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1. INTRODUCTION

Découvert en 1983 par 1’équipe de Luc Montagnier a 1’Institut Pasteur de Paris en France,
le Virus de ’Immunodéficience Humaine (VIH) est responsable du Syndrome
d’Immunodéficience Acquise (SIDA). Il est transmissible de la mére a I’enfant(voie
verticale), par voie sexuelle, et par la voie sanguine.(2)

Malgré les avancées considérables (amelioration de vie des PVVIH et la diminution du
taux mortalité), le VIH figure bien parmi les causes premiéres de mortalité et de morbidité
dans le monde(3). Il reste un probléeme majeur de santé publique dans le monde entier
particulierement en Afrique.

D’apreés le dernier rapport de I’Organisation des Nations Unis contre le SIDA
(ONUSIDA)(4) publié en 2017(4), 36.7 millions de personnes vivent avec le VIH dans le
monde dont 1.8 millions de nouvelles infections et 20,6 millions de personnes ont
désormais acces aux traitements. Mais le taux de déces liés au sida a diminué de moitié
depuis 2005(4).

En plus des 25,6 millions de personne vivant avec le VIH, I’Afrique subsaharienne
représente 1,4 millions des 1,8 millions de nouvelles infections soit 66,66% et une baisse
du taux de déces de 34% en 2016 qu’en 2000.

Au Mali en 2012, le taux de prévalence a diminué de 1,3% a 1,1% faisant du Mali un pays
a faible prévalence avec une tendance a la stabilisation(5).

L’avénement de la trithérapie en 1996, des molécules antirétrovirales issues de nombreux
classes thérapeutiques a permis de réduire considérablement la morbidité et la mortalité
liées au VIH en ralentissant sa multiplication a tel point que la charge virale plasmatique
baisse en dessous des seuils de détection des automates d’analyse selon les appareils
disponibles sur le marché, afin de reconstituer les défenses immunitaires(6). Cette
réduction de la charge virale plasmatique diminue aussi le risque de transmission du VIH.
Lancée en novembre 2001, I’Initiative Malienne d’Acces aux ARV (I'IMAARV) a été
marquée par un engagement politique fort en faveur de la lutte contre le VIH qui s’est
traduit par la gratuité des ARV 14 juillet 2004.

Actuellement, il existe plus d’une vingtaine de molécules qui difféerent par leurs sites
d’actions bloquant le cycle de réplication du virus a différents niveaux, les traitements
reposent sur 2 INTI + 1 INNTI en premiere ligne et en deuxiéme ligne 2INTI+1 IP/r(7).
Des combinaisons a dose fixe sont disponibles et permettent d’améliorer 1’observance aux

traitements ARV.
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Malgré I’efficacité et ’avancée des combinaisons thérapeutiques, elles ne doivent pas
cependant laisse place aux triomphalismes, plusieurs raisons peuvent constitue des
contraintes au traitement entrainant, et des échecs virologiques sous traitement peuvent
arriver pour des multiples raisons (défaut d’observance, développement de la résistance et
autres). C’est en général le manque d’observance qui entraine un échec virologique puis le
développement des mutations de résistance qui rendent le virus insensible aux ARV.

On distingue 03 types de résistances : la résistance acquise sous traitement, la résistance
naturelle et la résistance transmise ou primaire.

Les patients sous traitement développent une résistance, donc porteurs de virus résistants
peuvent transmettre ces virus a leurs partenaires qui seront porteurs des virus déja résistants
aux ARV qu’ils n’ont jamais regus.

Plusieurs études ont été menées au Mali sur la résistance primaire, en 2006 le niveau de
résistance était environ 11.5%(8) tandis qu’une étude plus récente en 2012 montre un taux
modeére de 9,9% au Mali(9), ces études ont montré qu’au Mali les sous-types prédominant
étaient le CRF02_AG (66,7%) suivi de CRF06_cpx (12%) et CRF09_cpx (4%) ce qui
montre une prédominance du groupe M (VIH-1) et une augmentation de la diversité
génétique.

Suite aux discussions initiées en fin 2013 et a la réunion du 29 janvier 2014 a Paris, ANRS
a eu comme objectif de refaire la surveillance de la résistance primaire avec une approche
un peu plus simple que celle utilisée en 2007. Cette étude avait comme objectif de
déterminer la résistance du VIH aux antirétroviraux chez les personnes initiant un premier
traitement antirétroviral au Burkina Faso, Cameroun, Céte d’Ivoire, Mali, Sénégal, Togo,
Thailande et Viétnam (ANRS 12333).

L’OMS recommande une évaluation réguliere de la résistance primaire au moins chaque
deux an, c’est pourquoi il est important pour nous de mener une telle étude. L’évaluation
permettra de répondre aux objectifs de I’ANRS, mais de renseigner les programmes sur la
situation de la résistance aux ARV afin de donner des premieéres lignes efficaces dans les

recommandations nationales pour les patients.
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2. OBJECTIFS

2.1. OBJECTIF GENERAL :

Evaluer la fréquence de virus résistants chez les personnes VIH-1 positif initiant un premier

traitement antirétroviral a Bamako au Mali

AR NERNERN

2.2. Objectifs spécifigues

Déterminer la prévalence de la résistance chez les personnes initiant un premier
traitement ARV ;

Décrire les mutations et profil de résistance chez les patients au Mali ;

Analyser la diversité génétique du VIH-1 circulant au Mali ;

Déterminer les conséquences de mutation au Mali.

Comparer les différents algorithmes (ANRS, REGA et STANFORD)
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3. GENERALITES
3.1. Virus de PImmunodéficience Humaine (VIH)

3.1.1. Historique, Définition et classification du VIH/Sida
Une augmentation anormale de la fréquence de la Pneumonie Pneumoctstis carinii(PPC)
et du Sarcome de Kaposi fut constaté en 1981 a US Centers for Disease Controle(CDC),
cette maladie touchait en particulier les homosexuels ce qui lui a valu le nom de Gay-
Related Immune Deficiency (GRID) mais en 1982 la maladie fut renommée Syndrome
d’immunodéficience acquis (SIDA) aprés découverte qu’elle touchait les utilisateurs de

drogues injectables et les femmes lors de rapports hétérosexuels.

Le Virus de I’'Immunodéficience Humaine (VIH) responsable d’une importante
immunodépression conduisant au syndrome de I’immunodéficience acquis (SIDA)
appartient a la famille des Retroviridae, ¢’est un virus 8 ARN monocaténaire, a capside
polyédrique, a enveloppe membranaire et du genre des lentivirus qui a pour caractéristique

d’entrainer des infections virales lentes toujours mortelles(10).

Elle est définie principalement par son mode réplication : le génome, constitué d’ARN

transcrit en ADN gréce a la transcriptase inverse (T1) d’origine virale.

3.1.2. Structure morphologique
Le VIH est un virus sphérique constitué : d'une enveloppe qui est formée d'une bicouche

lipidique. L’enveloppe virale est formée de deux glycoprotéines virales, les gp120 et gp41.

La gp120 est I'élément viral qui permet de reconnaitre le CD4 lors de I'attachement du
virus. La face interne de I'enveloppe est tapissée de protéine de matrice, suivie de la capside

formée de protéine p24.

A Dintérieur de la capside on trouve les nucléocapsides liées a I'ARN viral, les enzymes

viraux de la transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase.

Le diametre de la particule virale varie de 90 a 120 composés de 2 molécules d’ARN

monocaténaire(11).
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Figure 1: structure morphologique(12).

3.1.3. Structure génomique
Le génome du VIH-1 est présent en deux copies d’ARN identiques de plus de 9200
nucléotides. Ce génome contient trois principaux genes GAG, POL ET ENV qui produisent
diverses autres protéines.
Le géne GAG, precurseur Gag (Pr55) qui sera clivé pour donner les protéines essentielles
pour obtenir une particule virale compléte (la protéine de la matrice (pl17), la protéine
mangeur de la capside (p24), la nucléocapside (p7) et une petite protéine (p6).
Le géne Pol code pour les enzymes telles que la transcriptase inverse (T1) avec p64 et p53,
L’endonuclease/intégrase p34 ce qui permet ’intégration de I’ADN viral au génome
cellulaire, et la protéase gag p55.
Finalement, le géne env. permet la production des protéines qui constituent I’enveloppe
soient la glycoprotéine gpl120 (gp105 pour le VIH-2) et la protéine transmembranaire gp41
(10).
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Figure 2 : structure génomique du VIH-1(13).
3.1.4. Stabilité physico-chimique

Le VIH étant un virus enveloppé, il est sensible aux solvants des lipides et aux détergents.
Sensible a de nombreux désinfectants : hypochlorite de sodium a 1%, glutaraldéhyde a 2%,
formaldehyde, éthanol. Inactivation par la chaleur a 56-60°C. Séchage a I’air ambiant

pendant plusieurs heures réduit de 90 a 99% la concentration en VIH.(14)

3.1.5. Cellules ciblent et les réservoirs viraux
Les cellules qui expriment le récepteur CD4 a la surface de leur membrane tels que les
lymphocytes T CD4+ helper (ou auxiliaires), les cellules T CD4+ mémoires, les
macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Langherans ainsi que les cellules
microgliales du cerveau sont sensible au VIH. Ce récepteur a lui seul semble ne pas étre
suffisant, mais dix ans plus tard les récepteurs aux chimiokines, CXCR4 et CCR5 ont été

désignés comme corécepteurs indispensables a I’entrée du VIH-1 dans sa cellule cible.

La majorité des infections (99%) a lieu dans les cellules lymphocytaires activées CD4+ des

organes lymphoides considere comme le réservoir principal du virus.

Cependant, dans d’autres cellules, le VIH est simplement emprisonné sans se répliquer,
c’est le cas des cellules folliculaires dendritiques présentes dans les centres germinatifs des

ganglions(15).

3.1.6. Cycle de réplication

La réplication du virus se déroule en plusieurs étapes :

Le virus entre en contact avec le récepteur CD4 via sa glycoprotéine gp120, qui va subir

certaines modifications lui permettant de se fixer a un corécepteur (CCR5 ou CXCR4),
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cette fixation dévoile la gp41, permettant ainsi la fusion de ’enveloppe virale avec la
membrane cellulaire.

L’ARN génomique y est ainsi rétro-transcrit en ADN par la transcriptase inverse(T1), qui
migre ensuite dans le noyau sous forme de complexe de pré-intégration pour étre intégré
dans le génome de la cellule hote sous forme proviral grace a ’intégrase.

L’ ADN proviral reste ensuite soit a 1’état latent, soit transcrit en ARN qui sont destinés a
plusieurs étapes : certains serviront de matériel génétique pour les nouveaux virions,
d’autres seront traduits en poly protéines, en ayant subi une ¢tape d’épissage au préalable
ou non.

Les poly protéines produites vont subir certaines modifications ; la gpl160 est clivée par
une protéase cellulaire en gpl20 et gp4l, protéines qui vont ensuite migrer vers la
membrane cellulaire. Les précurseurs gags et gag-pol vont ensuite étre clivés par la
protéase virale, qui se verra auto-clivée de Gag-Pol au préalable. Tous ces éléments vont
ensuite se rapprocher de la membrane cellulaire pour étre empaquetés. Le virion ainsi
formé, aprés bourgeonnement, entre dans un processus de maturation grace a la protéase

pour aboutir a un virus mature dont la capside est définitivement assemblée (16).

3.2. Mode de transmission et Evolution naturelle de la

maladie

3.2.1. Mode de transmission
Présent dans tous les liquides biologiques des personnes infectées : dans le sang, le sperme,
le liquide séminal, les traumatismes et saignements anales, les secrétions vaginales et le
lait maternel.
Actuellement, les principaux modes de transmission responsables de 1’extension de
I’épidémie sont la transmission par voie sexuelle, la transmission verticale (de la mere a

I’enfant) et la transmission par le sang ou dérivés sanguins (17).

3.2.2. Evolution naturelle de la maladie

L’évolution du VIH se fait selon trois (3) phases :

La phase aigué ou primo-infection : une fois entré dans 1’organisme ou le VIH infecte
les lymphocytes CD4 au sein desquels il se multiplie. Le taux de CD4 diminue
transitoirement, tandis que la quantité de virus augmente. Puis, les deux courbes
s’inversent quand 1’organisme commence & produire des anticorps contre le VIH ce qui
stabilise ainsi la charge virale du virus.

ARKIETOU MAIGA 7



Evaluation de la fréquence de virus résistants chez les personnes vih-1 positif initiant un
premier traitement antirétroviral a Bamako au Mali

La phase d’infection asymptomatique : (plusieurs années), cette réponse (défense)
immunitaire de I’organisme assure une maitrise incompléte de la charge virale, la
multiplication du VIH continue. Cette phase, dite asymptomatique (sans symptome) est
un état d'équilibre entre le VIH, le systéme immunitaire et la production des lymphocytes
CD4 pour maintenir des CD4 normaux (>500/mm3).

La multiplication du VIH stimule une réponse immunitaire qui détruit les lymphocytes
CD4 infectés. Le nombre total de lymphocytes CD4 reste stable grace a une production
de lymphocytes CD4 augmentée.

Au fil des années (en moyenne 7 a 11 ans), le mécanisme de remplacement des
lymphocytes CD4 devient progressivement défaillant, soit a I’occasion d’une
intensification de la multiplication virale, soit par épuisement de la production des CD4 :
une infection opportuniste (signifiant le SIDA) survient, lorsque les lymphocytes CD4
sont < 200 par mm3.

Phase SIDA : elle correspond a une défaillance de I’immunité au point de développer des
infections a des agents infectieux de I’environnement (parasites, champignons, virus...) :
ces infections sont dites opportunistes, car elles ne surviennent jamais chez une personne
dont 'immunité est normale.

Le cumul de multiples infections opportunistes explique la survenue du déces(18).
3.3. Epidémiologie

Une réelle diminution du taux de nouvelle infection, de déces a été constatée des années
1990 a nos jours, mais une augmentation considérable sur la prise en charge et

I’¢élargissement de 1’accés aux traitements.

D’apres le dernier rapport de I’Organisation des Nations Unis contre le SIDA (ONUSIDA)
parut en 2016 actualisés en 2017, 36,7 millions de personnes vivent avec le VIH dans le

monde avec 2,1 millions de nouvelles infections et 1,1 million de déces. ONUSIDA annonce
que 53.13% (19,5 millions) des personnes vivant avec le VIH avaient acces a la thérapie

antirétrovirale, contre 18,2 en juin 2016 et 15.8 millions en juin 2015.

Parmi les 36,7 millions de personnes vivant avec le VIH dans le monde en 2016, plus des

deux tiers (70%) connaissaient leur séropositivité au niveau mondial.
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En plus de 25,6 millions de personne vivant avec le VIH, 1I’Afrique subsaharienne
représente 66,66% (1,4 millions /2,1 millions) de nouvelle infection dans le monde et une

baisse du taux de déces avec moins de 34% de décés qu’en 2000(19)

Au Mali, en 2012 le taux de prévalence a diminué de 1,3% en 2006 a 1,1% faisant du Mali

un pays a faible prévalence avec une tendance a la stabilisation(20)(5).

3.4. Diversité géenétique :

La diversité génétique mise en évidence deés 1985, permet de montre qu’il n’existe pas deux
virus identique au sien du méme individu et qui est da a : faible fiabilité de la TI, un haut

niveau de réplication et une importante recombinaison génétique.

Cette diversité peut avoir des conséquences sur la réponse aux traitements antirétroviraux.
Le VIH est divisé en deux « groupes », VIH-1 et VIH-2 qui proviennent de 2 événements
de transmission inter-especes différentes, issues respectivement du Chimpanzé et du

Sootey Mangabey.

Les analyses phylogénétiques du VIH-1 a partir de differents isolats ont permis de le
classifier en 4 groupes génétiques M (main), O (Outlier), N (non-M, non-O) et le groupe P
découvert récemment par 1’équipe de Plantier. La majorité des infections par le VIH est
causée par le groupe M, les infections par les groupes N et O étant restreintes a 1’ Afrique

centrale.

Dans le groupe M, 9 sous-types sont reconnus et désignés par les lettres A-D, F-H, J et K,
les variations génétiques entre les sous-types allant de 25 a 35% selon les sous-types et les

régions du géenome consideérés.

Il existe également des variations au sein d’un sous-type, entre 15 et 20%, tels que le sous-
type Aen Al, A2 et A3 et le sous-type F, divisé en sous-sous-types F1 et F2 et les analyses
de tout le génome ont révélé I’existence de virus recombinants inters sous-types, issus de
patients sur infectés ou co-infectés. Ces virus recombinants sont appelés CRFs (Circulating
Recombinant Forms) lorsqu’ils ont été identifiés chez au moins 3 individus non liés

épidémiologique ment et caractérisés sur tout le génome.

Dans le cas contraire, ils sont appelés URFs (Unique Recombinant Forms), plus de 200
actuellement(21), Tandis que le VIH-2 est constitué de 2 groupes génétiquement differents

désigné par les lettres A, B, .... F.
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Actuellement, 90 CRFs ont été identifiés pour le VIH-1 (21), les recombinants CRF01_AE
et CRFO2_AG jouent un rble important dans les épidémies régionales(24,25). Un

recombinant pour le VIH-2 a été découvert au Japon en 2010(22).

> Faible fiabilité de la transcriptase inverse :

Incapable de corriger les mésappariements introduits lors de la polymérisation de I’ADN
pro viral et commet un taux d’erreur d’environ un par cycle, soit une erreur introduite par

cycle.

» Recombinaison génétique :

La production de virus recombinants nécessite deux cycles viraux successifs. Lors du
premier cycle viral, deux virus différents infectent une méme personne, simultanément ou

non. Il en résulte une cellule hébergeant deux provirus au sein de son génome.

En effet le génome du VIH étant composé d’un ARN dimérique, la Tl a la capacité de
passer d’une molécule d’ARN a I’autre lors de la transcription inverse, créant ainsi un ADN

proviral chimérique.

» Le haut niveau de la réplication :

Le taux élevé de renouvellement du virus(10° a 101° virions synthétisés par jour) induit une

grande variabilité de la population virale au sein méme de I’individu appelé quasi-espece

(& cause de la faible fiabilité de la T1)(21).
3.5. Conséquences de la diversité génétique

Certaines études laissent entendre que la résistance aux ARV varierait selon les sous-types
: par exemple, le groupe O du VIH-1 pourrait présenter une sensibilité moindre aux INNTI
ainsi des études ont montré que plus de 50% des virus non-B infectant des patients naifs
portent au moins trois mutations mineures de résistances aux IP, alors qu’elle n’est que 8%
pour le B[15] La question de la sensibilité aux ARV, et particulierement aux inhibiteurs de
protéase des souches présentant un grand polymorphisme genétique reste posée. La
diversité génétique du VIH constitue un obstacle a la mise au point de vaccins efficaces.
En effet, la majorité des candidats vaccins, faisant actuellement 1’objet d’essais cliniques
ont été créés au moyen de souches de VIH-1 de sous-type B (prédominant en Amérique du

Nord et en Europe). Cependant, on ignore jusqu’a quel point ces vaccins pourraient
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conférer une protection croisée entre les autres sous-types, notamment ceux prédominant
en Afrique.

La recombinaison entre différents types et sous-types peut induire des conséquences
génétiques et biologiques de loin plus importantes que celle résultant de 1’accumulation
stable d’une simple mutation au sein d’un type ou d’un sous-type unique. La sélection des
mutations a 1’échec, les profils d’échappement peuvent également étre différents selon le
sous type de VIH-1. En effet, certaines mutations spécifiques aux sous-types peuvent étre
sélectionnées lors du traitement, par exemple le sous-type C, qui présente de nombreuses

spécificités [25].

3.6. Répartition géographique.

Europe de I'Est et

Am du de I'O td S S
érique du Nord 2 de I'Ouest et du 1.6 milli
w [n.4 Fnsiuion - 1,1?n|;I'Ii§n DY
' millions ; |~
ons - 2,3 millions] . )
Caraibes

6,1 millions i I‘E_&l?l.flque
[4,9 millions - 7,6'millions] ill 5y
[3,9 milliens ; 7,2 il %

Afrique de I'Est et du Sud

19,4 millions
[17,8 millions - 21,1 millions]

Total : 36,7 millions [30,8 millions - 42,9 millions]
Figure 2:répartition géographique du VIH-1 (23).

3.7. Stade clinique
Selon L’OMS 2013 il y a quatre (4) stades cliniques :

Stade clinique 1, il est défini par :
Patients asymptomatique, Adénopathies persistantes généralisées,

Stade clinique 2, il est défini par :
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Perte de poids inférieure a 10 % du poids corporel, manifestations cutanées mugqueuses
mineures (dermite séborrhéique, ulcérations buccales récurrentes), Zona au cours des 5
derniéres années, Infections récidivantes des voies respiratoires superieure,

Stade clinique 3, il est défini par :

Perte de poids supérieure a 10 % du poids corporel, Diarrhée chronique inexpliquée
pendant plus d'un mois, Fiévre prolongée inexpliquée pendant plus d'un mois, Candidose
buccale (muguet), Leucoplasie chevelue buccale, Tuberculose pulmonaire dans I'année
précédente, Infections bactériennes sévéres (pneumopathies par exemple)

Stade clinique 4, il est défini par :

Pneumocystose Toxoplasmose cérébrale Maladie de Kaposi Lymphome Mycobactériose
atypique généralisée, et plus généralement toute affection grave apparaissant chez un
patient infecté par le VIH, ayant une baisse importante de son immunité (taux de CD4
inférieur a 200/mm3).

Tableau 1: Classification des stades cliniques de I’infection a VIH selon CDC (Centers

for Disease Control) modifiée en 1993

Nombre de (A)oustade 1 OMS (B) ou stades 2/3 (C) ou stade 4

lymphocytes Asymptomatique OMS OMS

TCD4+ Primo-infection Symptomatique Sida
Lymphadénopathie sans criteres (A)

genéralisée persistante  ou (C)

<350/mm?3 Al Bl C1
350-500/mm3 A2 B2 C2
> 500 /mm?3 A3 B3 C3

3.8. Diagnostique biologique au laboratoire(24)

Le diagnostic de I’infection VIH est fond¢ sur de 2 types :

-Méthodes sérologiques indirectes qui décelent la présence ou 1’absence d’anticorps
produits par le systeme immunitaire dirigés contre le VIH-1 ou I’antigéne p24 du VIH,
mais pas le VIH lui-méme, 2 tests sérologiques sont nécessaires : le premier test doit avoir
une sensibilité élevée, afin de ne pas méconnaitre la présence d’anticorps dirigés contre le
VIH ; le second doit avoir une forte specificité, afin de pouvoir confirmer que les anticorps

détectés sont bien des anticorps dirigés contre le VIH.
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-Tests directs, reposant sur la mise en évidence du virus (détection d’un composant du
virus, comme I’antigéne p24, ou de son génome par PCR). Le choix des tests dépend de
I’age du sujet testé : chez I’enfant de plus de 18 mois et I’adulte, le dépistage et le diagnostic
de I’infection a VIH se font essentiellement a 1’aide des tests sérologiques ; mais chez
I’enfant de moins de 18 mois, il faut obligatoirement faire appel aux tests de détection
directe du virus. A cet age, les tests sérologiques ne sont pas utilisables, car I’enfant né
d’une meére infectée par le VIH a dans son sang des anticorps anti-VIH d’origine maternelle
qu’il n’est pas possible de distinguer de ceux qu’il aurait éventuellement produits lui-
méme. Un premier dépistage du VIH peut étre fait deux mois apres la prise de risque et,

s’il est négatif, un second dépistage doit étre fait au moins un mois.
3.8.1. Diagnostic indirect ou sérologique

Le diagnostic des infections a VIH repose chez I'adulte, sur la détection des anticorps, le
dépistage qui s'effectue le plus souvent par des tests dits ELISA (enzyme-linked
ImmunoSorbent assay) ou par des tests simples/rapides utilisant comme antigénes des
lysats viraux ou des protéines recombinantes ou synthétiques. Ces protéines correspondent
aux épitopes immuno-dominants des deux virus, VIH-1. Ces tests "mixtes" sont donc

capables de dépister les anticorps anti-VIH-1.
Test de Dépistage :

Les tests de dépistage de I’infection par le VIH reposent, d’une part, sur la mise en évidence
des anticorps anti-VIH par méthode immuno-enzymatique de type ELISA ou par test rapide
(pour la plupart), et, d’autre part, sur la mise en évidence couplée des anticorps anti-VIH-
1 et ’antigéne p24 du VIH-1 grace aux trousses ELISA de 4eme génération.

Test de Confirmation

La technique de référence utilisée est le Western-blot(WB), ou les immunoblots utilisant
des protéines de synthese.

Le WB est une technique de transfert sur nitrocellulose, apres migration électrophorétique
en gel de polyacrylamide, de protéines d'un lysat viral VIH-1. Sur la bandelette de WB,
différentes protéines constitutives des virus seront reconnues par des anticorps spécifiques
anti-VIH-1,

L’immunoblots est d’apparition plus récente et moins répandue, disposent de différentes

protéines recombinantes ou peptides de synthése sur bandelette ou sur support plastique.
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Ces tests ne sont qu'une présentation sur un format différent des antigénes utilisés lors des
examens de dépistage et ils n‘apportent ainsi aucune information complémentaire(25).

Au Mali, la derniére recommandation du ministere en charge de la santé au travers de la
cellule du comité sectoriel de lutte contre le sida préconise 1’utilisation du Determine HIV
puis le SDBioline HIV en cas de positivité du premier et le First Response HIV en cas de

discordance entre les deux premiers. Ils sont surtout utilisés dans les pays industrialisés.

3.8.2. Diagnostique direct :

Reposant sur la mise en évidence du virus (Détection d’un composant du virus, comme

I’antigéne p24, ou de son génome par PCR.

Les tests de diagnostic direct de I’infection a VIH comportent la quantification virale, la
culture virale et la recherche d’un constituant du virus, I’Ag p24 elle fait appel a une
technique de biologie moléculaire d’amplification génique appelée PCR (Polymérase
Chain Réaction) la quantit¢é d’ARN viral correspond a la charge virale et constitue un
critére de suivi important du traitement ARV; c’est la seule technique permettant de faire
le diagnostic de I’infection @ VIH chez les enfants exposés avant I’age de 18 mois ou en
cas de primo-infection avant que les anticorps ne soient détectables.

La culture virale consiste a mettre en présence des lymphocytes du sujet infecté avec des
lymphocytes d’un sujet non infecté, et a détecter les particules virales produites par les
lymphocytes sains contaminés par les lymphocytes infectés.

Il s’agit d’une technique trés cotteuse, longue (résultats obtenus dans un délai de 10 & 30
jours) et nécessitant une charge de travail importante ; elle n’est jamais utilisée en pratique
courante, car elle est réserveée aux laboratoires de recherche spécialisés, disposant en
particulier de locaux conformes aux normes de sécurité imposées par ce type d’activités.
La recherche de I’Ag p24 fait appel a des tests ELISA « sandwich » dit tests combinés
capables de détecter I’Ag p24 en méme temps que les anticorps anti-VIH.

Elle est intéressante pour diagnostiquer une infection a VIH au moment de la phase aigué
de primo-infection : en effet, a cette phase, I’Ag p24 peut étre présent dans le sang en
quantité élevée alors que les anticorps anti-VIH ne sont pas encore apparus ; a savoir
cependant : face a des signes évocateurs de primo-infection a VIH (fievre, syndrome
grippal, pharyngite ou angine, lymphadénopathie), I’absence de I’Ag p24 associée a une
sérologie négative n’exclut pas le diagnostic : une nouvelle sérologie doit toujours étre

pratiquée quelgques semaines aprées la premiere pour conclure.(24)
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3.9. Traitement :

Le traitement antirétroviral est base sur le blocage du virus a un moment de sa réplication :

3.9.1. Objectifs du traitement antirétroviral :
Le traitement de I’infection & VIH a pour objectif la réduction maximale de la réplication
virale (charge virale plasmatique < 50 copies/ml permettant d’empécher la progression vers
le SIDA et de restaurer un nombre de lymphocytes CD4 >500/mm3), garant principal de la
durabilité de I’effet antirétroviral, de la restauration des fonctions immunitaires et de
I’absence de développement de la résistance du virus en présence de médicaments
antirétroviraux. Si I’efficacité immuno-virologique du traitement est essentielle, d’autres
objectifs doivent étre recherchés simultanément :
- La meilleure tolérance possible, a court, moyen et long terme ;
- L’amélioration ou la préservation de la qualité de vie ;

-la réduction de la transmission mére-enfant du VIH;

3.9.2.0bstacles :

Les avancées thérapeutiques ne doivent cependant pas laisser place aux triomphalismes car

les raisons suivantes peuvent constituer des contraintes au traitement a long cours termes

- les phénoménes de résistance acquise aux antirétroviraux actuellement disponibles
surviennent chez un nombre croissant de patients,

- les complications métaboliques (syndrome lypodistrophique, anomalies
glucidolipidiques) laissent présager une incidence accrue de complications vasculaires a
moyen ou a long terme.

- L’observance chez I’enfant pose des difficultés particuli¢res. Elle peut étre influencée par
de nombreux facteurs : le choix limite des formulations pédiatriques, le mauvais goQt des
formulations liquides ; le grand nombre de comprimés ou la grande quantité de sirop a
prendre ; la grosseur des comprimés ; la nécessite de prises medicamenteuses fréquentes ;
les restrictions alimentaires ; la perte de la personne principale s’occupant de ’enfant ; les
difficultés a avalé les comprimés ; et les effets indésirables. Les parents et les autres
membres de la famille des enfants vivant avec le VIH peuvent eux-mémes étre infectés ;
des soins et un traitement sous-optimaux des membres de la famille peuvent donc se

traduire par des soins sous-optimaux de 1’enfant(3)
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3.10. ANTIRETROVIRAUX(ARV)

Il existe plus d’une vingtaine ARV divisés en six classes médicamenteuses selon leurs sites
d’action

3.10.1. Différentes classes thérapeutiques

3.10.1.1. Les inhibiteurs d’attachement

Aprés la fixation du VIH sur le récepteur CD4, des interactions ont lieu entre le virus et
des corécepteurs protéiques, faisant partie de la famille de chimiokines, en particulier le
CCR5 et le CXCR4 (29).
Les antagonistes du CCR5 (Maraviroc®) sont de petites molécules qui se fixent de fagon
non compétitives sur la partie transmembranaire du corécepteur et induisent alors une
modification des domaines extracellulaires du corécepteur qui empéche la fixation de la
gpl120.

3.10.1.2. Les inhibiteurs d’entrée
Les inhibiteurs d’entrée ont plusieurs avantages sur les inhibiteurs de la transcriptase

inverse et les inhibiteurs de la protéase principalement parce qu’ils agissent de fagon
extracellulaire. Par conséquent, ils n’ont pas besoin de traverser la membrane cellulaire, ni

besoin d’une activation intracellulaire.

3.10.1.3. Les inhibiteurs de la fusion
Le seul inhibiteur de fusion actuellement disponible est un polypeptide, devant donc étre

injecté, dont la séquence correspond a une région de la gp41 (HR2, heptad repeat region).
Il se lie de fagon spécifique a I’ectodomaine (domaine HR1) de la protéine gp4l, au
moment ou celle-ci est découverte par la liaison de gpl20 au récepteur CD4 et aux
récepteurs des chimiokines. Les inhibiteurs de fusion empéchent le changement de
conformation de gp41 qui ménerait a la fusion des membranes du virus et de la cellule-
hote. En fait, ils seraient liés a gp41 sous sa conformation de « repos » et I’empécherait

ainsi d’adopter une conformation en épingle a cheveux favorable a la fusion (27).
3.10.1.4. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse
e Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques (INTI)
Les INTI (ou NRTI pour nucléoside reverse transcriptase inhibitoire) sont des pro-
médicaments qui doivent étre tri phosphorylé dans la cellule pour étre actifs. Ils subissent
une activation en nucléoside triphosphate par les kinases cellulaires. Les forme

triphosphates (et di phosphate pour le Ténofovir) possédent une forte affinité pour la

transcriptase inverse du virus VIH-1 et entrent en compétition avec les désoxynucléosides
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triphosphates naturels. lls sont donc incorporés préférentiellement dans la chaine de I’ADN
en croissance causant une terminaison précoce de celle-ci (en raison du manque 3’-
hydroxyl pour former le lien phosphodiester entre nucléotides). Le groupe OH 3’ libre est
nécessaire pour former une liaison avec le prochain nucléotide de la chaine nucléotide en
formation. Une fois phosphorylés, ces analogues trompent la transcriptase inverse en la
faisant incorporer dans la chaine de nucléotides en formation ou ils servent de terminateur
de chaine(24).

* Les inhibiteurs non-nucléotidiques de la Transcriptase inverse (INNTI):

Ces sont des composés de structure chimique complétement différentes de celles des
nucléosides normaux. Ce sont des inhibiteurs non compétitifs allostériques. Les INNTI
occupent une poche hydrophobe voisine du site ADN-polymérase. Leur complexation
modifie la géométrie de 1’enzyme, ce qui diminue considérablement son efficacité
catalytique. Cela provoque un changement de conformation du site actif en deplacant les
résidus d’aspartate catalytiques (en relation avec le site de liaison) de la polymérase de telle
fagon qu’il ne peut plus se lier a un substrat nucléotide, rendant ainsi 1’enzyme inactif.(27)
Contrairement aux INTI, les INNTI n’ont pas besoin d’une activation cellulaire puisqu’ils

n’ont pas besoin de phosphorylation pour étre actifs.

3.10.1.5. Les inhibiteurs de la protéase (IP)
Les inhibiteurs de la protéase (IP ou Pl pour protéase inhibitor) bloguent la phase tardive
de la maturation virale. La protéase du VIH clive les polypeptides précurseurs, produits des
génes gag et pol codant les protéines de structure et les enzymes du virion. Les virions
produits sous IP sont immatures et incapables d’infecter de nouvelles cellules. Métabolisés
par le cytochrome P450, les IP sont 1’objet d’interactions avec d’autres médicaments
utilisant les mémes voies métaboliques. Certains de ces autres médicaments sont contre-
indiqués avec les [P, d’autres imposent des ajustements de doses. Les associations de deux
IP et I’INNTI peuvent également nécessiter de tels ajustements. L utilisation des IP est
associée, a des degrés divers a une redistribution des graisses, a des troubles de la

glycorégulation et a des hyperlipidémies (28).
3.10.1.6. 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.
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Les inhibiteurs de I’intégrase constituent une nouvelle classe d’agents antirétroviraux qui

bloquent I’activité de I’intégrase du VIH-1 et sont actifs sur les virus résistants aux

inhibiteurs nucleosidiques 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. Les inhibiteurs d’intégrase disponibles ou en développement

empéchent le transfert de brins. L’ ADN non intégré est ensuite dégradé(28).

Tableau 2: liste des molécules ARV commercialisées

Dénomination Commune Internationale = Abréviation Nom Autorisation  de
(DCI) commercial mise sur le
marché
Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse
Zidovudine AZT RetrovirR 1987
Lamivudine 3TC EpivirR 1996
Didanosine ddl VidexR 1992
Abacavir ABC ZiagenR 1999
Emtricitabine FTC Emtriva 2003
Inhibiteur Nucléotidique de la Transcriptase Inverse
Tenofovir TDF ‘ VireadR 2002
Tenofovir Alafenamide Fumarate TAF ‘ VemlidyR 2016
Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse
Nevirapine NPV 1998
ViramuneR
Efavirenz EPV SustivaR 1999
Etravirine ETV 2008
EntelenceR
Rilpivirine RPV EdurantR 2011
Combinaisons d’Inhibiteurs de la Transcriptase Inverse
Zidovudine/ Lamivudine AZT/3TC CombivirR 1998
Tenofovir/Emtricitabine TDF/FTC TruvadaR 2005
Abacavir/Lamivudine ABC/3TC Kivexa®R 2004
Zidovudine/Lamivudine /Abacavir AZT/3TC/ABC TrivizirR 2000
Tenofovir/Emtricitabine/Efavirenz TDF/FTC/EFV AtriplaR 2007
Emtricitabine/Rilpivirine/Tenofovir FTC/RPV/TDF EvipleraR 2011
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Inhibiteurs de la Protéase

Ritonavir RTV NorvirR 1996
Fosamprenavir FAPV TelzirR 2004
Atazanavir ATV Reyataz® 2004
Lopinavir/ritonavir LPVI/r KaletraR 2001
Darunavir DRV PrezistaR 2008
Inhibiteurs d’Entrée
Enfuvirtide T20 FuzeonR 2003
Maraviroc MRV CelsentriR 2008
Inhibiteurs d’Intégrase
Raltegravir RAL IsentressR 2008
Elvitegravir EVG VitektaR 2012
Dolutegravir DTG TivicayR 2014
Autres associations fixes
Dolutégravir/Abacavir/Lamivudine DTG/ABC/3TC TruimegR 2014
Elvitégravir/Emtricitabine/Tenofovir EVG/FTC/TAF/COBI/ GenvoyaR 2015
alafenamide /Cobicistat
Elvitégravir/Cobicistat/Emtricitabine/ | EVG/COBI/FTCITAF Stribild®? 2013

Fumarate de Tenofovir

3.10.2. Stratégies de traitement antirétroviral :
La mise en route précoce du traitement est associée a des avantages cliniques et a des
avantages en termes de prévention de I’infection a VIH, car elle améliore la survie et

diminue ’incidence de I’infection a VIH au niveau de la communauté.

D’aprés les nouvelles recommandations publiées "toute personne infectée par le VIH
devrait commencer le traitement antirétroviral le plus t6t possible aprés le diagnostic(32)
en priorité chez les personnes présentant une infection a VIH séveére ou a un stade avancé

ou un nombre de CD4 inférieur ou égal a 350 cellules/mma3.

Il est également recommandé de commencer un TAR quel que soit le nombre de CD4 chez
les personnes présentant une tuberculose active ou une coinfection par le virus de I’hépatite
B (VHB) avec une pathologie hépatique sévere, chez toute femme vivant avec le VIH
enceinte ou allaitant au sein, chez tout enfant 4gé de moins de 5 ans vivant avec le VIH et

chez toute personne vivant avec le VIH dans un couple sero-discordant (33).
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3.10.3. Schémas thérapeutiques
Le schéma thérapeutique préconisé par I’OMS en premiere intention est I’utilisation de
(02) INTI+ (01) INNTI, la seconde ligne est (02) INTI+ (01) IP/r (/r = boosté par le
ritonavir) avec 'usage de molécules moins toxiques et de combinaisons de thérapie

antirétrovirale de dose fixe.

Au Mali, les régimes préférentiels en premiere intention ou schéma de 1ére ligne et en

deuxiéme intention ou de 2éme ligne chez I’adulte et I’adolescent sont les suivants(4) :
Schémas de 1ére ligne :

(02) INTI+ (01) INNTI est le régimes préférentiels de la premiere ligne

Ténofovir (TDF) +Lamividine (3TC) + Efavirenz (EFV) ;

les régimes alternatifs suivants sont possibles :

- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP) ;

- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV) ;

- Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) ou Emtricitabine (FTC) + Névirapine (NVP) ;

- Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV).

Les patients VIH-1 du groupe O chez lesquels les inhibiteurs non nuléosidiques de la
transcriptase inverse ne sont pas efficaces, utiliser des schémas thérapeutiques associant
des inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidique de la transcriptase inverse a un inhibiteur de
protéase boosté (IP/r) ou (03) INTI.

Les associations suivantes sont a proscrire :

-TDF + 3TC+ ABC/ TDF + 3TC + ddI (Didanosine) / TDF + ddl + INNTI en raison de
la fréquence €élevée des échecs virologiques précoces et de la toxicité pancréatique.

- TDF + ddlI en raison de sa moindre efficacité, de ses interactions, toxicité augmentée du
ddl et baisse des lymphocytes T CDA4.

- ABC (Abacavir) + ddI en raison des risques d’accidents cardiovasculaires (infarctus du
myocarde).

Schémas de 2éme ligne:

Le schéma de 2¢me ligne doit inclure au moins (02) nouvelles molécules dont ’'une issue
d’une famille différente des familles utilisées en premiére ligne. La lamivudine (3TC) ou
I’emtricitabine (FTC) doit étre toujours maintenue en 2éme ligne.

En cas d’échec thérapeutique confirmé VIH-1 de la 1ére ligne, le schéma préférentiel de
deuxiéme ligne suivant est recommandé :

Deux (02) inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la TI + un (01) inhibiteur de
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protéase boosté.

Les IP préférentiels sont : Lopinavir/r (LPV/r) et Atazanavir (ATV/r).
Cependant ce traitement est donne en fonction de 1’age et du poids du patient
-Enfants agés de 3 ans & 10 ans et les adolescents de moins de 35 Kg

L’option thérapeutique préférée en premicre ligne est une trithérapie associant deux
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) a un inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI).

Le schéma préférentiel en premiere ligne :

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

Les régimes alternatifs suivants sont possibles:

_ Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)

_ Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)

_ Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV)

_ Tenofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)

_ Ténofovir (TDF) +Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV).

-Enfants de moins de 3 ans

Le régime préférentiel est une trithérapie comprenant : 2 INTI + 1IP

_ Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Kaletra (LPV/r)

Le régime alternatif sera 2INTI + 1INNTI :

_ Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Nevirapine (NVP)

_ Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Nevirapine (NVP)

En cas de contre-indication ou de toxicité a une molécule du schéma préférentiel de

premiere ligne, on substituera la molécule incriminée par une autre molécule.

3.11. Prévention

La prévention de la transmission du VIH contribue a une diminution de la prévalence de
I’infection, montrant ainsi combien la prévention est outil déterminant dans la lutte contre
la pandémie. Actuellement, les moyens de prévention classique sont le dépistage,
modification des comportements a risques avec promotion du préservatif, et la prévention
de la transmission de la mére a 1’enfant, prophylaxie ARV post-exposition et la prévention

de la transmission sanguine.

3.12. Echec thérapeutique :
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L’échec c’est lorsque le schéma thérapeutique ne permet pas une diminution suffisante de
la réplication virale : pas d’inhibition satisfaisante et durable de la charge virale, pas
d’augmentation satisfaisante du nombre de CD4+ ou progressions clinique de la
maladie(29).

Elle résulte du non observance (mauvais suivi des consignes de prise de médicament), de
I’insuffisance de la posologie (absence de médicament dans le sang) et de I’interaction
médicamenteuses, ce qui peut entrainer la réplication virale en présence d’ARV suivis

d’une sélection de souches mutantes qui a une résistance.

Elle peut étre identifiée de 3 facons : échec clinique, immunologique et virologique

3.12.1. Echec virologique :
Le premier a étre détectée lorsque les analysés de charge viral sont disponible elle est défini
comme étant une augmentation du nombre de virus circulant CVV>1000 copies / ml apres

6mois de traitement bien suivi entrainant la destruction des lymphocytes CD4

Au Mali, I’échec virologique est défini comme étant I’impossibilité de réduire la charge
virale a un niveau indétectable aprés six mois de traitement bien conduit.

Il est caractérisé par une charge virale plasmatique supérieure a 1000 copies/ml apres
vérification de 1’observance(5).

Il faut différencier 1’échec virologique du « rebond virologique » qui est défini comme une
charge virale détectable aprés une période d’in-détectabilité (au moins 2 points consécutifs)
; ce dernier aussi doit étre distingué d’un « blip » de la charge virale (détection d’une charge
virale plasmatique isolée comprise entre 50 et 1000copies/ml sur un prélévement avec un

point suivant de charge virale, réalisé au plus tard un mois apres, < 50 copies/ml)(30)

3.12.2. Echec immunologique :

Il est défini par I’absence d’ascension des lymphocytes CD4 malgré un traitement
antirétroviral efficace depuis au moins 6 mois. Cette situation se rencontre le plus souvent
chez les patients ayant initialement un taux de lymphocytes CD4 pré-thérapeutique bas, un

age plus avancé. Cet échec peut s’accompagner d’un succes ou d’un échec virologique(31)

3.12.3. Echec clinique :

Il se caractérise par la survenue de manifestations cliniques témoins de la progression de
la maladie VIH (symptémes liés au VIH, nouvelle infection opportuniste ou rechute d’une

infection préexistante, survenue de tumeurs) (31).
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Habituellement, ce stade d’échec clinique est la conséquence d’un échec virologique et

immunologique.

3.13. Observance :

Compte tenu de la puissance antirétrovirale des traitements actuellement utilisés en
initiation, ’absence de réduction de la charge virale d’au moins 1logl10 /Imois aprés
I’initiation du traitement, ou une charge virale toujours > 200 copies/ml & 6 mois, rendent

presque toujours compte d’une observance médiocre au traitement.

3.14. Reésistance du VIH aux antirétroviraux :

La résistance aux antirétroviraux a été rapportée pour la premiére fois en 1989 chez des

patients traites par la zidovudine en monothérapie

3.14.1. Définition :
La résistance aux antirétroviraux est liée a la capacité du virus a se répliquer en présence
d’ARV.
On distingue 03 types de résistance : la résistance naturelle (manque de sensibilité), la
résistance acquise sous traitement (résistance secondaire) et la résistance primaire
(résistance transmise). En effet, pour cette derniére, les patients porteurs de virus résistants
peuvent transmettre ces virus a leurs partenaires qui vont alors s’infecter d’emblée avec

des virus résistants lors de la primo-infection.

3.14.2.Mécanisme d’apparition des mutations de résistance :
Plusieurs facteurs liés a la durée de vie et au cycle de réplication du VIH sont des
contributeurs clés vers une émergence rapide et généralisée de résistance qui est observée
avec cet organisme.
Les mutations dans les genes de la transcriptase inverse, de la protéase, de la gp4l, de
I’intégrase des enzymes ou protéines diminuent la sensibilité des virus aux antirétroviraux
par des mécanismes différents selon les classes, et méme selon I’antirétroviral dans une
méme classe(32).
Ces mécanismes peuvent étre dus :
A la dynamique de production virale trés rapide, il a été calculé qu’environ 10 milliards de

virions étaient produits chaque jour chez une personne infectée a la variabilité génétique
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importante du VIH, et la TI fait une erreur par cycle de réplication (1 erreur tous les 10 000
nucléotides), d’ou I’introduction au hasard de mutations tout au long du génome.

Pendant que la plupart de ces erreurs sont des substitutions de bases, autres mutations
comme les insertions ou duplications peuvent aussi se produire. Ce qui conduit a un taux
important de recombinaisons, d’ou I’existence d’une population virale diversifiée appelée

quasi-espéce ou variant viraux.

+ Résistance Secondaire

Une résistance acquise sous traitement, elle est due a différents niveau

Résistance aux Nucléotidiques :

Deux mécanismes moléculaires distincts ont été identifiés comme étant a 1’origine de la
résistance aux analogues nucléosidiques : la diminution de I’incorporation de I’analogue

lors de la synthése de I’ ADN et excision de I’analogue de la chaine d’ADN.

- Le premier est la mutation des résidus qui résultent en diminuant I’incorporation des
nucléotides ou nucléosides artificiels au profit des nucléosides naturels dans la chaine
d’ADN en formation. Pendant que certaines de ces mutations apparaissent dans le site
catalytique actif de la TI, d’autres sont proximales de ce site, et peuvent tous causer un
changement de la conformation dans 1I’enzyme responsable de la résistance.

- Ainsi, pendant que les mutations des analogues de la thymidine affectent principalement

I’AZT et le d4T, un nombre de mutations a été aussi observé pour d’autres analogues.

- La mutation M184V sur le géne de la T1 est associée a une résistance de haut niveau a
I’analogue de la cytosine 3TC [34]. Un niveau élevé de résistance aux analogues de la

guanosine ABC et DDI semble exiger au moins 2 ou 3 mutations concomitantes.

- Lamutation Q151M est le plus souvent sélectionnée aprés plusieurs lignes de traitement
comportant des analogues nucléosidiques. Elle entraine la résistance de haut niveau a

tous les INTI, excepté le Ténofovir et la lamivudine.

- Les mutations K65R et K70E entrainent une résistance principalement par le Ténofovir.

L’ impact de la mutation K65R semble nul sur les analogues de la thymidine.

Cette mutation est fréquemment sélectionnée lors de I'utilisation de combinaisons d’INTI
qui ne sont pas recommandées (Abacavir et/ou didanosine associés au Ténofovir sur des

virus dépourvus de TAM). L’Abacavir en association a la lamivudine sélectionne en
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priorité la mutation L74V/I avec une fréquence plus importante quand cette combinaison

est donnée en une fois par jour et en association aux INNTI.

- Le second mécanisme est associ¢ a un renforcement de I’enlévement des analogues de
ces sites d’attachement a la fin de la chaine d’ADN appel¢é excision des analogues ou

réaction de phosphorylase.

Cette excision de 1’analogue nucléosidique déja incorporé est conférée par des mutations
appelées TAM (thymidine analog mutations). Ces mutations favorisent 1’accés de I’ATP
au site de polymérisation de I’ ADN proviral, qui va capter I’analogue thymidine inséré,
permettant ainsi aux nucléosides naturels de s’incorporer libérant le médicament et

mettant fin a son action(21).

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

Virus sauvage  arét de la chaine Virus sauvage

d'ADN viral Trapscnptase Tansohisg
en cours de synthése inverse st
Analogue < =

nucléosidique

ARN

ARN

Virus résistant Virus résistant ATP

Liaison de I'ATP
a la transcriptase inverse
grice aux TAM

Poursuite de la synthese Mutation
de la chaine d'ADN viral

Figure 3: Résistance par excision des analogues nucléosidiques(33)

Elles sont sélectionnées séquentiellement par les analogues de la thymidine, zidovudine et
Stavudine, et comprennent six (6) : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, et
K219Q/E.(21) Les TAM sont responsables d’une résistance a I’ensemble des INTI, saufa

la lamivudine, et a des niveaux divers(34)

Cette résistance croisée est variable en fonction du nombre de TAM et de 'INTI. Par
ailleurs, les mutations K70R et K219Q/E ont moins d’impact que les quatre autres dans
cette résistance croisée. La mutation M184V, en présence de TAM, augmente la résistance

in vivo a I’abacavir et n’a pas d’impact sur le Ténofovir et la didanosine(34).
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Une seule mutation a ce niveau peut entrainer une résistance croisée de haut niveau aux
molécules de 1% génération (I’Efavirenz et la névirapine) des INNTI. Si une mutation
apparait dans la poche hydrophobe, I’inhibiteur ne peut plus s’y fixer pour bloquer I’activité
de la TI. La présence des mutations Y181C et Y188C diminue fortement la fixation des

INNTI en modifiant la taille et la forme de la poche de liaison(21).

Ce sont typiquement des molécules dont la « barriére génétique » est faible. Puisque tous
les INNTI, essentiellement, se lient a la méme région de la TI, les mutations dans cette
zone affecteront obligatoirement les agents de cette classe dans certaines mesures. Ceci

peut expliquer la fréquence élevée de résistance croisée(35).

Cependant, des INNTI de deuxiéme génération comme étravirine sont actifs sur certains
virus ayant des profils de résistance aux INNTI classiques(36). De plus, I’accumulation des
mutations de résistance aux INNTI diminue fortement 1’efficacité de 1’étravirine. Il est
recommandé de ne pas laisser persister de réplication résiduelle sous 1’éfavirenz ou
névirapine, qui entraine rapidement I’accumulation de mutations de résistance aux INNTI

et réduit les possibilités de traitement ultérieur par 1’étravirine.

La mutation K103N, est la plus fréquente en clinique, stabilise la Tl, empéchant ainsi
I’INNTTI de venir se lier(37). Les effets secondaires des INNTI sont généralement moins
que ceux des analogues nucléosidiques. Cependant, le principal inconvénient de ces agents

est leur rapide développement de la résistance.
Résistance aux IP

La résistance aux IP est liée a des mutations situées, d’une part au niveau du site actif de
I’enzyme (mutations majeures), et d’autre part a distance du site actif, s’accumulent et
renforcent une résistance préexistante (mutations mineures). Ces mutations peuvent étre

également polymorphiques et sont généralement communes a tous les IP (38) ,

Une mutation majeure va changer la conformation du site actif de la protéase, empéchant
ainsi I’'IP de s’y fixer (39)

Une mutation mineure ne va pas influencer la liaison de I’'IP au site actif. A elle seule, elle
ne confeére pas de résistance. Mais I’accumulation de celle-ci avec une mutation majeure

ou de nombreuses mutations mineures confére une résistance aux I1P(40)

Il n’y a probablement pas de résistance croisée entre les analogues du nucléoside (AZT,
DDI, d4T, 3TC...) et les inhibiteurs de protéase (SQV, IDV, RTV...). Ces deux types de
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médicaments agissent de facon entiérement différente sur des genes différents a des
endroits différents du virus. La notion de barriére génétique forte mérite d’étre nuancée.
En effet, certaines mutations isolées peuvent étre associées a un echec virologique, méme
au cours d’une premicre ligne d’un IP/r. Les autres IP, comme I’indinavir, le saquinavir et
le lopinavir peuvent sélectionner des mutations responsables de résistance croisée, en
particulier les mutations V82A/F/SIT, 184V/A et L90M, qui, lorsqu’elles sont associées,

rendent difficile le choix du traitement de relais.

De nombreuses études démontrent clairement qu’il existe une grande différence entre les
IP potentialisés par le ritonavir (IP/r) et les IP non potentialisés en terme de taux de

sélection de mutations de résistance chez les patients naifs d’antirétroviraux(34)

La résistance aux IP est donc, un phénomene graduel avec accumulation progressive de
mutation. Certaines de ces mutations primaires sont spécifiques aux IP. C’est le cas de la
mutation I50L sélectionné par 1’atazanavir chez des patients naifs, qui, in vitro, n’entraine
pas de résistance croisée avec les autres IP. Chez des patients ayant déja recu d’autres IP,
d’autres mutations vont étre sélectionnés par 1’atazanavir, en particulier, la mutation 184V
responsable de résistance croisée aux IP. Les études de résistance menées lors des essais
de monothérapie d’IP/r montrent une plus grande fréquence de résistance avec ce type de
stratégie, qui et n’est pas recommandé. Parmi les nouveaux IP, le Tipranavir (TPV) semble
sélectionné chez les patients prétraités des mutations également sélectionnées par beaucoup
d’autres IP (par exemple, V82L/T et 184V) qui sont responsable de résistance croisée. Des
¢tudes récentes démontrent qu’il existe des mutations dans le géne gag, au niveau des sites
de clivages ou a proximité, qui semblent conférer une résistance aux IP. Cependant, elles
ne sont pas systématiquement analysées par les tests génotypiques classiques qui ne

séquencent que la protéase virale(32).

ARKIETOU MAIGA 27



Evaluation de la fréquence de virus résistants chez les personnes vih-1 positif initiant un
premier traitement antirétroviral a Bamako au Mali

Figure 4: Sites des mutations de résistance aux 1P(41)

Résistance au Inhibiteur d’entre :

L’entrée du virus dans la cellule requiert plusieurs étapes, avec successivement la liaison
de la gp120 a la molécule CD4, puis a un corécepteur, récepteur de chimiokines, CCR5
et/ou CXCR4. Ces événements sont responsables de ’association des deux boucles tri
métriques, HR-1 et HR-2 (HeptadRepeat), localisées dans la gp41, conduisant a un
rapprochement des membranes virale et cellulaire et a leur fusion. La composition en acides
aminés de la boucle variable V3 de la gp-120 détermine la reconnaissance spécifique du

corécepteur.
Résistance aux Integrases :

La résistance aux inhibiteurs d’intégrase est due a la sélection de mutations se situant au
niveau du site catalytique de I’enzyme, et a I’émergence, sous traitement, de variant viraux

initialement minoritaires, portant des mutations de résistance(36).

La barriére genetique de cette famille est faible et une seule mutation peut induire d’emblée
une résistance compléte et croisée entre ces molécules. Il convient donc d’étre trés vigilant
et de n’autoriser aucune réplication résiduelle sous traitement comportant un inhibiteur
d’intégrase. Il existe une résistance croisée tres importante entre raltégravir et

elvitégravir(32).

ARKIETOU MAIGA 28



Evaluation de la fréquence de virus résistants chez les personnes vih-1 positif initiant un
premier traitement antirétroviral a Bamako au Mali

+ Résistance Naturelle

Certains groupes ou types de virus résistent naturellement a certains médicaments sans

aucun contact : résistance naturelle (intrinséque).
Groupe O du VIH-1 et VIH-2 ont une résistance naturelle aux NNRTI,

Résistance « naturelle » du VIH-2 a certains IP(42)

+ Résistance Primaire

La notion de "résistance primaire” est fréquemment évoquée ; elle désigne de maniére
générale une résistance phénotypique et/ou génotypique installée avant tout traitement,
plus ou moins a distance de la primo-infection en fonction des différentes populations
étudiées. La deuxiéme notion apparaissant en corollaire est celle de la transmission de
quasi-espéces VIH résistantes aux antirétroviraux(43). La résistance primaire correspond a
la présence de virus portant des mutations de résistance chez des patients n’ayant jamais
pris de traitement. Elle est le résultat d’une contamination (ou sur contamination) d’une
personne par des souches virales résistantes, issues d’un patient prenant un traitement
antirétroviral. Le premier cas de patient infecté par une souche résistante concerne un jeune

homme qui a été infecté par un virus portant des mutations de résistance a I’AZT en 1993.

3.14.3. Teste de résistance
Les tests génotypiques recherchent apres séquencage de I’ ARN les mutations associées a
la résistance aux antirétroviraux :
-Les tests phénotypiques mesurent la sensibilité du virus aux molécules par culture du virus
en présence du/des composeés.
-Les tests génotypiques analysent les mutations présentes sur les génes codant les protéines
cibles des antirétroviraux (TR, protéase, gp41, intégrase).
L’analyse de toute la séquence des geénes de la transcriptase inverse et de la protéase est la

technique de référence en matiére tests génotypiques.
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4. METHODOLIGIE
4.1. Cadre et lieu d’étude :

Notre étude s’était déroulé au centre de recherche et de formation sur le VIH/SIDA et la
tuberculose (UCRC/SEREFO), situé au sein de la faculté de médecine et
d’odontostomatologie FMOS et la faculté de pharmacie FAPH de I'université des sciences,
des techniques et des technologies de Bamako (USTTB) au Mali.

Ce centre est une initiative de recherche biomédicale qui a débuté en 2003. Il s’agit d’une
collaboration entre les instituts nationaux de la santé aux Etats Unis d’Amérique (NIH-
NIAID) et I’'université de Bamako, Mali.

Une collaboration qui a pour objectif de :

» Cultiver I’excellence dans la recherche afin d’avoir des chercheurs qualifiés et

compétents.

» Mener des activités de recherches durables en clinique et en biologie sur les
maladies bactériennes et virales en mettant un accent particulier sur I’immunologie,
la biologie moléculaire du VIH, et de Mycobacterium tuberculosis et leurs

interactions.

» développer et soutenir des programmes de formation et tutorat pour les chercheurs

débutants.

» Favoriser d’autres collaborations scientifiques sur les plans national et

international.

Les activités d”UCRC/SEREFO portent sur 2 volets :

< Volet laboratoire :

Laboratoire d’immunologie : laboratoire de derniere génération qui soutient des études
complexes visant a mieux comprendre le systéme immunitaire de I’homme et la pathogénie
de la maladie. Ce laboratoire dispose des équipements modernes pour mesurer les taux de
cd4, la charge virale du VIH, et les paramétres hématologiques. En plus de ceux-ci, les
cytophotomeétres de flux sophistiqués nous permettent d’initier des tests immunologiques
complexes. Facs count, facscalibur, des centrifugeuses et de deux hottes a flux laminaires.
Laboratoire de tuberculose : le laboratoire de tuberculose dans lequel est pratiquée

principalement la culture des mycobactéries dispose d’un espace de haute sécurité nommeé
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BSL (biosafety level-3 ou laboratoire de niveau p3), construit sur des criteres du NIH et
certifié chaque année.

En 2006, le BSL-3 a regu la certification de I’OMS, représentant le premier laboratoire
BSL-3 certifié au Mali.

Laboratoire de biologie moléculaire : doté de plusieurs appareils de PCR permettant de

faire le génotypage des mycobactéries grace au spolygotypage.

Laboratoire d’épidémiologie moléculaire et de résistance du VIH aux ARV : doté
d’appareils pour le test de charge virale et de génotypage pour le suivi des patients et de la
résistance du VIH aux ARV.

Ce laboratoire est divisé en deux espaces :

Une partie au sein du SEREFO ou se situe ’appareil pour le test de génotypages du VIH,
la hotte sous laquelle se passe la transvasions des aliquotes des échantillons de charge
virale, les frigos(3) pour la conservation des échantillons,
Une partie dudit laboratoire de charge virale sise dans le méme batiment de la scolarité de
la faculté, a cote du bureau du Doyen cété du bureau du doyen de la FMOS qui est subdivisé
en zones (salles 1,2 et 3).
= Salle 1 est dédiée aux procédures ’extraction des acides nucléiques (secteur 1) et
a I’ajout des acides nucléiques purifiés au master mix (prépare dans la zone 2).
= Salle 2 est uniquement réservée a la phase d’activation, d’amplification du virus
du VIH-1
= Salle 3 réservé a I’appareil (ABBOOT m2000) qui permet la quantification.

< Volet clinique :

Le recrutement et le suivi des patients sur le plan clinique de I’équipe d’épidémiologie
moléculaire du VIH a été assuré au niveau du centre de soins, d'animation et de conseils
(CESAC) quiavu le jour en 1996 dans I'optique de la prise en charge des personnes vivants
avec le VIH (PVVIH). Le CESAC est actuellement une référence en matiére de lutte et de
prise en charge contre le SIDA. Géré par ARCAD-SIDA le centre assure actuellement,
avec succes, la prise en charge meédicale et psychosociale des personnes vivant avec le
VIH/SIDA. Le CESAC et le centre de référence de la commune V du district de Bamako
ont servi de centre de collecte des données dans notre étude, Quant aux autres laboratoires,
ils s’appuient sur les services de pneumologie, de maladies infectieuses du centre

hospitalier universitaire du point « G » et des CSREF de Bamako.
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4.2. Type et période d’études :

Il s’agissait d’une étude prospective et transversale qui s’était déroulée d’octobre a
décembre 2016.

4.3. Population d’étude:

Notre étude a concerné les patients infectés par le VIH-1, nouvellement diagnostiqués au
niveau du centre de soins, d'animation et de conseils (CESAC) et du centre de référence

de la commune V du district de Bamako.
4.4. Criteres d’inclusion :

Ont été inclus dans notre étude les patients infectés par le VIH-1:

- Agé de plus de 18 ans
- Nouvellement diagnostiqué
- Naifs de tout traitement ARV

- Consentant a participer a 1’étude

4.5. Critéres de non-inclusion

N’ont pas été inclus dans notre étude les patients :
- Infectés par le VIH-2, par le VIH-1+2 ou VIH-;
- Sous traitement ARV ;
- Pour lesquels nous n’avons pas obtenu d’échantillon en quantité suffisante ;

- N”’ayant pas consenti a participer a cette étude.
4.6. Méthodes utilisées :

o Variables utilisées :

Dans notre étude nous avons utilisé les variables suivants : age, sexe, taux LT CD4,

mutations de résistance, sites, molécules
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o Prelévement, Transport, traitement, et stockage des échantillons :

Le prelevement du sang total se faisait au niveau des sites de prise en charge clinique. Les
prélevements étaient envoyés au laboratoire avec une logistique simple, traités dans la
journée. Une séparation et stockage du plasma a -80°c avec au minimum de 2 aliquotes de
plasma de 1ml chacun pour les tests de résistance pour la charge virale et dosage
plasmatique au besoin.

Transport des échantillons : conserver entre -20 et -80°c les échantillons ont été d’expédier
sur de la carboglace. Elles ne doivent pas étre congelées puis décongeler plus de deux fois
pour la qualité des analyses.

Nous avions procédé au genotypage des échantillons pour tous les patients. Les tests de

génotypages ont éte réalises suivant la méthode de I’ ANRS.
o Technique de PANRS

- Principe de la technique

La méthode ANRS détecte les mutations dans les régions de la transcriptase inverse (T1)
et de la protéase (PR) du géne Pol et fourni un rapport présentant les preuves génétiques
d’une résistance virale. 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.
- Procédure :

Elle a été réalisé suivant 2 protocoles : le protocole 1 était 1’extraction de I’ARN du VIH
et le protocole 2 pour la PCR a partir de I’ARN rétroviral extrait, la migration sur gel
d’agarose, la purification, la réaction de séquence, la précipitation éthanoique, séquencage
et analyses bio-informatiques

Protocole 1

I.  Préparation des réactifs

a) Ajout d’ARN carrier-tampon AVE au tampon AVL
Ajouter 310 pl de tampon AVE au tube contenant 310 pg d’ARN carrier lyophilisé pour
obtenir une solution de 1 pg/ul. Dissoudre complétement 1’ 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.
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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 requis en

fonction du nombre d’échantillons a traiter avec les formules suivantes :

n % 0,56 mL =v mL

yvmL % 10 pL/mL. =z nLL

- N = nombre d’échantillons a traiter ;

-y (ml) =volume de tampon AVL a utiliser ;

- z(u) = volume d’ARN carrier-tampon AVE a

b)

ajouter au tampon AVL

Reconstitution du tampon awl

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.

c)

Reconstitution du tampon aw2

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.

Procédure d’extraction

Concentration de ’ARN

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

Mettre la centrifugeuse en marche et la régler a 5°c pendant 20mn avant la
centrifugation,

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

Centrifuger a 14000tr/mn pendant 1heure a 4°c.

Extraction de ’ARN

Conserver 140 pul de culot (rejeter 860l 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;
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10.

11.

12.
13.

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

Faire une breve centrifugation (8000 tours/minute pendant 1 minute a 20°c) pour
enlever des gouttes a l'intérieur du couvercle;

Ajouter 560 pl d’éthanol (96-100%) au lysat et mélanger par impulsion-vortex 15
secondes pour précipiter ’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 pl
du précipité directement sur le filtre (sans toucher le filtre) et centrifuger a 8000
tours/minute pendant 1 minute & 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 a8000 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’awl
(mélangé par impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger a 8000 tours/minute
pendant 1 minute a 20°c pour le 1*" lavage ;

Transférer la colonne a filtre sur un autre tube collecteur et ajouter 500 pl d’aw2
(mélange par impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger & 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
awz;

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 tempeérature 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 I’éluat a -80°c.

Protocole 2

RECONSTITUTION DES OLIGONUCLEOTIDES (AMORCES)

Les amorces sont fournies dans des tubes sous forme lyophilisée.
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v 1l faut faire des aliquotes a 100 um en se servant de la fiche technique des

oligonucléotides pour connaitre le volume d’eau a ajouter.

v" Faire ensuite des aliquotes de 6 pl de la solution @ 100 pum qui serviront

ultérieurement pour les PCR

Il.  AMPLIFICATION PAR PCR

a) Reverse transcription / amplification (RT/PCR) ; kit titan (roche)

Les amorces utilisées pour la premiére PCR du VIH-1 sont :

- Pour la protéase :

- 5’PROTIL: 5’-TAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCC-3’

- 3’PROTIL: 5’-GCAAATACTGGAGTATTGTATGGATTTTCA-3’

- Pour la transcriptase inverse :

- MJ3:5-AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA-3°

- MJ4:5S-CTGTTAGTGCTT TGG TTC CTC-3’

Tableau 3: Composition du mélange réactionnel pour une réaction de RT/PCR du VIH1

Concentration stock

Volume par tube (pl)

Tampon 5x (buffer) 5x 10

Dithiothréitol (DDT) 100 mm 2.5

Dntp mix 10 mm 4

Amorce sens 30 um pour le VIH-1 1
20 pum pour le vih-2

Amorce antisens 30 um pour le vih-1 1
20 pm pour le VIH-2

Rnase inhibitor S5u/pl 1

Enzyme mix — 1

H,o (qualité biologie | — 19.5
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moléculaire)

ARN patient

10

Volume final

50

Tableau 4: Conditions d’amplification de la premiére PCR pour le VIH-1

Températures Cycles
Temps

Reverse 50°c (vih-1) 30 min 1x
transcription
Activation 94°c 2 min 1x
enzymatique
dénaturation

94°c 30s

cycles 55°C 30s 40x

d’amplification

68°c 1 min 30 s (vih-1)
Elongation 68°c 7 min 1x

a) PCR niche (nested PCR) kit EXPAND high fidelity (Roche)

Pour la protéase :

- Pour la transcriptase inverse :

5’PROT2: 5’- TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC AGC CCC A-3°

3’PROT2: 5’- AAT GCT TTT ATT TTT TCT TCT GTC AAT GGC-3°

- A35:5-TTGGTTGCACTT TAAATTTTICCCATTAGTCCTATT-3’

- NE135:5°-CCTACT AAC TTCTGT ATGTCATTG ACA GTC CAGCT-3’

Tableau 5: Composition du mélange réactionnel pour la réaction de Nested PCR pour le

VIH-1

Concentration
stock

Volume par tube (pl)

(pour 50 pl de volume final)
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Tampon 10x (expand buffer 10x) 10 x 5
Dntp mix 10 mm 1
Amorce sens 30 um 1
Amorce antisens 30 um 1
Expand enzyme polymérase 3,5u/ul 0,4
H,o (qualité biologie moléculaire) — 36,6
Adn obtenu aprés la 1° PCR (amplicon) — 5
Volume final 50

Tableau 6: Conditions d’amplification de la deuxieme PCR pour le VIH-1

Températures Cycles
Temps
Activation enzymatique + dénaturation 95°c 3 min 1x
94°c 15s
55° 30s 10X
72°C 2 min
Cycles d’amplification 94°c 30 s
55°c * 305 20 x
72°c 2 min et 5
d’incrémentation
Elongation 72°c 7 min 1x
Conservation 8°c oo —

*125 secondes d’incrémentation au premier cycle, puis ont été rajoutées S secondes a

chaque cycle additionnel.
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I11. MIGRATION SUR GEL D’AGAROSE

a) Preparation du tampon tube 10x (pour 1 litre)

La préparation du tampon tube 10x (pour 1 litre) se fait dans une fiole de 2L On y ajoute :

- Un barreau aimanté

- 107,8 gdetris

- 55 g d’acide borique

- 58¢gD’EDTA

- 500 ml d’eau distillée

- Déposer la fiole sur une platine munie d’un aimant

- Agiter jusqu’a dissolution complete des produits

- Compléter le volume d’eau pour atteindre 1000 ml

- Agiter pour homogenéiser la solution

- Laconservation se fait a la température du laboratoire (15-25°c).

b) Préparation du tampon tube 1x (pour 1 litre)
Diluer au dixiéme le tampon tube 10x pour obtenir le tampon tube 1x.
(Ex : 100 ml de tube 10x ajouter 900 ml d’eau distillée pour obtenir 1000 ml de tube 1x).

c) Préparation du gel d’agarose (1%)

La préparation du gel d’agarose (1%) se fait dans une fiole de 250 ml. On y ajoute :

- lgd’agarose

- 100 ml de tampon tube 1x

- Agiter le mélange

- Mettre la fiole au four a micro-onde pendant 2 minutes a 100°c
- Faire refroidir sous un robinet d’eau

- Ajouter Sul de BET (Bromure d’Ethidium)

- Mélanger

- Couler 50 ml par support apres avoir mis les peignes en place

- Laisser refroidir environ 20- 30mn

- Enlever les peignes

- Le gel est prét a étre utiliser.

d) Electrophorese en gel d’agarose

- déposer le support contenant la gélose dans la cuve a électrophorése posée sur une

surface noire
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Mettre le tampon tube 1x dans la cuve a électrophorése jusqu’au niveau des
électrodes

Sur du para film déposer 2ul de bleu de charge et 8ul d’amplicon

Bien homogénéiser et déposer le mélange dans le puit laissé par le peigne dans la
gélose

Laisser migrer pendant 20 minutes a 110v- 85 ma

Déposer le gel sur la plaque a UV (spectroline)

Eteindre la lumiére de la salle et allumer les UV

Observer les migrations qui se caractérisent par une fluorescence orange dans la

gélose a la méme distance de migration que le témoin positif.

PURIFICATION DE L’ADN AVEC LE KIT QIAGEN

Identifier la colonne munie de filtre

Mettre 2501 de tampon bp sur le filtre sans le toucher

Ajouter le reste des amplicons positifs aprés 1’¢électrophorese en gel d’agarose et
homogeénéiser avec la pipette

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 ajouter 750ul de solution de
lavage

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

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 1’¢éluat

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

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

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

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

REACTION DE SEQUENCE

Remplir correctement la feuille de paillasse de séquencage et appréter la plaque de

séquencage.
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2- 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

3- Homogénéiser juste avant de distribuer

4- Mettre la quantité de mix indiquée (11pl) dans les micro-tubes de la plaque de

séquencage selon la feuille de paillasse

5- Ajouter la quantit¢ d’ADN purifiée (1pl) et fermer la plague avec du papier

autocollant.

Les amorces utilisées pour la réaction de séquence du VIH-1 sont:

- Pour la protéase :

o 5’PROT2: 5’- TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC AGC CCC A-3°

o 3’PROT2: 5-AATGCTTTTATT TTT TCT TCT GTC AAT GGC-3’

- Pour la transcriptase inverse :

o A35:5-TTGGTTGCACTT TAAATTTTCCCATTAGTCCTATT-3

o NEI135:5-CCT ACT AAC TTC TGT ATGTCATTG ACAGTC CAGCT-3

Tableau 7: Composition du mélange réactionnel pour une réaction de séquence du VIH-1

Concentration

Volume par tube (pl)

(pour 12 pl de volume final)

Big dye Terminator (bdt) — 1
Tampon (buffer) 5x 1,5
Amorce 4um 4
H,o0 (qualité biologie moléculaire) — 4,5
Adn purifié 20 -50ng/ul 1
Volume final 12

Tableau 8: Conditions d’amplification pour la réaction de séquence du VIH-1

Températures Temps Cycles
96°c 10s
50°c 5s
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Cycles d’amplification 60°c 4 min 28X
Conservation 4°c oo —
VI.  PRECIPITATION ETHANOLIQUE

VII.

Enlever la plaque du thermocycleur

Ajouter 16 pl d’eau ppi

Puis 64 pl d’éthanol 95-100%

Bien homogénéiser avec la micropipette

Fermer 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 la plaque délicatement sur du papier buvard et tapoter 1égerement
Ajouter 150 pl d’éthanol a 70%

Fermer avec du papier autocollant

Centrifuger a 2000 g (rcf) pendant 10 minutes

Renverser délicatement la plaque, la tapoter sur du papier buvard

Emballer la plaque dans du papier buvard, puis avec du papier aluminium. Ne pas
fermer. La mettre retournée dans les plots de la centrifugeuse pour enlever toute
trace de liquide

Centrifuger a 700 g (rcf) pendant 1 minute

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

Tapoter légerement pour faire descendre toute la solution de formamide

Fermer avec un septum

Agiter vigoureusement

Conserver la plaque au réfrigerateur.

ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

Mettre en route le disjoncteur situé a I’arriére du séquenceur
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Mettre en marche I'unité centrale

Saisir le mot de passe (instar-admin)

Une fois que tous les programmes sont charges, allumer le séquenceur

Attendre que le voyant vert du séquenceur soit allumé

Lancer le programme run 3130-avant data collection série 4

Faire tray pour appeler le chariot contenant la plaque

Ouvrir les portiéres et enlever délicatement la plaque (I’emplacement de la plaque
sur ’écran devient gris)

Remplacer le tampon EDTA 1x et I’eau des différents bacs (rincer les bacs a I’eau
de robinet puis a 1’eau distillée et essuyer avant de les remplir jusqu’au trait marqué
sur le bac)

Fermer les bacs avec des septa propres et secs

Placer les différents bacs a leur emplacement

Changer de méme le tampon EDTA 1x de I’anode aprés avoir rincer le verre a I’eau
ppi (ne pas le rincer a I’eau de robinet)

Mettre le tampon jusqu’au trait rouge

Création d’un enregistrement de plaque

Sélectionner plate manager

New

Name :

Description : séquencage HIV cq et patients (pas obligatoire)
Application : segencing analysis

Plaque : 96 puits

Owner name : cirba

Operator name :

ok

Création d’une feuille de paillasse

Ecrire d’abord I’identité de I’échantillon avant de sélectionner les parametres

Sample name |Comment  |Priority Results Instrument  |Analysis Protocol

groupel Protocol
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Al

1 Pas 3 4 5 6

obligatoire

Légende (al) :
1:ex akpbri_pr_5p2 (ne pas mettre d’espace)
3 :seqpop7_50 bdt3.1 (pour séquencage, polymere 7, longueur du capillaire 50, chimie
utilisée bdt 3.1)
4 : 3130pop7_bdtv3.1.kb. Puis Ok
Dénaturation
- Mettre la plaque dans le thermocycleur pendant 2-5mns a +95°c
- Retirer la plaque et la mettre aussitot dans un bac contenant de la poudre de glace
pendant au moins 5 minutes

- Nettoyer la plaque sortie de la glace pour enlever toute trace d’eau

Chargement

- faire plate-view

- faire find all et sélectionner la plaque (ex : thomas_hivl 290610 (date)
- faire run scheduler

- faire tray pour appeler le passeur d’échantillons et ouvrir les porticres

- placer la plaque sur le passeur d’échantillons par I’encoche et abaisser le coté opposé qui
doit rentrer entre les électrodes sans forcer (I’emplacement de la plaque devient jaune)

- fermer les portiéeres

- cliquer sur la plague pour demander a la machine de lier la feuille de paillasse a la plaque
(la plaque devient verte)

- cliquer sur le symbole (triangle) vert dans la barre d’outils (ok)
- le séquenceur démarre
- faire instrument setting pour suivre la progression de 1’analyse.

VIII.  ANALYSES BIO-INFORMATIQUES

Le génotypage de résistance est réalisé en utilisant la technique développée par 1’acll
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de L’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org). Apres le séquencage des génes de la
protéase et de la transcriptase inverse sur le séquenceur automatique 3130-avant (applied
biosystems, courtaboeuf, France), les sequences sont alignées avec les séquences de
références du vih-1 (hiv-1 hxb2, numéro accession genbank : k03455). L’interprétation des
mutations de résistance se fait en utilisant les derniéres mises a jour de 1’algorithme de

I’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.orq).

L’analyse bio-informatique des séquences est realisée en utilisant le logiciel segencing

analysis (seq a)
Mode opératoire :
Alignement des sequences :

L’alignement des séquences a été effectué a 1’aide du logiciel seq cape v2.7. Ce logiciel Permet de
les comparer a la sequence de référence (HXB2), afin de repérer les éventuelles mutations
responsables de réesistance aux antirétroviraux.

4.7. Echantillonnage :

La taille de I’échantillon a été estimée a partir du tirage aléatoire de I’ANRS, n sujets se

calcule selon la formule suivante : p £ 1.96 racine (P (1-p)/n).

N= Effectif de I’échantillon 100 150 100 150
P : prévalence attendue 10% 10% 5% 5%
Borne < del’IC a 95% 4.1% 5.2% 0.7% 1.5%
Borne > de I'lC 2 95% 15.9% 14.8% 9.3% 8.5%

Ainsi, a partir d’un effectif de 100 a 150 prélévements et pour une prévalence attendue
entre 5 et 10%. L’étude pilote avait propose une base de 150 prélevements par site (pays).
En prenant en compte une marge de sécurité basée sur I’anticipation et en suivant le
protocole nous avons fixe la taille de notre échantillon a 175 patients infectés par le VIH-

1 naifs de tout traitement.

4.8. Collecte et analyse des données :

Nos données ont été saisies sur Excel et analysées sur EPI info7.
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5. RESULTATS

Notre étude nous a permis d’inclure 175 patients sur 1076 malades (CESAC:570 et USAC

CV: 506) ayant initié un premier traitement ARV. Nos patients étaient agés de 19 a 66 ans
avec un age médian [IQR] de 36,0000 [31,0000 & 43,0000], et une moyenne d’age de
40£15,07 ans. Le test de séquencage a marché chez 138/175 patients inclus dans notre
I’étude soit un taux de succes des tests de 78,86%. Sur les 138 patients, la protéase n’a pas

marché chez 3 ce qui nous donne des résultats base sur 135 patients sur les 175 du départ.

5.1. PREVALENCES

32,59%

61,48%

B Feminin ® Masculin

Figure 5: Répartition de la population en fonction sexe
Avec 61.48% (83/135) le sexe féminin était prédominant, les hommes étaient minoritaires
avec 32.59%. Le sexe de 6 n’était pas déterminé.
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100%
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20%
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0%

CESAC BKO USAC cV

Figure 6 : Repartition de la population en fonction du site

La majeure partie de nos échantillons avec 77.78% venaient de I’'USAC CV contre
22.22% du CESAC.

Tableau 9 : Répartition des patients en fonction du taux de lymphocytes TCD4+ avant

tout traitement

CD4/mm3 Fréquences Pourcentages %
<200 86 63.70
200-349 25 18.52
350-499 12 8.89

>500 10 7.41
Indéterminé 2 1.48

Total 135 100

La majeure partie des patients avaient un taux de LT CD4 bas, en dessous de 200/mm?3

avec un pourcentage 63.704%.

Le taux de LT CD4 de 2 patients (1.48%) n’était pas determiné.
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Tableau 10 : Répartition de la population d’étude par rapport a leurs expositions aux
ARV

EXPOSITION Fréquence Pourcentage%
NON 131 97.04

Oul 4 2.96

Total 135 100

Avec 97.04 %, nos patients n’avaient aucune exposition antérieure aux ARV
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Figure 7: Prévalences des différents sous-types identifiés par les algorithmes en utilisant
les séquences RT des patients de notre d’étude.

Selon les séquences RT des algorithmes ANRS, SANTFORD et REGA, la forme
recombinante CRF02_AG a été la plus représentée dans la population d’étude avec
respectivement 80.74%, 83.7% suivie du CRF01_AE.
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Figure 8 : Prévalences des différents sous-types identifiés par les algorithmes en utilisant
les séquences PROT des patients de notre d’étude.

Selon les séquences RT des algorithmes ANRS, SANTFORD et REGA, le recombinant
CRF02_AG était le plus représenté dans la population d’étude avec respectivement
86,67% et 91,11%.

Tableau 11 : Prévalence des mutations de résistance associées a la famille des INTI

Nombres de mutations Nombre de Patients Pourcentages %
0 129 95.56

1 5 3.70

6 1 0.74

Total 135 100

Dans notre population d’étude 129 patients n’avaient aucune mutation de résistance aux
INTI, seul un patient avait 5 mutations et 6 patients avaient chacune une mutation aux
INTI.
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Tableau 12: Prévalence des mutations de résistance associées a la famille des INNTI

Nombres de mutations

Nombre de Patients

Pourcentages %

0 81
1 34
2 5
3 2
4 4
5 4
6 4
7 1
Total 135

60.01
25.19
3.70
1.48
2.96
2.96
2.96
0.74
100

Dans la population 81 patients n’avaient aucune mutation, 34 avaient une mutation, 5

avaient deux mutations, 2 avaient trois mutations, 4 avaient 4 mutations, 4 avaient 5

mutations, 4 avaient 6 mutations et 1 patient avait 7 mutations a la famille des INNTI

+ Cependant, toutes ces mutations n’étaient pas considérables.

Tableau 13; Prévalence des mutations de résistance associées a la famille des

IP

Nombres de mutations

Nombre de Patients

Pourcentages %

0 14
3 1
4 24
5 60
6 23
7 9
8 1
9 3
Total 135

10.37
0.74
7.78
44.44
17.04
6.67
0.74
2.22
100
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Nos patients avaient beaucoup de mutations mineures liées a la famille des IP, 60 patients

avaient 5 mutations, 24 et 23 patients avaient respectivement 4 et 6 mutations.

v/ Aucune mutation majeure de résistance associée a la famille des IP n’a été observée.

ABC AZT DDI

FTC/3TC DAT TDF
EANRS ®=STANFORD =REGA
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Figure 9 : Prévalences de la résistance aux INTI selon les algorithmes dans la population
d’étude
Nos patients avaient un pourcentage de 0,74% de résistance aux molécules de la famille

des INTI, une résistance plus élevés de 1.48% pour la molécule DDI été signalé par Rega.

NVP EFV ETR RPV

EANRS ®mSTANFORD =REGA

~

(o)}

(83

IS

N

[y

Pourcentage d'apparition
w

Figure 10: Prévalences des différentes résistances aux INNI par les algorithmes dans la
population d’étude.
Un taux moyen de résistance aux INNTI a été observé dans la population d’étude.
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Avec I’algorithme de I’ANRS, les pourcentages étaient de (4,44%) pour la NPV, EFV
(5.19%), ETR (6.67%) et RPV (5.19%); STANFORD nous a donné une prévalence de :
NVP (7.41%), EFV (5.93%), ETR (1.48%), RVP (5.93%), Avec REGA les prévalences
étaient de 7.41% pour NVP, 5.93% pour EFV, RVP avait 1.48% pour ETR.

12
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LPV DRV ATV

mANRS ®mSTANFORD ®=REGA

Figure 11: Prévalences des différentes résistances aux IP par les algorithmes dans la
population d’étude.

Selon ANRS, 11,11% des patients avaient des mutations mineures de résistance a

I’ Atazanavir, et 0,74% de résistance au Darunavir selon REGA. Aucune résistance aux IP

n’a été indiquée par I’algorithme de Stanford.

RESISTANCE A 1E RESISTANCE A2 RESISTANCE A3
FAMILLE FAMILLES FAMILLES

Pourcentage d'apparition

EANRS ®REGA =STANFORD

Figure 12: Prévalences de la résistance a 1, 2 ou 3 familles selon les algorithmes dans la

population d’étude.
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Pour REGA et STANFORD, 9.63% avaient une résistance a une seule famille et 0,74% a

deux familles, avec ANRS 18,52 % avaient une résistance a une famille et 3,7% a deux

familles.

%  Nousn’avons pas trouvé de résistance a 3 familles dans notre étude.
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Figure 13: Prévalences des mutations liées aux INTI dans la population d’étude

Sept (7) mutations ont été les plus présentées dans 1’étude, dont 1’insertion 69 le plus

prévalent.
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Figure 14: Prévalences des mutations liées aux INNTI dans la population d’étude

Notre étude a été dominée par 11 mutations dont la plus fréquente a été V179 avec

11,11%.
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Figure 15: Prévalences des mutations liées aux IP dans la population d’étude :

Notre étude a été dominée par 18 mutations mineures dont les plus prévalentes étaient :

L89I-M-R-T-V, le 691-K-N-Q-R-V, le M361-L-V et le K20I-M-R-T avec respectivement

88,15%, 88,18%, 86,67% et 80,74%.

5.2. Evaluation des variables pouvant influencer I’apparition de la
résistance par rapport aux algorithmes utilises.
5.2.1. CROISSEMENTS AGES ET MOLECULES

Tableau 14: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisées avec 1’age selon

I’algorithme d’ANRS

EFV ETR RPV
1 0 0
3 3 3
1 3 2
2 3 2
7 9 7

Aucune prévalence aux INTI et aux IP n’a été détectée. La tranche d’age de 30-39ans a
montré une plus grande prévalence aux molécules de la famille des inhibiteurs non

nucléoniques de la transcriptase inverse(INNT]I).
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Tableau 15: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisées avec 1’age selon

I’algorithme STANFORD

EFV ETR RPV
1 0 0
5 3 0 3
2 2 1 3
2 2 1 2
10 8 2 8

Un pourcentage nul a été observé avec le croisement des molécules INTI, et IP avec I’4ge
selon I’algorithme de STANFORD

La tranche d’age de 30-39ans a été la plus observée et représente la moitié des résistances
aux molécules INNTI.
Tableau 16: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisées avec 1’age selon

I’algorithme REGA

EFV ETR RPV
2 0 0
3 0 3
1 1 2
1 0 2
7 1 7

Un pourcentage nul a été observé sur le croisement des molécules INTI, et IP avec 1’age
selon I’algorithme de REGA.

Le pourcentage de résistance aux INNTI identifié par REGA était similaire a ceux de
I’ANRS et STANFORD.

5.2.2. CROISSEMENTS CD4 ET MOLECULES
ANRS
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Figure 16: Prévalence de la résistance des molécules INTI croisée au taux de LT CD4
selon I’algorithme d’ANRS

Une résistance de 1% a été observée chez les patients ayant un taux de LT CD4<200/mm?,
Seule la Didanosine avait montré une résistance chez les patients dont le taux de LT CD4

compris entre 200-349/mmq.

Aucune résistance n’a été observée chez nos patients ayant un taux de LT CD4 supérieur a

350/mm3.
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Figure 17: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisée au taux de LT CD4
selon I’algorithme d’ANRS

Chez les patients qui avaient un taux de LT CD4<200/mm? nous avons observé des
résistances aux molécules NVP (4%), EFV (5%), ETR (8%), et RPV (7%). Chez les
patients dont le taux était compris entre 200-349/mm3, nous avons 1% de résistance a

I’Etravirine. Pour le taux de LT CD4 350-499/mm3, la résistance était de 2% pour la
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Nevirapine et I’Efavirenz. Aucune résistance n’a été observée chez les patients dont le
taux de LT CD4>500/mm3.

Aucun patient n’avait montré une résistance dans la famille des IP.
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Figure 18: Prévalence de la résistance des molécules INTI croisée au taux de LT CD4
selon I’algorithme STANFORD

Pour le taux de LT CD4 <200/mm?3, une fréquence de 1% a été observée pour toutes les
molécules de la famille des INTI, avec 1% le Didanosine montrait une résistance chez les
patients dont le taux de LT CD4 était compris entre 200-349/mm?3. Aucune résistance

dans la population a partir d’un taux de LT CD4 supérieur a 350/mm?,
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Figure 19: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisée au taux de LT CD4
selon I’algorithme STANFORD
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Pour le taux de LT CD4<200/mm? le pourcentage était de 6% pour NVP et EFV, 2%
pour ETR, et 7% RPV, pour le taux LT CD4 (200-349/mm?3) 1% pour NVP et RPV, pour
le taux de LT CD4 (350-499/mmq) 2% NVP et EFV, Avec le taux de LT CD4 supérieur

500/mm?3 la résistance était 1% pour la Nevirapine.
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Figure 20: Prévalence de la résistance des molécules IP croisee au CD4 selon
I’algorithme STANFORD

Seul I’AZT avait montré une résistance de 1% chez les patients dont le taux de LT
CD4<200/mm3,
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Figure 21: Prévalence de la résistance des molécules INTI croisée au taux de LT CD4
selon I’algorithme REGA
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Chez les patients dont le taux de LT CD4 était <200/mm?3, un pourcentage de 1% pour
ABC, AZT, 3TC/FTC, DAT et TDF. Pour le DDI le pourcentage était de 2%, aucune
résistance n’a été observée quand le taux de LT CD4 était supérieur a 200/mm?,

Pourcentage d'apparition
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Figure 22 : Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisées au taux de LT
CD#4 selon I’algorithme REGA

Pour le taux de LT CD4<200/mm3, nous avons eu : 4% de résistance pour la NVP et EFV,
1% pour ETR, et 6% RPV, et 1% de résistance a la RPV pour le taux LT CD4 compris
200-349/mm?. Pour le taux LT CD4 compris de 350-499/mm? le pourcentage était de 2%
pour la NVP et EFV.
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Figure 23: Prévalence de la résistance des molécules IP croisées au CD4 selon
I’algorithme REGA
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Selon REGA, le DRV et I’AZT ont montré une résistance de 1%.

5.2.3. CROISSEMENTS SEXE ET MOLECULES
Tableau 17: Prévalence de la résistance des molécules INTI croisée au sexe selon
I’algorithme d’ANRS
RESISTANCE AUX MOLECULES DE LA FAMILLE DES INTI

SEXE FTC/3TC
FEMININ 0 0 0 0 0 0

MASCULIN §k 0 1 1 1 1

Aucun patient de sexe féminin n’avait une résistance aux INTI.
Tableau 18: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisée au sexe selon
I’algorithme d’ANRS
RESISTANCE AUX MOLECULES DE LA FAMILLE DES
INNTI

FEMININ

MASCULIN J&i

Trois (3) patientes avaient une résistance a la NVP, a ’EFV et au RPV. Cinq(5) patients
pour ’ETR.

Trois patients avaient une résistance a la NVP, 4 patients a ’EFV, ’ETR et au RPV.

Aucun(e) de nos patients n’avait de résistance aux IP.
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Tableau 19: Prévalence de la résistance des molécules INNTI croisée au sexe selon
I’algorithme STANFORD

RESISTANCE AUX MOLECULES DE LA FAMILLE DES INNTI
SEXE

== VIININ ‘

MASCULIN ‘

TOTAL

Le sexe féminin avait montré une résistance de 4 personnesa la NVP, 3a I’EFV etau RPV,

Cinq(5) patients de sexe masculin avaient une résistance a la NVP, a ’'EFV, au RPV, et 2
patients a ETR.

Aucun patient du sexe féminin n’avait montré de résistance aux INTI.

Aucune résistance aux [P n’a été indiquée par Stanford.
Tableau 20: Prevalence de la resistance des molécules INNTI croisée au sexe selon
I’algorithme REGA
RESISTANCE AUX MOLECULES DE LA FAMILLE DES INNTI
SEXE

FEMININ

MASCULIN ]

Le sexe féminin a montré une résistance de 3 personnes a la NVP et le RPV, 4 4 EFV.
Le sexe masculin avait indiqué 3 résistances au NVP et EFV, 4 au RPV, 1 patient a ETR.

Aucun patient du sexe féminin n’a montré de résistance aux INTI. Pour le sexe masculin,
nous avons observé que toutes les molécules avaient un patient résistant a 1’exception du

DDI qui avait deux(2) patients résistants.

Avec Rega, nous n’avons pas observe de résistance aux IP.
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6. COMMENTAIRE ET DISCUSSION

Nous avons inclus 175 patients nouvellement diagnostiqués et n’ayant re¢u aucune molécule
d’ARV.

Sur les 175 patients inclus dans notre étude, le test de génotypage a pu étre réalisé chez
135(77,14%) patients. Les sequences obtenues du test de génotypage ont éte utilisées pour

identifier les sous types et les mutations de résistances liées aux molécules.

Aucun de nos patients n’avait de mutation majeure de résistance a différentes classes
d’ARYV, en revanche nous avons retrouvé des polymorphismes qui conférent une résistance

naturelle au Tipranavir et au saquinavir qui ne sont pas utilisés au Mali.
6.1. Données sociodéemographiques et biologiques

Avec 61,5%, le sexe féminin était prédominant, ce qui est similaire a 1’étude de Maiga et
al.(44) qui a montré une prédominance de 62,74% du sexe féminin, ces données sont aussi
en accord avec I’Enquéte Demographique et de Santé réalisée au Mali (EDSM V) en 2012
et publié en novembre 2013(20) qui indique la prédominance du sexe féminin pour le VIH
avec une prévalence de 1,3% contre 0,8% pour les hommes. Cependant, le sexe de huit(8)

patients de I’étude n’était pas renseigné.

L’age moyen était 40+15,07ans, 1’age minimal et maximal étaient respectivement 19 ans et
66ans ce qui est similaire a 1’étude de Maiga et al. a Ségou qui portait sur des patients
adultes(45). Et la plupart de nos patients (63,704%) avaient un taux de LT CD4 en dessous
de 200 mm3 contrairement aux données de Ségou. Ces données pourraient s’expliquer par
le fait que les patients viennent tardivement dans les centres de prise en charge et le statut
naif de tout traitement ARV.

6.2. Diversité Genétique :

En utilisant les algorithmes (ANRS, Stanford, Rega) nous avons obtenu avec les séquences

de la Prot et de la RT de nos patients les sous types suivants :

» Avec l’algorithme de ’ANRS :

Les séquences de la RT de nos patients nous ont permis d’obtenir des resultats qui

indiquaient le CRF02_AG comme le plus représenté avec 80,74%, ce qui est similaire a
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celui obtenu au Niger par AG-Marcelin(46) suivi du CRF01_AE (5,95%), CRF06_cpx
(3,7%), G (2,22%), CRF15 (2,22%), Al (1,48%), CRFO09 (0,74%), et du D (0,74%).

Avec les sequences de la Prot le CRFO2_AG était aussi prévalent avec 86,67% suivi du
CRF06_cpx (2,22%), Al (2,22%) CRF01_AE (1,48%), le sous types CRF09, CRF15, G, et
du D avec respectivement 1,48%, 1,48%, 0,74% et 0,74%. Les pourcentages obtenus avec
I’algorithme de I’ ANRS étaient en accord avec les études menées en Afrique qui indiquaient
le CRFO2_AG comme le sous type le plus représentative avec 70,5% en 2005 et 72% en
2006 en Afrique de I’Ouest particulierement au Mali et que le sous-type B n’était pas

représentatif au Mali (8).

» Avec I’algorithme STANFORD et REGA :
Les résultats des séquences de la Prot ont montré une prédominance du CRF02_AG avec
91,11% suivi du sous types A (5,93%), CRF01_AE (0,74%), D (0,74%), G (0,74%), J
(0,74%) et K (0,74%), les résultats des séquences de la RT étaient sur la méme logique que
ceux des séquences Prot faisant du CRF02_AG le plus observé avec 83,7% suivi
CRF01_AE (8,15%), G (4,44%), K (1,48%), A (0,74%), B (0,74%), C (0,74%).

Les résultats de la séquence Prot et la RT étaient semblables a ceux de Burda et al. (47) qui
ont trouvé au Cameron la méme predominance du CRF02_AG avec 73%, mais aussi a
I’étude de Fall-Malick et al.(48) qui ont eu 64.6% pour le sous type CRF02_AG.

En somme, nos résultats selon les algorithmes de I’ANRS, STANFORD et REGA sont en
accord avec les données de Maiga et al.(45) sur les souches les plus prévalentes au Mali. Le

sous types CRF02_AG reste le plus important au Mali.
6.3. Prévalence de mutations de résistance aux ARV

Un taux important de mutations a été identifié dans notre population d’étude. Des mutations

entrainant des résistances aux INTI, INNTI et aux IP :
6.3.1. Prévalence de mutations de résistance aux INTI

Sur nos 135 patients chez qui le test de génotypage a pu étre réalisé, 95,55% soit 129/135
des patients n’avaient aucune mutation de résistance aux INTI, seul un patient avait 5
mutations et 6 patients avaient chacune une mutation. Le taux faible de résistance aux INTI
pourrait s’expliquer par le statut naif et la variabilité des barriéres génétiques des molécules

de cette famille.
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Les mutations les plus fréquentes associées a la résistance aux INTI étaient : Insertion 69
(2,96%), qui confere une résistance a 1’Abacavir, la Stavudine, la Didanosine, la
Lamivudine, I’Emtricitabine et a la Zidovudine suivi du M184, M41L, E44D, D67N, T215F-
Y-N-C, K219Q-E 1 avec 0,74% chacun.

La M184 (0,74%) entraine une résistance a 1’ Abacavir, Lamivudine, I’Emtricitabine.

6.3.2. Prévalence de mutations de résistance aux INNTI
Dans notre population, 60% des patients n’avaient aucune mutation, et 40% avaient entre 1
et 7 mutations de résistance aux INNTI. Ce taux de résistance pourrait étre caractérisé par
une sélection rapide de virus porteurs d’une ou plusieurs mutations sur le gene de la
transcriptase inverse du VIH, conduisant a une résistance de haut niveau et des résistances
croisées entre tous les agents de cette classe. Ces mutations persistent méme en I’absence
d’inhibiteur(49).

6.3.3. Prévalence des mutations de résistance aux IP
Nos patients avaient essentiellement des mutations mineures, 44,44% avaient 5 mutations
liée aux IP, 24 avaient 4 mutations et 23 ont eu 6 mutations. Mais aucune mutation majeure
de résistance associée a la famille des IP n’a été observée. Ceci pourrait s’expliquer par le
fait que les IP ne sont pas des molécules de premiére intention, mais surtout par le fait qu’ils

ont une barriere génétique élevée(50).

Les mutations les plus fréquentes liées aux IP étaient : H691-K-N-Q-R-V (88.15), L891-M-
R-T-V (88.15), M36l-L-V, K20I-M-R-T (80,74), L63P (35,56), I15A-V (28,15), G16E
(25,19), L10l_F V_C_R (24,44).

Des mutations qui ne provoquent pas a elle seule une résistance, mais en présence d’autre
molécules peuvent entrainer des résistances a certaines molécules comme le Saquinavir, le

Lopinavir, I’ Atazanavir et le Darunavir.

Au vu des mutations, la résistance devient un phénoméne alarmant comme 1’a signalé I’étude

de Maiga et al (45).

6.4. Résistance aux familles ARV
En faisant le cumul de la résistance aux molécules de chaque famille nous avons obtenu
9,63% de résistance a une famille et 0,74% a deux familles avec les algorithmes de REGA
et STANFORD. Avec I’algorithme de I’ANRS nous avons obtenu une résistance de 18,52

% a une famille et 3,7% a deux familles.
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Les différences entre les algorithmes : dans I’identification des sous-types, la résistance aux
molécules, et les mutations pourraient expliquer les résultats différents de la résistance aux

familles.

Aucun de trois algorithmes n’avaient indiqué une résistance a trois familles ce qui pourrait

s’expliquer par la taille de notre échantillon et le statut naif de nos patients.

6.5. Evaluation des variables intervenant sur ’apparition de la résistance
par rapport a ’algorithme utilisé

6.5.1. Croisements du facteur age et les différentes molécules
Avec les trois algorithmes, les résultats des croisements nous ont indiqués qu’il n’y avait pas
de relation entre I’age et la résistance aux molécules. Ces résultats indiquent le fait que quel
que soit I’age, on peut étre infecté par le VVIH et la résistance primaire dépend de la personne

infectante, de la souche, du traitement de la personne source et de sa résistance.

Cependant, un pourcentage légerement élevé de résistance a été observé dans la famille

INNTI et tranche d’age de 30-66ans pour les trois algorithmes avait plus de mutation.

6.5.2. Croisements entre le taux de LT CD4 et les molécules selon les

algorithmes
Le taux de LT CD4 inférieur a 200/mm?3 nous a indiqué plus de résistance pour les molécules
de la famille des INTI et des INNTI.

Mais aucune résistance aux molécules de la famille des IP n’a été observée avec les
algorithmes utilisés. Avec I’algorithme de Stanford quelques pics ont été observés chez les
patients qui avaient un taux de LT CD4 compris entre 350-499/mm?3 avec certaines

molécules de la famille des INNTI.

6.5.3. Croisements entre le sexe et les molécules selon les algorithmes

Avec les 3 algorithmes, le sexe masculin a montré plus de résistance que le sexe féminin,
mais la différence n’est pas statiguement significatifs en raisons de la petite taille de notre

échantillon.

6.6. Comparaison des algorithmes
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6.6.1. Sous-types :
Les trois algorithmes ont montré la prédominance du CRF02_AG ce qui est en accord avec
les données de Fleury(51) qui indiquait la prédominance du CRF02_AG en Afrique de
I’Ouest. Mais une grande divergence pour I’identification des autres sous types entres les

séquencés RT et Prot et entre les algorithmes.

Ce qui montre un véritable probléme dans I’identification des sous-types, mais aussi une

grande discordance entre les algorithmes.

6.6.2. Resistance aux molécules (ANRS, STANFORD ET REGA)
Les trois algorithmes ont indiqué quelques similitudes aux INTI avec 0,74% de résistance.
A I’exception du didanosine qui avait un pourcentage de 1,48% selon I’algorithme de Rega.
Cette discordance entre les algorithmes concorde avec ceux obtenus par Deldalle pour son

dipléme études spécialisées de biologie medicale(52).
Nos patients avaient une résistance significative aux molécules de la famille des INNTI(53).

Dans la famille des IP, les algorithmes de REGA et STANFORD avaient indiqué une petite
résistance, mais avec ANRS nous avons obtenu 11,11% de résistance a 1’Atazanavir et
0,74% pour le Darunavir. Ces discordances peuvent s’expliquer par les désaccords dans
I’identification des sous types, la sensibilité des molécules, les mutations observées, et les
interpretations des séquences, ce qui est similaire a ceux obtenus par Vergne et al.(54), qui

ont obtenu de trés grandes différences entre les algorithmes.

Nos résultats comparatifs des algorithmes sur la résistance aux molécules sont similaires a

ceux obtenus par Snoeck et al. (55) qui avait comme objectifs de comparer les algorithmes.

Les résultats obtenus par 1’algorithme de Rega et Stanford étaient similaires, mais une
grande différence avec les résultats obtenus avec 1’algorithme de I’ANRS, ce qui concorde
avec les résultats donnés par Wagner et al. (53), qui avaient obtenu un grand nombre d’écarts

entre I’algorithme de I’ANRS et les deux autres

6.7. Résistance primaire :

Avec l’algorithme de Stanford, nous avons une prévalence globale de 9,63% pour la

résistance primaire ce qui est proche des données de la Guinée qui ont eu 8,6%(56)

Mais avec I’algorithme de I’ ANRS nous avons une résistance primaire de 18,52% supérieur
aux 12,5% obtenu en 2009 au Niger(46).
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Les données obtenues sont en accord avec les études menées depuis 2009 qui prévoyaient
une augmentation de la résistance primaire au-dessus de 6%, faisant de I’ Afrique une zone
ou la resistance primaire est supérieure a 10% comme en Amérique du Nord et en
Europe(dont 10-12 % en France) avec respectivement 12,9% et 10,9%5(56)

Malgré la petite taille de notre échantillon, nos résultats indiquent néanmoins la progression

de la résistance primaire au Mali.

7. Limites de notre étude

Une étude avec un échantillonnage plus large sur 1’étendue du territoire aurait permis
de connaitre réellement les souches les plus prévalentes, mais aussi de déterminer la

résistance primaire du VIH1 au Mali.

Nos tests de génotypage ont été effectués en France, notre étude aurait été plus intéressante

si nous avions nous-méme réalisé nos analyses.

Une étude plus élargie sur 1’étendue du territoire avec les appareils de genotypage nous
aurait permis de déterminer les caractéristiques a prendre en compte avant I’instauration du

TARYV chez des patients naifs.
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8. Conclusion et Recommandations
8.1. Conclusion

Nos résultats ont montré une prévalence du sous types CRF02_AG trés élevee avec plus
de 80% pour les trois (3) algorithmes. Le sexe féminin avec 61.5% était plus important et
la majeure partie des patients avait un taux de LT CD4 <200mm?. Des mutations de
résistance pouvant entrainer une résistance aux molécules de la famille des INTI, INNTI,
IP rendant le traitement de premiére intention non adapté a certains patients ont été

observées.

Les croisements entre les données sociodémographiques et la résistance ont donné des

résultats qui indiquent qu’il n’avait pas de relation entre ces deux parametres.

Le CRF02_AG a été le plus prévalent selon les 3 algorithmes utilisés, cependant une
grande discordance a été observée pour les autres sous types, ce qui montre la nécessité de
mener une etude comparative des algorithmes utilisés afin de déterminer avec certitude les

souches circulantes au MALI.

Notre étude montre une augmentation de la prévalence globale de la résistance primaire de
9,63% et 18,52% avec les algorithmes Stanford et ANRS.

Une enquéte vaste sur toute I’entendue du territoire incluant des sites de prise en charge
urbain, semi-urbain et ruraux avec un échantillonnage suffisant permettra de déterminer la

résistance primaire réelle et la diversité du VHI-1 au MALL.
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8.2. Recommandations

Au vue de nos résultats, la résistance devient un phénomeéne alarmant, il est important
d’effectuer réguliérement des études pour mettre les données a jour afin de surveille la

résistance primaire pour cela nous avons des recommandations a 1’endroit :

X/
°o

Des autorités sanitaires et administratives

- Rendre accessibles les ressources humaines, matérielles et financieres pour la

continuité des tests de génotypage,

- Faciliter ’acces des tests de génotypage aux patients

X/
°

Cliniciens

- Une meilleure organisation de la gestion, du suivi biologique, et du suivi

d’observance des patients sous traitement antirétroviral

% Aux pharmaciens, biologiste, et personnels des laboratoires d’analyses

biomédicales
- Assurer la bonne collecte des échantillons et leurs conservations,

- Respecter les bonnes pratiques de laboratoire (toujours se protéger avant de

manipuler les échantillons et les tests)

- Publier les résultats obtenus pour informer nos décideurs et la communauté

scientifique internationale.

X/
°

Aux partenaires techniques et financiers

- Appuyer les laboratoires et les institutions de recherche
- Instaurer des formations continues du personnel.

s Ala population, aux personnes vivant avec le VIH/SIDA :

- S’informer sur leurs statuts et étre compréhensible avec les personnes vivant avec
le VIH.

- Etre adhérent aux traitements pour un meilleur succeés thérapeutique, mais aussi

pour protéger les autres
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Résume :

Notre objectif a été d’évaluer la fréquence de virus résistant chez les personnes
séropositives au VIH-1 initiant un premier traitement ARV afin de pouvoir renseigné le
programme national de prise en charge des patients vivant avec le VIH et 1’étude
multicentrique.

Notre étude ¢’était déroulée au centre de recherche et de formation sur le VIH/SIDA et la
tuberculose (UCRC/SEREFO) situé au sein la faculté de pharmacie FAPH a
I’USTTB/Mali.

En utilisant la technique maison de I’ARNS le test de génotypage a marché chez 135
patients soit 85,98% des patients recrutés au niveau du centre de soins, d'animation et de
conseils (CESAC) et a 'unité¢ de soin, d’accompagnement et de conseil(USAC). Nous
avons utilisé les algorithmes ANRS, STANFORD et REGA pour identifier les sous types,
les mutations et la résistance de nos patients.

Environ 97,04% des patients étaient naifs de tout traitement. Le sexe féminin était le plus
représenté avec 61,48% et 63,704% avaient un taux de LT CD4<200mmq.

La détermination des souches en utilisant les séquences de la RT ont indiqué que le
CRF02_AG est le plus répandu avec 80,74%(ANRS), 83,7%(STANFORD et REGA).Mais
pour les séquences de la Prot le CRF02_AG est le plus rependu avec 86,67%(ANRYS), et
91,11%(STANFORD et REGA). Une discordance des algorithmes pour I’identification des
autres souches a été observée.

Les algorithmes REGA et STANFORD ont indiqué 9,63% de résistance a une famille de
molécule et 0,74% a deux familles. Par contre 1’algorithme de I’ANRS a indiqué 18,52%
et 3,7% pour une et deux familles. Il n’y avait pas de résistance a 3 familles.

Des mutations mineures de résistances aux INTI et INNTI ont été observées contre peu de
mutations aux IP. La résistance n’était pas li¢e aux paramétres sociodémographiques.

Cette étude montre des mutations résistance chez nos patients naifs de tous traitements.
Ceci rend le traitement de premiére ligne non adapteé a certains patients. Cette étude indique
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la nécessité d’entreprendre des études plus vastes, aussi la nécessité du test de génotypage
pour les patients.

Mots clé: VIH, sida, résistance primaire, Mutations, génotypage
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Summary:

Our goal was to assess the frequency of the resistant virus in HIV-1 positive people
initiating first ARV treatment in order to inform the national program for the management

of patients living with HIV and the multicenter study.

Our study was conducted at the HIV/AIDS and Tuberculosis Research and Training
Center (UCRC/SEREFO) located within the FAPH Faculty of Pharmacy at USTTB/Mali.
Using the in-house ARNS technique, the genotyping test was carried out in
135 patients, 85.98% of the patients recruited at the care, animation and counseling
center (CESAC) and at the care unit. Companion and Counseling (USAC). We used
the ANRS, STANFORD and REGA algorithms to identify the subtypes, mutations and
resistance of our patients. About 97.04% of patients were naive to any treatment. Females
were the most represented at 61.48% and 63.704% had a CD4 count <200.

Strain determination using RT sequences indicated that CRF02_AG is most prevalent with
80.74% (ANRS), 83.7% (STANFORD and REGA) .But for CRF02_AG Prot sequences
the more rependu with 86.67% (ANRS), and 91.11% (STANFORD and REGA). A
discordance of the algorithms for the identification of the other strains was observed.
The REGAand STANFORD algorithms reported  9.63%  resistance to  one

molecule family and 0.74% to two families. On the other hand,

The ANRS algorithm indicated 18.52% and 3.7% for one and two families. There was no
resistance to three families. Minor mutations of resistance to NRTIs and NNRTIs were

observed  against  few mutations at Pls. Resistance was not  relatedto  socio-
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demographic parameters. This study shows mutations resistant to our naive patients from

all treatments. This makes the first line treatment unsuitable for some patients

This study indicates the need to undertake larger studies, also the need for genotyping test

for patients.

Key words: HIV, AIDS, primary resistance, mutations, genotyping
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