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INTRODUCTION




Evaluation de la résistance primaire du VIH-1 aux inhibiteurs d’Intégrase

INTRODUCTION

Le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) responsable du syndrome de
I’'immunodéficience acquis (SIDA) est I’'un des problémes majeurs de santé publique dans le
monde depuis sa découverte. Isolé pour la premicre fois a I’institut Pasteur de Paris en 1983
par I’équipe de Luc Montagnier et F. Barre-Sinoussi (1), I’infection a VIH a connu une
expansion sans précédente, avec une importante disparité géographique, I’Afrique
subsaharienne demeurant la région du monde la plus touchée, avec 69,64% sur le total
mondial soit 25,7 millions de personnes vivant avec le VIH (2).

D’apres le dernier rapport de 1’Organisation mondiale de la Santé, en fin 2017, 36,9 millions
de personnes dans le monde étaient porteuses du VIH avec 1,8 million de personne
nouvellement infectées soit 4,87% et 940 000 personnes sont décédées a cause du Sida soit

2,54%. 21,7 millions de personnes recevaient des traitements ARV dans le monde (2).

Au Mali, la cinquieme enquéte démographique et de santé (EDS M-V) réalisée en 2012/2013
dans la population générale donne une prévalence de 1,1% (3).

La remarquable variabilité génétique du VIH et son importante capacité d’évolution, du fait
d’un haut niveau d’adaptation du virus a son hote contribuent a I’entretien de 1’épidémie et de
la diversité genétique de ce virus. A ce jour, deux types de VIH ont été identifiés le VIH-1 et
le VIH-2 (4,5). Le VIH-1 est le plus prévalent et est subdivisé en 4 groupes : M, O, N et P,
selon la chronologie de leur découverte. La grande majorité des souches responsables de la
pandémie appartiennent au groupe M, dans lequel on distingue plusieurs sous types et pres
de 20% des isolats sont recombinants, avec des parties du génome appartenant a des sous
types différents (6). Le sous-type B est trés prédominant en Europe, aux USA et en Australie
alors que le sous-type C qui est le plus majoritaire dans le monde se trouve prévalent en

Afrique Australe et en Afrique du Sud.

Ainsi, les virus issus de la recombinaison entre des sous-types du groupe M ont été classés
comme des formes recombinantes circulantes (en anglais Circulating Recombinant Form -
CRF). En Octobre 2018, le nombre de CRF recensées est de 96 pour le VIH-1 et un CRF pour
le VIH-2, certains CRF du VIH-1 groupe M sont devenues prédominantes dans certaines
régions du globe comme les CRF02_AG et CRF01_AE, circulant de maniére majoritaire en

Afrique de I’ouest surtout au Mali 70-80% respectivement (7,8).
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Depuis 2001, la montée en puissance de 1’accés aux antirétroviraux (ARV) a permis
d’améliorer la qualité de vie et la survie des patients vivant avec le VIH dans les pays a
ressources limitées et plus particulierement au Mali. La majorité des patients demeure sous

une combinaison fixe associant 2 INTI1 et 1 INNTI.

Malgré D’efficacité de ces traitements, des résistances apparaissent pour diverses raisons
pharmacologiques (effets secondaires des médicaments, concentrations suboptimales
consécutives a des difficultés d’observance ou des interactions médicamenteuses, mauvaise
absorption) et/ou préexistence de souches virales résistantes aux médicaments ou la sélection
des souches multi résistantes due a la pression médicamenteuse et une faible barriere
génétique de I’ARV utilisé. Dans ces cas, le virus continue a se répliquer sous traitement,
entrainant un échec virologique aux traitements (9). Cet échec peut entrainer un
développement de la résistance secondaire et la transmission des virus résistants appelée

résistance primaire.

La classe des inhibiteurs d’intégrase (INI) a été récemment commercialisée et on note
I’Elvitégravir (EVG), le Raltégravir (RAL) et le Dolutégravir (DTG). lls constituent une
classe majeure dans I’arsenal thérapeutique car ce sont des molécules puissantes avec un bon
profil de tolérance. Ces composés inhibent I’action de [I’intégrase, enzyme virale
indispensable & la réplication ayant pour role spécifique I’intégration de I’ADN viral dans le
génome humain, étape nécessaire a I’infection productive par le VIH (10,11). Cette cible s’est
révélée étre tres intéressante car elle ne posséde pas d’homologue enzymatique chez I’homme
(12). Malgre leur grande efficacité, on sait que la résistance aux INI se manifeste, conduisant
a I'échec du traitement. A ce jour, des mutations ont été associées a la résistance des INI, bien
que beaucoup d'entre elles soient pensées étre des polymorphismes. Certaines de ces
mutations polymorphiques jouent un role important dans le sauvetage viral et peuvent
augmenter le niveau de résistance. Aujourd’hui le Raltégravir, est utilisé comme traitement de
3™ ligne. Certains de ces patients pourraient étre en échec de cette molécule et transmettre
des virus résistants aux INI. Les récentes recommandations de I’OMS sont en faveur de
I’introduction de cette classe en traitement de 1°® lighe comme le DTG.

Il nous parait judicieux d’estimer la prévalence de la résistance primaire a cette classe d’ARV

avant leur introduction en traitement de 1% intension.
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Il. OBJECTIFS

11.1. OBJECTIF GENERAL :
Analyser la prévalence des virus résistants aux inhibiteurs de I’intégrase chez les patients

VIH-1 naif de traitement antirétroviraux.

11.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES :

> Déterminer la prévalence de la résistance primaire aux inhibiteurs de I’intégrase chez
les personnes infectées par le VIH-1 et naif de traitement ARV

> Décrire les mutations et les profils de résistances aux INI

» Déterminer la diversité génétique du VIH-1 circulant au Mali

» Comparer les différents algorithmes (ANRS, STANFORD, REGA)
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GENERALITE SUR LE VIH

.1 Caractéristiques virologiques
Le virus de I’'immunodéficience Humaine est un virus & ARN de polarité positive, enveloppé.
Il appartient a la famille des Retroviridae, a la sous-famille des Orthoretrovirinae et au genre
Lentivirus. Cette famille se distingue par la présence d’une enzyme virale caractéristique: la
Transcriptase Inverse (TI) qui est responsable de la transcription de I’ARN monocaténaire du
virus en ADN viral bicaténaire. Cet ADN viral peut alors s’intégrer dans I’ADN
chromosomique de la cellule hote sous le nom de provirus (1).

.2 Classification
Il existe des dizaines de rétrovirus capables d’infecter toutes les especes animales. En fonction
de leurs pathogénicités, morphologies, structure du génome et de leurs propriétés antigéniques
ils ont été subdivisés en deux sous-familles et sept genres :

- La sous-famille des Orthoretrovirinae rassemble les Alpharetrovirus, les
Betaretrovirus, les Gammaretrovirus, les Deltaretrovirus, les Epsilonretrovirus et les
Lentivirus ;

- Lasous-famille des Spumavirinae comprend un seul genre : les Spumavirus.

Les Alpharetrovirus, les Betaretrovirus, les Gammaretrovirus, les Deltaretrovirus, les
Epsilonretrovirus induisent chez leurs hétes des tumeurs et des leucémies. Les virus de la
leucémie a cellules T de I’adulte ou Human T leukemia virus (HTLV), identifiés chez
I’homme en 1980 sont classés dans les Deltaretrovirus.

Il existe deux types d’HTLV : HTLV-1 et HTLV-2

Les Lentivirus dont font partie les VIH, détruisent les cellules qu’ils infectent et ont d’abord
été décrits chez les Ongulés ou ils entrainent des infections lentes du systéme nerveux central,
du poumon ou des articulations.

Les Spumavirus sont des découvertes de cultures cellulaires de primates et, jusqu’a présent,

sont considérés comme non pathogenes pour leur hote.
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Retroviridae
Beta

SRva MPMV OENTV

Epsilon
Figure 1 : Arbre phylogénétique des rétrovirus basé sur I’alignement des séquences de la RT
et de ’IN (13).

11.3. Structure de la particule virale
La particule virale VIH-1 mesure entre 90 et 120 nanometre de diameétre, produit par
bourgeonnement membranaire de la cellule hote. Son enveloppe contient des triméres de deux
glycoprotéines (gp) virales : la gp120 responsable de I’interaction du virus avec le récepteur
CDA4+ et le corécepteur CCR5 ou CXCR4 et la gp41 (transmembranaire) qui assure la fusion

de I’enveloppe virale avec la membrane de la cellule cible (14).

Le core (cylindrique) du virus protégée par son enveloppe renferme une matrice (MA)
composée de protéine pl7 et une capside (CA) composée de protéines p24. Le génome du
VIH1, contenu dans la capside et associé a la nucléocapside (NC p7) est composé de 2
molécules identique d’ARN monocaténaires de polarité positive reliées entre elles de fagon

non covalente en 5°.
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L’ARN viral est encadré de séquences répétées « R », de la région U5 en 5 et U3 en 3’ qui
sera lors de la transcription inverse convertie en ADN permettant la création aux extrémités
de séquences répétées non codantes appelées LTR (Long Terminal Repeat) composé des

régions U3, R et U5 jouant un réle crucial dans la réplication virale.

Le core du VIH renferme également trois enzymes indispensables a sa réplication virale : la

transcriptase inverse (T1), I’intégrase (IN), et la protéase (PR).

Enveloppe
1

17 MA
Matrice) oeeeeee-. (gp Pransmembranalre) (.gp gg surface)

24 CA 5
Core| {capside) reee-ee- :

7 NC o S = ._,.--Protéaseo
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transcriptase -----.... Rei)
inverse) : o

-
. P
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Intégrase -....--%

;

Membrane ----"

~———— 902120 nM ——

Figure 2: Structure du VIH (15)

1.4 Génome du VIH-1
Le génome du VIH-1 est constitué de 9181 nucléotides et comporte trois genes principaux
appelés gag (« group specific antigen »), pol (« polymérase ») et env (« envelope»). lls
définissent la structure du virus et sont communs a tous les rétrovirus.
Les précurseurs de la protéine Gag comprennent la matrice (MA), la capside (CA), la
nucléocapside (NC), un domaine p6, et 2 peptides SP1 et SP2.

Chaque domaine joue un role bien particulier.
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La matrice qui est le domaine N-terminal du précurseur polyprotéique Prb5gag joue un réle
dans la reconnaissance de la membrane plasmique et dans I’incorporation des glycoprotéines
d’enveloppe dans le virion.

La capside p24 est libérée de la polyprotéine Pr55gag par la protéase virale pendant la
maturation, elle participe a I’assemblage de Gag et a la régulation de I’importation de I’ADN
viral. Les interactions entre les oligomeéres de capside permettent la formation de la structure
conique (16).

La nucléocapside (NC) une protéine de 55 acides aminés caractérisée par la présence de deux
domaines a doigts de zinc CCHC (17). Ces domaines sont nécessaires a la réplication virale et
participent directement & la reconnaissance du génome et a son encapsidation. NC est
également impliquée dans la transcription inverse (18).

Le domaine p6 une protéine de 52 acides aminés est codée par la région la plus
polymorphique du géne gag, est exclue de la capside et se trouve entre la matrice et la
capside. Elle est décrite comme permettant I’incorporation de Vpr lors du bourgeonnement du
virion (19).

Le précurseur Gag est clivé par la protéase pour obtenir la protéine Gag mature composée de
MA, CA, NC et pé.

Le geéne d’enveloppe (env) code pour 2 protéines : la gp 120 responsable de 1’attachement du
virus a la cellule cible, et la gp 41 nécessaire a la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane plasmique, résultant de I’entrée du virus dans la cellule (20).

Le gene pol code quant a lui pour les enzymes essentielles au cycle viral telles que la
transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase (21).

La RT est active sous forme hétérodimérique composée de deux sous-unités, la p66 de 560
acides aminés et la p51 de 440 acides aminés. Elle comporte plusieurs activités enzymatiques
. une activitt ADN polymérase ADN ou ARN dépendante et une activité RNase H qui
dégrade le brin d’ARN dans un hybride ARN-ADN. La RT nécessite la présence de cations
divalents Mg2+ pour ses deux activités.

L’IN est une protéine de la famille des poly-nucléotidyl-transférase. Cette enzyme se compose
de trois domaines et catalyse 1’étape d’intégration virale.

La Protéase virale est une aspartate protéase qui est active sous sa forme dimérique. Chaque
monomere est constitue de 99 acides aminés.

La Pr est nécessaire a la maturation des enzymes virales (transcriptase inverse/RNase H ou

p51/p66, intégrase ou p34 et protéase elle-méme ou (pll) et des protéines structurales de la
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matrice (MA, p17), de la capside (CA, p24) et de la nucléocapside (NC, p7 et p6) constituant
la capside.

Six autres geénes, situés entre pol et env, codent pour des protéines régulatrices de 1’expression
des protéines virales qui sont Tat (Trans-Activator for viral Transcription), Rev (Regulator of
Expression of Viral proteins), Vif (Viral infectivity Factor), Vpr (Viral protein R), Vpu (Viral
protein U), et Nef (Negative Regulation Factor). Ces protéines auxiliaires sont essentielles a la
réplication virale in vivo.

Tat est impliquée dans la régulation de la transcription des génes via I’interaction avec une
structure ARN de 59 nucléotides appelée TAR (transactivation-responsive region) (22,23). De
plus, Tat peut étre libérée par la cellule infectée et étre internalisée par des cellules non
infectées.

Rev est une protéine de 116 acides aminés contenant un domaine NLS (Nuclear localization
signal) situé dans le domaine N-terminal de la protéine permettant son importation au noyau,
le domaine C-terminal contient un signal d’export nucléaire. Rev en se fixant sur les ARNm
viraux non ou mono-épissés au niveau de la séquence RRE (Rev response element) permet
leurs transports vers le cytoplasme (24). Vif est une protéine de 23 kDa, elle induit la
dégradation de la protéine APOBEC3G qui est un facteur cellulaire de restriction a 1’infection
virale (25), empéche ainsi la désamination de I’ADN viral.

Vpr est une protéine de 96 acides aminés. Cette protéine est décrite comme jouant un role
important dans I’import nucléaire du CPI (Complexe de pré-intégration) dans les
macrophages (26). Vpr est aussi impliqué dans I’arrét du cycle cellulaire en phase G2,
I’apoptose et la prolifération cellulaire.

Vpu est une protéine membranaire de 81 acides aminés, elle permet la neutralisation de
facteurs cellulaires (diminution de 1’expression des LT CD4+) améliorant ainsi la libération
des virions.

Nef est une protéine de 27 a 35 kDa, elle est responsable de I’inhibition d’expression des

protéines cellulaires : CD4, CD8, CD28, CMH-I et le CMH-I1 (27).

La transcription de ses geénes est régulée par ’activité du LTR (Long Terminal Repeat), ou se

trouvent les sites de liaison des facteurs de transcription.
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Protéines de I'enveloppe de la
particule virale : gp120 et gp41
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Figure 3: Structure de I’ADN proviral du VIH-1 (28)

11.5. Cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 se divise en deux grandes phases : une phase précoce, et une
phase tardive :

La phase précoce commence par 1’attachement puis la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane cellulaire de 1’hote grace a des récepteurs membranaires spécifiques (29,30). La
protéine d’enveloppe virale gp120 se lie au récepteur primaire LT CD4 de la cellule hote
entrainant une modification conformationnelle de la gpl120 alors capable de se fixer au
corécepteur membranaire CXCR4 (C-X-C chemokine receptor 4) ou CCR5 (C-C chemokine
receptor 5) (30,31).

Il s’ensuit un réarrangement de la protéine d’enveloppe virale gp4l qui permet la fusion des
deux bicouches lipidiques virale et cellulaire et la libération de la capside virale dans le
cytoplasme de la cellule (31). Ceci permet I’entrée du virus dans la cellule. L’ARN viral sera
transformé en ADN proviral double brin par la rétro transcription dans le cytoplasme grace a
la transcriptase inverse, activité caractéristique des rétrovirus (32). Cette rétro-transcription
est fréquemment responsable d’erreurs (1/10 000 copies de virus), car la Tl est dépourvue

d’activité exonucléase 3’ vers 5° d’ou la grande variabilité génétique du virus (33).

L’achévement de la rétro transcription est concomitant a la décapsidation du virus et a la
formation du complexe de pré-intégration nucléoprotéique appelé CPI. Ce complexe est
ensuite activement transporté au noyau via le réseau micro-tubulaire afin de permettre son

import dans le noyau via un transport actif par les pores nucléaires.

GOITA Dorcas Gnékoun DAO These de Pharmacie



Evaluation de la résistance primaire du VIH-1 aux inhibiteurs d’Intégrase

Le provirus est ensuite integré dans le génome de la cellule hote par l'intégrase virale (IN)
ciblant majoritairement des régions transcrites du génome permettant la production de
multiples virions.

La phase tardive du cycle fait référence a 1’expression des geénes, ainsi qu’a 1’assemblage, la
maturation et la libération des nouveaux virions dépendant du type et de 1’état d’activation de
la cellule infectée (34). L’ ADN proviral est transcrit en ARN messager et en ARN génomique
par ’ARN polymérase Il de la cellule héte. Deux protéines virales interviennent alors : tat
qui régule 1’élongation de la transcription et rev qui joue un role dans le transport de I’ARN
génomique complet ou épisse vers le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, les ARN
messagers viraux de différentes tailles codent pour les polyprotéines env ou gag/pol et pour
les protéines accessoires.

Le clivage protéolytique des précurseurs notamment grace a la protéase virale va permettre
I’obtention des protéines matures impliquées dans 1’assemblage et ’encapsidation de I’ARN
viral, ainsi que I’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe.

Les nouvelles particules virales seront libérées par bourgeonnement a la surface de la cellule
hote avant d’étre libérées dans le milieu extracellulaire (35). La réplication virale est intense :

1 a 10 milliards de virions peuvent étre produits chaque jour chez une personne non traitée.

6. Assemblage et bourgeonnement
L'ARN et les protémes virales sont assemblés
dans la particule vimle Le vins bourgeomne
enguite hors de 1a cellule

‘ VIH-1

a Cellule hote
S. Transcription \
Le provirus &5t tanscrit en .,
1. Llllsolfl W+ ARN viral, et les proténes i\/.\,\‘ mature
Le virus se lie au réceptews \ | Qe . virales sont synheétistes * \Q/\ A
CDH4 etau coreceptaw ot avant mcwu’dm';)n dans de N

nouvelles particules virales.

o —
Teanscriptsse ~ \NQM.\R}

2. Fusion Vv\f'“ o Noyau N

L'enveloppe virale fusicone TS AVAYA I .ﬁﬂ \
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nscription inverse 4. Intégratic
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Figure 4 : Cycle réplicatif du VIH-1 (36).
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111.6. Role de I’intégrase du VIH-1

L’intégrase du VIH est une protéine de 32kDa composé de 288 acides aminés codée par le
géne pol et est issue de la maturation du précurseur Gag-Pol. Elle est constituée de trois
domaines fonctionnels susceptibles d’étre clivés par protéolyse (37) : le domaine N-terminal
(résidus 1-50), le domaine central ou core catalytique (résidus 50-212) et le domaine C-
terminal (résidus 212-288).

Le domaine N-terminal contient un motif conservé HHCC (His12, His16, Cys40, Cys43) qui
permet la liaison du zinc impliqué dans I’oligomérisation de la protéine et dans la fixation de

I’ADN viral (38,39).

Le domaine central comporte le site actif de I’enzyme composé par la triade catalytique
De4D116D152 conservé dans la famille des poly-nucléotidyl-transférases a laquelle appartient
I’IN (40,41). Le domaine central coordonne les deux ions divalents Mg2+ qui sont nécessaire

pour I’activité catalytique de I’IN.

Le domaine C-terminal est le moins conservé des trois domaines de I’IN. Ce domaine posséde
des régions chargées positivement permettant une fixation a I’ADN de fagon non spécifique.
11 est également impliqué dans 1’oligomérisation de I’IN (42).

L’intégration de I’ADN viral est une étape clé du cycle réplicatif viral et nécessite trois
réactions consécutives : le 3’end processing, le transfert de brin et la réparation du site
d’intégration.

La réaction d’intégration débute par un clivage des extrémités 3 U3 LTR et 3 U5 LTR de
I’ADN viral. Chaque LTR posséde a ces extrémités, un motif inversé répété hautement
conservé, d’environ 20 pb, qui est reconnu spécifiquement par I’intégrase lors de cette
premiere etape. L’activité de clivage va permettre de libérer des extrémités CA 3’OH
rentrante marquant alors la jonction entre I’ADN viral et cellulaire du produit d’intégration
(43).

Cette étape a lieu dans le cytoplasme de la cellule.

Apreés translocation du PIC dans le noyau, il y a catalyse de la seconde étape du processus
d’intégration qui est I’insertion covalente des extrémités virales dans I’ADN cellulaire. Dans
cette réaction, le groupement hydroxyle OH en 3° de I’adénosine attaque la liaison
phosphodiester de I’ADN cible.

Cette réaction résulte en un clivage simultané des deux brins de I’ADN cible permettant la
liaison de I’extrémité 3° de I’ADN viral a I’ADN cible au niveau du site de clivage par une

réaction de substitution nucléophile.
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L’attaque nucléophile s’effectue en deux sites localisés a chaque extrémité de I’ADN viral
avec un décalage de cing (05) paires de bases chez les lentivirus (43) ce qui entraine la
formation d’un trou (ou gap).

L’¢étape de réparation du site d’intégration consiste en 1’¢limination des deux dinucléotides
des extrémités 5’ de I’ADN viral, la ligation de ces extrémités avec les extrémités 3’ de
I’ADN chromosomique et le remplissage des gaps. L’ensemble de ces étapes est réalisé par
des facteurs cellulaires tels que 1I’endonucléase FEN-1 ainsi que des ligases qui vont permettre

de terminer le processus d’intégration (44).

A X . B %

AX /4 \§ /4

3'-processin
att P g

A\§ /4 B\ 4

Transfert de brins

(&) (&) (@) (&)
C i C &
S T~ - -~
5 5 5? 5

Figure 5 : Les différentes étapes de I’intégration (45)

11.7. Physiopathologie de I’infection a VIH-1
Les principales cibles du VIH-1 sont les cellules présentant a leur surface les récepteurs CD4.
Ces cellules sont : les lymphocytes T CD4+, les monocytes et macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules de Langerhans, ainsi que les cellules de la microglie cérébrale.
Initialement cette réplication a lieu dans les organes lymphoides (tissus lymphoides,

ganglions).
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L’infection par VIH-1 évolue en plusieurs étapes se succédant dans le temps et conduisant a
une destruction du systéme immunitaire de I’hote. On distingue trois phases caractéristiques a
I’infection du VIH-1 (46).

11.7.1. La primo-infection
Elle commence aprés la transmission du virus, et est caractérisée par une réplication active du
virus dans I’organisme entrainant la destruction des lymphocytes T CD4+.
Les LT infectés se propagent dans la circulation sanguine, ce qui résulte d’une amplification
virale secondaire massive au niveau du tractus digestif, de la rate et de la moelle osseuse. Cela

correspond au pic virémique et se traduit par le début des symptémes cliniques (47).

La charge virale étant maximale alors que le patient n’ayant pas encore développé d’anticorps
est toujours séronégatif. Cette étape est suivie par une réponse inflammatoire importante
caractérisée par I’apparition d’anticorps anti-VIH-1 par stimulation des lymphocytes B et une
réponse cytotoxique des lymphocytes CD8+ permettant de contenir I’infection.

Cette phase dure quelques semaines. Le risque de transmission est trés important en raison de

la virémie élevée (10° — 10’ copies/ml de plasma).

11.7.2. La phase asymptomatique
La phase asymptomatique peut durer de quelques mois a plusieurs années, avec une faible
réplication virale. Elle conduit a la sélection de variant échappant aux réponses immunes de
I’hdte. Au cours de cette phase, la virémie diminue, et le taux de LT CD4+ est stabilisé avec
la production de LT cytotoxiques CD8+ (CTL), et des anticorps spécifiques dirigés contre le
VIH. Le systéme immunitaire contrdle I’infection jusqu’a épuisement des organes lymphoides

centraux empéchant la régénération des LT CD4+.

11.7.3. La phase symptomatique ou phase SIDA
L’histoire naturelle de I’infection se termine par I’entrée en stade SIDA (Syndrome
d’Immunodéficience Acquise) du patient infecté.
Il'y aura une nouvelle ascension de la virémie, et une chute des LT CD4+. Les infections
opportunistes apparaissent dés la décroissance des LT CD4+ sous 200 cellules/mm3

conduisant sans traitement au déces du patient.
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Figure 6: stades caractéristiques de I’infection a VIH-1 (48)

111.8. Mode de transmission du VIH-1
Il a été établi que la contamination par le VIH se faisait essentiellement par trois voies
majoritaires.

v' Par contact sexuel : se fait par contact entre les sécrétions sexuelles et les muqueuses
génitales, voie de contamination la plus fréquente.

v’ Par voie verticale : In-utero (via une transmission trans-placentaire), Intra-partum
(durant I’accouchement via un contact sanguin et les sécrétions vaginales), Post-
partum (via I’allaitement maternel)

v’ Par voie sanguine : concerne les usagers de drogues injectables, les transfusés et les
professionnels de santé.

Gréace a la mise en place du dépistage systématique des anticorps anti-VIH des 1985 (49) les
transmissions par transfusion ont été drastiquement diminuées et sont devenues trés rares
aujourd’hui.

La transmission dépend principalement de la charge virale dans le sang et les secrétions

génitales du sujet source.
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11.9. Diversité genétique
Les virus de ’immunodéficience présentent une grande variabilité génomique due a différents
mécanismes : la faible fiabilit¢ de la TI, la TI dépourvue d’activité correctrice 3’-5’
exonucléasique introduit une erreur tous les 104 nucléotides d’ARN copiés soit une mutation
par cycle de réplication ;
Le taux extrémement élevé de recombinaisons entre les brins d’ARN (jusqu’a 10 événement
par cycle de réplication). En effet la TT au cours de la synthése de I’ADNc a la capacité de
passer d’une copie d’ARN a Dl’autre. La production virale étant estimée a un milliard de
virions par jour alors des mutations vont s’accumuler. Ainsi nous retrouvons une population
tres diversifiée de variantes viraux, ou quasi-espéce favorisant 1’émergence de souches
résistantes chez une personne infectée. Cette variabilité génomique peut avoir des
conséquences sur la réponse aux traitements antirétroviraux.
Ainsi le VIH est divisé en deux types principaux :
-Le VIH-1 le plus répandu présente une phylogénie beaucoup plus complexe, il est divisé en 4
groupes (50,51) dont le groupe majoritaire nommé M (Majeur), le groupe outlier nommé O, le
groupe N (non M non O), et le groupe P de découverte relativement récente, en 2009 par

I’équipe du professeur Plantier a Rouen chez une patiente d’origine Camerounaise.

L’origine de ce nouveau groupe P serait probablement lié a un passage du virus SIVGOR du
gorille a I’lhnomme, lors de la manipulation de viande de chimpanzés infectés (52).

La majorité des infections par le VIH-1 est causée par le groupe M, les infections par les
groupes N et O étant restreints a I’ Afrique centrale. Le groupe M, est divisés en 9 sous-types
reconnus et désignés par les lettres A, B, C, D, F, G, H, J et K, les variations génétiques entre
les sous-types allant de 25 a 35% selon les sous-types et les régions du génome considérés
(53).

Il existe également des variations au sein d’un sous-type, entre 15 et 20%, tels que le sous-
type F, divisé en F1 et F2 et le sous-type A en Al, A2 et A3. Les analyses de tout le génome
ont révélé I’existence de virus recombinants inter sous-types, issus de patients surinfectés ou
co-infectés (54).

Ces virus recombinants sont appelés CRFs (Circulating Recombinant Forms) lorsqu’ils ont
été identifiés chez au moins 3 individus non lies épidémiologiquement et caractérisés sur tout

le génome et URFs (Unique Recombinant Forms) dans le cas contraire.
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Le sous-type B est retrouvé dés I’origine de 1’épidémie aux Etats-Unis et en Europe. Les
autres sous-types sont regroupés pour la pratique sous la dénomination de VIH-1 non-B et
sont a ’origine de plus de 90% de la pandémie, notamment sur le continent Africain les
principales variantes étant le sous-type C, qui prédomine en Afrique du Sud et de I’Est, suivi
par le sous-type A et la forme recombinante CRF02 AG en Afrique de I’Ouest et du Centre-
Ouest ; ils sont de plus en plus fréquemment responsables de nouvelles infections en Europe,

particulierement les formes recombinantes.

-Le VIH-2 type endémique, présente 50% d’homologie avec le VIH-1 au niveau des genes
gag et pol et apparait comme moins infectieux & son tour est constitué de 2 groupes
génétiquement différents désignés par les lettres A et B.

Actuellement 96 CRFs ont été identifiés pour le VIH-1, les formes recombinantes CRFO1_AE
et CRF02_AG jouant un réle important dans les épidémies régionales. Le VIH-2 quant a lui
connait un seul CRF qui est le CRFO1_AB.

H Ccg VIH-I
|| / (.1':..~1||u-r\l

VIH-1
Groupe N

SIV,,,
Afrique centrale VIH-1

—— Groupe O
SIV.,p,

Afrique de I’Est VIH-1
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SIV
« singe vert »

SIV

VIH-2
« mangabey »

Figure 7 : Arbre phylogénétique des VIH (52)
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111.L10. EPIDEMIOLOGIE
Mélange complexe d'épidémies diverses a l'intérieur et entre les pays et les régions du monde,
la pandémie du VIH-1 constitue sans aucun doute la crise de santé publique qui caractérise
notre époque. Malgré I’ampleur d’une épidémie qui sévit depuis plus de 30 ans, on note une
diminution du nombre de déces liés au sida grace a un élargissement et a une intensification
significatifs de I’accés au traitement antirétroviral au cours des derniéres années.
En 2017 plus de la moitié des personnes porteuses du VIH soit 21,7 millions de personnes
avaient désormais accés aux traitements antirétrovirales contre 17,1 millions en 2015 et 7,7
millions en 2010 (2).
On estime qu’en fin 2017 36,9 millions de personnes vivaient avec le VIH-1 dans le monde
dont 1,8 million d’enfants, et 940 000 personnes sont décédées d’une ou des causes liées au
VIH dans le monde. Entre 2000 et 2017, le nombre de nouvelles infections a chuté de 36% et
celui des déces liés au VIH a baissés de 38% avec 11,4 millions de vies sauvées grace au TAR
sur la méme période (2).
L’OMS estime qu’actuellement 75% seulement des personnes vivant avec le VIH connaissent
leur situation ; et I’ Afrique subsaharienne reste 1’une des régions les plus gravement touchées
avec 25,7 millions des cas de VIH en 2017. Elle concentre également pres des deux-tiers des
nouvelles infections par ce virus survenant dans le monde. Représentant 69,64% des
personnes vivant avec le VIH dans le monde (2). En Afrique subsaharienne, les nouvelles
infections du VIH ont diminué de 48 % depuis 2000. 67 % des nouvelles infections du VIH
parmi les jeunes gens touchent les jeunes femmes et les filles &gées de 15 a 24 ans.
Au Mali, les résultats de la derniere étude de séroprévalence de I’infection a VIH réalisée
2012 dans la population générale adulte au cours de I’Enquéte Démographique et de Santé
(EDS M-V) ont montré une baisse du taux de prévalence du sida de 1,3% a 1,1% faisant du
Mali un pays a faible prévalence. En générale les femmes sont plus touchées que les hommes
(respectivement 1,3% et 0,8%). Le pic de séroprévalence se situe, aussi bien chez les femmes
que chez les hommes, dans la tranche d’age 30-34 ans (2,2%), témoignage d’une épidémie

bien installée (3).
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Figure 8: Répartition géographique des Personnes vivant avec le VIH dans le monde (55).

111.11.  TRAITEMENT ANTIRETROVIRAL
L’objectif du traitement antirétroviral (ARV) est de diminuer et de maintenir une charge
virale indétectable, afin de restaurer les défenses immunitaires, d’allonger 1’espérance de vie,
de diminuer le risque de comorbidités associées au VIH, et donc d’améliorer la qualité de vie
des patients, et de réduire le risque de transmission.
Ce traitement repose sur ’utilisation d’inhibiteurs qui ciblent différentes étapes du cycle viral.
Le premier traitement ARV disponible fut la monothérapie a base d’AZT (3’-azidothymidine)
en 1985 (56). En 1996 arrive le concept de trithérapie, avec 1’arrivée de nouvelles molécules
ARV telles que les inhibiteurs de Protéase, montrant une réduction significative de la
mortalité liée au SIDA.
La thérapie anti-VIH actuelle tourne autour d’une combinaison de molécules HAARTI
(Highly Active Antiretroviral Therapy) dont la composition standard est aux moins (02) ou
(03) inhibiteurs dirigés contre la RT auxquels peuvent s’ajouter un inhibiteur de la protéase ou
de I’intégrase adaptés au génotype de résistance du virus. L’observance thérapeutique est

primordiale pour une bonne activité du traitement. Ce traitement doit étre maintenu a vie.
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11.11.1. Les différentes classes thérapeutiques
Plus d’une vingtaine de molécules ARV sont disponibles de nos jours repartis en 6 classes

thérapeutiques.

I11.11.1.1. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse
- Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques (INTI)
Les INTI Appelés aussi NRTI pour nucléoside reverse transcriptase inhibitor, ou en raccourci,
NUC comme « nucléosidiques » correspondent a la premiére classe d’ARV développés. Ils
sont actifs sur le VIH-1 et le VIH-2. Ce sont des analogues de bases nucléiques, des pro-
médicaments qui doivent étre phosphorylés dans le milieu intracellulaire pour étre actifs. Ils
pourront ensuite entrer en compétition avec les substrats naturels de la transcriptase inverse,

afin d’inhiber I’action de cette derniére.

En résumé, ils bloquent la synthése de I’ADN proviral (57). L’utilisation des premiéres
molécules est restée limitée en raison des nombreux effets indésirables : La zidovudine (ZDV
ou AZT) (analogue de la thymidine) associe une toxicité médullaire (neutropénies, anémies)
et des myopathies. La Stavudine (d4T) analogue de la thymidine, et la didanosine (ddl)
provoquent des neuropathies périphériques et des pancréatites. Dans certains cas, les effets
indésirables peuvent étre létaux soit par stéatose hépatique, soit par acidose lactique. Des rares
cas de mitochondriopathies séveres ont été observés chez les enfants exposés aux

antirétroviraux pendant la grossesse (58).

Les autres INTI sont I’ Abacavir (ABC), le Ténofovir (TDF), la Lamivudine (3TC)

(Analogue de la cytidine) et I’Emtricitabine (FTC). lls présentent beaucoup moins d’effets
indésirables.

Ces médicaments sont éliminés par voie rénale. Ils requiérent un dosage régulier pour adapter

le traitement & la fonction rénale. Ils ne sont pas administrés en monothérapie.

111.11.1.2. Les inhibiteurs non-nucléosidiques ou non-nucléotidiques (INNTI)
La différence entre les INNTI et les INTI, c’est que les INNTI ne nécessitent pas de
phosphorylation intracellulaire pour exercer leur action antivirale. Ce sont des inhibiteurs non
compétitifs de la transcriptase inverse. Ces inhibiteurs entrainent un changement

conformationnelle qui perturbe le site catalytique de I’enzyme (59).

19
GOITA Dorcas Gnékoun DAO These de Pharmacie



Evaluation de la résistance primaire du VIH-1 aux inhibiteurs d’Intégrase

Leur pharmacocinétique est caractérisée par un métabolisme important du cytochrome p450.
Ce sont des inducteurs enzymatiques avec une élimination rénale.

La sélection de mutants résistants est importante avec cette classe d’ARV, ils ne sont pas
actifs sur le VIH-1 de groupe O et sur le VIH-2.

Parmi les effets secondaires, on peut noter des éruptions cutanéomuqueuses, des atteintes
hépatiques et certains troubles neurologiques.

Les molécules de cette classe sont la Nevirapine (NVP), I’Efavirenz (EFV), I’Etravirine
(ETR), la Rilpivirine (RPV) et la Doravirine.

111.11.1.3. Les inhibiteurs de la protéase (IP)
Les IP ont une action tardive sur le cycle de réplication du VIH-1. Les inhibiteurs se lient a la
protéase pour occuper plus d’espace dans la poche catalytique que les substrats naturels
entrainant ainsi une production de particules virales immatures et non infectieuses. Ils peuvent
agir sur le VIH-1 ou le VIH-2 suivant le type de molécules. Métabolisés par le cytochrome
P450, les IP font I’objet d’interactions avec d’autres médicaments utilisant les mémes voies
métaboliques nécessitant des ajustements de doses ou une contre-indication de certains de ces
autres médicaments.
Ils sont a l’origine de la trithérapie (2 INTI et 1 IP) et ont permis de modifier
considérablement le pronostic de la maladie. Les résistances aux IP s’observent
principalement lors de I’arrét et a la reprise d’un traitement.
Les principaux effets indésirables répertoriés sont des lithiases urinaires, des troubles
digestifs, des éruptions cutanées. L’utilisation des IP est également associée, a des degrés
divers a une redistribution des graisses, a des troubles de la glycorégulation et a des
hyperlipidémies (60).
Les principales molécules sont: Indinavir (IDV), Ritonavir (RTV), Saquinavir (SQV),
Nelfinavir (NFV), Fosamprénavir (FPV), Lopinavir (LPV), Tipranavir (TPV), Atazanavir
(ATV) et Darunavir (DRV).
Le Ritonavir (RTV) est souvent associé a une autre molécule anti-protéase. 1l sert de booster.

111.11.1.4. Les Inhibiteurs de fusion
Les inhibiteurs de fusion bloquent la derniére étape du processus d'entrée virale en trois étapes
consistant en la fixation, la liaison aux corécepteurs et la fusion, empéchant ainsi I'entrée de la

capside virale dans la cellule hote.
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La molécule de référence est I’Enfuvirtide, encore appelée T-20, ¢’est un peptide mimétique
d’une région essentielle de la glycoprotéine de I’enveloppe virale gp41 qui fonctionne en
bloguant les réarrangements structurels de la gp4l a une conformation de pré-fusion
transitoire afin d’inhiber la fusion des bicouches lipidiques (61,62).

Le peptide Enfuvirtide (T20) est le seul inhibiteur de fusion virale utilisé en association pour
I'infection par le VIH-1, mais il a une activite antivirale relativement faible et induit
facilement une résistance aux médicaments. Des études récentes ont pu mettre au point un
inhibiteur de lipopeptide a base de T20 qui manque de séquence de liaison de poche et cible
un site différent. Ce nouveau lipopeptide, appelé LP-40, a été créé en remplacant le TRM
(tryptophane C-terminal) par un groupe d'acide gras. LP-40 a montré une affinité de liaison
nettement améliorée pour le site cible et une activité inhibitrice considérablement accrue sur

la fusion, I'entrée et l'infection de la membrane du VIH-1.

111.11.1.5. Les Inhibiteurs d’entrée
Les inhibiteurs d’entrée sont des molécules qui agissent de fagon extracellulaire. Par
conséquent ils n’ont pas besoin de traverser la membrane cellulaire et moins d’activation
intracellulaire.
Ces inhibiteurs bloquent I’interaction entre la glycoprotéine virale gp120 et son corécepteur
CCR5 ou CXCR4.
Parmi ces molécules nous trouvons le Maraviroc (MVC) antagoniste CCR5. Il inhibe de fagon
non compétitive le corécepteur CCR5 en se fixant sur la partie transmembranaire du
corécepteur induisant ainsi une modification des domaines extracellulaires du corécepteur qui
empéche la fixation de la gp120.
L’utilisation préalable de ces médicaments nécessite de connaitre le tropisme du virus. Il ne
sera possible de traiter que les patients ayant un virus avec un tropisme CCR5. En effet apres
la fixation du VIH sur le récepteur CD4+, des interactions ont lieu entre le virus et les
corécepteurs protéiques, faisant partie de la famille des chimiokines, en particulier le CCR5
et le CXCR4 (63).
L’utilisation préférentielle de I'un ou I’autre des corécepteurs définit le tropisme CCRS (RS)
ou CXCR4 (X4).
L’association de ces molécules aux autres ARV a permis d’améliorer la réponse

antirétrovirale chez les patients en echec thérapeutique.
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111.11.1.6. Les Inhibiteurs de I’intégrase
L’intégrase est une enzyme nécessaire a la catalyse de 1’étape d’insertion et de transfert de
I’ADN viral dans le génome de la cellule hote. Cette étape d’intégration est fondamentale
pour le maintien et la stabilité du génome viral, ainsi que pour une expression optimale des
genes viraux. Ainsi les inhibiteurs de I’intégrase empéchent I’insertion du matériel génétique

du virus dans les cellules hotes par inhibition de I’enzyme intégrase.

Depuis leur premiére approbation pour une utilisation clinique en 2007, les inhibiteurs de
transfert de brin d'intégrase (INSTI) pour le traitement du VIH-1, ont démontré une
supériorité remarquable par rapport aux autres classes de médicaments en termes de sécurité

et de tolérabilité, de clairance virale rapide et de puissance elevée.

Trois médicaments ont été approuvés: le Raltégravir (RAL), I'Elvitégravir (EVG) et le
Dolutégravir (DTG) avec le Cabotégravir (CAB) et le Bictégravir (BIC) en derniéres étapes

de I'évaluation clinique.

Le RAL, ’EVG et le DTG ont montré une efficacité a long terme, avec peu d’effets
indésirables.

Les inhibiteurs de I’intégrase sont actifs sur les virus résistants aux inhibiteurs nucléosidiques
de la transcriptase inverse (INTI), aux inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase

inverse (INNTI), aux inhibiteurs de la protéase (IP) et aux inhibiteurs d’entrée.
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111.11.2. Recommandation pour traiter

Les recommandations de I’OMS stipulent d’initier le TAR dés que possible a toute personne
infectée par le VIH dont le diagnostic est confirmé, sans aucune restriction quant au nombre
de LT CD4" (65).

I11.12.  Schémas thérapeutique
Le schéma thérapeutique préconisée par ’OMS en premicre intention est 1’utilisation de (02)
INTI+ (01) INNTI ou (02) INTI+ (01) IP/r (/r = boosté par le Ritonavir) avec 1’usage de
molécules moins toxiques, bien toléré et disponible en combinaisons thérapeutiques de dose
fixe, optimisant 1’observance.
Au Mali, les régimes préférentiels en premiére intention ou schéma de 1%¢ ligne et en

deuxiéme intention ou de 2°™ ligne chez I’adulte et 1’adolescent sont les suivants(4) :
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Schémas de 1°™ ligne : associe (02) INTI + (01) INNTI, combinaison préférentielle pour la
premiére ligne
Ténofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)
Les régimes alternatifs suivants sont possibles
- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + Nevirapine (NVP)
- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)
- Ténofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) ou Emtricitabine (FTC) + Nevirapine (NVP)
- Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV).

Schémas de 2°™ ligne :

Il est indiqué chez un patient en échec thérapeutique prouvé.

En cas d’échec pour cause d’inobservance, il faudra reprendre 1’éducation thérapeutique du
patient et renforcer 1’observance avant d’envisager toute nouvelle ligne thérapeutique.

Le schéma de 2™ ligne doit inclure au moins (02) nouvelles molécules dont I'une issue d’une
famille différente des familles utilisées en premiere ligne. La Lamivudine (3TC) doit étre
toujours maintenue en 2°™ ligne car elle alourdit le virus qui se réplique moins.

Le schéma préférentiel de deuxiéme ligne recommandée est le suivant :

Deux (02) INTI + Un (01) IP boosté par le Ritonavir.

Les IP préférentiels sont : Lopinavir/r (LPV/r) et Atazanavir (ATV/r).

Schémas de 3°™ ligne

Les patients en échec virologique de 2°™ ligne doivent étre gérés en fonction du résultat du
test de génotype de résistance.

Suivi de la réponse au traitement et diagnostique d’un échec thérapeutique

La mesure de la charge virale est la méthode de suivi privilégiée pour faire le diagnostic de

I’échec du TAR et pour confirmer ce type d’échec.

Si la mesure de la charge virale n’est pas disponible en routine, le diagnostic de 1’échec

thérapeutique doit étre fait par un suivi du nombre de LT CD4" et un suivi clinique.

111.13. ECHEC THERAPEUTIQUE
La documentation d’un échec thérapeutique est basée sur des criteres cliniques,

immunologiques et virologiques.
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% Echec clinique
L’échec clinique se caractérise par la survenue de manifestations cliniques. Ces
manifestations peuvent étre des symptdémes liés a I’infection par le VIH-1, une nouvelle
infection opportuniste ou la rechute d’une infection préexistante causant une
immunodépression sévere apres 6 mois de traitement bien conduit.

% Echec Immunologique
L’échec immunologique se définit par un taux de lymphocytes T CD4" < 250 Cellules/mm3
suivant un échec clinique ou persistance d’une numération de LT CD4" < 100 Cellules/mm3
malgré un traitement efficace depuis au moins 6 mois en I’absence de survenue d’une
infection concomitante pouvant expliquer cette baisse.
Cette situation se rencontre le plus souvent chez les patients ayant initialement un taux de LT
CD4" pré-thérapeutique bas, un age plus élevé. Cet échec peut s’accompagner d’un succes
(charge virale indétectable) ou d’un échec virologique.

% Echec Virologique
L’échec virologique est la situation la plus fréquente, qui se caractérise par une réplication
virale persistante malgré le traitement antirétroviral ¢’est-a-dire une charge virale juste au-
dessus du seuil de détection des machines utilisées. Selon I’OMS 1’échec virologique se
définie comme une charge virale supérieure ou égale a 1000 copies sur la base de 2 mesures
consécutives de la charges virales effectuées a 3 mois d’intervalle, avec un soutien a
I’observance du traitement a I’issue du premier test virologique, aprés 6 mois de traitements

bien conduit.

111.14. La résistance du VIH-1 aux antirétroviraux

L’efficacité du traitement ARV dépend de I'émergence de résistances aux différentes
molécules antivirales.

Cette résistance est liée a la sélection de quasi-especes virales comportant des mutations dans
les génes de la transcriptase inverse, de la protéase, de la gp4l ou de I’intégrase, lorsque la
réplication virale persiste en présence d’antirétroviraux.

La sélection de mutations de résistance dépend de facteurs pharmacologiques (concentrations
plasmatiques suboptimales d’antirétroviral consécutives a des difficultés d’observance ou a
des interactions médicamenteuses), de la puissance du traitement antiviral et de la « barriére
génetique » du virus vis-a-vis des différents antirétroviraux, c’est-a-dire du nombre de

mutations virales qui permet au virus d’étre résistant.
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De ce fait les résistances peuvent s’acquérir au cours d’un traitement prolongé ou se

transmettre de novo par une souche déja mutée lors de la contamination.

+ Résistance liée a la pharmacologie :
Les analogues nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI)
Deux mécanismes différents sont impliqués dans la résistance aux inhibiteurs nucléosidiques
et nucléotidiques :

v' L’excision de ’analogue nucléosidique déja incorporé est conférée par les mutations
appelées TAM (thymidine analog mutations). Ces mutations favorisent 1’accés de
I’ATP au site de polymérisation qui réagit avec I’analogue nucléosidique en le
détachant de la chaine d’ADN viral en formation. Ce sont des mutations sé¢lectionnées
séquentiellement par les analogues de la thymidine, zidovudine et Stavudine et
comprennent : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E. Les TAM sont
responsables d’une résistance a I’ensemble des INTI, sauf a la Lamivudine, et cela a
des niveaux divers. Cette résistance croisée est variable en fonction du nombre de
TAM et de 'INTIL

v' La diminution d’incorporation des nucléosides ou nucléotides artificiels au profit de
nucléotides naturels est observée avec certaines mutations. Dans cette classe
d’antirétroviraux la barriére génétique du VIH est variable selon les molécules et, en
particulier, basse pour la Lamivudine (3TC) et I’Emtricitabine (FTC). La mutation
M184V est sélectionnée par la 3TC et la FTC. Les mutations K65R/N/E sont
sélectionnées par le Ténofovir disopropyl fumarate (TDF), 1’ Abacavir et la didanosine.
La mutation L74V est sélectionnée par 1’ Abacavir et la didanosine.

Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) :

Ces molécules bloquent la transcriptase inverse (TI) en se fixant au niveau d’une poche
hydrophobique étroite et proche du site actif de ’enzyme. Une seule mutation a ce niveau
peut entrainer une résistance de haut niveau a I’'INNTI avec une résistance croisée entre
I’Efavirenz, la Nevirapine et la Rilpivirine (K103N pour Efavirenz et Nevirapine, Y181C et
E138K pour les trois). Ce sont typiquement des molécules dont la « barriére génétique » est

basse puisqu’une seule mutation leur confére une résistance élevée.
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Les inhibiteurs de protease IP :

La résistance aux IP est liée a des mutations situées, d’une part, au niveau du site actif de
I’enzyme et, d’autre part, a distance de celui-ci. Les mutations des sites actifs sont dites
majeures (primaires) ; elles empéchent la fixation de I’IP au niveau du site actif.

Les autres mutations sont dites mineures (secondaires), elles augmentent le niveau de
résistance et compensent la perte de capacité réplicative liée aux mutations primaires.
Certaines de ces mutations primaires sont spécifiques d’un IP ; c’est le cas de la mutation
I50L sélectionnée par 1’Atazanavir chez des patients naifs, qui, in vitro, n’entraine pas de
résistance croisée avec les autres IP. Peuvent étre polymorphiques c’est-a-dire leur
prévalence varie en fonction des sous-types de VIH.

Il existe d’autre possibilité de résistance aux IP induit par des mutations au niveau du gene
gag (les sites de clivage). Ces mutations dans le gene gag, lorsqu’elles surviennent chez des
virus porteurs de mutations dans le géne de la protéase, sont associées a une restauration

partielle de la capacité réplicative de ces virus mutés.

Les inhibiteurs de fusion :

La résistance a I’Enfuvirtide, inhibiteur de fusion, est associée a des changements des acides
aminés 36 a 45 du domaine HR-1 de la gp41.

Ces mutations suffisent parfois a engendrer un niveau élevé de résistance traduisant ainsi la
faible barriére génétique du T20 et la nécessité de 1’associer a d’autres molécules pleinement

actives pour éviter un échec virologique rapide.

Les antagonistes du CCR5 :
En cas de tropisme R5, le mécanisme de résistance peut suivre 2 voies :
v/ Avec maintien du tropisme CCR5
La souche reste RS mais s’adapte a la présence de I’antagoniste. Des mutations surviennent
alors au niveau de la région V3 de la gp120.
v Avec changement de tropisme
La souche infectante devient R4 soit par évolution de la souche R5 initiale (switch), soit par

émergence d’une population minoritaire X4 préexistante

Les inhibiteurs de I’intégrase :

Les inhibiteurs de I’intégrase (INI) agissent sur 1’activité de transfert de brin dans le noyau.
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La résistance aux inhibiteurs d’intégrase est due a la sélection et a 1’émergence, sous
traitement, de variantes virales initialement minoritaires, portant des mutations de résistance.
Cependant beaucoup de ces mutations sont considérées comme des polymorphismes.

Les voies de mutations primaires identifiées impliquent principalement des substitutions
d’acides aminés a T66, E92 (Elvitégravir), Y143 (Raltégravir et Elvitégravir), Q148, N155 et
R263 (Elvitégravir, Raltégravir et Dolutégravir) (66,67)

En plus de ceux-ci, certaines mutations polymorphiques jouent un réle important dans le

sauvetage viral fitness et / ou augmenter le niveau de résistance.

Des études biochimiques ont montré une influence dépendante du sous-type des
polymorphismes naturels sur I'occurrence et l'activité de résistance d’un INI. Par exemple, les
virus de sous-type B ont un codt de conditionnement physique plus élevé associé a G118R,
une voie de résistance récemment proposée, comparée aux sous-types C et CRF_02 AG (68).
Par conséquent, G118R a rarement été observé chez les virus de sous-type B. Cependant il a
été montré que G118R pourrait étre une voie alternative pour la résistance au dolutégravir
chez les virus non-sous-types B, alors que R263K est la voie privilégiée pour le sous-type B.
L'apparition de G118R est encore affectée par un rare polymorphisme naturel au codon 118
(GGG ou GGA) qui a une faible barriére génétique, facilitant la transition de la glycine en

arginine (AGG ou AGA\) par une seule mutation ponctuelle.

De ce fait la prévalence de la mutation G118R peut également différer par sous-type. De plus,
I’impact d'autres mutations polymorphes dans l'augmentation de la résistance et le sauvetage

de la forme virale des mutants G118R est également montré sous-type dépendant.

Pris ensemble, ces résultats indiquent que des différences mineures dans les polymorphismes
entre les sous-types peut influencer I'émergence de variantes de virus résistant, renforcer la

résistance ou méme conduire au développement de nouvelles voies d’accés a la résistance.
+ Résistance liée au virus :

La diversité génétique du virus peut avoir des conséquences sur les voies génétiques utilisées
par le virus pour acquérir une résistance aux antirétroviraux.

Le VIH-1 groupe O est naturellement résistant aux INNTI, en raison de la grande fréquence
de la mutation 181C.
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Le VIH-1 sous type non B présente un polymorphisme naturel sur le géne codant la protéase.
Ainsi on observe des substitutions au niveau des codons impliqués dans la résistance aux
antirétroviraux actifs sur le virus de sous type B.

De plus, de nombreuses études montrent que les substitutions correspondantes aux mutations
mineures de résistance aux IP sont différentes selon les sous types non B du VIH-1 et
différentes de celle du sous type B.

Le VIH-2 est naturellement résistant aux INNTI.

+ Facteurs de résistance liés aux personnes infectées :

L’observance du traitement antirétroviral est un facteur important pour la réussite du
traitement chez une personne infectée. Lorsqu’elle est insuffisante, cela constitue un facteur
prédictif de I’échec virologique, de 1’émergence d’une résistance du VIH aux ARV, de la
progression de la maladie et du déces.

D’autres facteurs ont été associés a une mauvaise observance. Il s’agit de la dépression non-
traitée, la toxicomanie, 1’ignorance de la maladie et de I’importance de la prise du traitement,
de la quantité de comprimés a prendre. Il est donc crucial que les ARV soient disponibles
continuellement et que 1’observance soit soigneusement controlée chez les patients infectés

pour favoriser leur meilleure prise en charge et par conséquent leur bien-étre.

11.15.  Méthodes d’identification des mutations de résistances aux ARV :
Il existe 2 types de tests pour évaluer les résistances aux ARV: les tests phénotypiques, et les
tests génotypiques.

A. Tests phénotypiques :

Les tests phénotypiques mesurent in vitro (en culture cellulaire) les concentrations de la
drogue inhibant 50% ou 90% de la réplication virale (CI50, et CI90). Ces tests utilisent des
virus recombinants, incluant la protéase et/ou la transcriptase inverse du patient.

Ce sont des techniques qui nécessitent des structures automatisees, trés colteux. En pratique
clinique, ils n’ont pas d’avantage sur le génotype ; ils sont plus utilisés pour le developpement

de nouvelle drogue et dans le cadre de protocoles de recherche.
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B. Tests genotypiques :
Les tests génotypiques reposent sur une amplification et un séquengage des génes d’intérét du
VIH-1 la transcriptase inverse, la protéase, I’intégrase, la boucle V3 ou la gp41 et la gp120
par RT-PCR. Il existe des tests commercialisés et de nombreux protocoles « maisons » basés
sur les recommandations de 1’Agence Nationale de Recherche contre le Sida (ANRS).
Ces tests ont des codts relativement modéré ; ils nécessitent un algorithme d’interprétation.
Les différents algorithmes utilisés sont :

- Groupe ANRS AC11 Résistance : hivfrenchresitance.org

- Stanford HIV Data base, Rega Institute

- Virtual Phenotype
Dans un cas comme dans ’autre, la réalisation et 1’interprétation du test nécessite une CV
>1000 copies/ml dans le plasma. Ces tests ne détectent que les mutations majoritaires (> 20—

30% des variantes).
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METHODOLOGIE

V.1 Cadre et lieu d’étude
Cette étude s’est déroulée au centre de recherche et de formation sur le VIH/SIDA et la
tuberculose « SEREFO ». Situé dans I’enceinte de la Facult¢é de Médecine, d’Odonto
Stomatologie (FMOS) et la Facult¢ de Pharmacie (FAPH) de 1I’Université des Sciences, des
Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) au Mali, SEREFO est un centre de
recherche issue de la collaboration entre la FMOS-FAPH et les Instituts Nationaux de la santé
des Etats-Unis d’Amérique (NIH-NIAID) pour une meilleure formation des chercheurs et la
recherche sur le VIH et la tuberculose.
Infrastructures et équipements
Le SEREFO est doté d’un volet laboratoire composé de 3 principaux laboratoires et d’un
volet clinique s’appuyant sur les services de pneumologie et de maladies infectieuses du
centre hospitalier universitaire du Point « G ».
Volet laboratoire

+ Le laboratoire d’Immunologie
Ce laboratoire dispose des équipements modernes pour mesurer les taux de CD4, et les
parameétres hématologiques.
En plus de ceux-ci, les cytophotométres de flux sophistiqués permettent d’initier des tests
immunologiques complexes.
Le laboratoire d’Immunologie est un laboratoire de derniere génération qui soutient des
études complexes visant a mieux comprendre le systtme immunitaire de I’homme et la
pathogénie de la maladie.

+ Le Laboratoire de Tuberculose
L’activité de ce laboratoire est axée sur 1’isolement, 1’identification et la description des
variantes de souches de mycobactéries, I’étude de la réponse immunitaire des patients infectés
par le VIH et la tuberculose. Il dispose également d’un espace de haute sécurit¢ nommé BSL-
3 (BioSafety level-3) ou laboratoire de niveau P3, dans lequel est pratiqué principalement la
culture des mycobactéries. En 2006, le BSL3 a regu la certification de I’OMS, représentant le
premier laboratoire BSL3 certifié au Mali.
En plus du BSL3, nous disposons d’un laboratoire de biologie moléculaire doté de plusieurs

appareils de PCR permettant de faire le génotypage des mycobactéries grace au Spolygotypage.
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+ Le Laboratoire d’épidémiologie moléculaire et de résistance du VIH

La charge virale et le test genotypique de resistance du VIH aux ARV sont effectués par
I’unité d’épidémiologie moléculaire et de résistance du VIH aux ARV,
Ce laboratoire est divisé en deux :
Une partie se trouve au sein du SEREFO, réservée pour le séquencage ;
Un autre laboratoire réservé pour la charge virale se trouve dans un autre batiment au sein de
la cours de la Faculté. Ce laboratoire est subdivisé en trois zones (sallel, 2 et 3) :

v’ Salle 1 dédiée aux procédures d’extraction des acides nucléiques et a I’ajout des acides

nucléiques purifiés au master mix (préparé dans la salle 2).

v" Salle 2 réservé pour la phase d’activation et d’amplification du VIH-1.

v’ Salle 3 réservé a I’appareil (ABBOOT m2000) pour la quantification du virus.
Volet clinique
Il s’occupe du recrutement et du suivi des patients sur le plan clinique au niveau d’espaces
aménagés dans les hopitaux, au CESAC (Centre d’Ecoute de Soins d’Animation et de
Conseil) et dans les centres de référence des communes du district de Bamako.
Le recrutement de nos patients a été effectué au niveau du CESAC. Ce centre a été créé en
1996 dans ’optique de la prise en charge des personnes vivant avec le VIH. Géré par
ARCAD-SIDA, il est actuellement une référence en matiére de lutte contre le VIH-SIDA.

V.2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude descriptive rétrospective incluant des patients infectés par le VIH-1 et

naifs de traitement antirétroviral entre Juin et Novembre 2013.

1V.3. Echantillon

a) Population d’étude
L’étude a concerné 150 échantillons séquences de patients seropositifs naifs de tout traitement
ARV parmi lesquelles 77 séquences de VIH-1 venaient de patient du CESAC du Mali et 73

séquences de VIH-1 venaient de patient de I’hdpital de la Pitié-Salpétriere de Paris.
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b) Critéres d’inclusion
Nous avons inclus dans notre étude les patients :
- Infectés par le VIH-1 ;
- Nouvellement diagnostiqués et naifs de tout traitement ARV ;

- Consentant a participer a I’étude.

c) Critéres de non inclusion

N’ont pas été inclus dans notre étude les patients :

- Infectés par le VIH-2 ;
- Co-infectés par le VIH-1 et VIH-2 ;

- N’ayant pas consenti a participer a 1’étude.

V.4 Méthode utilisée
La technique de PANRS
Il s’agissait d’une technique maison préparant les réactifs nécessaires a 1’isolement de I’ARN
viral du plasma, a la RT-PCR, a la PCR nichée et a la réaction de séquence.

Deux protocoles ont été utilisés pour la réalisation cette technique :
Protocole 1
Procédures d’Extraction de ’ARN

1. Préparation des réactifs
a) Le mélange d’ARN carrier-tampon AVE au tampon AVL

Ajouter 310 pl de tampon AVE au tube contenant 310 ug d’ARN carrier lyophilisé pour
obtenir une solution de 1 pg/pl. Dissoudre complétement I’ARN carrier, le diviser en
aliquotes et le stocker a -20°C. Ne pas congeler et décongeler les aliquotes d’ARN carrier-
tampon AVE plus de trois fois.

Incuber le tampon AVL a 80°C pour dissoudre les cristaux s’il y en a éventuellement.
Calculer le volume de tampon AVL et le volume d’ARN carrier-tampon AVE requise en
fonction du nombre d’échantillons a traiter avec les formules suivantes :

n =nombre d’échantillons a traiter ;

n 0,56 mL =y mL Y (ml) = volume de tampon AVL a utiliser ;

vmL <10 pL/'mL. =z pL
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Z (ul)  =volume d’ARN carrier-tampon AVE a ajouter au tampon
AVL

b) Reconstitution du tampon AW1

Ajouter 125 ml d’éthanol (96-100%) a 95 ml d’awl concentré pour un volume final de 220
ml. Le mélange est stable pendant une année a température ambiante ou jusqu'a la date

d’expiration du kit.
¢) Reconstitution du tampon AW?2

Ajouter 160 ml d’éthanol (96-100%) a 66 ml d’aw2 concentré pour un volume final de 226
ml. Le mélange est stable pendant une année a température ambiante ou jusqu'a la date

d’expiration du kit.

2. Concentration de L’ARN

e Sortir tous les réactifs et les laisser 1 heure a la température du laboratoire pour
décongélation ;

e Mettre la centrifugeuse en marche et la régler a 5°C pendant 20mn avant la
centrifugation ;

e Mettre 1000ul (1mL) de plasma dans un tube eppendorf a fond conique de 1,5 ml bien
identifié ;

e Centrifuger & 14000tr/mn pendant Llheure & 4°C.

3. Procédure d’extraction de ’ARN

» Conserver 140 uL de culot (rejeter 860 pL de surnageant) dans le tube de 1,5 ml pour
le VIH-1.

» Ajouter 560 pL de tampon AVL-RNA carrier-tampon AVE et mélanger par impulsion-
vortex 15 secondes;

* Incuber a la température du laboratoire (15-25°C) pendant 10 minutes pour assurer la
lyse compléte des particules virales;

» Faire une bréeve centrifugation (8000 tours/minute pendant 1 minute a 20°C) pour

enlever des gouttes a I'intérieur du couvercle;
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« Ajouter 560 pL d’éthanol (96-100%) au lysat et mélanger par impulsion-vortex 15
secondes pour précipiter I’acide nucléique (ARN rétroviral). Aprés mélange, faire une
breve centrifugation (8000 tours/minute pendant 1 minute a 20°C) pour enlever des
gouttes a l'intérieur du couvercle ;

+ Bien identifier la colonne a filtre et la mettre dans un tube collecteur. Mettre 630 ul du
précipité directement sur le filtre (sans toucher le filtre) et centrifuger a 8000
tours/minute pendant 1 minute a 20°C pour permettre la capture de I’ARN rétroviral
sur les filtres ;

« Transférer la colonne a filtre sur un autre tube collecteur et ajouter le reste du précipité
directement sur le filtre de la colonne a filtre (sans toucher le filtre) et centrifuger a
nouveau a 8000 tours/minute pendant 1 minute a 20°C pour optimiser la capture de
I’ ARN rétroviral sur les filtres ;

« Transférer la colonne a filtre sur un autre tube collecteur et ajouter 500 pl d’AW1
(mélangé par impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger a 8000 tours/minute
pendant 1 minute & 20°C pour le 1*" lavage ;

« Transférer la colonne a filtre sur un autre tube collecteur et ajouter 500 ul d’AW2
(mélangé par impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger a 14000 tours/minute
pendant 3 minutes & 20°C pour le 2°™ lavage ;

 Transférer la colonne a filtre sur un autre tube collecteur et centrifuger a vide a 14000
tours/minute pendant 1 minute a 20°C pour éliminer les traces de tampon AW2;

» Transférer la colonne a filtre sur un tube eppendorf stérile de 1,5 ml bien identifié et
ajouter 60 pl de tampon AVE puis incuber 1 minute a la température ambiante ;

 Centrifuger a 8000 tours/minute pendant 1 minute a 20°C ;

« Jeter la colonne a filtre et boucher le tube stérile contenant les ARNs élués. conserver
1’éluat a -80°C.

PROTOCOLE 2:

Concerne I’amplification de I’ARN extrait
1. RECONSTITUTION DES OLIGONUCLEOTIDES (AMORCES)
Les amorces sont fournies dans des tubes sous forme lyophilisée.

v’ Faire des aliquotes a 100 um en se servant de la fiche technique des oligonucléotides

pour connaitre le volume d’eau a ajouter.
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v' Faire ensuite des aliquotes de 6 pl de la solution a 100 pm qui serviront ultérieurement

pour les PCR

2. AMPLIFICATION PAR PCR
A. RT/PCR:

Les amorces externes sont utilisées :

Tableau | : Les différentes amorces utilisées pour la RT-PCR et la PCR nichée

Geéne Couple d’Amorce Sens Nom de ’Amorce
Intégrase Externe Sens INPS1
Anti-sens INPR8
Interne Sens INPS2
Anti-sens INPR9

10uL d’ARN précédemment extrait sont ajoutés au mix réactionnel constitué comme suit :

Tableau Il : Composition du mix réactionnel pour un échantillon pour la RT-PCR

RNAse free water 24,30 pl

5XQiagen OneStep RT-PCR buffer 10,00 pl

dNTP mix (10mm de chaque dNTP) 2,00 pl
Amorce sens (S0pmol/pL) 0,60 pl
Amorce anti-sens (50pmol/pl) 0,60 ul
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 2,00 pl
RNase inhibitor APPLIED 20 u/pl 0,50 pl

Volume final 40 pl

Le Thermocycleur est programmé comme suite:
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Tableau Il : Programme du thermocycleur pour la RT-PCR

Processus Températures Temps Nombre de cycle
Transcription 50°C 30 min 1 cycle
inverse
Activation initiale ~ 95°C 15 min 1 cycle
Dénaturation 94°C 30sec

40 cycles
Hybridation 55°C 30sec
Elongation 72°C 1 min 30sec
Elongation Finale 72°C 10 min 1

B. Nested PCR ou PCR nichée :
Cette deuxiéme PCR est réalisée a partir des amplicons précédemment obtenus. Elle a pour
but d’amplifier la matrice.
Les amorces internes sont utilisées.
9ul de produit de RT-PCR sont ajoutés au 41l de mix réactionnel utilisant le « Hot

Start PCR master mix » (Biotech Rabbit) complété des amorces.

Tableau IV : Composition du mix réactionnel pour un échantillon pour la PCR nichée

RNase free water 15wl
Amorce sens (S0pmol/pl) 0,50 pl
Amorce anti-sens (S0pmol/pl) 0,50 pl

Enzyme Hot Start PCR master mix 25 pl
Volume Final 41 ul

Le programme du thermocycleur est indiqué ci-dessous :
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Tableau V : Programme du thermocycleur pour la PCR nichée

Processus Températures Temps Nombre de Cycles
Activation initiale ~ 94°C 5 min 1

Dénaturation 94°C 30sec

Hybridation 55°C 45sec 40

Extension 72°C 1 min 30sec

Extension Finale 72°C 5 min 1

3. Dépdt et migration des produits de la Nested PCR sur gel d’agarose :

a) Préparation du gel d’agarose : mélanger 150 ml de tampon TBE (pH 8,3) a 1,5 ¢
d’agarose pure et porter le mélange a ébullition dans un four & micro-ondes
pendant 2 minutes pour faire fondre I’agarose. Laisser un peu refroidir dans un
bain marin et ajouter Sul de BET (Bromure d’Ethidium). Couler le gel et laisser
refroidir pendant 20-30 min.

b) Dépot et migration des produits : Apreés solidification du gel, celui-ci est placé
dans une cuve de migration contenant du tampon de migration TBE 0,5x. Dans
chacun des puits, est déposé 18uL de mix contenant le produit d’amplification ou
un témoin de bas poids moléculaire (Smart Ladder) associé a un marqueur coloré
(6x Orange) permettant le maintien de I’ADN dans le puits.

Tableau VI : Préparation du mix pour la migration sur gel

6 x orange DNA 3 puL
Produit de PCR ou Smart 5pL
Ladder

Eau 10 pL

Apres une migration d’environ 45 minutes a 90 volts, le gel est analysé sous UV et

photographié
4. PURIFICATION DE L’ADN AVEC LE KIT QIAGEN

- ldentifier la colonne munie de filtre

- Mettre 250 pl de tampon BP sur le filtre sans le toucher

- Ajouter le reste des amplicons positifs apres 1’¢électrophorése en gel d’agarose et
homogénéiser avec la pipette

- Centrifuger a grande vitesse (13000tr/mn) pendant 1 minute
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- Enlever la colonne et verser le filtrat

- Placer a nouveau la colonne sur le tube collecteur et ajouter 750 pl de solution de
lavage

- Centrifuger a grande vitesse (13000tr/mn) pendant 1 minute

- Enlever la colonne et verser le filtrat

- Placer a nouveau la colonne sur le tube collecteur et centrifuger a grande vitesse
(13000tr/mn) pendant 1minute

- Identifier une série de tubes de 2 ml en vue de recueillir I’¢luat

- Remplacer les tubes collecteurs par les nouveaux tubes de 2 ml identifiés

- Ajouter 60 pl d’eau ppi sur le filtre puis laisser incuber 5 mn

- Centrifuger a grande vitesse (13000tr/mn) pendant 1 minute

- Jeter les colonnes et conserver le géne purifié a -20°C.

5. LAREACTION DE SEQUENCE

* Préparer autant de mix que d’amorces et prévoir 2 échantillons supplémentaires
dans le calcul des quantités de réactif a prendre pour préparer les mix

« Homogénéiser juste avant de distribuer

« Mettre la quantité de mix indiquée (11ul) dans les micro-tubes de la plaque de
séquencage selon la feuille de paillasse

* Ajouter la quantit¢é d’ADN purifiée (1pl) et fermer la plaque avec du papier
autocollant.

Le mix réactionnel est fonction de la quantité estimée d’ADN amplifié. La quantit¢ d’ADN

peut varier de 1 a SpLL nécessitant d’adapter la quantité d’eau de 9 a 13pL.

Les amorces utilisées sont les mémes que pour la PCR nichée.
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Tableau VII : Mix réactionnel BigDye Terminator pour un échantillon pour la réaction de
séquence.
Volume en pL

Mix cycle sequencing big dye 4 ul

Tampon Buffer 2 ul
Amorce (3,2pmol/ pl) Tl
H20 9ul
DNA 5ul
Volume Final 21 pl

Tableau VIII : Programme du thermocycleur pour la réaction de séquence

Processus Temperatures Temps Cycles
Activation initiale ~ 96°C 1 min 1 cycle
Denaturation 96°C 10 sec

Hybridation 50°C 5sec 25 Cycles
Extension 60°C 4 min

Extension Finale 4°C - -

6. PRECIPITATION ETHANOLIQUE

- Enlever la plague du thermocycleur

- Ajouter 16 ul d’eau ppi

- Puis 64 pl d’éthanol 95-100%

- Bien homogénéiser avec une micropipette

- Fermer la plaque avec du papier autocollant

- Incuber a la température du laboratoire pendant 40 minutes a I’abri de la lumiere (peut
étre conservée toute la nuit)

- Centrifuger a 2700 g (rcf) pendant 30 minutes

- Renverser délicatement la plaque sur du papier buvard et tapoter légérement

- Ajouter 150 pl d’éthanol a 70%

- Fermer la plaque avec du papier autocollant

- Centrifuger a 2000 g (rcf) pendant 10 minutes

- Renverser délicatement la plaque sur du papier buvard

40
GOITA Dorcas Gnékoun DAO These de Pharmacie



Evaluation de la résistance primaire du VIH-1 aux inhibiteurs d’Intégrase

- Emballer la plaque dans du papier buvard, puis avec du papier aluminium.

- Centrifuger a 700 g pendant 1 minute pour enlever toute trace de liquide

- Ajouter 20 pl de fornamide dans chaque micro-tube (utiliser les bacs de distribution et
la pipette multicanaux)

- Tapoter Iégerement pour faire descendre toute la solution de fornamide

- Fermer avec un septum

- Agiter vigoureusement

- Conserver la plaque au réfrigérateur

7. ELECTROPHORESE CAPILLAIRE
Le séquencage a été réalisé sur I’automate ABI 3130 (applied biosystems, Courtabceuf,

France), et I’analyse des séquences a été faite grace au logiciel Sequencing analysis.

8. Alignement des séquences
L’alignement des séquences a été effectué a ’aide du logiciel Seq cape v2.7. Ce logiciel
permet de les comparer par rapport a une souche de référence (HXB2), afin de repérer les

éventuelles mutations responsables de résistance aux antirétroviraux.

IV.5. Interprétation des résultats
Les séquences obtenues en nucléotides sont transcrites en acides aminés, et sont comparées a
une séquence de référence d’origine B, et multi-sensible.
Il est nécessaire d’avoir un algorithme d’interprétation.
Les différences observées entre les deux séquences seront répertoriées dans une liste et
dénommées par une appellation universelle : la premiere lettre code pour I’acide aminé (AA)
de la séquence d’origine, suivi de sa position. La deuxieéme lettre code pour I’AA de la
séquence étudiée. Par exemPle L74M : la leucine en position 74 est remplacée par la
méthionine.
Les mutations sont ensuite répertoriées dans un logiciel qui les analyse et qui donne les
différentes résistances aux antirétroviraux.
Cette interprétation peut se faire avec I’algorithme d’interpRétation des Frangais (ANRS) ou
avec celui des Américains (STANDFORD HIVdb). Ces algorithmes sont regulierement mis a
jours. Nous avons utilisés trois algoRiThmes d’interprétation a savoir 1’algoRithme de
I’ANRS, STANFORD et REGA.
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IV.6. ANALYSE DES DONNEES
LeS donnEeS ont été saisles sur Excel Et analySées sur EPi info7
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La varlablE étUdiée étaiT le3 MutationS.

IV.7. ASPECT ETHIQUE
Nous avons respecteé les reglEs éthiqueS De cOnfiDentialité, leS noms et prénOMs Des

patienTs n’onT pas été divulgués.
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V. RESULTATS
Sous-typAge VIH-1

NoUs avons analysé avec trois algoRithmes diffErents
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150 séquenceS de I’enzYme intégrase Du VIH-1, provenant d'indlvidus VIH-1 positiFs
naifs de tout traitement ARV. Parml les 150 séquences 77 provenaient du Mali et 73

provenaient de Paris.

En utilisant I’algorithme de I’ANRS 48,67% des patients (73/150) étaient infectés par le VIH-
1 forme reCombinante CRF02_AG suivis de 48% (72/150) du sous-type B, 2,0 % (3/150)
de sous-type Al, 0,67% (1/150 de sous-type C et 0,67% (1/150) de sous-type D.

CRF02_AG
48,67%

B
48,00%

Figure 10 : Prévalence des différents sous types de VIH-1 identifiés par I’algorithme de

I’ANRS.

Analyse des mutations de résistance

43
GOITA Dorcas Gnékoun DAO Theése de Pharmacie



Evaluation de la résistance primaire du VIH-1 aux inhibiteurs d’Intégrase

Les analyses de pharmaco-résistanCe ont montré qu’aucune mutatiOn de résiStance majeure
aux INI n’était PrésEnte dans cette étuDe. Cependant, des mutatioNs accEssoiRes
polymorphes ou non ont été identifiées selon IEs sous-types VH-1 identifiés.

Les polymorphismes natuRels T124A et T206S étalEnt les plus majoritaires avec
respectivement 61,33% (92/1 ) et 56,67% (85/150 . CEs polymorphismes naturels
étaient plus majoritaires chez les sous-types recombinants CRF02_AG 44,67% et 48% que

chez le sous-type B 14% et 7,33% avec un P < 0,01 chacune.

T124A a ETE également iDentifiée cHez 3 sous-types Al et le sous-type D ; T206S a été

identifié également chez un sous-type Al et chez le sous-type D.

Tableau 1X: Prévalence des deux polymorphismes T124A et T206S eN fOnction des
différents sOus-types VIH-1 identifiés.

Mutations/ T124A T206S
Sous-types

CRF 2_AG 67 (44,67 72 (48%)
Al 3 (2%) 1 (0,67%)

B 21 (14%) 11 (7,33%)

C

D (0,67%) 1( ,67%)
Total 92 (61,33%) 5667%)
P value < 0,01 < 0,01

D’autres mutatlons mineuRes PoLymorpHes ont Eté identifiées par-i lesquelles S 19P
était majoritAirement présente a 10,66% (16/1 0O patients), suivis de S230N 4,66% (7/150
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patients) ; K156N 4% (6/150), S119T 4% (6/150), L74M 3,33% (5/150), E157Q 3,33%
(5/150), S119G 2% (3/ 50), G1 3E 2% (3/150), D232E 2% (3/150); T97A 1,33%
(2/1 0), G16 Q A 1,33% ( /15 ), V260l 1,33% (2/150), V165l 1,33% (2/150), V151l
0,66% (1/150), G163N 0,66% (1/150), A49P 0,66% (1/150).

Prévalence des mutations mineures
(o] (=] =Y [sn] o

Différentes mutations mineures détectées

Figure 11 : Prévalence des différentes mutations mineures identifiées.
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Certaines mutations mineures ont été trouvées, principalement liées a des sous-types B ou

non-B spécifiques.

L74 M, E157Q, S119T, T97A etaient significativement plus fréquentes dans le sous-type
CRF02_AG. Alors que S230N, K156N, V1511, étaient corrélées avec le sous type B.

llllllllj

L74M E157Q S119T T97A V165l V2601 S230N K156N V151l

Prévalence des mutations
VY] = 0] (9]

M

[

Différentes mutation mineures

ECRF02 AG ®ESous type B

Figure 12 : Prévalence des mutations mineures en fonction des sous-types de VIH-1

identifiés.

Aucune mutation accessoire n’a été identifiée chez les sous-types C et D.

Dans notre étude, seules les mutations E157Q, T97A et L74M étaient associées a une

sensibilité réduite des inhibiteurs de I’intégrase.

Selon les algorithmes ANRS, Stanford et Rega, la mutation T97A a été identifiée a 2,74% soit
2/73 séquences de sous-type CRF02_AG avec un P égale a 0,53 ; cependant aucune ségquence

de sous-types B ne portait cette mutation.

Selon les algorithmes ANRS et Stanford, la mutation mineure E157Q a été identifiée a 5,47%
soit 4/73 séquences de sous-types CRF02_AG contre 1,38% soit 1/72 sEquences de sous-
typEs B avec un P égale a 0,47. Par contre selon 1’algorithme Rega aucune séquence ne

portait cette mutation.

Selon les algorithmes ANRS Et Stanford aucune séquence ne portait la mutation mineure
L74M, mais I’algorithme Rega a détecté cettE mutation mineure a 5,47% soit 4/ 3
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séquences de sous-types CRFO _AG COntre ,38% soit 1/72 séquenCes de sous-types B
AveC un P égale a 0,47.

5,47% 5,47% 5,47%

4

3,5
% 3
g = 2,73% 2,73% 2,73%
E ET97A
3
= 1,38% 1,38% 1,38%
3 L74M

0,5

- -

B CRF02_AG B CRF02_AG B CRF02_AG
ANRS STANFORD REGA

Algorithmes/Sous-types VIH-1 détectés

Figure 13 : Prévalence des trois mutatiOnS qui ont conféré de la réSistance aux INI en
fonction des sous-types de VIH
1 iDentiflés

Résistance aUx difféRents Inhibiteurs d’ ntégrAse

Selon 1’algorithme ANRS aucuNe mutatioN De RésistaNce n’a été ObServée au
Cabotégravir (CAB).

e L’alGoriThme ANRS a idenTifié ,33% de résistances soit 5/15 PatiEnts PortEUrs
de virus résistant aU doluTéGrAvir dose unique de 50mg/jr (DTG) tous avaient la

mutation mineuRe E157Q.

Les Mémes patienTs avec la mUtatioN mineure E157Q étaient résistants au dolutégrAvir
dOuble dose (DTG-BID) Et au RaltEgRavir.

4,6 % soit 7/150 PatiEnTs etaleNt résisdants a I’ELvitégraviR dont 5 patienTs poRtEurs
de virus Avec |IA mutatlon E 57Q et 2 patiEnts avec la mutation T97A.
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Le CABeT le DTG
BID N’éTaient pas utilisés par Les alGorithmes Stanford et Rega au moMent de notre

analyse de données.

e [L’algorithme de Stanford a détecté 4,66% soit 7/150 patients résistants a ’'EVG et au
RAL, 5 de ces patients portaient des virus avec la mutation E 57Q et 2 avaient la
mutation T97A.

AuCune résistance n’a été observée au DTG selon I’algorithme Stanford contrairemeNt A
I’algorithme dE Rega qui a détecté un pati%nt résistant au DTG dose uniQue a cause de

I’aSsociation de trois (3) mutations mineures de polymorphisme : L74M+T97A+T124A.

e L’algorithme Rega a détecté 2% soit 3/150 patients résistants au RAL dont un patient
parmi les (3) avait I’association L74M+T94A+T206S et les deux autres avaiEnt
I’assoclation L74M+T20(]S.

Aucune résistance a I’EVG n’a été obsErvée par 1’algorithme Rega.

EDTG
EDTG-BID

=

w

EEVG
RAL

o]

Prévalence Résistance

[y

ANRS STANFORD REGA

o]

Molécules INI/Algorithmes

Figure 14: Prévalence de la résistance des INI selon les algorithmes ANRS, Stanford et Réga
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En fonction des sous-types de VIH-1 identifié dans notre étude, nous avons observé plus de

résistance aux différentes molécules d’inhibiteurs d’intégrase venant des sous-types

CRF02_AG 8,22% (6/73) de résistance contre 1,39% (1/72) de résistance de sous-types B.

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

Pourcentages

0,01
0,00

6/73
4/73
4/73 4/73
172 1/72 1/72 1/72
- L
CRF02-AG B

Sous-types VIH-1

= DTG _BID
" CAB
DTG
REVG
RAL

Figure 15 : Prévalence de la résistance des inhibiteurs d’intégrase en fonction des sous-types
de VIH-1 identifiés selon I’algorithme de I’ANRS
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COMMENTAIRE ET DISCUSSION
L’algorithme d’interprétation ANRS a détecté majoritairement le sous-type recombinant
CRF02-AG 48,67%, ceci est d0 au faite que le CRF02-AG est le sous-type le plus prévalent
au Mali (69). Suivi du sous-type B 48% qui est le plus répandu en France, suivi du sous-type
Al 2% ; C 0,67% et D 0,67% détecté chez les patients du Mali.

A Tl'aide des algorithmes d'interprétation des séquences actuellement disponibles (ANRS,
Stanford HIVdb et Rega), nous avons identifié la présence de mutations a quatorze (14)
positions et seulement trois étaient associees a la résistance, notamment T124A (61,33%) ;
T206S (56,67%), S119P (10,66%), S230N (4,66%), K156N (4%), S119T (4%), E157Q
(3,33%), L74M (3,33%), S119T (2%), G163E (2%), D232E (2%), T97A (1,33%), G163Q
(1,33%), G163A (1,33%), V260l (1,33%), V165l (1,33%), V1511 (0,66%), G163N (0,66%) et
A49P (0,66%).

Tous sauf E157Q, T97A et L74M ont été considérés comme des mutations de résistance

accessoires par les trois algorithmes d’interprétation ANRS Stanford et Rega.

E157Q identifié chez 3,33% des patients testés (5/150) a été sélectionné par 1’algorithme
ANRS en tant que mutation primaire qui seule confere une résistance au Dolutégravir (DTG)
dose unique, au Dolutégravir double dose (DTG-BID), a I’Elvitégravir (EVG) et au
Raltégravir (RAL) ce qui est en accord avec une étude realisée en 2015 dans laquelle E157Q

seule était associée a I’échec d’un régime contenant du DTG (70).

Cependant d’autres chercheurs ont enquété sur cette association en 2016, mais n’ont pas pu
confirmer ce résultat (71). D’autre part une étude plus récente a également montrée apres six
mois de traitement la non suppression de la virémie sous le seuil de détection de huit (8)

patients, porteurs de la mutation E157Q initiés a un traitement a base de DTG (72).

Selon I’algorithme de Stanford HIVdb la mutation mineure E157Q confére de la résistance a
I’Elvitégravir et au Raltégravir mais pas au Dolutégravir, ceci confirme les résultats d’une
étude récente menée en Afrique du sud qui a montré une faible résistance a ’'EVG et au RAL

causée par la mutation mineure E157Q (73).

Par conséquent, la causalité entre E157Q et une sensibilité réduite du Dolutégravir est

discutable et nécessite d'autres études de suivi a long terme.
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La mutation mineure T97A a été identifiée chez 1,33% (2/150) ce qui est inférieure a celle
observée en Afrique du sud 1,6% (73), sélectionnée par les algorithmes ANRS et Stanford
HIVdb en tant que mutation polymorphe qui seule peut conférer une faible résistance a ’EVG
et au RAL mais n’a pas d’impact sur la sensibilit¢ au DTG (74-76). Par contre dans

I’algorithme Rega la mutation T97A seule ne conférait pas de résistance aux INI.

La mutation L74M identifiée chez 5/150 (3,33%) des patients, 3/5 de ces patients ont été
sélectionnés par 1’algorithme Rega comme résistant au Raltégravir ; ceci pourrait étre di au
faite que la mutation L74M était associée a d’autres mutations mineures T97A et T206S. Ce
patient a probablement été contaminé par une PVVIH qui était sous Raltégravir. Ce résultat
est similaire avec celui obtenu dans I’étude menée en Afrique du sud dans laquelle L74M a
été retrouvée dans 3,4% des cas. Des résultats similaires ont été également observés au Brésil

et en Europe avant I’utilisation généralisée des inhibiteurs d’Intégrase (77).

Il faut savoir que le polymorphisme L74M survient chez prés de 10% des virus CRF02_AG
provenant de patients n‘ayant jamais recu d'ARV. Cependant, il est par ailleurs polymorphe de
facon minimale avec une prévalence naive d'’ARV comprise entre 0,3% et 3% dans les autres
sous-types de VIH-1.

Dans notre étude la mutation L74M a été détectée a 5,48% chez les sous types CRF02_AG et
a 1,38% chez les sous-types B, avec une différence statistiquement non significative P > 0,05
Ce qui concorde avec une étude qui a trouvé L74M a 0,6 % chez les sous-types non M (78).
Ce polymorphisme est sélectionné chez les patients recevant le Raltégravir et I’Elvitégravir, et
chez les patients RAL-expérimentés recevant un traitement de sauvetage DTG. En soi, il a un
effet minime, voire aucun, sur la sensibilité des inhibiteurs d’Intégrase. Cependant, il réduit la

sensibilité du Raltégravir en combinaison avec d'autres mutations de résistance aux INI.

Malgré ’absence de mutation de résistance majeure chez les patients naifs de traitement
ARV, elle peut apparaitre sous traitement en particulier avec les INI de premiére génération.
Comme I’a montré une étude chez un patient Sud-africain qui a grillé ses 3 lignes de
traitement par 1’inobservance. Il avait une résistance de haut niveau au RAL et de niveau

élevé contre trois des quatre autres INI (79).

Un échec de traitement avec le Raltégravir peut conférer une résistance croisée a
I’Elvitégravir et au Dolutégravir ceci pourrait étre évité si les patients étaient traités

initialement avec le Dolutégravir au lieu de Raltégravir (80).
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Les polymorphismes T124A et T206S étaient significativement prévalent chez les sous-types
non B que chez le sous-type B 48% contre 44,97% avec une différence significative chacun
car P <0,05. Ce résultat est similaire a une étude dans laquelle T124A a été retrouvé a plus de
40% (81), mais ce résultat est supérieur a d’autres études dans les quelles T124A était
prévalent de 25,8% et T206S de 6,8% (78). Malgré leur pRévalLeNce élevée ces deux
polymorphismes n’oNt pAs eU d’Impact sUr la sensibillté des inHibiTeurs d’intégrase.

Les mutations mineures qui Ont été trouvées, principaleMeNt liées a des sous-Types non-B

ou B spécifiques
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L74 M, E 57Q, T9 A, S1 9T, V16 et V260l étaient significativemEnt plUs fréquentes
dans le sous

type CRF02_AG. Alors que S230N, K156N, S119P, V151l, étaient corrélées avec le sous
tYpE B. Une étude récende a égaLemeNt idenTifié Des différences sPécifiques au soUs-
type Dans les profils de résistance croisée du Dolutégravir chEZ LEs PaTienTs
échouanT au traltement avec le RaltégraviR (82). Les analyses de séquence et de structure ont
montré que les effets spécifiques aux sous-types étaient causés par des résidus polymorphes
dans les sous-types, ce qui influait significativement sur I’activité, la structure et la fonction

des protéines.

Bien que le Dolutégravir ait montré une barriere génétique élevée a la résistance, des
différences spécifiques de sous-type ont été observées dans la sélection des mutations de

résistance au DTG.

Dans I’ensemble, nous avons obtenu une résistance primaire de 4,66% selon les algorithmes
ANRS et STANFORD et 2% de résistance primaire selon I’algorithme REGA ceci pourrait

s’expliquer par la petite taille de notre échantillon.

Dans notre étude nous avons observé une prévalence plus élevée de la résistance aux
différents inhibiteurs d’Intégrase chez les sous-types CRF02_AG du Mali que chez le sous-
type B de Paris; ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’il y’a beaucoup plus de
polymorphisme chez les sous-types CRF02_AG que chez le sous-type B et probablement les
patients du Mali sous traitement portent des virus multi-résistants et nos patients naifs de tout

traitement ARV ont hérité ou ont été contaminés par ces virus multi-résistants.

L’une des causes de 1’apparition de virus multi-résistants est I’inobservance des patients sous
traitement ARV, ce travail confirme les résultats d’une analyse en fonction de I’ethnie
(caucasienne, asiatique, africaine) qui a trouvé que 1’évolution de la charge virale plasmatique
et des lymphocytes T CD4+ était Iégerement moins bonne pour les africains, non pas a cause
d’un sous-type différent mais du fait d’une moins bonne observance. Une autre étude
Francaise montre également une réduction similaire de la charge virale chez les patients
infectés par des virus non B versus B a M3, M6, M12 apres I’instauration du traitement.
(83,84)
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Il apparait nécessaire d’insister sur 1’observance aupres des patients et de surveiller plus
attentivement les profils de résistance qui seront sélectionnés chez les patients en échec de ces

nouveaux traitements.
Discordance des algorithmes

Dans notre étude nous avons utilisé trois algorithmes d’interprétations différentes ANRS,
Stanford et Rega. Des discordances ont été observées entre les trois algorithmes : au niveau
des molécules utilisées le Cabotégravir et le Dolutégravir double doses étaient prises en
compte par 1’algorithme de I’ANRS contrairement a celui de Stanford et de Rega ce qui
concorde avec les donnees de Wagner, et de Vergne qui avaient trouvé un grand nombre
d’écarts entre I’algorithme de I’ ANRS et les deux autres (85,86).

Au niveau de la sensibilité des molécules 1’algorithme de I’ANRS a détecté cing (5) patients
résistants au Dolutégravir dose unique et double dose, cing (5) patients résistants au
Raltégravir et sept (7) patients résistants a I’Elvitégravir. Alors que I’algorithme de Stanford a
détecté sept (7) patients résistants au Raltégravir et a I’Elvitégravir et aucun patient résistant
au Dolutégravir enfin I’algorithme de Rega a détecté un (1) patient résistant au Dolutégravir,

trois (3) patients résistants au Raltégravir et aucun patient résistant a I’Elvitégravir.

Ces discordances peuvent s’expliquer par les désaccords dans 1’interprétation des séquences et

la détection des mutations de résistance.

Ces niveaux de discordances sont toujours observés méme avec I’interprétation des autres
classes d’antirétroviraux notée par Deldalle pour son dipléme d’étude spécialisée de biologie

médicale (87) et Maiga et al qui ont trouvé un taux élevé de discordance entre les algorithmes

().
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LIMITE DE L’ETUDE
Un plus grand nombre d’échantillons collectés dans les différents sites de prise en charge sur
I’étendue du territoire malien aurait permis de connaitre réellement les souches VIH-1

circulant au Mali.

L’absence de certaines données telles que les marqueurs virologiques (charge virale) et
immunologiques (taux de LT CD4+), les paramétres sociodémographiques (1’age et le sexe)

n’ont pas aidé a une analyse approfondie.
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CONCLUSION
Dans notre étude nous avons analysé 150 séquences ; ce qui a permis de trouver une
résistance primaire de 4,66% selon les algorithmes ANRS et Stanford et une résistance

primaire de 2% selon 1’algorithme Rega aux différents inhibiteurs d’intégrase.

Une prévalence trés élevée du sous-type CRF02_AG 93,50% des 77 séquences des patients
du Mali, et une prévalence trés élevée du sous-type B 98,63% des 73 séquences des patients
de Paris.

Plusieurs mutations polymorphiques ont été détectées, parmi lesquelles les mutations
mineures E157Q, T92A, L74M qui ont été responsables de résistance chez respectivement
3,33%, 1,33%, 3,33% des patients aux différents inhibiteurs d’intégrase.

Nos données montrent un faible niveau de résistance aux inhibiteurs d’intégrase et que leur
introduction en traitement de premiére ligne pourrait se faire sans recours a un test de
génotypage avant la mise sous traitement. Cependant la surveillance de cette résistance
primaire devrait se faire régulierement et a un large niveau et nous devons rester vigilent

malgré la différence d’algorithme.
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VIIl. RECOMMANDATIONS
Aux vu de ces résultats et pour avoir une bonne réponse au traitement antirétroviral avec les
inhibiteurs d’Intégrase, il est important de surveiller la résistance primaire. Pour cela nous

recommandons a 1’endroit :

4+ Au Haut conseil National de lutte contre le Sida et a la Cellule Sectorielle de lutte

contre le Sida
= Renforcer la promotion pour le dépistage du VIH.
= |Instaurer le Dolutégravir en traitement de 1*° ligne.

= Rendre accessible les ressources humaines, matérielles et financieres pour la continuité

des tests de génotypage ;

+ Aux Pharmaciens, Biologistes, et personnels des laboratoires d’analyses
biomédicales

= Faire respecter les protocoles thérapeutiques aux prescripteurs
= Assurer la bonne collecte des échantillons et leurs conservations ;

= Publier les résultats des études pour informer les décideurs et la communauté

scientifique internationale.
+ Aux Partenaires techniques et financiers
= Appuyer les laboratoires et les institutions de recherche en finangant les recherches;
= Financer les inhibiteurs d’intégrase
= Instaurer des formations continues du personnel.
+ A la Population, et aux Personnes vivant avec le VIH/SIDA
»  S’informer sur leurs statuts sérologiques et ne pas stigmatiser les PVVIH ;

= Etre adhérent aux traitements pour un meilleur succés thérapeutique et pour la

protection des autres.
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Prénom : DORCAS GNEKOUN résistance primaire du VIH-1
Nationalité : MALIENNE aux inhibiteurs d’intégrase
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Secteurs d’intérét : Maladies infectieuses, Lieu de dépét : Bibliotheque
Microbiologie, Santé Publigue, de la Faculté de Pharmacie
Ethique de la recherche scientifique Année : 2017-2018
Résumé :

Le but de cette étude était d'évaluer la fréquence de virus résistants aux inhibiteurs de
I’intégrase chez les patients VIH-1 naifs de traitement antirétroviral.

Notre étude a eté menée de Juin a Novembre 2013 au centre de recherche et de formation sur
le VIH/SIDA et la tuberculose (UCRC/SEREFO) a 'USTTB/Mali. Elle concernait 150
séquences de patients séropositifs naifs de tout traitement ARV parmi lesquelles 77 séquences
de VIH-1 provenaient de patients du Centre d’Ecoute, de Soin, d’Animation et de Conseils
(CESAC) de Bamako et 73 séquences venaient de patients de I’hopital de la Pitié-Salpétriére
de Paris. Le génotypage a été réalisé par la technique maison de I’ANRS et les séquences ont

¢té analysées par trois algorithmes, celui de I’ANRS, de STANFORD et de REGA.

Le sous type recombinant CRF02_AG a été majoritairement détecté avec 48,67% puisque
cette forme recombinante est le plus prévalent des sous types de VIH-1 au Mali ; suivi du sous
type B qui a été détecté a 48% car c’est le plus prévalent en France suivie du sous-type Al
2% ; C 0,67% et D 0,67% détecté chez les patients du Mali. A l'aide des algorithmes
d'interprétation, aucune mutation majeure de résistance n’a été observée mais, NOUS avons
identifié la présence de mutations mineures a quatorze (14) positions, notamment T124A
(61,33%) ; T206S (56,67%) ; S119P (10,66%), S230N (4,66%) ; K156N et S119T (4%) ;
E157Q et L74M (3,33%) ; S119T, G163E et D232E (2%) ; T97A, G163Q, G163A, V260l et
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V1651 (1,33%), V1511, G163N et A49P (0,66%). Parmi ces polymorphismes seuls trois ont
¢té associés a une résistance aux inhibiteurs de Dl'intégrase E157Q, T92A, L74M. Les
mutations mineures L74 M, E157Q, T97A, S119T, V165l et V2601 étaient significativement
plus fréquentes dans le sous-type CRF02_AG. Alors que S230N, K156N, S119P, V151l,
étaient corrélées avec le sous type B. Nous avons observé une prévalence plus élevée de la
résistance aux différents inhibiteurs d’intégrase chez les sous-types CRF02_AG du Mali
8,22% que chez le sous-type B de Paris 1,39%. Dans I’ensemble nous avons obtenu une
résistance primaire aux inhibiteurs de I’intégrase de 4,66% selon les algorithmes ANRS et

STANFORD et 2% de résistance primaire selon 1’algorithme REGA.

Nos données suggerent que 1’introduction de cette classe d’ARV en particulier les inhibiteurs
d’intégrase de deuxiéme génération, le Dolutégravir en premiére ligne de traitement pourrait
aider a gérer I’épidémie de VIH au Mali et aider aussi dans D’atteinte des 3x90 de
I’ONUSIDA. Nos données suggeérent également la nécessité d’une surveillance adéquate de la
pharmaco-résistance afin de suivre 1’évolution du virus sous la pression d’un nouveau

médicament.

Mots clé : VIH-1, Résistance primaire, Inhibiteurs d’intégrase, Mutations
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Nationality: MALIAN inhibitors

Section: Pharmacy

Email: dorcasdao0O6@gmail.com City of defense:

Contact: 00 223 77 52 56 34/63 60 08 20 BAMAKO/MALI

Focus Area: Infectious Diseases, Place of deposit: Library of the
Microbiology, Public Health, Faculty of Pharmacy

Ethics of scientific research Academic Year: 2017-2018
Abstract:

The purpose of this study was to evaluate the frequency of integrase inhibitor-resistant viruses

in antiretroviral-naive HIV-1 patients.

Our study was conducted from June to November 2013 at the HIVV/AIDS and Tuberculosis
Research and Training Center (UCRC / SEREFO) at the USTTB/Mali. It involved 150
sequences of HIV-positive patients naive to any ARV treatment among which 77 sequences
of HIV-1 came from patients of the Listening, Care, Animation and Counseling Center
(CESAC) and 73 sequences came from patients of the Hospital Pitié-Salpétriére of Paris. The
genotyping was performed by the ANRS proprietary technique and the sequences were
analyzed by three algorithms, that of the ANRS, STANFORD and REGA.

The recombinant subtype CRF02_AG was mostly detected with 48.67% since this
recombinant form is the most prevalent subtype of HIV-1 in Mali; followed by subtype B
which was detected at 48% because it is the most prevalent in France followed by the Al 2%
subtype; C 0.67% and D 0.67% detected in patients from Mali. Using interpretation
algorithms, no major resistance mutations were observed, but we identified the presence of
minor mutations at fourteen (14) positions, including T124A (61.33%); T206S (56.67%);
S119P (10.66%), S230N (4.66%); K156N and S119T (4%); E157Q and L74M (3.33%);
S119T, G163E and D232E (2%); T97A, G163Q, G163A, V260l and V1651 (1.33%), V1511,
G163N and A49P (0.66%). Of these polymorphisms only three were associated with
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resistance to integrase inhibitors E157Q, T92A, L74M. The minor mutations L74M, E157Q,
T97A, S119T, V1651 and V2601 were significantly more common in the CRF02_AG subtype.
While S230N, K156N, S119P, VV151I, were correlated with subtype B. We observed a higher
prevalence of resistance to different integrase inhibitors in the Mali CRF02_AG subtypes
8.22% than in the Paris subtype B 1.39%. Overall, we obtained a primary resistance to
integrase inhibitors of 4.66% according to the ANRS and STANFORD algorithms and 2%

primary resistance according to the REGA algorithm.

Our data suggest that the introduction of this class of ARVs in particular second-generation
integrase inhibitors, Dolutégravir as a first-line treatment, could help manage the HIV
epidemic in Mali and also help in achieving the three times four twenty ten UNAIDS. Our
data also suggest the need for adequate monitoring of drug resistance to monitor the evolution

of the virus under the pressure of a new drug.

Key words: HIV-1, Primary Resistance, Integrase Inhibitors, Mutations
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SERMENT DE GALIEN

« Je jure, en présence des maitres de la faculté, des
conseillers de Lordre des pharmaciens et de mes
condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele
a leur enseignement ;

D’exercer, dans [intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation
en vigueur, mais aussi les régles de Chonneur, de la probité
et du desintéeressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine.

In aucun cas, je ne consentirai d utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les moeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a
mes promesses. Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de
mes confréres si j'y manque.»

Je le jure
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