réaction.

A la fin de cette réaction, nous les avons lais$d°&€ pendant au minimum 10 min avant de
continuer avec la PCR, ou stocké a -20° C si omaiighaisser pour une longue durée.

3.6.2.6 Réaction de la PCR :

Les réactifs ont été décongelés (Vortexer le PCRahil’'UNG et les centrifuger tous avec
'’AmpliTaq)

La PCR master mix a été préparé dans un microgtidans de la glace de la fagcon suivante :

Réactifs Volume
(ul/échantillon)

PCR mix 29,5
AmpliTag Gold 0,5
UNG 1,0

Nous avons ajouté g0de PCR Master mix dans chaque tube provenard déaktion de la
RT, et chargé les échantillons sur le thermo-cydlerprogramme utilisé sur le thermo cycler

était le suivant :
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Nombre de cycle Température Temps Processus
1 50°C 10 min UNG activation
1 93°C 12 min AmpliTaq Gold activation
40 93°C 20 secondes DNA dénaturation
64°C 45 secondes Primer Annealing
66°C 3 min Primer extension
1 72°C 10 min Final Extension
- 4°C Hold -

Aprés cette étape les produits de la RT étaiemkéoa -20C lorsque la technique n'était
poursuivi dans les 24 heures.

4.6.2.7 Préparation des produits de PCR pour la réion de séquence :

Cette préparation s’est déroulée dans la zonegmogtification, ou nous avons décongelé le
Gel Loading Buffer et le Low DNA Mass Ladder (maeges de poids moléculaire).

Les produits obtenus a la fin de la PCR ont étési&psur un gel d’agarose a 1%.
Préparation du gel d’agarose :150 ml de tampon TBE (pH 8,3) ont été mélangéssayl,
d’'agarose pure et le mélange a été porté a ébulldans un four & micro-ondes pendant 2
minutes pour faire fondre I'agarose. Nous avons poin de surveiller pour éviter les
projections et de remuer dés que le mélange cormemarmouillir pour que ce dernier soit
homogene. Aprés refroidissement a environ 50°CsraMons ajouté 4 gouttes de bromure
d’éthidium a la concentration de 0,7mg/ml. Ce pibdtant mutagéne et toxique, pour éviter
d’'inhaler ses vapeurs, beaucoup de précautionstémirises avant de couler le gel.

A la polymérisation du gel, le peigne a été reditde gel placé dans une cuve contenant du
TBE.

La quantité de @ de produit PCR pour chaque échantillon, a étéénaxec hl de Gel
Loading Buffer sur du parafilm, et chargé cell@e mix sur le gel a partir de la position 3,
les positions 1 et 2 étant occupées pdred 3ul de DNA mass Ladder, ensuite laissé migrer

pendant 30 min a 90 volts, les examiné sous UVt @hotographié le gel.
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Aprés la photo, nous avons comparé l'intensité ltegae bande a celui du M.L. et diluer le

produit de PCR comme indiqué dans le schéma deshanidant :

Gul DNA 3ul DNA Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5
Mass Ladder Mass Ladder

Dilute Dilute Dilute Add water Not

1:10 1:4 1:2 to 60ul suitable for
sequencing

Purification des Produits de PCR : Tous les échamnsi qui sont sorti positifs sur le gel ont
été purifiés en suivant le protocole des colonneasddon-100.

Pour chaque échantillon, nous avons inséré unangeldicrocon-100 spin dans un tube de
1,5 ml et ajouté 3Q0 de kcl (chlorure de potassium) dans chaque c@aans toucher a la

membrane.

Puis nous avons ajouté d5des produits de la réaction de PCR au centreadmlonne et

fermer les capuchons de chaque tube, et centrifegdant 15 min a 500g.

Aprés cela, nous avons ouvert le capuchon, jetésidu et ajouteé3@0d’eau distillé dans le
centre de la colonne, centrifuger encore pendamhib5 A la fin cette centrifugation il a été
ajouté 3@l d'eau distillée dans chaque colonne puis lesr@rsén les renversant dans de
nouveaux tubes et centrifuger pendant 5 minutes. [@eduits de PCR purifiés ont été
recueillis dans ces nouveaux tubes et ont servilpaéaction de séquence.

4.6.2.8 Réaction de séquence :

Elle s’est déroulée aussi dans la zone post-amcglifin, aprés avoir décongeler les 7 amorces
a l'abri de la lumiére, nous avons distribuéill@e chaque amorces (primer) du kit Viroseq
(A, B, C, D, F, G et H) sur une nouvelle plaquePizR et ajouté d de produits de PCR dans
chaque puits contenant I'un des sept (7) amorces.

Aprés un léger vortex et centrifugation, les écllans ont été chargés sur le thermo cycler

avec le programme suivant :
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Nombre de cycle Température Temps Processus

25 96°C 10 secondes DNA Dénaturation
50°C 5 secondes Primer Annealing
60°C 4 minutes Primer Extension

- 4°C HOLD -

Aprés la réaction de séquence, nous avons procddéparification des produits de PCR
séquence par la méthode « NUCLEO FAST 96 de MadKabel », qui consiste, aprées la
mise en place du dispositif (voir annexe), & déptese produits de PCR séquence (tout en
respectant I'ordre du schéma de plague PCR séquamugifier puis & ajouter 200 d'eau
DNA free a chaque puits, et cela deux fois suceesgpour le lavage.

Pour récupérer les ADN marqués et purifies, nomsvléposé 30 d’eau DNA free, bien
mélanger puis distribuer 20 de ces ADN marqués dans une plaque de séquencd13B.
Cette plague est destinée a passer sur le séquenceu

4.6.2.9 Préparation des échantillons a charger dams séquenceur :

Le montage du dispositif a été effectué pour lafecptaque sur le séquenceur.

Aprés les maintenances nécessaires du séquendemgé&@nent des tampons, des poubelles
et vérification du polymeére), la plaque est intribelwlans son réceptacle puis introduite dans
le séquenceur. On crée un fichier au niveau dicillgijui se trouve sur I'ordinateur relié au

séguenceur ensuite on suit la procédure de landetada plaque.

4.6.2.10 Détection des mutations et analyse des dées :

A la fin des runs, les échantillons ont été anaysénédiatement p&equencing analyssir
I'ordinateur relié au séquenceur, puis réanalyséss autre ordinateur ou les séquences ont
été ensuite alignées par rapport a une séquencéf@ience de VIH-1, HXB2, grace au

logiciel Viroseq.

Les mutations de résistance sont répertoriées emedtant la séquence dans la base de
données stanford et celle de 'ANRS (http://hivtdn$ord.edu/pages/algs/HIVdb.html) et la
recherche d’homologie entre nos séquences et ckllages isolats a été faite a partir de cette

base de données.
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Le site (www.ncbi.nih.gov /projects/Genotypingfftage.cgi) a été utilisé pour identifier les
sous types de VIH rencontrés chez nos patientspemettant nos séquences dans la base de
données de ce site.

Le rapport de résistance aux antirétroviraux géparéle logiciel Viroseq a été discuté au

staff clinico-biologique de CSLS/MS/HP et remitmadecin pour la prise en charge.

e m.i,m e h <= A s Eg

Figure 8 : Schéma de la méthodologie du génotypage

|_36EI| | 1 44CI| | 1 _52CII | 1 _E;DCII 1 1 68CI| | |76EI| | 1 84CI| | 1 92CII | Z000
ACTACCTAT TGGGTAA GTGGAGGOGGTGGAGHGGAGGATGCAT GG TCGGAGO CTGGTGGECA GAGH

1350 140 150 1560 170 I8 190

Substitution G->T
l MUTANT
f [ ‘ | ‘ \

_lu J b1 JA . S| P 1. I 1.-.'-_ Al Ll l lll St l Kt k! ifhen, JJ.-.Q.L ,.ll ll“
1 360' N 1440r i 1 520r i 1|600r n IIE-EFDr i 1 760' N 1IEB40r i 1 920' i 2000,,

THCCTRT TGGGTAHRGTGGAGGGEGGT GGAGGGGAGGATGCAT GEE TOGGRGC CTGGTGGE CGGAGE TGE
150 160 170 R

My

Figure 92 : Exemple d’alignement des séquences nucléotiques

NORMAL
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4.6.3 Prélévement et stockage des échantillons :

v Préléevement des échantillons :
Le viroseq HIV-1 Genotyping systempeut étre utilisé uniguement avec des échantillons
plasmatiques. Prélever 5 ml de sang total dansilbe $térile contenant de 'EDTA comme
anticoagulant (tubes VacutainerTM PPTTM, Bectonkidison #362788 ou équivalent) et
homogénéiser immédiatement en retournant le tub&®@fois.
Il est recommandé de séparer le plasma du sang dates les 30 minutes suivant le
prélevement, sans dépasser les 120 minutes en ’gtissation de tubes PPT ou leur

équivalent.

* Centrifuger les tubes entre 1000 et 2000 x grédoézature ambiante (15 & 25°C) pendant 15
minutes.
» Dés que possible, transférer le plasma des teBds(ou équivalent) dans les tubes stériles
de 1,5 ml en polypropyléne, pour les conservereiis et -80°C jusqu’a leur emploi.

v Transport des échantillons :
Il est possible d’expédier les tubes de plasmaarwés entre 2 et 8°C pour une livraison dans
les 24 heures ou bien & une température inférmuggale & -20°C sur de la carboglace.

v' Conservation des échantillons :
Conserver les échantillons de plasma entre -2808C. Ne pas congeler puis décongeler le
plasma plus de deux fois.

3.7 Echantillonnage :

La taille de I'échantillon de notre étude est fix@@4 patients en estimant que la prévalence
de la résistance pourrait étre significative anésnoins 6 mois de traitement ARV sur une

population d'études de ..... Patients infectes pafite-1 ou VIH-1+2

3.8 Analyse des données :
Nos données ont été saisies dans Microsoft offieedV\ét Excel 2007 et analysées par le
logiciel Epi Info 7.2.1.6.
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5. Résultats

Tableau VI : Répartition des patients en fonctions classes d’age

Classe d'age (ans) Effectif Pourcentage (%
<5 2 8,4

5-10 5 20,8

10 17 70,8

Total 24 100

70,83 % de nos patients avaient un £ 10 ans avec unanédiane d’age (12anset des

extrémes allant d& et18 ans

Tableau VII : Répartition des patients en fonction du taux de plyatytes T CD4+ a

moment de I'échec virologiq

Taux de CD4/mnt Effectif Pourcentage (%
<350 12 50

351-500 5 20,8

(1500 7 29,2

Total 24 100

Cinquante pour cent0,00%) de nos patients avaient un taux de LymphocyteCD4+

inférieur 4350 cellules/mmau moment du test de résistant.

B FEMME(n=12)
E HOMME(n12)

Figure 10: Répartition des patients en fonction du ¢

Notre étude était constituée par 50% de sexe fémnainb0% de sexe mascu

THESE DE PHARMACIE OUMAR DOLO Page 80



Résistance aux antirétroviraux chez les enfants et adolescents infectés par le VIH, suivis au
service de pédiatrie du CHU GABRIEL TOURE.

Tableau VIII : Répartition des patients en fonction de la charyalev plasmatique au

moment de I'échec virologique

Charge virale (copies/ml)  Effectif Pourcentage (%)
[1000-10000] 2 8,3
[10001-100000] 13 54 2

(1100000 9 37,5

Total 24 100

54 9% de nos patients avait une charge virale comprise 80000et 100000 copies /ml

Tableau IX : Répartition des patients en fonction de la durégaltement ARV

Durée de  Traitement Effectif Pourcentage (%)
ARV/mois

<72 11 45,8

72 13 54,2

Total 24 100

54,2% de nos patients avait une durée de traitement A8 supérieur a 72 mois étant
donné qu'ils étaient tous soARYV depuis au moin86 mois, avec une médiane 8¢ et des
extrémes d86 et144.

Tableau X : Répartition des patients en fonction du traiten#eRY de 1% ligne

Traitement de 1*°Ligne Effectif Pourcentage (%)
ABC+3TC+LPV/r 1 4.4
AZT+3TC+EFV 3 13
AZT+3TC+NVP 6 26
AZT+d4T+NFV 1 4.4
d4T+3TC+NVP 10 43,5
ddI+3TC+NVP 2 8,7

Total 23 100

Par rapport aux traitements ARV, 43,5% des patiétdai sous Triomune® (d4T + 3TC +
NVP), suivi de 26% des patients qui était sous @M (AZT + 3TC + NVP).
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Tableau XI : Répartition des patients en fonction du TraiterdeRY de Z™ligne

Traitement de Z™ Ligne Effectif Pourcentage (%)
ABC+3TC+LPV/r 11 45,8
AZT+3TC+LPV/r 1 4,2
AZT+3TC+NVP 3 12,5
ddI+ABC+LPVI/r 9 37,5

Total 24 100

45,8% de nos patients était so®BC+3TC+LPV/r) suivi 37,5% qui étaientt sous
(ddI+ABC+LPVIr) .

Tableau Xll: Répartition de nos patients en fonction de I'exfisi aux Inhibiteurs

nucléosidique de la transcriptase inverse

Exposition aux INTI Effectif Pourcentage (%)
Trois (3) molécules 1 4,2

Quatre (4) molécules 21 87,5

Cing (5) molécules 2 8,3

Total 24 100

Par rapport & I'exposition aux INTB7,5% de nos patients ont été exposés a quatre (4)

molécules

Tableau XlIl : Répartition de nos patients en fonction de I'extimsiaux Inhibiteurs Non

Nucléosidiques de la transcriptase inverse

Exposition aux INNTI Effectif Pourcentage (%)
Pas Exposé 1 4,2

Une (1) molécule 23 95,8

Total 24 100

95,8% de nos patients était exposé a une seule (1) meldes INNTI

Tous les patients étaient exposes a une seule m@lées Inhibiteurs de la Protéase
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Sous types de VIH-1

4,2% ‘

8,3%

m CRFO1_AE
m CRF02_AG
CRFO6_cpx

mD
G

Figure 11 : Répartition de nos patients fonction des sous types &é¢H -1
Parmi les formes recombinantes qui circulent au MA& recombinanCRF02_AG est le

sous types qui prédomine a\63% des cas.

Prevalences des mutations associées a de
résistance aux INTI

H M184V H T215F/Y/N/C @ M41L H D67L 4 L210W i K70R/E & K219Q/E 14 Y115F L1 T215C L1 L74V/I

54.17
33.33 917
16.67 12.5 12.5 12.5 8.33
4.17 4.17

N ] \ \% N & & A3 (9] \

® \ A \ S S % A\
& N3 \g O & N " O

@, o§<\*\ Y Q N & m@ O L Q
>

Figure 12: Fréquenceles mutations associées aux |

Par rapport ala fréquence des mutations de résistance, la rantdid184V conféran
principalement de la résistance aux molécules FKE et secondairement a I'ABC était
plus fréquente avec 54,17% des cas, suivi de [aSHXIN/C qui est sélectionne

préférentiellenent sous AZT et d4T, soit 33,33% des
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Exposition et Resistance aux INTI

M Exposition M Resistance

95.8
72.2
54.2 50
37.5 37.5 41-7 41-7
29.2
125
0 4.2
ABC D4T TDF ddl AZT

3TC/FTC

Figure 13: Fréquence de la résistance par rapport a I'expositiix INT

Dans notre étud65,8% des patients était expoa la3TC/FTC avec54,2% de résistance

suivi de72,2% d’exposition a IAZT contre37,5% de résistance

Mutations associées a la resistance aux INNTI

40
35
30
25
20
15
10

Pourcentage (%)

N N Q> \s S Q S > g

$ \) \ A\ © » S S N

O \ \4 & N > N : >
QO ,\3\ 0\9 & N Q &

Q v

" O
& &
&S

Mutation de résistance

Figure 14 : Fréquence des mutations associées aux I

Les mutations de résistance associées aux INavaient différents scena : 37,5% des
patients portait la mutation K103N conférant dedsistance a I'EFV et a la NVP, sudes
mutationsY181C/I/V conférant de la résistance a I'EFV, laRMa RPV et 'ETR soit 25¢
des cas.
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Exposition et Resistance aux INNTI

W Exposition H Resistance

79.2
5/ 62.5
2 20.8
12.5
0 0
NPV EFV ETR RPV

Figure 15 : Fréquence de résistance par rapport a I'exposatioadlNNTI

La fréquence d’exposition par rappa la résistance était dominée par la Nevirapine(N
avec 79,2% contre 66,7% de résistance, et 20,8%4gistance a la Rilpivirine (RPV) éte

donné qu'il n yavait pas d’expositioa cette molécule.

Mutations associees a la resistance aux IP
50
45.8

50

42 42 42 42 42
[ S S S

& Q N\
©
& @

SN N >

Q
%)
N3

Figure 16: Fréquence de mutations associées al

Parmi nos patient$8,33% préentait au moins une mutation de résistance assaciéeP.
La plus part ds patients portaient les mutations: M36I/L/V cl6&z57%, HE69K/R/Q che
69,56%, L89M/V/I chez 68,48% qui sont tous des moima mineures opolymorphiques
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90
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50
40
30
20
10

Exposition et resistance aux IP

M Exposition

M Resistance

TPV

NFV IDV  FAPV LPV/r ATV DRV APV

Figure 17 : Fréquence de résistance par rapa I'exposition aux IP

La fréquence de résistance par rapa I'exposition auXP se présentait comme < : 87,5%

des patients ont été exposé LPV/r avecl2,5% de résistance, et 4,2% des patients ont
la NFV avec 20,8% de résistance.54, 2%; 16,8%;%68,3%; 8,3% et 4,2% des patie
étaient résistants a la TPV, a la FAPV, a 'IDVATV, a la DRV et a 'APV respectivemel

avec 0% d’exposition a ces récules.
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Tableau XV : Croisement statistique de la résistance aux ARMoawtion de la charge

virale.

Charge  1000-10000 10000- 11100000 Total

‘(’(i:roar')?es ) 100000 P value
Molécules

AR Nbre (%) Nbre (%)  Nbre (%)  Nbre (%)

ABC 1(11,1) 3(5,3) 4(10 ,3) 8(7,6) 0,44
AZT 0 2(3,5) 0 2(1,9) 0,57
ddl 1(11,1) 2(3,5) 2(5,1) 5(4,8) 0,45
FTC/3TC  1(11,1) 7(12,3) 410,3)  1211,4) 1

DAT 1(11,1) 7(12,3) 3(7,7) 11(10,5) 0,69
TDF 1(11,1) 5(8,8) 3(7,7) 9(8,6) 1

NVP 2(22,3) 7(12,3) 4(10 3) 13(12,4) 0,58
EFV 1(11,2) 8(14) 410,3)  13(12,4) 082
ETR 0 4(7) 1(2,6) 5(4,8) 0,60
RPV 0 0 0 0 0

IDV 0 2(3,5) 2(5,1) 4(3,8) 1
LPV/r 0 1(1,8) 2(5,1) 3(2,9) 0,65
DRV 0 2(3,5) 1(2,6) 3(2,9) 1
NFV 0 2(3,5) 3(7,7) 5(4,8) 0,75
TPV 1(11,1) 5(8,8) 6(15,4) 12(11,4) 0,68
ATV 0 0 0 0 0
TOTAL  9(100) 57(100) 39(100)  105(100)

Parmi les résistances aux ARV, 54,3% avait une ©¥wparise entre 10000 et 100000
copies /ml suivi de 37,1% ayant une CV100000 copies
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Tableau XVI: Croisement statistique de la résistance aux ARMoaotion de la tranche

d’'age.
ianche < 6-10 1110 Total

age
(ans) — P value
Molécules
ARV | Nbre (%) Nbre (%) Nbre (%) Nbre (%)
ABC 0 0 8(10) 8(7,6) 0,11
AZT 0 1(5,3) 1(1,25) 2(1,9) 0,50
ddl 0 2(10,5) 3(3,75) 5(4,8) 0,72
FTC/3TC 1(16,7) 2(10,5) 9(11,25) 12(11,4) 1
D4T 0 2(10,5) 9(11,25) 11(10,5) 0,64
TDF 0 2(10,5) 7(8,75) 9(8,6) 0,81
NVP 2(33,3) 3(15,8) 8(10) 13(12,4) 0,64
EFV 2(33,3) 3(15,8) 8(10) 13(12,4) 0,64
ETR 1(16,7) 1(5,3) 3(3,75) 5(4,8) 0,72
RPV 0 0 0 0 0
IDV 0 0 4(5) 4(3,8) 0,68
LPV/r 0 0 3(3,75) 3(2,9) 1
DRV 0 1(5,3) 2(2,5) 3(2,9) 1
NFV 0 0 5(6,25) 5(4,8) 0,40
TPV 0 2(10,5) 10(12,5) 12(11,4) 0,46
ATV 0 0 0 0 0
TOTAL 6(100) 19(100) 80(100) 105(100)

Quant au croisement de la résistance aux ARV ectimde la tranche d'age, 76,2% était

agé de plus de 10 ans.
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Tableau XVII : Croisement statistique de la charge virale entionale la tranche d'age.

Charge 1000-10000 10000- 11100000  Total

virale

(copies/ml) 100000 P value
.

Tranche

ehelgD Nbre (%) Nbre (%)  Nbre (%)  Nbre (%)

(mois) |

<5 0 2(15,4) 0 2(8,3)

6-10 1(50) 3(23,1) 1(11,1) 5(20,8)

1110 1(50) 8(61,5) 8(88,9) 17(70,9) 0,50
Total 2(100) 13(100) 9(100) 24(100)

Parmi les 9 patients qui avaient une CMLO0000 copies, 88,9% était 4gé de plus de 10 ans
et parmi les 13 patients qui avaient une CV compeistre 10000 et 100000 copies 61,5%
était de plus de 10 ans

Tableau XVIII: Croisement statistique de la charge virale entfoncde la durée sous

traitement antirétroviral.

Charge  1000-10000 10000- 100000  TOTAL

virale 100000 P value
(copies/ml)

b

Durée sous

AR Nbre (%) Nbre (%)  Nbre (%)  Nbre (%)

(mois) |

<72 1(50) 7(53,9) 3(33,3) 11(458) 0,69
072 1(50) 6(46,1) 6(66,7) 13(54,2)

TOTAL  2(100) 13(100) 9(100) 24(100)

Parmi les 9 patients qui avaient une charge viral®000000, 66,7% avait une durée sous
traitement ARV 72 mois.
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Tableau XIX : Croisement statistique du taux de Lymphocytes @D4onction de la durée

sous traitement antirétroviral.

CD4+ <350 351-500 1500 TOTAL
(cellules/mm?) b val
= value
Durée sous

ARV(MOIS) L Npre (%) Nbre (%)  Nbre (%)  Nbre (%)

<72 3(25) 3(60) 5(71,4) 11(45,8)

072 9(75) 2(40) 2(28,6) 13(542) " 0,12
TOTAL 12(100) 5(100) 7(100) 24(100)

Quant au taux des lymphocytes T CD4+ parmi les dtepts qui avaient un taux de CD4+

<350 cellules/mr) 75% avait une durée sous traitement ARV72 mois (p] 0,01)
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6. Commentaires et discussion

L'émergence de la résistance virale aux médicamantsétroviraux (ARV) chez les

personnes infectées par le VIH constitue un importéstacle vers I'efficacité de la thérapie
antirétrovirale (TAR). Il est plus préoccupant cheg enfants qui ont besoin de recevoir un
traitement durant toute leur vie. En Afrique salrienne, ol la malnutrition est un
probléme récurrent en plus des ruptures fréquetdssARYV, le probléme est encore plus

accentué

Cependant l'usage des ARV dans le traitement déettion & VIH a montré une réduction
significative de la morbidité et de la mortalitéds au VIH dans les pays industrialisés ou la
pandémie du VIH-1 sous type B prédomine[1% méme effet a également été observé dans
les pays en développement comme le Sénégal, oomnéé les VIH-1 de sous types non-B.
Ces derniers pays regroupent 90% des cas d’infepto le VIH, mais c’est la ou les études
de résistance aux traitements ARV sont sous estimiées sous types non-B ont un
polymorphisme beaucoup plus important, ce qui redgesd’étudier les mécanismes de
résistance de ces virus aux traitements actuelleotdisés surtout dans le contexte de nos

pays ou la liste des molécules utilisées chezriémes est limitée.

6.1. Forces et faiblesses de notre étude :

Notre étude fait suite & un processus d’'évalualies conséquences de la mise en route des
traitement ARV avec le seul critere immunologiq@b4) et longue durée sous traitement
antirétroviral sans suivi virologique (charge wirgblasmatique et test de résistance aux

antirétroviraux) chez des enfants infectés parlté-V.

Cette étude était limitée d’'une part par le faieda durée de la virémie détectable sous
traitement ARV n’était pas en mesure d’'étre déteémiavec précision a cause de la non
faisabilité ou de la non disponibilité de la CV qtzatique dans tous les centres et d’autre part

par la difficulté de combinaison adéquate destméeenfants.

L'intérét de I'étude était que trés peu de donné@dasrésistance du VIH aux antirétroviraux
chez les enfants en échecs virologique de leutetngint antirétroviral de deuxieme ligne
n'était disponible au Mali et en Afrique. D’ailleuc’est la toute premiére fois qu'une telle
étude est menée au Mali. Le but de I'étude étavaluer la prévalence des mutations
associée a la résistance chez les enfants en édh@ogique de leur traitement antirétroviral.
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Les patients ont été recrutés pendant la périodemdembre 2013 a ao(t 2014, et provenaient
tous du Centre d’Excellence de Prise en ChargeaRigglie du VIH /Sida au service de
pédiatrie du CHU-GT. Nos patients étaient tous @é@j&checs virologiques de leur traitement
antirétroviral de deuxiéme ligne avec une duréeiam&dau traitement antirétroviral de 7 ans
et des extrémes de 3 et 12 ans. Cette longue pésieplique par le fait que les traitements
antirétroviraux ont commencé depuis 2001lau MalicaMMAARYV et par le fait que la
charge virale plasmatique n'a été disponible q@@a8 pour le suivi virologique des patients

au Mali.

Notre étude concernait 24 enfants qui ont tous fidéél’'une amplification des génes de la
Transcriptase Inverse et de la protéase afin fifier les mutations conférant une résistance

aux molécules antirétrovirales et de caractérisesbus types VIH-1 dans cette population.

Parmi les 24 enfants infectés par le VIH-1, 83%itaz@a moins une mutation de résistance
aux molécules ARV et 17% n’avait aucune mutatiomédgstance a part les polymorphismes
de la protéase, qui conférent une résistance fiatare tipranavir. Ces patients avaient des
génotypes de résistance vierges ce qui pourraitdiira I'arrét de traitement antirétroviral ou

une grande inobservance.

6.2. La technique utilisée :

Les tests génotypiques de résistance sont trésriamp® dans la gestion optimale des
traitements ARV, le choix des meilleurs traitemenis substitution et limiter ainsi le
développement de la multirésistance. Nous avonkséitie séquencage et les outils
bioinformatiques d’analyse des séquences d’ADN dextie démarche méthodologique afin
de mieux apprécier la diversité génétique et lesatimns sur le géne Pol, et le géne de la
Transcription Inverse, dont les roles sont esslsrdins le traitement ARV.

Le kit viroseg® HIV-1 Genotyping system v2.5 a étéisé pour I'analyse des séquences des
génes du VIH-1. Ce kit est prét pour I'emploi ehtient tous les réactifs nécessaires a
I'extraction et a la réaction de séquencage. Qaslifie notre choix de ce kit. Mais une
technique maison s’avéere nécessaire vu le colteddmiques avec commerciaux et aussi vu
la diversité génétique étendue du VIH, il seraiéiessant d’avoir des primers trés spécifiques
aux souches circulantes au Mali qui sont bien ceanll est important de rappeler que cette
technique viroseq a été mise au point pour le sguesB qui est le sous-type prédominant en

Europe et aux Etats-Unis.
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Le site (www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/forpeacgi) a été utilisé pour identifier les

sous-types de VIH-1 rencontrés chez nos patients.

6.3. Données démographiques et biologiques :

Ces données ont été collectées a l'aide de la iehdemande de test de génotypage adressée
au laboratoire SEREFO ou les charges virales pligues ont été réalisées.

Le sexe féminin représentait 50% de notre populadiétude malgré la féminisation du VIH
en Afrique et surtout au Mali ou les femmes repmésgt 1,5% du taux d'infection [76Ce
résultat est proche de celde ( Musiime et allune étude réalisée sur les enfants en échec
de second ligne de traitement en Ouganda ou ildronvé 55,6% de sexe masculin, cette
différence peut s’expliquer par la taille de natohantillon.( Musiime et al. 2013)

Les enfants agés de plus de 10 ans étaient legqpuésentés avec 70,3% et 'dge médian
était de 12 ans avec des extrémes de 5 et 18 artsr ¥t al dans une étude en Ouganda ont
trouvé que 55 % des patients était 4gé de uDdans.( Musiime et al. 2013)

Environ 50% de nos patients avaient un taux de hoopte T CD4+ inférieur a 350
cellules/mni. La médiane des lymphocytes T CD4+ était de 33Riles/mm® avec des
extrémes de 4 et 110 cellules /mi@elle de la charge virale plasmatique était d8003
copies/ml étant donné que tous nos patients avdientcharges virales supérieures a 1000

copies /ml.

Taryn N et al ont eu dans leur étude en Afriquesdd une médiane des charges virales de
79500 copies/ml et médiane des lymphocytes T CDél+atdre de 532 cellules/mm3.Ces
patientsont un taux de CD4 élevé comparés a nos patients mais tne médiane de CV
plasmatique Iégérement au dessus de la n6tre.[78]

Nous n'avons pas suivi I'’évolution du taux des Ctte charges virales chez nos patients.
Nous nous sommes intéressés aux caractéristigiresales des patients au moment de la
demande du test génotypique de résistance. lltaéb@iintéressant de suivre I'évolution de
ces parameétres (CD4 et CV) chez les patients agnmutations de résistance. Parce qu’on
sait aujourd’hui que les patients qui sont soudtelments antirétroviraux et qui ont des
charges virales détectables pendant une longuedecgiccumulent les mutations de résistance
aux antirétroviraux dont ils n'ont pas encore reégaci grace a la résistance croisée entre les
molécules d’ARV surtout les INTI et méme les IP.sQibservations ont été partagées par
FOFANA.D et DIAWARA.M. [79][80]
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6.4. Le traitement antirétroviral

Nos patients étaient initiés aux TARV a base d'combinaison contenant 2 INTI + 1 INNTI
Le régime d4T+3TC+NVP représentait 43,5% suivirdgime AZT+3TC+NVP (26,1%).
D’autres combinaisons contenant 2INTI+1INNTI on€ éetrouvées chez nos patients :
AZT+3TC+EFV (13%) ; ddI+3TC+NVP (8,7%) &Z T+d4T+NFV (4,4%).

Quant aux schémas de deuxiéme ligne, le régime (ABBC+LPV/r) était le plus prescrit
chez nos patients avec 45,8% suivi de ddI+ABC+LRWit 37,50%.

Ces schémas sont en accord avec les nouvelles manwhations de la politique nationale du
Mali version 2013 et celles de 'OMS de Juin 20D3autres études ont démontré que la
combinaison AZT/3TC/ddI/LPVr suivie de la combirais ABC/ddI/LPVr sont les plus
prédominantes respectivement avec 41,6% et 3qui%seut s’expliquer par la politique de
prise en charge thérapeutique en cours qui viséligeu la combinaison ABC/ddI/LPV/r
comme alternative de seconde ligne possible entitoncles schémas utilisés en premiére
ligne et en cas de contre-indications ou de toXicle I'une des molécules du schéma

préférentiel.

6.5. Diversité Génétique et sous-type VIH

Le recombinant VIH-1 CRF02_AG était le sous-type pleis prédominant dans notre
population d’étude 62,5%, suivi du CRFO1-AE et dug@® on chacun 12,5%. Des études
réalisées en Afrique de I'Ouest ont toutes trouwe de CRF02_AG est, en général,
prédominant en Afrique de I'Ouest (Sénégal et G}jah{78]. Une étude réalisée au Mali a
montré que le sous-type CRF02_AG est le sous-ygeus prédominant au Mali avec 74%
chez les patients non traités ( Derache A)[15k EBt aussi prévalente en Afrique du Sud et

en Ouganda

Le sous type G et CRFO1_AE vient en second posifians notre étude,(D.FOFANA et
al2014)[82], ont aussi trouve que les sous type€BF01_AE commence a émerger et les

sous types CRF06_cpx ont été aussi constaté dsezatients au Mali.

6.6. Prévalence de mutations de résistance aux INTI
Nos patients ont tous bénéficiés d'un test de gfmotet les résultats obtenus nous ont
rapporté que parmi les patients ayant eu des dgésistypiques de résistance, les mutations

associées a la résistance aux INTI les plus frégeeétaient: [aM184V (54,17%), la

THESE DE PHARMACIE OUMAR DOLO Page 94



Résistance aux antirétroviraux chez les enfants et adolescents infectés par le VIH, suivis au
service de pédiatrie du CHU GABRIEL TOURE.

fréquence des TAMs était de 20,83@es résultats sont similaires a ceux trouvés daes u
étude chez les patients et en échec virologiqueaitement antirétroviral de premiére ligne
réalisée au Sénégal sur un échantillon de 125 nati@184V=95% ; T215Y/F=38% et
M41L=18%) une fréguence des TAMS qui double la eoaivec 40%, qui pourrait
s’expliquer par la petite taille de notre échaotillPlusieurs études menées au Mali montrent
des prévalences élevées de ces mutations aux INEl les adultes (Maiga et al, Jac 2012).
Gourmano et al en 2009 montre que chez les entantent des CV > 1000 copies.ml, la

résistance commence par des mutations M184V et@8K. (Germano et al JAC 2009)
6.7. Prévalence de mutations de résistance aux INNT

Une prévalence élevée de la résistance aux INN&téaretrouvée dans notre étude : La
mutation K103N conférant de la résistance a la VR I'EFV était la plus fréquente soit

37,5%, suivi des mutations Y181C/I/V conférant dedsistance a I'EFV, la NVP, la RPV et

'ETR soit 25% des cas.

D’autres mutations associées aux INNTI étaiensgmées comme |K101P/E/H, L100I,
G190S/A, V90l, E44D, L100l, V108I, Y188L/C, H221YM230L. Par contre MUSIIME ET
AL ont trouvé laK103N/S chez 53,5%% suiviG190S/A avec31.7% et de Y181C/I/V
(23.2%) et il y avait 8 autres mutations qui n'efzs dans notre population d’étude, parmi
ceci il y avaitP225H qui occupait la 4éme place aveé%. Cela pourrait s'explique par le
fait que nos patients étaient tous majoritairensentes IP.[77]

6.8. Prévalence des mutations de résistance aux IP
Parmi nos patients, 58,33% présentait au moinsnwrtation de résistance associée aux IP.
Les mutationsM36I1/L/V, H69K/R/Q, L8IM/V/I conférent de la résistance tpranavir

étaient les plus fréquentes avec respectiverb@fb, 50% et45,8% des cas.

Ceci pourrait s’explique par le fait que les maasiM36l, HGOR et L89M entrainant un
haut niveau de résistance au tipranavir ont étdouefes comme des polymorphismes
naturels dans les sous-types non B et particulién¢iie sous-type CRF02_AG [15]

D’autres mutations ont été rapporté dans notre eétumbmme : L10I/F/VIC/R,
K20M/R/ITIV, IS4T/IAN, ATIVIIITIL, 1I54M/L, G16E, L 33I/F/V, 162V, L63P. MUSIIME
ET AL ont trouve que la L23I était la plus fréquentependant ils ont trouvé d'autre
mutations de résistance dans leur étude commeQal 461, 154V, V82A, et N88D.
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6.9. Prévalence de la résistance par rapport a I'position aux 3 classes d’ARV

Concernant I'exposition aux INTI:

3TC/FTC représentait 8,8% d’exposition contre 54,2% de résistance suivi 2%
d’exposition a IAZT contre37,5% de résistance et 50% d’exposition a la d4T coBitr® %

de résistance, la fréquence de I'exposition étgitgeure a la fréquence de résistance dans
tous les cas, Cependant on a eu 29,2% de résishiamEd sans aucune exposition a cette
molécule, ceci pourrait s’expliquer par la résistanroisée entre les INTI. Ces résultats sont
similaires a ceux de Maiga et al au Mali[83]). Ptauddl, il y avait 41,7% d’exposition contre

12,5% de résistance, 'AZT 41,7 d’exposition cortr2 % de résistance.

Quant aux INNTI, le nombre de patients exposés R\I® était Iégérement supérieur au
nombre de patients résistants, soit 79,2% contyg%6612,5% des patients ont été exposé a
'EFV avec 62,5% de résistance, aucun patient téaegposé a la RPV et & 'ETR cependant
une résistance de I'ordre de 25% et 20,8% respngnt ont été rapporté.

Ces résultats confirment bien une forte résistarroésée entre les INNTI de premiére

génération et de deuxiéme génération.

A part la LPV et la NFV il n y avait aucune autmepesition aux IP qui représentaient
respectivement 87,5% exposition contre 12,5 % déstance et 4,2% d’exposition contre
20,8% de résistance. Cependant 54, 2%; 16,8%; 16873%0; 8,3% et 4,2% des patients
étaient résistants respectivement a la TPV, a R\EA I'IDV, a 'ATV, a la DRV et a APV

avec 0% d'exposition a ces molécules. Cela poudgitlement expliquer une resistance
croisée entre les IP. L'étude de Maiga et al mené#lali a rapporté 12% de résistance au

Darunavir due a une résistance croisée avec le 88V|
6.10. Les facteurs favorisants I'apparition de la ésistance

La résistance aux ARV était plus prévalente chepéients qui avaient une CV supérieure a

100000 copies que ceux qui avaient une CV compnse [1000-10000] avec 54,3%.

De méme la prévalence de la résistance aux ARY @te élevée chez les patients ayant une
CV comprise entre [10000-100000] que ceux qui adaime CV comprise entre [1000-
10000] avec 37,1%.
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Charles Kouanfack &l en 2009 ont trouvés une prévalence élevée deikiadse aux ARV
chez les patients ayant une CV > 10000 copies/mlogux dont les CV étaient situées entre
1000 et 10000 copies/ml.

Aussi la résistance était plus visible chez lesept qui étaient 4gées de plus de 10 ans que
ceux ayant un age inferieur & 10 ans. Ceci peuphktpier par une durée assez longue sous

ARV sans suivi biologique régulier.

6.11. Les facteurs favorisants 'augmentation de I&€V et une diminution du taux des
CD4+

Les augmentations de la CVI (100000 copies /ml) étaient associées a la longuéedsous
ARV avec 66,7% notamment des patients ayant unéedsupérieure a 72 mois sous
traitement ARV.

De méme une diminution du taux des lymphocytes CB®850) est un facteur associé a la
longue durée sous ARV avec 75% des patients quuioatdurée supérieure a 72 mois sous
traitement ARV, cependant MUSIIME ET AL. Ont démmntque plus on dure sous
traitement plus la CV diminue et les CD4+ augment@es résultats nous encouragent a
avoir un ceil trés vigilant sur les patients en échieologique et qui ont des taux de CD4 <

350 cellules/mm3.
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7. Conclusion et Recommandation

7.1. Conclusion

Des efforts considérables ont été déployés paoriganisations, les professionnels de sante,
les chercheurs et bien d’autres pour donner unup cbarrét » et combattre les nombreux
effets collatéraux du VIH/SIDA, notamment la réption virale ainsi que les phénoménes de
résistance du VIH/SIDA. Les phénoménes de résistaux traitements sont aujourd’hui un
probléeme qui freine le succes thérapeutique ettdiiutilisation des molécules pour les
schémas thérapeutiques ultérieurs.

Notre étude a concernée 24 enfants infectés pdHIel, et en échec virologique de leurs
traitements antirétroviraux, suivis au service @eliptrie du CHU GABRIEL TOURE. Le
recombinant CRF02_AGétait la souche la plus prédanie (62,5 %). Nous avons trouvé des
prévalences trés élevées des mutations de résistamanolécules ARV disponibles au Mali,
surtout celles destinées comme schémagBighe, Parmi nos patients 58,33% présentait au
moins une mutation de résistance associée auxd® ntitations ont été observées chez les
enfants ayant une charge virale élevée et undauymphocytes TCD4+ bas.

Le sexe semblait étre non associé a la résistancaerdirétroviraux dans notre étude.

Le DRV et le RAL pourraient servir de molécule dmigetage pour ces enfants en échec
virologique des traitements de 2éme ligne. L'ETRaelRPV pourraient aussi étre utilisées a

condition de faire de génotypes de résistance.
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7.2. Recommandation
Au terme de cette étude et au vu des résultatsabtaous formulons les recommandations
suivantes :
1. Aux personnels du Centre d’excellence de prise eharge pédiatrique du VIH/Sida
= Un meilleur suivi des patients sur le plan clinigaidiologique,
= Améliorer I'’éducation thérapeutique et 'observanbez les enfants et les parents
2. Aux pharmaciens et biologistes:
= De sensibiliser les médecins pour renforcer 'olesece aux traitements
antirétroviraux et changer de traitement des gsi@dgients présentent un échec
virologique,
= Un renforcement de I'éducation thérapeutique paoer meilleure prise de conscience
des patients en vu d’'améliorer 'adhérence auseinzents,
= De rendre les résultats des patients le plus ®pgssible en vu d’'une éventuelle prise
de décision rapide,
= Publier les résultats obtenus pour informer nosidééecs et la communauté
scientifique internationale.

3. Aux autorités sanitaires et administratives

= Rendre les moyens disponibles (ressources humairaérielles et financiéres) pour
la continuité des tests de génotypage a l'unitéédistance du CEREFO,
= Faciliter I'accés des tests de génotypage aux rgatien échec virologique de leur

traitement pour prévenir la sélection des virustimésistants.
4. Aux partenaires techniques et financiers :

= Appuyer les laboratoires et les institutions déezche par :
= La formation continue du personnel,
= La mise en place de contréle interne et externguddité sur le plan national pour la

Charge virale plasmatique

5. Aux personnes vivant avec le VIH/SIDA :
= S’informer auprés des professionnels de santeesuguestions qui les dérangent

= Etre adhérent aux traitements pour un meilleurésiticérapeutique
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Résumé :

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) dem&urune cause majeure de

mortalité et de morbidité dans les pays a resseulicgitées. L'acces récent aux

antirétroviraux (ARV) pour le traitement des enfamifectés par le VIH dans ces pays
s’est beaucoup amélioré. Alors que de plus en gieisfants sont mis sous traitement

ARV, de nouveaux défis se présentent notammenficieité des traitements et le

risque d’échec aux traitements ARV di soit a uneivaese observance ,ou a une

concentration sérique insuffisante _des meédicam&tit®du la préexistence de la

résistance aux molécules a cause d’'une expositédarnelle a ces molécules .Trés peu
de données sont disponibles sur le profil des numsitde résistance en cas d'échec
virologigue chez les enfants infectés par le VIHesDétudes sont nécessaires pour
améliorer notre connaissance sur la survenue idsistance dans cette population.

Vu cette nécessité, nous nous sommes proposés ier mee étude descriptive et
transversale chez 24 enfants en échec virologigueut traitement de seconde ligne.
La charge virale plasmatigue a été mesurée ersartlile technique Abbott m2000
RealTimeTM, le géne de la protéase en totalitéekii de la transcriptase inverse sur
les 2/3 ont été séguencés chez tous nos patients.

Nos patients étaient initiés sous TARV a base dtomabinaison contenant 2 INTI + 1
INNTI. Le régime d4T+3TC+NVP représentait 43,5% et quant aux schémas de
deuxiéme ligne (2INNTI + 1 IP), le régimd®BC+3TC+LPV/r était le plus prescrit
chez nos patients avec 45,8% suividdé+ABC+LPV/r soit 37,50%. Nos résultats ont
montré que 83% de nos patients portait au moiesnutation conférant une résistance
a au moins un médicament des trois classes d’ARpadiibles au MaliLes mutations
associées a la résistance aux INTI les plus frégaedtaient : la M184V (54,17%), les
TAMSs (20,83%). La mutation K103N conférant de laiséance a la NVP et a 'EFV
était la plus fréquente soit 34,78%. Parmi nosepdsi 58,33% présentait au moins une
mutation de résistance associée aux15% de nos patients était résistant au LPV
contre 87,5% d’exposition et 20,8% de résistance a IDV contre 4,2% d’exposition. Le
recombinant VIH-1 CRF02 AG était le sous-type l@ispbrédominant dans notre
population d’étude 62,5%, suivi du CRF0O1-AE et dguson chacun 12,5.

Nous pensons gue le DRV et le RAL pourraient setgimolécule de sauvetage pour
ces enfants en échec virologique des traitemen?sihe ligne.
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The human immunodeficiency virus (HIV) remains gonaause of morbidity and mortality- - { Mis en forme :
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in_countries with limited resources. The recenteascto antiretrovirals (ARVs) for the
treatment of HIV-infected children in these cousdrhas much improved. Now a day as more
and more children are put on ARV treatment, newllehges arise in particular the
effectiveness of treatment and the risk of failbtoe ARV treatment due to either poor
compliance or insufficient serum drug concentratioil / or pre-existing resistant molecules
due to maternal exposure to these molecules. \itley data are available on the profile of
resistance mutations in case of virological failurechildren infected with HIV. Studies are
needed to improve our knowledge on the occurrehoesistance in this population.

Given this need, we proposed to conduct a desesipiind cross-sectional study including 24
children with virological failure of their seconahé treatment. The viral load was measured
using the Abbott m2000 RealTimeTM art, the protegesee in full and that of the 2/3 reverse
transcriptase were sequenced in all patients. @tignis were enrolled under ART treatment
based on a combination of 2 NRTIs + 1 NNRTI. D43FRC + NVP regimen represented
43.5% and as for second-line regimens (2INNTI P +#he ABC Plan + 3TC + LPV / r was
the most prescribed in our patients with 45.8%ofe¢d by ddl + ABC + LPV /r at 37.50%.
Our results showed that 83% of patients were aagrgt least one mutation conferring
resistance to at least one of the three ARV dragsels available in Mali. Mutations
associated with resistance to common NRTIs were4W1$4.17%), and the TAMs

(20.83%). The K103N mutation conferring resistatwchlVP and EFV was the most common
with 34.78%. Among patients, 58.33% had at leastresistance mutation associated with IP.
12.5% of patients were resistant to LPV againss®@/of exposure, and 20.8% were resistant
to IDV against 4.2% of exposure. The recombinant-HICRF02 AG was the most
predominant subtype in our study population reagbi®.5%, followed by CRF01-AE and G
with 12.5% each.

We believe that the DRV and RAL molecules couldibed to rescue these children with
virologic treatment failure of their second line.

Keywords: HIV, ART, Resistance children and adodegs.
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