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1. INTRODUCTION 

 
Le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) causant le Syndrome d’Immunodéficience Acquise 

(SIDA) reste toujours un problème mondial de santé publique. Plus de trente ans après sa découverte, 

il figure parmi les premières causes de morbidité et de mortalité dans le monde particulièrement en 

Afrique Subsaharienne(1). 

Isolé à l’institut Pasteur de Paris par l’équipe de Luc Montagnier pour la première fois en 1983(2). Le 

VIH se transmet par les voies sexuelle et sanguine et Materno-foetale.  

D’après le dernier rapport de l’Organisation des Nations Unis contre le SIDA (ONUSIDA) en 2017, 

l’épidémie mondiale d’infection à VIH s’est stabilisée en 2017, avec un nombre de cas de l’ordre de 

36,7 millions [ 30,8 millions- 42,9 millions](3). Le nombre de nouveaux cas d’infection à VIH détecté 

chaque année et le nombre de décès lié au VIH /SIDA sont en baisses respectivement (1,8 millions et 1 

million en 2017)(3). L’Afrique subsaharienne comptait 25,6 millions des personnes vivant avec le VIH 

(PVVIH) soit 69,75% de la charge mondiale. L’Afrique subsaharienne a enregistré près de 2/3 

d’infections sur les 1,8 millions de nouvelles infections recensées dans le monde en 2017 et 73% des 

décès liés au VIH sont survenus en Afrique Subsaharienne(1).  

Au Mali, la cinquième enquête démographique et de santé (EDS M-V), réalisée en 2012 a montré  une 

baisse du taux de prévalence de 1,3% à 1,1% faisant du Mali un pays à faible prévalence avec une 

tendance à la stabilisation(4). 

Le VIH peut être supprimé par une trithérapie ARV consistant à associer 3 médicaments 

antirétroviraux (ARV) ou plus. Le TAR ne guérit pas l’infection à VIH, mais supprime la réplication 

virale dans l’organisme et permet au système immunitaire de se renforcer et de reconstituer sa capacité 

à combattre les infections(1). 

Des progrès remarquables sont réalisés en matière de traitement du VIH. Jusqu’en juin 2017, environ 

20,9 millions de personnes ont eu accès aux médicaments vitaux dans le monde(3). Afrique comptait 

15,5 millions parmi les 20,9 millions de personnes qui ont eu accès aux médicaments vitaux dans le 

monde(5). 

La gratuité de la prise en charge du VIH a considérablement élargi l’accès aux traitements ARV avec 

la recommandation d’une combinaison d’au moins trois molécules lancée en 2004 par l’IMAARV 

(Initiative Malienne d’Accès aux ARV).  

A la date du 31 mars 2017 le Mali comptait 38878 patients séropositifs sous ARV (adultes et enfants) 

dont 36107 en première ligne (33548 adultes, 2559 enfants), 2738 en deuxième ligne (2408 adultes, 

330 enfants), et 33 en troisième ligne tous adultes.   
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L’extension du traitement antirétroviral (ART) se poursuit et constitue un élément important de 

l’objectif de développement durable (ODD) visant à mettre un terme et à inverser l’épidémie du sida 

dans les horizons 2030(1). Aussi le Mali a besoin d’atteindre les objectifs des trois 90 d’ici 2020 de 

l’ONUSIDA qui stipule que : 

 90% de toutes les personnes vivant avec le VIH connaissent leur sérologie.  

 90%de toutes les personnes séropositives reçoivent un TARV. 

 Et 90%de toutes les personnes sous ARV doivent avoir une suppression virale(6).  

Malgré l’efficacité, des traitements ARV des échecs virologiques, la résistance du VIH aux ARV 

peuvent survenir. Les principales causes de cette résistance du VIH sont : l’inobservance, la posologie 

insuffisante, les interactions médicamenteuses et l’effet antiviral insuffisant. Plus de 20 ans les patients 

étaient restés sous traitement ARV de 1
ére

 ligne couplés à un manque de suivi virologique, un switch 

tardif en 2
eme

ligne, et une augmentation des échecs virologiques de 2
eme

ligne avec des prévalences 

respectives : 22% de résistance aux IP dans une étude menée en Afrique subsaharienne par Boender et 

al en 2016 et 8,6% des virus résistants aux trois classes de médicaments disponibles au Mali rapportés 

par Maiga et al en 2012(7,8). Le traitement de 2
eme

 ligne est optimal. Tous ceux-ci pourraient 

compromettre l’attente du dernier 90 % de l’objectif de l’ONUSIDA d’ici 2020 en Afrique 

subsaharienne particulièrement au Mali.  

Notre étude a pour objectif général d’évaluer la prévalence des profils de résistance du traitement ARV 

chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de 2
eme

ligne.  

Hypothèse : Un risque de résistance du traitement ARV qui sera élevé chez les patients infectés par le 

VIH-1 en échec virologique de 2
eme

ligne.   
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2. OBJECTIFS   

2.1. Objectif principal : 

 Evaluer la prévalence des profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par 

le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne.  

2.2. Objectifs spécifiques : 

 Décrire les profils sociodémographiques des patients.   

 Décrire les profils immunovirologiques des patients au moment de la réalisation du test de 

résistance génotypique.   

 Caractériser la diversité génétique des différents sous-types de VIH-1 circulant dans cette 

population.   

 Décrire les profils de résistance aux traitements antirétroviraux. 
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3. Généralités 

3.1. Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH)  

3.1.1. Historique de la découverte du VIH /Sida  

C’est en 1981 que M. Gottlieb, à Los Angeles, est amené à observer une pneumonie à ″Pneumocystis 

carinii″ chez un sujet masculin jeune sans antécédents médicaux notables. La Pneumocystose était 

alors une maladie exceptionnelle rencontrée chez les grands Immunodéprimés iatrogéniques. Ce 

patient présentait un effondrement d’une population Lymphocytaire jouant un rôle majeur dans 

l’orchestration des défenses immunitaires : les Lymphocytes T porteurs des récepteurs CD4 (T CD4). 

En quelques semaines, d’autres cas de Pneumocystose parfois associés à un sarcome de Kaposi vont 

être répertoriés chez des hommes jeunes qui sont tous homosexuels. Cette pathologie nouvelle dite le « 

gay syndrome » va faire l’objet de publications et d’alerte. Le terme SIDA va alors être retenu pour 

cette infection (2).  

3.1.2.  Définition et classification du VIH/Sida  

Le Virus de l’Immunodéficience Humaine responsable du syndrome d’Immunodéficience Acquise 

appartient à la famille des Retroviridae, c’est un virus à ARN monocaténaire, ayant une capside 

polyédrique, recouverte d’enveloppe membranaire. Les rétrovirus ont en commun le fait que leur 

génome doit être transcrit en ADN une transcriptase inverse (TI)(9). 

3.1.3. Structure et morphologie du VIH 

                                

 

Figure 1: Structure morphologique du HIV(10).  
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Le VIH-1 est un virus enveloppé qui contient à sa surface une protéine de fusion ainsi qu’une molécule 

servant à lier les récepteurs de la cellule cible.  

          

                              

Figure 2 : Structure génomique de l’ADN proviral des VIH-1(11). 

Le génome du VIH-1 est présent en deux copies d’ARN identiques de 9200 nucléotides. Ce génome 

contient trois gènes principaux, gag, Pol, env. qui mènent ensuite à la formation de diverses autres 

protéines. Le gène gag mène à la production du précurseur Gag (Pr55) qui, suite à son clivage, produit 

la matrice (MA) (p17), la capside (CA) (p24), la nucléocapside (NC) (p7) et une petite protéine p6. 

Ces protéines structurales sont essentielles pour obtenir une particule virale complète. De son côté, le 

gène Pol code pour les enzymes telles que la transcriptase inverse (TI), l’intégrase (IN) (intégration de 

l’ADN viral au génome cellulaire) et la protéase (maturation des particules virales). Finalement, le 

gène env. permet la production des protéines qui constituent l’enveloppe soient la glycoprotéine gp120 

et la protéine transmembranaire gp41(12). 

3.1.4.  Stabilité physico-chimique  

Le VIH étant un virus enveloppé, il est sensible aux solvants des lipides et aux détergents. Il ne résiste 

pas à la chaleur puisqu’il est inactivé à 56ºC pendant 30 minutes et également par traitement pendant 5 

minutes à l’hypochlorite de sodium à 0,2%, l’éthanol à 70 %, le glutaraldéhyde à 0,2 %(13). 

3.1.5. Cycle de réplication  

Les cellules cibles du VIH sont celles présentant des récepteurs CD4 à leur surface. Ainsi les 

lymphocytes T CD4+, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules micro gliales cérébrales 

peuvent être infectées par le VIH. La réplication virale a lieu dans plusieurs tissus. 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 à un corécepteur 
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(CCR5 ou CXCR4).Cette fixation dévoile la gp41, permettant ainsi la fusion de l’enveloppe virale 

avec la membrane cellulaire. Il y a peu de temps, il était acquis que la transcription inverse de l’ARN 

viral n’avait lieu qu’après la décapsidation. Or, de récentes études ont montré que cette étape pouvait 

avoir lieu également dans la capside, présente dans le cytoplasme(14). 

L’ARN génomique y est ainsi rétro-transcrit en ADN par la TI. L’ADN migre ensuite dans le noyau 

sous forme de complexe de pré-intégration pour être intégré dans le génome de la cellule hôte sous 

forme proviral grâce à l’intégrase. L’ADN proviral reste ensuite soit à l’état latent, soit est transcrit en 

ARN par la machinerie cellulaire. Les ARN produits sont destinés à plusieurs étapes: certains serviront 

de matériel génétique pour les nouveaux virions, d’autres seront traduits en poly protéines, en ayant 

subi une étape d’épissage au préalable ou non. Les poly protéines produites vont subir certaines 

modifications; la gp160 est clivée par une protéase cellulaire en gp120 et gp41, protéines qui vont 

ensuite migrer vers la membrane cellulaire. Les précurseurs gags et gag-pol vont ensuite être clivés par 

la protéase virale, qui se sera auto-clivée de gag-pol au préalable. Tous ces éléments vont ensuite se 

rapprocher de la membrane cellulaire pour être empaquetés. Le virion ainsi formé, après 

bourgeonnement, entre dans un processus de maturation grâce à la protéase pour aboutir à un virus 

mature dont la capside est définitivement assemblée(15). 

 

Figure 3: Cycle réplicatif du VIH-1 dans un lymphocyte T CD4
+
 (16) 
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3.1.6.  Cellules cibles et réservoir du virus  

Les cellules sensibles à l’infection par le VIH expriment le récepteur CD4 à la surface de leur 

membrane. Ce récepteur, découvert en 1984, s’avère insuffisant pour permettre l’entrée du virus. Dix 

ans plus tard, les récepteurs aux chimiokines, CXCR4 et CCR5 ont été désignés comme corécepteurs 

indispensables à l’entrée du VIH-1 dans sa cellule cible. Parmi les cellules cibles, on retrouve 

principalement les lymphocytes T CD4+ auxiliaires, mais également les cellules présentatrices 

d’antigènes, telles que les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans et les 

cellules micro gliales du cerveau. La majorité des infections (99%) a lieu dans les cellules 

lymphocytaires activées CD4+ des organes lymphoïdes, réservoir principal du virus. En effet, il 

semble que le processus de pathogénicité du VIH soit initié précocement dans les organes lymphoïdes.  

De plus, une des particularités du VIH est sa persistance sous forme d’ADN proviral dans les cellules 

T4 mémoires.  Certaines d’entre elles entrent en phase quiescente après infection et intégration du 

provirus; la réplication cellulaire, donc celle du provirus, est inhibée par un certain nombre de facteurs 

cellulaires, résultant en un ADN proviral silencieux dans la cellule, et ce jusqu’à plusieurs mois. Ce 

n’est que lors d’une stimulation immunitaire que les réplications cellulaires et virales reprennent, 

aboutissant ainsi à la production de virions capables d’infecter de nouvelles cellules(17). 

3.1.7.  Mode de transmission et Evolution naturelle de la maladie   

3.1.7.1. Mode de transmission  

Le virus est présent dans les liquides biologiques de l’organisme des personnes infectées. On le 

retrouve donc dans: le sang, le sperme, le liquide séminal, les secrétions anales, les secrétions 

vaginales et le lait maternel.  Les trois principaux modes de transmission sont donc : la transmission 

par voie sexuelle, la Transmission par voie sanguine et la transmission verticale (mère/enfant)(18). 

3.1.7.2. Evolution naturelle de la maladie 

L’infection par le VIH conduit à la destruction progressive des lymphocytes T CD4+ par l’effet 

cytopathogène du virus et la cytotoxicité de la réponse immune. De façon naturelle, l’infection évolue 

en plusieurs phases. 

La phase de primo-infection, symptomatique ou non, se caractérise par une forte réplication virale,  

ayant  pour  conséquence  une  destruction  massive  des  lymphocytes  T  CD4+.  Cette destruction  

peut  être  due  soit  à  l’effet  cytopathogène  du  virus,  soit  à  la  lyse  induite  par  les lymphocytes T 

CD8+. 
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La primo-infection est ensuite suivie par la mise en place de la réponse immunitaire spécifique, 

induisant ainsi une diminution de la charge virale. Pendant cette phase asymptomatique, dont le temps 

varie entre 8 et 12 ans, ont lieu simultanément la réplication virale et la destruction progressive du 

système immunitaire. Pendant plusieurs années, les lymphocytes T CD4+ sont rapidement renouvelés 

jusqu’à ce que l’altération des organes lymphoïdes centraux ne permette plus leur régénération. 

S’ensuit ainsi une phase pré-sida où le système immunitaire affaibli ne peut plus combattre les 

infections opportunistes qui émergent, avant d’aboutir à la phase sida. Les mesures de la charge virale 

(quantification de l’ARN VIH plasmatique) et du taux de CD4 sont des valeurs fortement corrélées à 

l’évolution de la maladie, et sont les outils de suivi d’un patient. Quant aux anticorps anti-VIH, dont la 

détection est encore utilisée pour le diagnostic d’une infection VIH, ils ne sont détectables qu’à partir 

du 21ème jour après l’infection, et l’Ag p24 dès le 14ème jour(19) 

 

Figure 4 : Evolution dans le temps des marqueurs biologiques lors d’une infection VIH(20) 

3.1.7.3. Classification en stade clinique de l’infection Selon OMS 2013(21) 

Stade clinique 1, il est défini par :  

Patient asymptomatique, 

Adénopathies persistantes généralisées,  

Stade clinique 2, défini par :  

Perte de poids inférieure à 10 % du poids corporel,  

Manifestations cutané muqueuses mineures (dermite séborrhéique, ulcération buccales récurrentes), 
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Zona au cours des 5 dernières années, Infections récidivantes des voies respiratoires supérieures, 

Stade clinique 3, défini par :  

Perte de poids supérieure à 10 % du poids corporel, 

Diarrhée chronique inexpliquée pendant plus d'un mois, 

Fièvre prolongée inexpliquée pendant plus d'un mois, 

Candidose buccale (muguet), 

Leucoplasie chevelue buccale, 

Tuberculose pulmonaire dans l'année précédente, 

Infections bactériennes sévères (pneumopathies par exemple)  

Stade clinique 4, 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 à 

200/mm³). 

Cette classification de l’OMS est reprise par CDC en catégorie comme suit : 
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Tableau I : Classification en stade clinique de l’infection à VIH selon CDC (Centers for Disease 

Control) modifiée en 1993(21) 

 

Nombre de      

lymphocytes  

TCD4+ 

(A) ou stade 1 OMS 

Asymptomatique 

Primo-infection 

Lymphadénopathie 

généralisée persistante 

(B) ou stades 2/3  

OMS 

Symptomatique  

sans critères (A)  

ou (C) 

(C) ou stade 4  

OMS 

Sida 

≤ 350/mm
3 A1 B1 C1 

350-500/mm
3 A2 B2 C2 

> 500 /mm
3 A3 B3 C3 

 

3.2.  Epidémiologie  

Bien que l’infection à VIH demeure l’un des défis de santé les plus importants au monde, la solidarité 

internationale qui s’est mise en place au cours de la dernière décennie pour lutter contre ce fléau 

continue de générer d’extraordinaires progrès. Combinée à l’émergence de nouveaux outils efficaces 

conçus pour prévenir les nouvelles infections et les décès liés au sida, la réussite spectaculaire de 

l’élargissement et de l’intensification des programmes liés au VIH a permis de jeter les bases de 

l’éradication définitive de cette maladie. À l’échelle mondiale, 36,7 millions de personnes vivaient 

avec le VIH en 2017(3). L’Afrique subsaharienne reste l’une des régions les plus gravement touchées 

avec 25,6 millions des cas de VIH ce qui représente 69,75% des personnes vivant avec le VIH dans le 

monde(1). À l’échelle mondiale, le nombre de nouvelles infections en 2017 avoisinait autour de 1,8 

millions(3). Au Mali, les résultats de la dernière étude de séroprévalence de l’infection à VIH réalisée 

en 2012 dans la population générale adulte au cours de l’Enquête Démographique et de Santé (EDS M-

V), ont montré une baisse du taux de prévalence du sida de 1,3% à 1,1% faisant du Mali un pays à 

faible prévalence. Globalement, les femmes sont les plus touchées que les hommes (respectivement 

1,3% et 0,8%). Le pic de séroprévalence se situe, aussi bien chez les femmes que chez les hommes, 

dans la tranche d’âge 30-34 ans (2,2%), témoignage d’une épidémie bien installée(4). 
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3.3.  Diversité génétique :   

Celle-ci tient au processus même de multiplication de ces virus qui sont obligés de transformer leur 

ARN génomique en ADN pour s’intégrer dans la cellule hôte.  

Dès 1985, une variabilité génétique importante des VIH a été mise en évidence; il n’existe pas deux 

virus identiques, même au sein d’un même individu. Cette diversité génétique, due à différents 

mécanismes (faible fiabilité de la TI, haut niveau de réplication, recombinaison génétique) 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-espèces différents, issus respectivement du Chimpanzé et du Sootey Mangabey. Les 

analyses phylogénétiques du VIH -1 à partir de différents isolats ont permis de le classifier en 4 

groupes génétiques M (main), O (outlier), N (non -M, non -O) et le dernier groupe P découvert 

récemment par l’équipe de Plantier(22). 

La majorité des infections par le VIH est causée par le groupe M, les infections par les groupes N et O 

étant restreintes à l’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 à 30% selon les 

sous-types et les régions du génome considérées(23).  

Il existe également des variations au sein d’un sous -type, entre 15 et 20%, tels que le sous-type F, 

divisé en sous sous-types F1 et F2  et le sous-type A en A1, A2 et A3. Les analyses de tout le génome 

ont révélé l’existence de virus recombinants inter sous-types, issus de patients surinfectés ou Co-

infectés. Ces virus recombinants sont appelés CRFs (Circulating Recombinant Forms) lorsqu’ils ont 

été identifiés chez au moins 3 individus non liés épidémiologiquement et caractérisés sur tout le 

génome. Dans le cas contraire, ils sont appelés URFs (Unique Recombinant Forms), plus de 200 

actuellement(24). 

Tandis que neuf groupes VIH-2 ont été répertoriés à ce jour (de A à I), A et B représentant les deux 

groupes majoritaires(25) 

A ce jour plus 90 CRFs ont été identifiés, les recombinants CRF01_AE et CRF02_AG jouant un rôle 

important dans les épidémies régionales(26). Récent, un nouveau recombinant VIH-2 a été découvert 

au Japon en 2010(27)   
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Figure 5: Arbre phylogénétique des VIH (28) 

Mécanismes de la diversité génétique  

Ces mécanismes sont essentiellement dus à trois aspects :  

• Faible fiabilité de la transcriptase inverse : Qui est incapable de corriger les mésappariements 

introduits lors de la polymérisation de l’ADN proviral et commet un taux d’erreur d’environ un par 

cycle, soit une erreur introduite par cycle.   

• Grande capacité de réplication : Le haut niveau de la réplication du VIH (estimé à 10
9
 – 10

10
 

virions produits par jours chez un individu infecté) induit une variabilité de la population virale au sein 

même de l’individu appelé quasi-espèce, à cause de la faible fiabilité de la TI.   

• Recombinaison génétique :   

La production de virus recombinants nécessite deux cycles viraux successifs. Lors du premier cycle 

viral, deux virus différents infectent une même 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 TI a la capacité de passer d’une molécule d’ARN à l’autre lors de la 

transcription inverse, créant ainsi un ADN proviral chimérique. 
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3.3.1. Conséquences de la diversité génétique  

La diversité génétique du VIH-1 résulte d’un taux élevé de la réplication couplé à une faible fiabilité 

de la TI et au phénomène de recombinaison génétique, elle est due à différents mécanismes, et a des 

impacts multiples sur le diagnostic (sérologique, charge virale) et notamment sur la réponse au 

traitement antirétroviral. Les tests de dépistage, reposant sur des antigènes du VIH-1 du sous-type B 

prévalent en occident et qui peuvent avoir une sensibilité moindre vis-à-vis des autres sous-types de 

groupe M appelé non B.                                            

• 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 naïfs portent au 

moins trois mutations mineures de résistances aux IP, alors qu’elle n’est que 8% pour le B. La question 

de la sensibilité aux ARV, et particulièrement aux inhibiteurs de protéase des souches présentant un 

grand polymorphisme génétique reste posée.   

• La diversité génétique du VIH constitue un obstacle à la mise au point de vaccins efficaces. En effet, 

la majorité des candidats vaccins, faisant actuellement l’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’à quel point ces vaccins pourraient 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 l’accumulation stable d’une simple 

mutation au sein d’un type ou d’un sous-type unique.   

• La sélection des mutations à l’échec, les profils d’échappement peuvent également être différent 

selon le sous type de VIH-1. En effet, certaines mutations spécifiques aux sous-types peuvent être 

sélectionnées lors du traitement, par exemple le sous-type C, qui présente de nombreuses 

spécificités(29)  

3.4.  Répartition géographique   

Le VIH est très répandu au niveau mondial, les VIH-1 de sous types non B représentent au moins 90% 

des virus circulants. Les sous types prédominants sont le sous type C, responsable de 50 % des 

infections, principalement en Afrique de l’Est, en Asie, le sous type A et le D en Afrique de l’Est, le 

sous type CRF02_AG en Afrique de l’ouest et le sous type B aux Etats-Unis, en Europe et en 

Australie(30) 

En Afrique centrale, circulent les différents groupes du VIH-1 (M, N et O), l’ensemble des sous-types 

du groupe M et la majorité des formes recombinantes.   
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Des études récentes ont démontré qu’en France, des sous types non B circulent, et que la moitié de ces 

virus isolés sont des virus  CRF02_AG, ce qui témoigne des liens existant entre la France et l’Afrique 

de l’Ouest. Le VIH-2  a une diffusion beaucoup plus limitée, et est essentiellement présent en Afrique 

de l’Ouest, en particulier en Guinée-Bissau, Gambie, Sénégal, Côte d’ivoire, Burkina Faso, Mali. Il a 

atteint le Mozambique et l’Angola, à partir de la Guinée-Bissau et hors d’Afrique la France, l’Inde, le 

Portugal et le Brésil(30) 

 

Figure 6: Distribution géographique des personnes vivant avec VIH  dans le monde (31) 

3.5.  Diagnostique biologique au laboratoire 

Le diagnostic de l’infection VIH est fondé sur une méthode sérologique indirecte c'est-à-dire sur la 

détection des anticorps, et reste dans la majorité des cas l’approche diagnostic la plus pertinente et la 

plus accessible. La mise en évidence du virus par la méthode directe se fait par extraction et RT-PCR 

de l’ARN viral plasmatique.  

3.5.1. Diagnostic indirect ou sérologique(32) 

 Dépistage  

Les tests de dépistage de l’infection par les VIH reposent, d’une part, sur la mise en évidence des 

anticorps anti-VIH-1 et -2 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 -2 et l’antigène 

p24 du VIH-1 grâce aux trousses ELISA dites « combinées ». Si le sérum et le plasma restent les 
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liquides biologiques utilisés en priorité pour des questions de qualité, d’autres matrices biologiques 

telles que le sang total capillaire, les urines ou la salive ont été proposées.  

Au Mali, la dernière recommandation du ministère en charge de la santé au travers de la cellule du 

comité sectoriel de lutte contre le sida préconise l’utilisation du Determine HIV puis le SD Bioline 

HIV en cas de positivité du premier et le First Response HIV en cas de discordance entre les deux 

premiers.  

 Confirmation  

La technique de référence utilisée des tests sérologiques de confirmation est le Western-blot, où  les  

protéines  virales  sont  séparées  par  électrophorèse  avant  d’être  transférées  sur  une membrane de 

nitrocellulose. La présence d’anticorps contre une protéine donnée est révélée par une réaction 

immuno-enzymatique qui matérialise la position de la protéine sous la forme d’une bande colorée. Des  

tests  comparables  au  western-blot,  fabriqués  à  partir  de  protéines  recombinantes  et  de peptides 

de synthèse déposés en bandes séparées sur un support, sont agrées comme réactifs de confirmation.  

Leur  sensibilité  est  un  peu  supérieur  à  celle  des  Western-blot  mais  des informations qu’ils 

apportent sont moins fines(32). 

3.5.2. Diagnostique directe(32) 

Il  repose  sur  plusieurs  techniques  toutes  réalisées  à  partir  d’un  simple  prélèvement sanguin  

qu’il  convient  de  répéter.  La  PCR-RNA  plasmatique  met  en  évidence  le génome  du  virus  dans  

le  plasma  par  RT-PCR.  C’est  la  «  charge  virale  »,  réalisée également dans le suivi des adultes 

infectés. Le DNA Proviral recherche le provirus intégré  dans  les  cellules  mononuclées  réceptives  

(CD4  essentiellement). A Nice, le laboratoire  de virologie  effectue, sur  le même  prélèvement, une   

PCR-RNA plasmatique et une recherche quantitative de DNA proviral (par PCR quantitative. en temps 

réel). La conjugaison des deux techniques augmente la sensibilité. 

3.5.3. Séquençage   

3.5.3.1. Séquençage de l’ADN :   

 Principe :   

Le séquençage de l’ADN consiste à déterminer l’ordre des nucléotides sur la molécule d’ADN. C’est 

le niveau de résolution le plus élevé pour rechercher la présence de mutations ponctuelles dans un 

gène. La méthode utilisée aujourd’hui, proposée par F. Sanger en 1977 (prix Nobel de chimie en 

1980), repose sur l’utilisation de nucléotides particuliers appelés di désoxynucléotides, qui bloquent la 

synthèse d’ADN par les ADN polymérases après leur incorporation. Ce blocage est dû à l'impossibilité 

de ces nucléotides de former une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide en raison de l'absence 

du groupement hydroxyle sur le carbone 3'.  
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Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué grâce à la mise au point de séquenceurs 

automatiques et de marquages des nucléotides à l’aide de fluorochromes. Elle est devenue aujourd’hui 

une technique rapide et fiable utilisée fréquemment dans le diagnostic de certaines maladies 

héréditaires mais, reste néanmoins coûteuse et réservée à certains gènes en nombre limités et de petites 

tailles(33). 

3.5.3.2.  Les outils bioinformatiques d’analyse des séquences de l’ADN :   

3.5.3.2.1. Objet de la bioinformatique:   

Elle consiste en l’ensemble des méthodes et programmes pour gérer, organiser, comparer, analyser, 

explorer, l’information génique et génomique stockée dans les bases de données dans le but de prédire 

et produire de nouvelles connaissances et de développer aussi de nouveaux concepts (34)  

3.5.3.2.2. Analyse des séquences : 

L’analyse bioinformatique fondamentale et principale réalisée sur les séquences d’ADN est 

l’alignement. Il s’agit de comparer des séquences grâce à des algorithmes. 

3.6. Traitement :                                                                                                                          

Les antirétroviraux sont des molécules virostatiques de synthèses de différentes natures chimiques 

regroupées en trois grandes classes selon leur mode d'action : les INTIs, les INNTIs et les IPs. Une 

quatrième classe d'inhibiteurs de la fusion est actuellement en cours de développement.  

En 1996 arrive le concept de trithérapie, avec la disponibilité de nouvelles molécules antirétrovirales 

telles que les inhibiteurs de la protéase, montrant une réduction significative de la mortalité liée au 

SIDA. En effet, l’objectif principal du traitement antirétroviral est d’empêcher la progression vers le 

SIDA en restaurant le nombre de lymphocytes T CD4+; il doit rendre la charge virale plasmatique 

indétectable permettant une meilleure restauration du système immunitaire(9).   

3.6.1. Objectifs du traitement antirétroviral :  

Le traitement de l’infection à VIH a pour objectif la réduction maximale de la réplication virale 

(charge virale plasmatique < 50 copies/ml permettant d’empêcher la progression vers le SIDA et de 

restaurer un nombre de lymphocytes CD4 > 500/mm³), garant principal de la durabilité de l’effet 

antirétroviral, de la restauration des fonctions immunitaires et de l’absence de développement de la 

résistance du virus en présence de médicaments antirétroviraux. Si l’efficacité immunovirologique du 

traitement est essentielle, d’autres objectifs doivent être recherchés simultanément:   

 La meilleure tolérance possible, à court, moyen et long terme ;  

 L’amélioration ou la préservation de la qualité de vie 

 La réduction de la transmission mère-enfant du VIH.  
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3.6.2. Obstacles : 

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

suivantes peuvent constituer des obstacles :   

- une minorité de patients infectés par le VIH dans le monde entier a accès aux antirétroviraux. 

- les difficultés d’accès aux soins (précarité sociale, désorganisation des structures sanitaires, contexte 

psychologique…), concernent un nombre significatif de patients,  

- les phénomènes 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 à moyen ou à long terme.  

- L’observance chez l’enfant pose des difficultés particulières. Elle peut être influencée par de 

nombreux facteurs : le choix limite des formulations pédiatriques ; le mauvais goût des formulations 

liquides ; le grand nombre de comprimés ou la grande quantité de sirop à prendre ; la grosseur des 

comprimés ; la nécessite de prises médicamenteuses fréquentes ; les restrictions alimentaires ; la perte 

de la personne principale s’occupant de l’enfant ; les difficultés à avaler les comprimés ; et les effets 

indésirables.  

3.6.3. Différentes classes thérapeutiques  

Appartenant à six classes d’ARV, plus d’une vingtaine (20) de molécules sont disponibles de nos 

jours.  

 Les inhibiteurs de la transcriptase inverse  

 Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques (INTI)  

Les INTI (ou NRTI pour nucléoside reverse transcriptase inhibitor) sont des pros médicaments qui 

doivent être tri phosphorylés dans la cellule pour être actifs. Ils subissent une activation en nucléoside 

triphosphate par les kinases cellulaires. Les formes triphosphates (et di phosphate pour le Tenofovir) 

possèdent une forte affinité pour la transcriptase inverse du virus VIH-1 et entrent en compétition avec 

les désoxynucléosides triphosphates naturels. Ils sont donc incorporés préférentiellement dans la 

chaîne de l’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 

phosphorylée, ces analogues trompent la transcriptase inverse en la faisant incorporer dans la chaine de 

nucléotides en formation où ils servent de terminateur de chaîne(35).  
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 Les inhibiteurs non nucléosidiques de la Transcriptase inverse (INNTI) :  

Ce sont des composés de structure chimique complètement différente 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 l’enzyme, 

ce qui diminue considérablement son efficacité catalytique.  

Cela provoque un changement de conformation du site actif en déplaçant les résidus d’aspartate 

catalytiques (en relation avec le site de liaison) de la polymérase de telle façon qu’il ne peut plus se lier 

à un substrat nucléotide, rendant ainsi l’enzyme inactif(36). Contrairement aux INTI, les INNTI n’ont 

pas besoin d’une activation cellulaire puisqu’ils n’ont pas besoin de phosphorylation pour être actifs 

Par conséquent, ces molécules ont un potentiel plus élevé que les INTI et inhibent la transcriptase 

inverse du VIH-1 de façon irréversible mais pas celle du VIH-1 de groupe O et du VIH-2.   

 Les inhibiteurs de la protéase (IP)   

Les inhibiteurs de la protéase (IP ou PI pour protéase inhibitor) bloquent la phase tardive de la 

maturation virale. La protéase du VIH clive les polypeptides précurseurs, produits des gènes gag et pol 

codant les protéines de structure et les enzymes du virion. Métabolisés par le cytochrome P450, les IP 

sont l’objet d’interactions avec d’autres médicaments utilisant les mêmes voies métaboliques. Certains 

de ces autres médicaments sont contre-indiqués avec les IP, d’autres imposent des ajustements de 

doses. Les associations de deux IP et d’INNTI peuvent également nécessiter de tels ajustements. 

L’utilisation des IP est associée, à des degrés divers à une redistribution des graisses, à des troubles de 

la glycorégulation et à des hyperlipidémies(36).  

 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 façon extracellulaire. Par conséquent, 

ils n’ont pas besoin de traverser la membrane cellulaire, ni besoin d’une activation intracellulaire.   

 Les inhibiteurs d’attachement  

Après 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(37).  

 Les inhibiteurs de fusion  

Le seul inhibiteur de fusion actuellement disponible est un polypeptide, devant donc être injecté. Les 

inhibiteurs de fusion empêchent le changement de conformation de gp41 qui mènerait à la fusion des 

membranes du virus et de la cellule-hôte. En fait, ils seraient liés à la gp41 sous sa conformation de « 

repos » et l’empêcherait ainsi d’adopter une conformation en épingle à cheveux favorable à la 

fusion(38).  
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 Les inhibiteurs de l’intégrase  

L’intégrase est une enzyme nécessaire à la catalyse de l’étape d’insertion et de transfert de l’ADN viral 

dans le génome de la cellule hôte. Les inhibiteurs de l’intégrase constituent une nouvelle classe 

d’agents antirétroviraux qui bloquent l’activité de l’intégrase du VIH-1(39). Les inhibiteurs de 

l’intégrase sont actifs sur les virus résistants aux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 

(INTI), aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), aux inhibiteurs de la 

protéase (IP) et aux inhibiteurs d’entrée.  

 Autres molécules ARVs en voie de développement : 

Bictegravir : un nouvel inhibiteur de l’intégrase qui est en voie de développement pour le traitement 

des personnes vivant avec le VIH. Il agit contre de nombreuses souches du VIH qui sont résistantes à 

d’autres inhibiteurs de l’intégrase comme le Raltégravir. Il sera offert sous de Co-formulation avec le 

TAF et FTC(40). 

Doravirine : est un analogue non nucléosidique expérimental qui est aux essais cliniques de phase III. 

Elle a été conçue pour agir contre la plupart des souches du VIH qui sont résistances aux autres 

analogues non nucléosidiques tels les suivants : Efavirenz, Névirapine, Rilpivirine(41)  
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Tableau II: liste des molécules ARV commercialisées(33). 

Dénomination Commune Internationale 

(DCI)  

 

     Abréviation  Nom 

commercial 

 Autorisation de 

mise sur    le 

marché 

                                  Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse 

 Zidovudine            AZT         Retrovir
R
         1987 

 Lamivudine            3TC         Epivir
R 

       1996 

 Didanosine             ddI           Videx
R
          1992 

 Abacavir            ABC         Ziagen
R 

       1999 

 Emtricitabine            FTC          Emtriva        2003 

                                  Inhibiteur Nucléotidique de la Transcriptase Inverse 

 Tenofovir            TDF        Viread
R
        2002 

Tenofovir Alafenamide Fumarate            TAF        Vemlidy
R 

       2016 

                                  Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse 

 Nevirapine            NPV            

Viramune
R 

       1998 

 Efavirenz            EPV        Sustiva
R 

       1999 

 Etravirine            ETV             

Entelence
R 

       2008 

 Rilpivirine            RPV        Edurant
R 

       2011 

                                  Combinaisons d’Inhibiteurs de la Transcriptase Inverse 

 Zidovudine/ Lamivudine             AZT/3TC       Combivir
R 

      1998 

 Tenofovir/Emtricitabine             TDF/FTC       Truvada
R 

      2005 

 Abacavir/Lamuvidine              ABC/3TC       Kivexa
R 

      2004 

Zidovudine/Lamivudine /Abacavir        AZT/3TC/ABC                                Trivizir
R 

      2000 

Tenofovir/Emtricitabine/Efavirenz        TDF/FTC/EFV       Atripla
R 

      2007 

Emtricitabine/Rilpivirine/Tenofovir        FTC/RPV/TDF       Eviplera
R 

      2011 

                                     Inhibiteurs de la Protéase 

 Ritonavir              RTV         Norvir
R 

       1996 

 Fosamprenavir              FAPV         Telzir
R
           2004 

 Atazanavir              ATV         Reyataz
R 

       2004 

 Lopinavir/ritonavir              LPV/r         Kaletra
R 

       2001 
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 Darunavir              DRV         Prezista
R 

         2008 

                                     Inhibiteurs d’Entrée   

 Enfuvirtide              T20         Fuzeon
R 

          2003 

 Maraviroc               MRV             Celsentri
R 

          2008 

                                     Inhibiteurs d’Intégrase  

 Raltegravir              RAL            Isentress
R 

          2008 

 Elvitegravir              EVG         Vitekta
R 

          2012 

 Dolutegravir               DTG         Tivicay
R 

          2014 

Cabotegravir              CTG          GSK744
R 

           Pas 

                                 Autres associations fixes 

Dolutégravir/Abacavir/Lamivudine  DTG/ABC/3TC     Truimeq
R
     2014 

Elvitégravir/Emtricitabine/Tenofovir 

alafenamide /Cobicistat 

EVG/FTC/TAF/COBI/     Genvoya
R 

     2015 

Elvitégravir/Cobicistat/Emtricitabine/ 

Fumarate de Tenofovir  

EVG/COBI/FTC/TAF      Stribild
R 

     2013 

 

3.6.4.  Stratégies de traitement antirétroviral :  

En l’absence de vaccin anti-VIH, le traitement antirétroviral comme outil de prévention de la 

transmission est une évolution récente et majeure, avec plusieurs études qui démontrent le rôle 

bénéfique des ARV non plus seulement au niveau de la santé de l’individu mais aussi dans la réduction 

drastique de la contagiosité lorsque la charge virale plasmatique est contrôlée sous traitement(42). 

Ainsi l’OMS recommande en 2015«Toute personne infectée par le VIH devrait commencer le 

traitement antirétroviral le plus tôt possible après le diagnostic». Avec cette recommandation de 

«traiter tout le monde», l’OMS supprime toutes les limitations aux conditions requises pour pouvoir 

bénéficier du traitement antirétroviral quand on est porteur du VIH; le traitement est désormais justifié 

dans toutes les populations et dans toutes les tranches d’âge(43). 

Schémas thérapeutiques  

Est considéré comme schéma de première ligne tout schéma de première intention prescrit chez un 

sujet naïf de tout traitement antirétroviral. Toute substitution en cas d’intolérance  par  exemple est  

aussi  considérée  comme  un  schéma  alternatif  de première ligne. Est considéré comme schéma de 

deuxième ligne tout schéma prescrit après échec thérapeutique de 1
ère

 ligne(44). 
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Le schéma thérapeutique préconisé par l’OMS en première intention est l’utilisation de (02) INTI+ 

(01) INNTI ou (02) INTI+ (01) IP/r (/r = boosté par le ritonavir) avec l’usage de molécules moins 

toxiques et de combinaisons de thérapie antirétrovirale de dose fixe.   

Au Mali, les régimes préférentiels en première intention ou schéma de 1 ère ligne et en deuxième 

intention ou schéma de 2ème ligne chez l’adulte et l’adolescent sont les suivants(44):    

Schémas de 1 ère ligne pour le VIH- 1 

Le régime préférentiel de la première ligne(44) :   

Il associe deux inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI) et un 

inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI). 

Tenofovir (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)  

Ténofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Névirapine (NVP)   

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

Schémas de 2ème ligne suivant proposé(44) 

  Schéma 1ère ligne 

 

                                      Schéma 2eme ligne 

                      INTI                              IP 

    TDF +3TC +EFV               AZT+3TC                           LPV/r  

                             ou  

                          ATV/r 

    AZT + 3TC  + EFV               TDF  +  3TC 

   ABC+ 3TC + EFV                TDF +  3TC  

              AZT+ 3TC 

   

Pour Prise en charge des patients infectés par le VIH-2 ou co-infection VIH-1 et VIH-2 (ou patients 

infectés par le VIH-1 du groupe O), le choix thérapeutique doit exclure les inhibiteurs non 

nucléosidiques de la transcriptase inverse qui ne sont pas efficaces sur le VIH-2 ou sur le VIH-1 de 

groupe O.  

On utilisera les schémas thérapeutiques associant des inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la 

transcriptase inverse  à un inhibiteur de protéase boosté (IP/r) ou 3 INTI (44). 

Le traitement préférentiel de première ligne est le suivant : (44) 

Tenofovir  (TDF) + Lamivudine (3TC) + Lopinavir / Ritonavir (LPV/r) 

Les alternatives thérapeutiques en cas de toxicité, d’intolérance ou d’interaction médicamenteuse sont 

les suivantes:  

Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + ATV/r  ou   
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Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + ATV/r) ou     

Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) + Abacavir (ABC)   

Schémas de 3ème ligne recommandée : 

Les patients en échec virologique de 2ème ligne doivent être gérés en fonction du résultat du test de 

génotype de résistance, si absence du génotypage, le staff proposerait(44). 

Darunavir/r (DRV/r)+ 1INTI sensible (3TC) + Raltégravir (RAL) ou Dolutégravir(DTG) 

3.6.5. Echec thérapeutique :  

L’échec thérapeutique regroupe différentes situations. 

3.6.5.1. Echec virologique :  

L’échec virologique constitue la situation la plus fréquemment rencontrée. Il se définit comme la  

persistance d’une  CV  >  50  copies/ml au-delà  de  6  mois  après l’instauration  du  traitement(45). 

Le rebond virologique se définit comme une CV > 50 copies/ml après une période de succès 

virologique, confirmé sur deux prélèvements consécutifs (45). 

Au Mali, l’échec virologique est défini comme étant une charge virale supérieure ou égale à 1000 

copies/ml sur la base de deux charges virales consécutives à 3 mois d’intervalle après 6 mois de 

traitement bien conduit(44).  

3.6.5.2. Echec immunologique :  

Il est défini chez les adultes et les adolescents le taux de LTCD4 inférieur à 250 cellules/mm
3 

après un 

échec clinique documenté ou un taux de LTCD4 en dessous de 100 cellules/mm
3
 après 6 mois de 

traitement bien conduit(44).  

3.6.5.3.  Echec clinique :  

Il se caractérise par la survenue ou la récurrence d’une affection témoin d’une immunodépression 

sévère après 6 mois de traitement bien conduit(44). Habituellement, ce stade d’échec clinique est la 

conséquence d’un échec virologique et immunologique. 

3.6.6. Observance :  

Compte tenu de la puissance antirétrovirale des traitements actuellement utilisés en initiation, 

l’absence de réduction de la charge virale d’au moins 1log 10, 1 mois après l’initiation du traitement, 

ou une charge virale toujours > 200 copies/ml à 6 mois rendent presque toujours compte d’une 

observance médiocre au traitement 

3.6.7. Résistance du VIH aux antirétroviraux :   

La résistance aux antirétroviraux a été rapportée pour la première fois en 1989 chez des patients traités 

par la zidovudine en monothérapie(46). 
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3.6.7.1. Définition :   

La résistance aux antirétroviraux est liée à la capacité du virus à se répliquer en présence d’ARV.  On 

distingue 03 types de résistance ; la résistance acquise sous traitement (résistance secondaire), la 

résistance primaire et la résistance naturelle (manque de sensibilité). 

En effet, pour cette dernière, les patients porteurs de virus résistants peuvent transmettre ces virus à 

leurs partenaires qui vont alors s’infecter d’emblée avec des virus résistants lors de la primo-infection.   

3.6.7.2.  Mécanisme d’apparition des mutations de résistance :   

Les mutations entraînent des modifications des enzymes ou protéines, en diminuant la sensibilité des 

virus aux antirétroviraux par des mécanismes différents selon les classes et même selon l’antirétroviral 

dans une même classe(47). 

Ces mécanismes peuvent être dus :   

 à la dynamique de production virale très rapide, environ 10 milliards de virions sont 

produits chaque jour chez une personne infectée.   

 à la variabilité génétique importante du VIH,   

 à la préexistence, avant tout traitement, de variant viral présentant des mutations de 

résistance aux ARV, qui peuvent s’accumuler.   

3.6.7.3.  Mécanisme de la résistance aux antirétroviraux :  

Différents mécanismes de résistances ont été identifiés en fonction des classes d’antirétroviraux et 

même selon les antirétroviraux au sein d’une même classe. 

3.6.7.3.1. Les analogues nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) :   

Deux mécanismes moléculaires distincts sont responsables de la résistance aux analogues 

nucléosidiques :  

 Diminution de l’incorporation de l’analogue(48) :   

La diminution de l’incorporation des nucléosides ou nucléotides artificiels au profit de nucléotides 

naturels est observée avec certaines mutations, et en particulier la mutation M184V associée à une 

résistance de haut niveau au 3TC (Lamivudine) et au FTC. Ce résidu est localisé au niveau du site 

catalytique de la transcriptase inverse. L’apparition de la résistance au 3TC/FTC est rapide avec la 

sélection de la mutation M184V en quelques semaines.   

Ce mécanisme de résistance est également caractéristique des mutations K65R, K70E et L74V :   

- La mutation L74V est sélectionnée par la didanosine et l’abacavir (en association fréquente avec la 

M184V) et les mutations K65R et K70E principalement par le ténofovir ;   

- L’impact de la mutation K65R est nul sur les analogues de la thymidine (la zidovudine est l’INTI de 

choix en présence de K65R), certain sur le ténofovir probable sur l’abacavir (avec des niveaux 
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variables). L’utilisation de ténofovir en association avec l’abacavir doit être réservée aux patients en 

échec dont les virus présentent des mutations TAMs. En effet, ces dernières empêchent la sélection de 

la mutation K65R.  Le complexe MDR (Mutation Drug Resistance), relevant de ce même mécanisme, 

est composé des mutations A62V, V75I, F77L, F116Y et Q151M.   

Un autre profil de résistance à l’ensemble des analogues nucléosidiques et au ténofovir consiste en des 

insertions au codon 69 de la transcriptase inverse. 

Ce complexe comprend une mutation au codon 69, typiquement une sérine, et une insertion d’acides 

aminés (S-S, SA, S-G ou autre).  

Ces insertions au codon 69 sont souvent associées à d’autres mutations sur le gène de la transcriptase 

inverse. La fréquence de ces insertions est heureusement rare (48). 

 Excision des analogues médiée par l’ATP ou réaction de pyrophosphorolyse :   

Ce mécanisme intervenant dans la résistance aux INTI est conféré à un groupe de six mutations : 

M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E. ces mutations, initialement décrites comme des 

mutations de résistances sélectionnées par la zidovudine puis également par la Stavudine, affectant la 

réponse virologique à ces molécules, ont été appelées TAM pour Thymidine Analogue 

Mutations(49,50). L’accumulation des TAM est graduelle et l’ordre d’apparition peut varier. Les 

profils de TAM sélectionnés sous traitement peuvent se répartir en deux groupes : l’un comprenant les 

mutations M41L + L210W + T215Y (deux tiers des cas) et l’autre D67N + K70R + T215F + K219Q/E 

(un tiers des cas).    

En effet, les TAM modifient la structure de la transcriptase inverse, facilitant l’entrée de l’ATP au 

niveau d’un site proche de l’analogue incorporé à l’ADN. Le phosphate terminal de l’ATP réagit avec 

la liaison phosphodiester liant l’analogue à l’ADN.  

Cette réaction entraine l’excision de l’analogue et la libération du groupement OH du dernier 

nucléotide. La synthèse de l’ADN viral peut alors reprendre. Ce mécanisme sensible est efficace pour 

la zidovudine. L’incorporation des désoxynucléotides naturels et de la plupart des analogues 

nucléosidiques dans l’ADN est rapidement suivie de leur translocation en un « complexe fermé » et, 

dans cette conformation, la liaison phosphodiester est réfractaire à l’excision par l’ATP. La mutation 

M184V semble entrainer une diminution de la pyrophosphorolyse, ce qui inhiberait ainsi l’effet des 

TAM(51). 

Les TAM sont responsables d’une résistance à l’ensemble des INTI à des niveaux divers, sauf à la 3TC 

et au FTC. Cette résistance croisée est variable en fonction du nombre de TAM et de l’INTI. Par 

ailleurs, les mutations K70R et K219Q/E ont moins d’impact que les quatre autres sur la résistance 

croisée.   
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La mutation M184V, en présence de TAM, augmente la résistance in vivo à l’Abacavir et n’a pas 

d’impact sur la Tenofovir ni la didanosine. 

3.6.7.3.2. Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) :   

Les inhibiteurs non nucléosidiques comme l’éfavirenz et la Nevirapine pour les molécules de première 

génération sont de petites molécules qui se fixent au niveau d’une poche hydrophobe située à 

proximité du site catalytique de la transcriptase inverse.  

 Ces composés sélectionnent des mutations situées au niveau de leur site de fixation qui affecte la 

flexibilité de l’enzyme, bloquant ainsi la synthèse de l’ADN. Ce sont typiquement des molécules dont 

la « barrière génétique » est basse puisqu’une mutation au niveau de la poche hydrophobe confère une 

résistance croisée entre éfavirenz et Nevirapine, INNTI de première génération. 

De nouvelles molécules de seconde génération, comme l’étravirine et la rilpivirine sont actives in vitro 

et/ou in vivo sur certains virus ayant une résistance aux INNTI de première génération(52,53). L’essai 

DUET a ainsi démontré que la mutation K103N n’avait pas d’impact délétère sur la réponse 

virologique à l’Etravirine. En revanche, la mutation Y181C a un impact négatif quand elle est associée 

à d’autres mutations de résistance aux INNTI. Enfin, les mutations Y181I/V, même isolées, réduisent 

significativement la réponse à l’étravirine(54)   

Il existe in vivo une résistance croisée élevée entre étravirine et rilpivirine. Il est évident que 

l’accumulation de mutations de résistance aux INNTI de première génération diminue l’efficacité de 

l’étravirine : il est donc recommandé de ne pas laisser une réplication résiduelle sous éfavirenz ou 

Nevirapine pour ne pas accumuler ces mutations et réduire l’efficacité de traitement ultérieur par des 

molécules de seconde génération telles que l’étravirine ou Rilpivirine. 

3.6.7.3.3.  Inhibiteurs de protéase (IP) :   

Les inhibiteurs de protéase (IP) constituent une famille importante qui bénéficie d’une barrière à la 

résistance élevée même s’il existe au sein de cette classe une importante résistance croisée. 

La résistance aux IP est un phénomène graduel avec accumulation progressive de mutations au niveau 

du site actif de l’enzyme et à distance de celui-ci. On distingue des mutations de résistance majeures et 

mineures :   

- Les mutations mineures/secondaire, qui sont des mutations pouvant faire partie du polymorphisme de 

la protéase virale, apparaissent plus tardivement et vont augmenter la résistance aux IP et aider le virus 

à retrouver ses capacités réplicatives.   

- Les mutations majeures/primaires sont généralement sélectionnées les premières lors d’un 

échappement et diminuent la liaison des IP à leur substrat enzymatique.   
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De nombreuses études montrent qu’il existe une grande différence entre les IP potentialisés par le 

ritonavir (IP/r) et les IP non potentialisés en terme de réponse virologique et de taux de sélection de 

mutations de résistance chez les patients naïfs d’antirétroviraux(55). 

 

Figure 7: Position des principales mutations de résistance aux IP(56).  

3.6.7.3.4. Les inhibiteurs d’entrée :   

L’entrée du virus dans la cellule requiert plusieurs étapes, avec successivement la liaison de la gp-120 

à la molécule CD4, puis à un corécepteur, récepteur de chimokines, CCR5 et/ou CXCR4. Ces 

événements sont responsables de l’association des deux boucles trimériques, HR-1 et HR-2 

(HeptadRepeat), localisées dans la gp 41, conduisant à un rapprochement des membranes virale et 

cellulaire et à leur fusion. La composition en acides aminés de la boucle variableV3 de la gp-120 

détermine la reconnaissance spécifique du corécepteur.   

 Inhibiteur de fusion :   

L’inhibiteur de fusion, enfuvirtide ou T20 (Fuzéon), est un peptide de 36 acides aminés dérivé de la 

région HR-2 de la gp-41. Il se fixe à la boucle trimérique HR-1 inhibant ainsi la fusion et l’entrée du 

virus dans la cellule. Des mutations dans HR-1 réduisant la sensibilité au T-20 ont été identifiées in 

vitro mais aussi in vivo chez des patients échappant à l’enfuvirtide dans les essais cliniques(57). Ces 

mutations sont situées au niveau des codons 36 à 45 du gp 41. Elles apparaissent rapidement (quelques 

semaines) en cas de réplication virale sous T 20. Des mutations sont sélectionnées plus tardivement 
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dans HR-2, mais elles n’ont pas d’impact sur la résistance au T 20 et compensent probablement des 

mutations de HR-1 pour la capacité réplicative virale. 

Il n’existe pas de résistance croisée entre le T20 et d’autres inhibiteurs d’entrée tels que les inhibiteurs 

du corécepteur CCR5.   

 Inhibiteur des corécepteurs :   

De petites molécules inhibitrices de l’interaction gp-120-CCR5, telles que le maraviroc, sont des 

antagonistes allostériques non compétitifs qui se lient au même site que la gp-120 sur le corécepteur 

CCR5. Le maraviroc (Celsentri) a obtenu son autorisation de mise sur le marché en Europe chez les 

patients prétraités par antirétroviraux et infectés par des isolats VIH à tropisme R5. In vitro, la 

résistance au maraviroc est liée à des échappements de la gp-120 qui permettent à l’enveloppe virale 

de s’attacher au complexe CCR5-Maraviroc(58).  

 Test de tropisme :   

Les tests de tropisme actuellement disponibles sont soit des tests phénotypiques, soit des tests 

génotypiques. Le test phénotypique commercialisé est le test Trofile® (Monogram Biosciences, San 

Francisco, CA, Etats-Unis).  

Le test ESTA a été notamment utilisé dans la réalisation de l’essai Merit (Maraviroc chez les patients 

naïfs)(59). Dans tous les cas, il ne peut être réalisé à partir de l’ARN plasmatique que lorsque les 

charges virales sont supérieures à 1000 copies /ml. Il existe d’autres tests phénotypiques disponibles de 

le cas dans la recherche : le test PhenX-R (InPheno, Basel, Switzerland) et le Toulouse Tropisme Test 

(TTT, Université de Toulouse-III Paul-Sabatier(60).    

Les tests génotypiques de tropismes sont fondés sur l’analyse de la séquence de la boucle V3 de la gp-

120 du virus du patient avec différents systèmes d’interprétation disponibles(61).  

Les tests génotypiques de tropisme peuvent être réalisés à partir de l’ADN viral chez les patients avec 

des CV plasmatiques faibles ou indétectables mais il existe peu de données sur la validation des tests 

génotypiques de détermination de tropisme pour les virus de sous-type non-B(62).  

3.6.7.3.5. Inhibiteurs d’intégrase (INI) :   

En décembre 2007, le premier inhibiteur de l’intégrase (INI), le Raltégravir, obtenait son autorisation 

de mise sur le marché (AMM).  

 La résistance aux inhibiteurs d’intégrase est due à la sélection et à l’émergence, sous traitement, de 

variant viraux initialement minoritaires, portant des mutations de résistance. 

In vivo, trois profils majoritaires distincts comportant soit la mutation N 155H, soit la mutation 

Q148H/K/R, ou la mutation à la position 143 associés à une ou plusieurs mutations secondaires, ont 

été mis en évidence en cas d’échappement virologique au Raltégravir(63).  
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En ce qui concerne l’elvitégravir, différents profils peuvent être sélectionnés, notamment les mutations 

E92G/Q ou N155H ou Q148R/K(64). Il existe une résistance croisée très importante entre la 

Raltégravir et l’elvitégravir. La barrière génétique des molécules de 1ère génération (Raltégravir et 

Elvitégravir) de cette classe est faible et une seule mutation peut induire d’emblée une résistance 

complète à ces molécules.   

Le Dolutégravir, ayant un profil de résistance différent du Raltégravir et de l’elvitégravir. Cette 

molécule est actuellement efficace sur des virus résistants aux molécules de 1ère génération mais reste 

résistant à tous les virus qui portent la mutation Q148R/K.    

3.6.7.4. Les tests de résistance :  

 Tests génotypiques :   

Les tests génotypiques analysent les mutations présentes sur les gènes codant les protéines cibles des 

antirétroviraux (TR, protéase, gp41, intégrase). L’analyse de toute la séquence des gènes de la 

transcriptase inverse et de la protéase est la technique de référence en matière des tests génotypiques. 

Un contrôle de qualité, organisé chaque année successivement depuis 2001 par le groupe résistance 

AC11 de l’ANRS, puis par le CNR VIH Résistance aux antirétroviraux depuis 2008, concerne 

actuellement une cinquantaine de laboratoires, incluant quelques laboratoires de ville. La fréquence de 

résultats faussement positifs (Mutation de résistance retrouvée alors que la séquence est sauvage) est 

basse, mais celle de faux négatifs (mutation de résistance non détectée) est plus élevée.  

Cette sous-estimation des mutations de résistance est rapportée dans d’autres contrôles de qualité en 

Europe. Le contrôle de qualité a un rôle pédagogique important, comme l’a montré l’augmentation des 

performances des laboratoires depuis son instauration(65).  

 Tests phénotypiques :   

Deux firmes proposent des tests phénotypiques commerciaux utilisant une technique de virus 

recombinants : le test Antivirogram de Virco et PhenoSene de Monogram. En plus des tests 

Antivirogram et PhenoSene il existe le test phénotypique virtuel de Virgo. Ce test permet de prédire la 

sensibilité phénotypique d’un isolat en se basant sur son test génotypique de résistance.  

3.6.7.5. Critères de demande de génotypage au Mali 

Comme les tests de résistance sont coûteux, le Mali a décidé de les utiliser uniquement pour les 

patients en échec de 2ième ligne vue la complexité pour proposer un traitement de 3ième ligne.   

- Patients en échec de 2ème ligne thérapeutique après avoir éliminé un problème d’inobservance qui va 

nécessiter plutôt un renforcement de l’observance   

- Patients ayant épuisé les classes thérapeutiques d’ARV (INTI, INNTI et IP)   

- Avoir une charge virale détectable (≥ 1000 copies/ml) récente datant de moins de 15 jours   
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- Garder le patient en échec sous le même traitement pour faire le prélèvement   

- Avant tout prélèvement, le dossier du patient doit être présenté au staff clinico-biologique à Bamako 

(CSLS/MS) au préalable pour validation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        



Profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à 

propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Abdourhamane Alhousseini MAIGA                         Thèse de pharmacie 2018 
31 

4. METHODOLOGIE  

4.1.  Cadre et lieu d’étude :  

Notre étude s’était déroulée au laboratoire « SEREFO » de l’UCRC. Le centre de recherche et de 

formation sur le VIH/SIDA et la tuberculose (SEREFO/CEREFO), signifie Témoignage en langue « 

Bambara ». Ce nom a été attribué au centre pour lutter contre la stigmatisation faite aux personnes 

vivantes avec le VIH/SIDA. Il est une entité du Centre International d’Excellence en Recherche  

(ICER), de l’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB). 

SEREFO est une initiative de recherche biomédicale entre les instituts nationaux de la santé aux Etats-

Unis d’Amérique (NIH-NIAID) et l’Université des Sciences, Techniques et Technologies de Bamako, 

Mali.  

La principale mission du programme SEREFO est de mener des activités de recherches pointues et 

durables afin d’améliorer la santé de la communauté Malienne et internationale en conduisant la 

recherche durable en clinique et en biologie sur les maladies bactériennes et virales avec un accent 

particulier sur l’immunologie et la biologie moléculaire du VIH, et de Mycobacterium tuberculosis. 

SEREFO travaille en collaboration avec tous les CS.Réf des six communes du district de Bamako, 

ARCAD /SIDA-CESAC et le service de pneumo-phtisiologie du CHU du point G pour le recrutement 

des patients dans les différentes études du CHU Point G, Hôpital Gabriel TOURE. SEREFO possède 3 

principaux laboratoires : 

 Le laboratoire de recherche sur la résistance au VIH : Il est composé d’un laboratoire de 

charge virale et de séquençage des cas suspects de résistance au traitement 

antirétroviral(ARV) pour le suivi des personnes infectées par le VIH. 

 laboratoire d’immunologie : C’est  un laboratoire de dernière génération qui soutient des 

études complexes visant à mieux comprendre le système immunitaire de l’homme et la 

pathogénie de la maladie. 

 laboratoire de tuberculose : est composé d’un laboratoire de biologie moléculaire et d’un 

laboratoire de Biosécurité Niveau 3 (BSL-3). Le laboratoire est actuellement focalisé sur 

la recherche en mycobactériologie, puisque la tuberculose est une coïnfection importante 

chez les personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et dans le diagnostic de la maladie à 

fièvre hémorragique (Ebola). 

4.2. Type et période d’étude : 

Il s’agissait d’une étude transversale et prospective, qui s’était déroulée de mars 2013 à décembre 

2016. 
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4.3. Population d’étude :  

Notre étude a porté les patients adultes infectés par le VIH-1, en échec virologique de traitement 

antirétroviral de deuxième ligne à Bamako. 

4.4.  Critères d’inclusion : 

Nous avons inclus dans notre étude tous patients ayant : 

 Une infection par le VIH-1, sous traitement antirétroviral et ayant reçu toutes les trois classes 

des Antirétroviraux disponibles au Mali (INTI, INNTI et IP). 

 Une charge virale élevée (≥ à 1000 copies/ml) et suivi dans un site de prescription des 

Antirétroviraux. 

 Une mesure du taux de LT CD4 disponible.   

 Consenti  à participer à l’étude.  

4.5. Critères de non inclusion : 

Nous n’avons pas inclus dans notre étude des : 

 Patients non infectés par le VIH.  

 Patients infectés par le VIH-2 ou VIH-1/VIH-2. 

4.6. Définition des cas :  

Echec virologique : Au Mali, l’échec virologique est défini comme étant une charge virale supérieure 

ou égale à 1000 copies/ml sur la base de deux charges virales consécutives à 3 mois d’intervalle après 

6 mois de traitement bien conduit(44). 

Le traitement ARV de deuxième ligne: Il est indiqué chez un patient en échec thérapeutique de 

première ligne de traitement ARV. 

4.7. Saisie et analyse des données 

Nos données ont été saisies dans Microsoft Word et Excel et analysées par le logiciel Epi Info 7.2 

Nos références ont été collectées et insérés avec le logiciel Zotero. 

4.8.  Méthodes utilisées : 

Il s’agissait de faire le génotype de résistance pour tous les patients inclus dans notre étude en utilisant 

la technique Viroseq (une technique commerciale) et la technique de l’ANRS (une technique maison).  

Les données sur les paramètres démographiques, comme l’âge et le sexe, les renseignements sur les 

traitements reçus ainsi que les paramètres immunologiques ont été obtenus à partir  des fiches de 

demande de charge virale et du test de génotype adressées au laboratoire. 
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4.8.1. La technique Viroseq® 

4.8.1.1. Principe de la technique :  

Le viroseq™ HIV-1 Genotyping System détecte les mutations dans les régions de la transcriptase 

inverse (TI) et de la protéase (PR) du gène pol et fournit un rapport présentant les preuves génétiques 

d’une résistance virale. Il s’agit d’un système complet fournissant les réactifs nécessaires à l’isolement 

de l’ARN viral du plasma, à la RT-PCR, à la PCR et à la réaction de séquence. La totalité du gène de 

la protéase et les deux tiers du gène de la TI sont amplifiés pour générer un amplicon de 1,8 kb. Cet 

amplicon est utilisé comme matrice de séquençage pour 7 amorces générant une séquence consensus 

d’environ 1,3 kb.  

Pour effectuer le test avec cette technique, il a été essentiel de suivre succinctement les processus 

suivants :   

 Préparation des échantillons (extraction de l’ARN viral plasmatique)  

 RT-PCR et quantification de l’ADN   

 Electrophorèse 

 Séquençage 

 Analyse des données de séquence  

 Génotype et rapport de résistance 

4.8.1.2. Organisation de la paillasse : 

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

 Zone1 : pour la préparation des échantillons,  

 Zone 2 : pour la préparation des Mix, appelée zone propre  

 Zone 3 : qui correspond à la zone où sont traités les produits amplifiés (ADN amplifié) 

4.8.1.3. Réactifs et matériels : 

Zone 1  

Réactifs   

• Module de préparation des échantillons :  

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

thiocyanate de guanidine, 43% dithiothréitol, < 2% N-Lauroylsarcosine, < 1%.  

- RNA Diluent (diluant ARN), tube de 1,6 ml  

• Isopropanol à 100%  anhydre (ACS grade)  

• Ethanol à 100%, non dénaturé (MB grade)  

• Ethanol à 70% pour le nettoyage  

• Hypochlorite de sodium à 10%,  
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• Eau désionisée stérile sans RNase/DNase  

• Viroseq
TM

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

-  HIV-1 8E5 Positive control (control positif HIV-1), tube de 500 µl. 

- Il a été préparé par dilution de virus VIH-1 de type B en culture (8E5) dans du plasma humain négatif 

pour l’ARN du VIH et non réactif pour l’Ag HBs et pour les anticorps anti-VIH-1/2 anti-VHC, anti-

HTLV-1 par des tests approuvés. Le virus 8E5 contient un génome viral intact mais défectueux par  

insertion  d’une  seule  base  au  codon  219  du gène  da  la  RT.  La  charge  virale  est  comprise  

entre 50 000 et 100 000 copies/ml  

- HIV-1 8E5 Négatif Control (control négatif HIV-1), tube de 950 µl. Le control négatif contient du  

plasma  humain  normal  sans  ARN  du  VIH  et  a  été  trouvé  non  réactif  pour  l’AgHBs  et  pour  

les anticorps anti-VIH-1/2, anti-VHC, anti-HTLV-1 par des tests approuvés.  

 Matériels et consommable :  

• Hotte de sécurité biologique à flux laminaire, propre 

• Micropipettes de 10 à1000 µl 

• Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, 10 à 1000 µl 

• Tubes stériles de 1,5 ml munis de bouchons à vis (sans RNase/DNase) pouvant supporter une  

vitesse de 21000 à 25000 ×g 

• Un chronomètre 

• Des marqueurs de tube 

• Un vortex 

• Une centrifugeuse, rotation rapide des microtubes (2000×g)  

• Une centrifugeuse, réfrigérée (21000 à 25000×g) avec rotor hermétiquement fermé pour tube de 1,5 

ml 

• Gants, sans lac 

• Blouses de laboratoire 

• Congélateur  et  réfrigérateur  satisfaisant  aux  conditions  de  conservation  indiquées  dans  la 

documentation relative aux produits 

Zone 2 : 

Réactifs  

• Viroseq
TM

 HIV-1 RT-PCR Module  

-  HIV RT Mix, tube de 384 µl, contenant dATP, dCTP, dGTP et dTTP   (amorces oligonucléotidiques 

spécifiques du VIH-1, synthétiques et non infectieuses, < 0,1%). 

- RNase inhibitor, tube de 48 µl, inhibiteur de RNase, 20 U/µl  
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- MuLV Reverse transcriptase, tube de 48 µl, contenant la Transcriptase inverse du virus 

(recombinant) de la leucémie murine, 50 U/µl. 

- HIV  PCR  Mix,  tube  de  1,42  ml,  contenant  dATP,  dCTP,  dTTP,  dUTP,  <  0,1%  (amorces  

oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1, synthétiques et non infectieuses,  < 0,1%)  

- AmpliTaq  Gold®  DNA  Polymerase, tube  de  24  µl, contenant  l’ADN polymérase AmpliTaq  

Gold®, 5U/µl  

-  AmpErase® UNG, tube de 48 µl, contenant l’Uracile N-glysosylase, 1U/µl.  

- DTT (100 mM), tube de 20 µl contenant le Dithiothréitol, 1,4%  

 

 Matériels et consommables :  

• PCR chamber à lumière UV (lampe UV de 300 nM) 

• Agitateur vortex 

• Centrifugeuse, rotation rapide des microtubes (2000 × g) 

• Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, 10 à 1000 µl 

• Pipettes de transfert à embout fin de 0-1000 µl 

• PCR tubes de marques thermo GridTMde 0,2ml 

• Des marqueurs de tube 

• Base de couvercle " StrataCooler" (conserver à - 20°C)  

• Un congélateur et un réfrigérateur satisfaisant aux conditions de conservation indiquées dans la 

documentation relative aux produits. 

Zone 3  

Réactifs  

• Agarose Gel Loading Buffer (tampon de charge en gel d’agarose), tube 240 µl 

• DNA Mass Ladder, tube 36 µl marqueur de taille  ADN, < 0,1% 

• Tampon TBE, 10X 

• Bromure d’éthidium 

• Viroseq
TM

 HIV-1 sequencing module (module de séquençage) :  

- Loading Buffer (tampon de charge), tube de 336 µl   

- Formamide, Recrystallized (formamide recristallisé) tube de 1,68 ml, > 95%  

- HIV  SEQ  Mix  A,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1  

- HIV  SEQ  Mix  B,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  
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synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1 

- HIV  SEQ  Mix  C,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnesium, < 0,1  

-HIV  SEQ  Mix  D,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1  

- HIV  SEQ  Mix  F,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1  

- HIV  SEQ  Mix  G,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1  

- HIV  SEQ  Mix  H,  tube  de  576  µl,  amorces  oligonucléotidiques  spécifiques  du  VIH-1,  

synthétiques  et  non  infectieuses,  <  0,1%,  et  nucléotides  AmpliTaq®  DNA  polymérase  FS  

(ADN polymérse ampliTaq®FS), < 0,1%  chlorure de magnésium, < 0,1  

 Matériels et consommables :  

- Thermocycler à 96 puits programmé 

- Balance pour peser 

- Four à micro-onde 

- Système d’électrophorèse sur gel d’agarose (cuve à gel à alimentation électrique, 10 V/cm de gel 

d’agarose)   

- Rouleau de papier d’aluminium  

- Plaques de centrifugation 96 puits CENTRI SEP 

- Agitateur, vortex 

- Tubes 

- Centrifugeuse rotation rapide des microtubes 

- Pipettes multichannelles de 10 à 100 µl 

- Embouts résistants aux aérosols, sans Rnase, 10 à 1000 µl  

- Pipettes de 10 à 1000 µl 

- Centrifugeuse  avec  pompe  à  vide  (en  cas  d’utilisation  de  plaques  de  centrifugation  CENTRI 

SEP TM) 

- Plaques de centrifugation 96 puits CENTRI SEP 
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-  Plaques optiques de réaction " 96-well optical reaction plate" 

- Films optiques "optical adhesive cover" 

4.8.1.4. Préparation des échantillons :  

Elle s’était effectuée dans la zone1.  

Un volume de 500 µl de plasma était ultra centrifugé à 21000g pendant une heure à 4°C. Le surnageant 

était retiré et 600 µl de tampon de lyse étaient ajoutés au culot. Après une incubation de 10 min à 

température ambiante, 600 µl d’isopropanol étaient additionnés, le mélange était centrifugé  à 13000g 

pendant 15min à 20°C. Le surnageant était prélevé et le culot d’ARN était lavé dans 1ml d’éthanol à 

70%. Après centrifugation à 13000g pendant 5 min à 20°C, le surnageant était retiré, et le culot d’ARN 

était repris dans 50 ou 100 µl d’ARN diluant  selon la CV et conservé à –80°C, soit passé directement 

à la PCR si la réaction de RT/PCR était effectuée dans l’heure après, pour plus d’assurance tout le 

travail a été effectué sous une hotte. Chaque culot a été résuspendu avec le RNA Diluent froid en 

accord avec les indications ci-dessous et maintenu dans de la glace : 

 

SI la charge virale est Ajouter 

>15 000 copies/ml 100µl RNA Diluent 

2000-15 000 copies/ml 50µl RNA Diluent 

Inconnue 50µl RNA Diluent 

 

4.8.1.5. Réaction de la RT-PCR : 

Les réactifs décongelés (vortexer la RT Mix et le DTT, les enzymes RNAse Inhibitor et la  MuLV RT 

n’ont pas été vortexer) et stockés à 2-8◦C  

La RT Master mix a été préparée de la façon suivante : 

Réactifs Volume (µl/échantillon) 

HIV RT Mix 

RNAse Inhibitor 

MuLV RT 

DTT 

8 

1 

1 

0,4 

 

Vortexer, brève centrifugation et garder le mélange à température ambiante. Distribué 10µl d’ARN 

extrait dans chaque tube et le mettre dans un thermocycler ABI réglé de la manière suivante : 
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Température  Temps Processus 

65°C   30 secs Libère et relâche les structures secondaires de l’ARN 

42°C 5min Refroidir pour la température optimale de l’enzyme 

 PAUSE  

42°C 60min Reverse transcription 

99°C 5min Inactivation du MuLV RT 

4°C Hold (>10 min) Maintien de la température de + 4°C 

 

A l’étape de la pause, il a été ajouté 10µl de RT master mix sur les échantillons sortis du thermocycler 

puis remit dans l’appareil pour continuer la réaction. A la fin de cette réaction, laisser les à +4°C 

pendant au minimum 10 min avant de continuer avec la PCR, ou stocker à -20° C si on devrait laisser 

pour une longue durée. 

4.8.1.6. Réaction de la PCR :  

Les réactifs ont été décongelés (Vortexer la PCR mix et l’UNG et les centrifuger tous avec 

l’AmpliTaq).  

Tableau III : Préparation de la PCR master-mix dans un microtube et dans de la glace. 

Réactifs Volume  

(µl/échantillon) 

PCR mix 29,5 

AmpliTaq Gold 0,5 

UNG 1,0 

  

Ajouté 30µl de PCR Master mix dans chaque tube provenant de la réaction de la RT, et chargé les 

échantillons sur le thermocycler.  
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Tableau IV : Programme utilisé sur le thermocycler. 

Nombre de cycle Température Temps Processus 

1 50°C 10min UNG activation 

1 93°C 12min AmpliTaq Gold activation 

40 93°C  

64°C  

66°C 

20secondes 

45secondes 

3min 

 

DNA dénaturation 

Hybridation des amorces  

Extension des amorces 

1 72°C 10min Final Extension 

- 4°C Hold - 

 

Après cette étape les produits de la RT  étaient stockés à -20
°
C lorsque la technique n’était poursuivi 

dans les 24 heures. 

4.8.1.7.  Préparation des produits de PCR pour la réaction de séquence :  

Cette préparation s’était déroulée dans la zone post amplification, décongelé le Gel Loading Buffer et 

le Low DNA Mass Ladder (marqueurs de poids moléculaire). Les produits obtenus à la fin de la PCR 

ont été déposés sur  un gel d’agarose à 1%.  

Préparation du gel d’agarose : 150 ml de tampon TBE (pH 8,3) ont été mélangés à 1,5 g d’agarose 

pure et le mélange a été porté à ébullition dans un four à micro-ondes pendant 2 minutes pour faire 

fondre l’agarose.  

4.8.1.8. Réaction de séquence :  

Elle s’était déroulée aussi dans la zone post-amplification, après avoir décongeler les 7 amorces à 

l’abri de la lumière, distribué 12µl de chaque amorces (primer) du kit Viroseq (A, B, C, D, F, G et H) 

sur une nouvelle  plaque de PCR et ajouté 8µl de produits de PCR dans chaque puits contenant l’un 

des sept (7) amorces. Après un léger vortex et centrifugation, les échantillons ont été chargés sur le  

thermo cycler avec le programme suivant : 

Nombre de cycle Température Temps Processus 

25 96°C  

50°C  

60°C 

10 secondes 

5 secondes 

4 minutes 

 

DNA dénaturation 

Primer Annealing 

Primer Extension 

- 4°C HOLD - 
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Après la réaction de séquence, procédé à la purification des produits de PCR séquence par la méthode 

« NUCLEO FAST 96 de Machely Nagel ».  

4.8.1.9. Préparation des échantillons à charger dans le séquenceur :  

Le montage du dispositif a été effectué pour lancer la plaque sur le séquenceur. Après les 

maintenances nécessaires du séquenceur, la plaque était introduite dans son réceptacle puis  introduite 

dans le séquenceur. Créer un fichier au niveau du logiciel qui se trouvait sur l’ordinateur relié au 

séquenceur ensuite on suit la procédure de lancement de la  plaque. 

4.8.1.10. Détection des mutations et analyse des données : 

A la fin des runs, les échantillons ont été analysés immédiatement par Sequençing analysis sur 

l’ordinateur relié au séquenceur, puis réanalysés sur un autre ordinateur où les séquences ont été 

ensuite alignées par rapport à une séquence de référence de VIH-1, HXB2, grâce au logiciel Viroseq. 

Les mutations de résistance étaient répertoriées en soumettant la séquence dans la base de données 

stanford et celle de l’ANRS (http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html) et la recherche 

d’homologie entre nos séquences et celles d’autres isolats a été faite à partir de cette  base de données. 

Le site (www.ncbi.nih.gov /projects/genotyping/formage.cgi) a été utilisé pour identifier les sous types 

de VIH rencontrés chez nos patients, en soumettant les séquences dans la base de données de ce site.  

Le rapport de résistance aux antirétroviraux généré par le logiciel Viroseq a été discuté au staff clinico-

biologique de CSLS et remit au médecin pour la prise en charge. 

4.8.2.  Technique de génotypage de résistance  du VIH-1 selon les protocoles de l’ANRS 

4.8.2.1. Extraction de l’ARN du VIH-1 

4.8.2.1.1. Préparation des réactifs(66).  

4.8.2.1.1.1. Ajout de RNA carrier-tampon AVE au tampon AVL 

Ajouter 310 µL de tampon AVE au tube contenant 310 µg d’ARN carrier lyophilisé  pour obtenir 

une solution de 1 µg/µL. Dissoudre complètement l’ARN carrier, le diviser en aliquotes et le stocker à 

-20°C. Ne pas congeler et décongeler les aliquotes d’ARN carrier-tampon AVE plus de trois fois. 

Incuber le tampon AVL  à 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 à traiter avec les formules suivantes : 

 

 

n × 0,56 mL = y mL 

y mL × 10 µL/mL = z µL 
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Avec : 

- n   = nombre d’échantillons à traiter ; 

- y (mL) = volume de tampon AVL à utiliser ; 

- z (µL)  = volume d’ARN carrier-tampon AVE à ajouter au tampon AVL. 

4.8.2.1.1.2. Reconstitution du tampon AW1  

Ajouter 125 mL d’éthanol (96-100%) à 95 mL d’AW1 concentré pour un volume final de 220 mL. 

Le mélange est stable pendant une année à température ambiante ou jusqu'à la date d’expiration du kit. 

4.8.2.1.1.3. Reconstitution du tampon AW2 

Ajouter 160 mL d’éthanol (96-100%) à 66 mL d’AW2 concentré pour un volume final de 226 mL. 

Le mélange est stable pendant une année à température ambiante ou jusqu'à la date d’expiration du kit. 

4.8.2.2. Procédure d’extraction  

4.8.2.2.1. Concentration de L’ARN 

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

2- Mettre la centrifugeuse en marche et la régler à 5°C pendant 20mn avant la centrifugation ; 

3- Mettre 1000µl (1mL) de plasma dans un tube eppendorf à fond conique de 1,5 mL bien 

identifié ; 

4- Centrifuger à 14000tr/mn pendant 1heure à 4°C. 

4.8.2.2.2. Extraction de l’ARN 

1. Conserver 140 µL de culot (rejeter 860 µL de surnageant) dans le tube de 1,5 mL pour le 

VIH-1.   

2. Ajouter 560 µL de tampon AVL-RNA carrier-tampon AVE et mélanger par impulsion-vortex 

15 secondes; 

3. Incuber à la température du laboratoire (15-25°C) pendant 10 minutes pour assurer la lyse 

complète des particules virales; 

4. Faire une brève centrifugation (8000 tours/minute pendant 1 minute à 20°C) pour enlever 

des gouttes à l'intérieur du couvercle; 

5. Ajouter 560 µL d’éthanol (96-100%) au lysat et mélanger par impulsion-vortex 15 secondes 

pour précipiter l’acide nucléique (ARN rétroviral). Après mélange, faire une brève 

centrifugation (8000 tours/minute pendant 1 minute à 20°C) pour enlever des gouttes à 

l'intérieur du couvercle ; 

6. Bien identifier la colonne à filtre et la mettre dans un tube collecteur. Mettre 630 µl du précipité 

directement sur le filtre (sans toucher le filtre) et centrifuger à 8000 tours/minute pendant 1 

minute à 20°C pour permettre la capture de l’ARN rétroviral sur les filtres ; 
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7. Transférer la colonne à filtre sur un autre tube collecteur et ajouter le reste du précipité 

directement sur le filtre de la colonne à filtre (sans toucher le filtre)  et centrifuger à nouveau 

à 8000 tours/minute pendant 1 minute à 20°C pour optimiser la capture de l’ARN rétroviral 

sur les filtres ; 

8. Transférer la colonne à filtre sur un autre tube collecteur et ajouter 500 µL d’AW1 (mélangé 

par impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger à 8000 tours/minute pendant 1 minute à 

20°C pour le 1
er

 lavage ; 

9. Transférer la colonne à filtre sur un autre tube collecteur et ajouter 500 µl d’AW2 (mélangé par 

impulsion-vortex 15 secondes). Centrifuger à 14000 tours/minute pendant 3 minutes à 20°C 

pour le 2
ème

 lavage ; 

10. Transférer la colonne à filtre sur un autre tube collecteur et centrifuger à vide à 14000 

tours/minute pendant 1 minute à 20°C pour éliminer les traces de tampon AW2; 

11. Transférer la colonne à filtre sur un tube eppendorf stérile de 1,5 mL bien identifié et ajouter 

60 µl de tampon AVE puis incuber  1 minute à la température ambiante ;  

12. Centrifuger à 8000 tours/minute pendant 1 minute à 20°C ; 

13. Jeter la colonne à filtre et boucher le tube stérile contenant les ARNs élués. conserver l’éluât à 

-80°C. 

4.8.2.3. PCR à partir de l’ARN rétroviral extrait, migration, sur le gel d’agarose, purification, 

réaction de séquence, précipitation éthanolique, séquençage et analyses 

bioinformatiques. 

4.8.2.3.1. Reconstitution des oligonucluotides (amorces)     

Les amorces sont fournies dans des tubes sous forme lyophilisée.  

 Il faut faire des aliquotes à 100 µM en se servant de la fiche technique des oligonucléotides 

pour connaitre le volume d’eau à ajouter. 

 Faire ensuite des aliquotes de 6 µL de la solution à 100 µM qui serviront ultérieurement pour 

les PCRs 

4.8.2.3.2. Amplification par PCR  

4.8.2.3.2.1. Reverse transcription / Amplification (RT/PCR) ; Kit Titan (Roche) 

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

- 5P1/ 3P1 pour la protéase;  

- MJ3/MJ4 pour la transcriptase inverse. 

 

 

 



Profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à 

propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Abdourhamane Alhousseini MAIGA                         Thèse de pharmacie 2018 
43 

Tableau V : Composition du mélange réactionnel pour une réaction de RT/PCR de VIH-1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Tableau VI: Conditions d’amplification de la première PCR pour le VIH-1  

    

Reverse transcription 

 

50°C (VIH-1) 30 min 

 

1 X   

                    

Activation enzymatique + dénaturation 94°C 2 min 1 X                               

 

 

Cycles d’amplification 

94°C 30 s  

 
55°C 30 s 

68°C 1 min 30 s (VIH-1) 

 

Elongation 68°C 7 min 1 X                                    

 

 

 

 Concentration stock 

 

Volume  par tube (µL)  

Tampon 5X (Buffer) 5X 10 

DiThioThréitol (DTT) 100 mM 2,5 

dNTP  mix 10 mM 4 

Amorce sens 30 µM pour le VIH-1 

 

1 

Amorce antisens 30 µM pour le VIH-1 

 

1 

Rnase Inhibitor 5U/µL 1 

Enzyme Mix — 1 

H2O (qualité biologie moléculaire) — 19, 5 

ARN patient — 10 

 Volume final 50 

Températures Temps Cycles 

40X 
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4.8.2.3.2.2. Nested PCR (PCR nichée) Kit Expand High Fidelity (Roche) 

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

- 5P2 / 3P2 pour la protéase; 

- A(35) / NE1(35) pour la transcriptase inverse. 

 Tableau VII : Composition du mélange réactionnel pour la réaction de Nested PCR pour le VIH-1  

 

 Tableau VIII: Conditions d’amplification de la deuxième PCR pour le VIH-1  

    

Activation enzymatique + dénaturation 95°C 3 min 1 X 

 

 

 

Cycles d’amplification 

94°C 15 s  

 55°C 30 s 

72°C 2 min 

94°C 30 s  

20 X 55°C 30 s 

72°C 

 

2 min et 5 s 

d’incrémentation 

Elongation 72°C 7 min 1 X 

Conservation 8°C ∞ — 

 

*125 secondes d’incrémentation au premier cycle, puis ont été rajoutées 5 secondes à chaque 

cycle additionnel.  

  Volume  par tube (µL)  

(pour 50 µL de volume final) 

Tampon 10X (Expand Buffer 10X) 10 X 5 

dNTP  mix 10 Mm 1 

Amorce sens 30 µM 1 

Amorce antisens 30 µM 1 

Expand Enzyme Polymerase 3,5 U/µL 0,4 

H2O (qualité biologie moléculaire) — 36,6 

ADN obtenu après la 1
ère

 PCR 

(amplicon) 

— 5 

 Volume final 50 

Concentration 

stock 

Température Temps     Cycles 

  10 X 

* 
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4.8.2.3.3. Migration sur le gel d’agarose  

4.8.2.3.3.1. Préparation du tampon TBE 10X (pour 1 litre) 

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

- un barreau aimanté 

- 107,8 g de tris 

-  55 g d’acide borique 

- 5,8 g d’EDTA 

- 500 mL d’eau distillée 

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

- Agiter jusqu’à dissolution complète des produits  

- Compléter le volume d’eau pour atteindre 1000 mL   

- Agiter pour homogénéiser la solution 

- La conservation se fait à la température du laboratoire (15-25°C). 

4.8.2.3.3.2. Préparation du tampon TBE 1X (pour 1 litre) 

Diluer au dixième le tampon TBE 10X pour obtenir le tampon TBE 1X. 

(Ex : 100 mL de TBE 10X ajouter 900 mL d’eau distillée pour obtenir 1000 mL de TBE 1X). 

4.8.2.3.3.3. Préparation du gel d’Agarose (1%) 

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

- 1g d’agarose 

- 100 mL de tampon TBE 1X 

- Agiter le mélange 

- Mettre la fiole au four à micro-onde pendant 2 minutes à 100°C 

- Faire refroidir sous un robinet d’eau 

- Ajouter 5µl de BET 

- Mélanger 

- Couler 50 mL par support après avoir mis les peignes en place 

- Laisser refroidir environ 20- 30mn 

- Enlever les peignes 

- Le gel est prêt à être utiliser. 

4.8.2.3.3.4. Electrophorèse en gel d’agarose 

-  Déposer le support contenant la gélose dans la cuve à électrophorèse posée sur une surface 

noire 

- Mettre le tampon TBE 1X dans la cuve à électrophorèse jusqu’au niveau des électrodes 



Profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à 

propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Abdourhamane Alhousseini MAIGA                         Thèse de pharmacie 2018 
46 

- Sur du parafilm déposer  2µl de bleu de charge et 8µl d’amplicons 

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

- Laisser migrer pendant 20 minutes à 110V- 85 mA 

- Déposer le gel sur la plaque à UV (SPECTROLINE) 

-  Eteindre la lumière de la salle et allumer les UV 

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

même distance de migration que le témoin positif. 

4.8.2.3.4. Purification de l’ADN avec le kit QIAGEN  

- Identifier la colonne munie de filtre  

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

- Ajouter le reste des amplicons positifs après l’électrophorèse en gel d’Agarose et homogénéiser 

avec la pipette 

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

- Enlever la colonne et verser le filtrat 

- Placer à nouveau la colonne sur le tube collecteur et ajouter 750µL de solution de lavage PE 

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

- Enlever la colonne et verser le filtrat 

- Placer à nouveau la colonne sur le tube collecteur et centrifuger à grande vitesse (13000tr/mn) 

pendant 1minute 

- Identifier une série de tubes de 2 ml en vue de recueillir l’éluât 

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

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

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

- Jeter les colonnes et conserver le gène purifié à -20°C. 

4.8.2.3.5. Réaction de séquence   

1- Remplir correctement la feuille de paillasse de séquençage et apprêter la plaque de séquençage.  

2- Préparer autant de mix que d’amorces et prévoir 2 échantillons supplémentaires dans le calcul 

des quantités de réactif à prendre pour préparer les mix 

3- Homogénéiser juste avant de distribuer   

4- Mettre la quantité de mix indiquée (11µl) dans les microtubes de la plaque de séquençage selon 

la feuille de paillasse 

5- Ajouter la quantité d’ADN purifiée (1µl) et fermer la plaque avec du papier autocollant. 
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Les amorces utilisées  pour la réaction de séquence du VIH-1 sont:  

- 5P2 / 3P2 pour la protéase ; 

- A(20) / NE1(20) pour la transcriptase inverse. 

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

 

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

    

 

 

 

96°C 10 s  

 

 

 

50°C 5 s 

60°C 4 min 

Conservation 4°C ∞ — 

 

 

4.8.2.3.6. Précipitation éthanolique  

- Enlever la plaque du thermocycleur 

- Ajouter 16 µL d’eau ppi 

- Puis 64 µL d’éthanol 95-100% 

- Bien homogénéiser avec la micropipette 

- Fermer avec du papier autocollant 

- Incuber à la température du laboratoire pendant 40 minutes à l’abri de la lumière (peut être 

conservée toute la nuit) 

- Centrifuger à 2700 g (rcf) pendant 30 minutes 

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

- Ajouter 150 µL d’éthanol à 70%  

 Concentration Volume  par tube (µL)  

(pour 12 µL de volume final) 

Big Dye Terminator (BDT) — 1 

Tampon (Buffer) 5X 1,5 

Amorce  4µM 4 

H2O (qualité biologie moléculaire) — 4,5 

ADN purifié 20 – 50ng/µL 1 

 Volume final 12 

Températures Temps Cycles 

25 X 

Cycles d’amplification 
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- Fermer avec du papier autocollant 

- Centrifuger à 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 à 700 g (rcf) pendant 1 minute 

- Ajouter 20 µL de formamide dans chaque microtube (utiliser les bacs de distribution et la 

pipette multicanaux). 

- Tapoter légèrement pour faire descendre toute la solution de formamide 

- Fermer avec un septum 

- Agiter vigoureusement  

- Conserver la plaque au réfrigérateur 

 

4.8.2.3.7. Electrophorèse capillaire   

- Mettre en route le disjoncteur situé à l’arrière du séquenceur 

- Mettre en marche l’unité centrale 

- Saisir le mot de passe (INSTR-ADMIN) 

- Une fois que tous les programmes sont chargés, 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 portières et enlever délicatement la plaque (l’emplacement de la plaque sur 

l’écran devient gris) 

- Remplacer le tampon EDTA 1X et l’eau des différents bacs (rincer les bacs à l’eau de robinet 

puis à l’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 à leur emplacement  

- Changer de même le tampon EDTA 1X de l’anode après avoir rincer le verre à l’eau ppi (ne 

pas le rincer à l’eau de robinet) 

- Mettre le tampon jusqu’au trait rouge 
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DENATURATION 

- Mettre la plaque dans le thermocycleur pendant 2-5mns à +95°C 

- Retirer la plaque et la mettre aussitôt 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_hiv1_ 290610 (date)) 

- Faire RUN SCHEDULER 

- Faire TRAY pour appeler le passeur d’échantillons et ouvrir les portières 

- Placer la plaque sur le passeur d’échantillons par l’encoche et abaisser le côté opposé qui doit rentrer 

entre les électrodes sans forcer (l’emplacement de la plaque devient jaune) 

- Fermer les portières 

- Cliquer sur la plaque pour demander à la machine de lier la feuille de paillasse à 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 l’analyse.     

4.8.2.3.8. Analyses bioinformatiques   

Le génotypage de résistance était réalisé en utilisant la technique développée  par  l’AC11 de l’ANRS 

(http://www.hivfrenchresistance.org). Après le séquençage des gènes de la protéase et de la 

transcriptase inverse. Les séquences étaient alignées avec les séquences de références du VIH-1 (HIV-

1 HXB2, numéro accession GenBank : K03455).  

L’interprétation des mutations de résistance se faisait en utilisant les dernières mises à jour de 

l’algorithme de l’ANRS  (http://www.hivfrenchresistance.org). 

4.9. Considération éthique  

Cette étude a été acceptée par le comité d’éthique institutionnel de la faculté de médecine et 

d’odontostomatologie et la faculté de pharmacie. Les consentements écrits ont été obtenus après une 

information, une garantie de l’anonymat et de la confidentialité de leurs données. 

  

http://www.hivfrenchresistance.org/
http://www.hivfrenchresistance.org/
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5. RESULTATS 

Au moment de l’étude, nous avons 1855 patients infectés par le VIH-1 sous traitements antirétroviraux 

de deuxième ligne à Bamako chez lesquels une étude transversale nous a permis de faire un 

recrutement consécutif en fin d’attendre la taille de notre échantillon. Nous avons 309 sur 1855 ce qui 

donnait une proportion de 16,66% (309/1855). 

5.1. Les profils socio-démographiques des patients  

Tableau XI: Répartition des patients en fonction de l’âge 

 

Classe d’âge (année)  

 

Effectif 

 

Pourcentage (%) 

 

˂ 30 

 

80 

 

25,89 

 

[30-40[ 

 

131 

 

42,39 

 

≥ 40 

 

98 

 

31,72 

 

Total 

 

309 

 

100 

 

Environ 42,39% de nos patients étaient dans la classe d’âge de 30 à 39 ans avec un âge moyen de 

36,11± 9,68 ans et des extrêmes de 18 ans et 70 ans.  

 

Figure 8: Répartition des patients en fonction du sexe. 

Les femmes représentaient 73,46% dans notre étude.   

Féminin; 
73,46% 

Masculin; 
26,54% 
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5.2. Les profils immuno-virologiques des patients 

Tableau XII : Répartition des patients selon le taux de lymphocytes T CD4
+
 à l’échec. 

 

TCD4 cellules/mm
3 

 

Effectif 

 

Pourcentage (%) 

 

˂ 100 

 

60 

 

19,42 

 

[100-350[ 

 

160 

 

51,78 

 

[350-500[ 

 

37 

 

11,97 

 

≥ 500 

 

52 

 

16,83 

 

Total 

 

309 

 

100 

 

Par rapport aux LTCD4, 51,78% de nos patients avaient un taux de lymphocytes TCD4
+
< 350 

cellules/mm
 3

 avec une médiane de 193 cellules/mm
3
 et des extrêmes de 2 et 1660 cellules/mm

3
. 

 

Tableau XIII : Répartition des  patients en fonction de la charge virale plasmatique à l’échec.
 
 

Charge virale (copies/ml) 

 

Effectif Pourcentage(%) 

[1000-5000[ 59 19,10 

[5000-100000] 120 38,83 

˃ 100000 130 42,07 

Total 309 100 

 

Concernant les charges virales, 42,07% de nos patients avaient une charge virale plasmatique ≥ 

100000 copies/ml. La  médiane  de  la  charge  virale  était  de  57086  copies/ml  avec  des  extrêmes  

de  1040  et  2000000 copies/ml. 
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5.3. La diversité génétique du VIH-1 des sous types chez nos patients. 

 

 

Figure 9 : Répartition des patients en fonction des sous-types du VIH-1. 

Le recombinant CRF02_AG était le sous-type le plus prédominant avec 71% des cas, suivi du 

CRF06_cpx soit 12% des cas. 

5.4. La durée du traitement de nos patients. 

Tableau XIV : Répartition des patients en fonction de la durée du traitement des ARV 

Durée du traitement ARV 

(année) 

Effectif Pourcentage(%) 

≤ 3 102 33,01 

[4-5] 142 45,95 

≥ 6 65 21,04 

Total 309 100 

 

Environ 45,95% de nos patients étaient dans une tranche de durée de traitement sous ARV de quatre à 

cinq ans avec une médiane de durée de traitement sous ARV de quatre(4) ans et des extrêmes deux(2) 

et treize(13) ans. 

 

4% 

71% 

12% 

2% 

3% 

3% 1% 
0% 

1% 1% 2% 
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Tableau XV : Répartition des patients selon la durée du traitement sous ARV des INTI 

Durée de traitement sous 

ARV des INTI (année) 

Effectif Pourcentage(%) 

≤ 3 100 32,36 

[4-5] 150 48,54 

≥ 6 59 19,10 

Total 309 100 

 

La durée médiane de traitement sous ARV : 4 ans.  

 

Tableau XVI : Répartition des patients selon la durée du traitement sous ARV des INNTI 

Durée de traitement sous 

ARV des INNTI (année) 

Effectif Pourcentage(%) 

≤ 3 258 83,50 

[4-5] 44 14,24 

≥ 6 7 2,26 

Total 309 100 

 

La durée médiane de traitement des ARV(INNTI) : 2 ans.     

Tableau XVII : Répartition des patients selon la durée du traitement sous ARV des IP 

Durée de traitement sous 

ARV des IP (année) 

Effectif Pourcentage (%) 

≤ 3 254 82,20 

[4-5] 42 13,59 

≥ 6 13 4,21 

Total 309 100 

 

 La durée médiane du traitement ARV(IP) : 2 ans. 
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5.5. Le nombre des molécules ARV exposées de nos patients 

Tableau XVIII : Répartition des patients en fonction du nombre total des molécules exposées 

Nombre total des molécules 

exposées 

Effectif Pourcentage(%) 

4  molécules 20 6,47 

5  molécules 69 22,33 

6  molécules 193 62,46 

7  molécules 27 8,74 

Total 309 100 

  

Environ 62,46% de nos patients étaient exposés à six molécules 

Tableau XIX : Répartition des patients selon le nombre des molécules exposées de la famille des INTI  

Nombre des molécules 

exposées de la famille des 

INTI 

Effectif Pourcentage(%) 

3  molécules 95 30,74 

4  molécules 152 49,19 

5  molécules 62 20,07 

Total 309 100 

 

Environ 49,19% de nos patients étaient exposés à quatre(4) molécules de la famille des INTI 

 

 

 

 

 

 

 



Profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à 

propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Abdourhamane Alhousseini MAIGA                         Thèse de pharmacie 2018 
55 

Tableau XX : Répartition des patients en fonction du nombre des molécules exposées de la famille des 

INNTI 

Nombre des molécules 

exposées de la famille des 

INNTI 

Effectif Pourcentage(%) 

1  molécule 258 83,50 

2  molécules 51 16,50 

Total 309 100 

 

Environ 83,50% de nos patients étaient exposés à une molécule de la famille des INNTI 

Tableau XXI : Répartition des patients en fonction du nombre des molécules exposées de la famille 

des IP 

Nombre des molécules 

exposées de la famille des 

IP 

Effectif Pourcentage(%) 

1  molécule 267 86,41 

2  molécules 42 13,59 

Total 309 100 

 

Environ 86,41% de nos patients étaient exposés à une molécule de la famille des IP 
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5.6. Les profils des mutations de résistance chez nos patients. 

 

 

Figure 10 : Fréquence des mutations associées aux INTI 

La mutation M184V conférant principalement de la résistance aux molécules 3TC, FTC et 

secondairement à l’ABC était la plus fréquente avec 61,81% des cas, suivi de la T215F /F qui est 

sélectionnée préférentiellement sous AZT et d4T soit 34,63%.    

 

 Figure 11 : Fréquence de la résistance par rapport à l’exposition aux INTI 

Les patients étaient exposés à différentes molécules ainsi 100% des patients étaient exposés à la 

FTC/3TC avec 65,70% de résistance, suivi de ABC  66,99% d’exposition avec 45,97% de résistance. 
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Figure 12 : Fréquence des mutations associées aux INNTI. 

Les mutations de résistance associées aux INNTI avaient différents scénarii : 22,98% des patients 

portaient des mutations Y181C/I/V conférant de la résistance à l’ensemble des INNTI, suivi de la 

mutation K103N conférant de la résistance à l’EFV et à la NVP. 

 

Figure 13 : Fréquence de l’exposition par rapport à la résistance aux INNTI. 

La résistance de l’exposition par rapport à la résistance aux INNTI se présentait comme suit : 71,84% 

ont été exposés à la NVP avec 56,63% de résistance et 15,86% des patients ont reçu l’EFV avec 

53,72% de résistance. Trente-trois virgule zéro un pourcent et 2,91% étaient résistants à l’ETR et à la 

RPV respectivement avec 0% d’exposition à ces molécules. 
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Figure 14 : Fréquence associée à la mutation aux IP. 

Concernant les mutations de résistance associée aux IP la plus part des patients étaient les mutations : 

M36I/L/V chez 98,06%, H69K/R/Q chez 94,17%, L89M/V/I chez 88,67% qui sont toutes des 

mutations mineures ou polymorphiques. 

 

Figure 15: Fréquence de l’exposition par rapport à la résistance aux IP. 

Et la fréquence de l’exposition par rapport à la résistance aux IP se présentait comme suit : 73,46% ont 

été exposés à la LPV avec 24,60% de résistance. Aucun patient n’a été exposé à l’ATV et au DRV 

mais respectivement avec 22,65% et 12,62% de résistance 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

P
o

u
rc

e
n

ta
ge

(%
) 

Mutations de résistance 

Mutations associées à la résistance aux IP 

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

LPV DRV ATV

P
o

u
rc

e
n

ta
ge

 

Molécules ARV 

Exposition et résistance aux IP 

Exposition

Résistance



Profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à 

propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Abdourhamane Alhousseini MAIGA                         Thèse de pharmacie 2018 
59 

5.7. Croisements statistiques des différents paramètres chez nos patients.  

Tableau XXII : Croisement statistique de la résistance aux ARV en fonction de la charge virale 

plasmatique 

 

CV 

(cp/ml) 

 

 

1000-5000 

 

 

5000-100000 

 

 

˃100000 

 

 

Total 

 

 

P value 

Molécules Effectif % Effectif % Effectif % Effectif %  

ABC 34 11,45 54 9,31 54 9,23 142 9,71 0.912 

AZT 27 9,09 50 8,62 48 8,21 125 8,55 0.989 

DDI 27 9,09 45 7,76 50 8,55 122 8,34 0.969 

FTC/3TC 45 15,15 78 13,45 80 13,68 203 13,89 0.914 

D4T 29 9,76 55 9,48 50 8,55 134 9,17 0.939 

TDF 21 7,07 39 6,72 39 6,67 99 6,77 0.898 

NPV 33 11,11 72 12,41 70 11,97 175 11,97 0.981 

EFV 31 10,44 71 12,24 64 10,94 166 11,35 0.897 

ETR 19 6,40 43 7,41 40 6,84 102 6,98 0.950 

RPV 1 0,34 5 0,86 3 0,51 9 0,62 NA 

LPV 13 4,38 29 5,00 34 5,81 76 5,20 NA 

DRV 5 1,68 15 2,59 19 3,23 39 2,66 NA 

ATV 12 4,04 24 4,15 34 5,81 70 4,79 NA 

Total 297 100,00 580 100,00 585 100,00 1462 100,00  

 

Les valeurs de P value n’ont pas été statistiquement significatives.  
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Tableau XXIII : Croisement statistique de la résistance aux ARV selon la durée du traitement ARV 

Durée du 

traitement 

ARV 

(année) 

 

 

≤  3 ans 

 

 

 

4-5 ans 

 

 

 

≥ 6 ans 

 

 

 

Total 

 

 

 

P 

value 

Molécules Effectif % Effectif % Effectif % Effectif %  

ABC 40 9,62 69 9,94 33 9,38 142 9,71 0.986 

AZT 32 7,69 63 9,08 30 8,52 125 8,55 0.838 

DDI 30 7,21 63 9,08 29 8,24 122 8,34 0.858 

FTC/3TC 61 14,66 95 13,69 47 13,35 203 13,89 0.956 

D4T 35 8,41 67 9,65 32 9,09 134 9,17 0.993 

TDF 25 6,01 49 7,06 25 7,10 99 6,77 0.936 

NPV 61 14,66 72 10,37 42 11,93 175 11,97 0.673 

EFV 58 13,94 67 9,65 41 11,65 166 11,35 0.688 

ETR 30 7,21 46 6,63 26 7,39 102 6,98 0.981 

RPV 4 0,96 2 0,29 3 0,85 9 0,62 NA 

LPV 16 3,85 42 6,05 18 5,11 76 5,20 0.973 

DRV 9 2,16 20 2,89 10 2,84 39 2,66 NA 

ATV 15 3,62 39 5,62 16 4,55 70 4,79 NA 

Total 416 100,00 694 100,00 352 100,00 1462 100,00  

 

Les valeurs de P value n’ont pas été statistiquement significatives.  
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION : 

6.1. Limites de notre étude : 

Dans notre étude nous nous sommes basés uniquement sur la mesure de la charge virale et les données 

biologiques recueillies sur les dossiers sans avoir les informations sur les infections opportunistes et 

sans mesurer l’observance aux traitements ARV chez nos patients qui pourraient expliquer les taux bas 

de LTCD4. Le but de l’étude était d’évaluer la prévalence de la résistance aux ARV chez les patients 

infectés par le VIH-1 sous traitement ARV en échec virologique  de deuxième ligne à Bamako. Les 

charges virales ˃ à 100000 étaient probablement en rapport avec une inobservance ou un arrêt de 

traitement.    

6.2. La technique utilisée :  

Les tests génotypiques de résistance sont très importants dans la gestion optimale des traitements 

ARV, le choix des meilleurs traitements de relais et la limitation du développement de la multi 

résistance. La PCR utile pour l’analyse des polymorphismes de taille, reste toutefois limitée pour 

l’exploration des micros  hétérogénéités de  taille  et de séquence. Nous avons de ce faite utilisé le 

séquençage et les outils bioinformatiques d’analyse des séquences d’ADN dans notre démarche 

méthodologique afin de mieux apprécier la diversité génétique et les mutations sur le gène pol, comme 

la TI et la protéase, dont les rôles sont essentiels dans le traitement ARV. 

Le kit viroseq® HIV-1 genotyping system v2.5 a été utilisé pour l’analyse des séquences du gène pol 

du VIH 1. Ce kit est prêt pour l’emploi et contient tous les réactifs nécessaires à l’extraction et à la 

réaction de séquençage. Ceci explique notre choix de ce kit. Mais une technique maison s’avère 

nécessaire vu le coût des techniques avec les kits commerciaux et aussi vu la diversité génétique 

étendue du VIH, il serait intéressant d’avoir des primers très spécifiques aux souches circulantes au 

Mali qui sont bien connues. Il est important de rappeler que cette technique viroseq a été mise au point 

pour le sous-type B qui est le sous-type prédominant en Europe et aux Etats-Unis. Le site 

(www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formage.cgi) a été utilisé pour identifier les sous-types de 

VIH-1 rencontrés chez nos patients. 

6.3. Données démographiques et biologiques : 

Les femmes représentaient 73,46% de notre population d’étude. Ceci confirme la féminisation de 

l’infection à VIH en Afrique et particulièrement au Mali à Bamako où les femmes représentent 1,7%  

du  taux d’infection(4). 

Ce résultat est en concordance avec ceux de Maiga et al au Mali en 2012 et de Boender et al en 2016 

dans une étude en Afrique subsaharienne où les taux de prévalence de l’infection à VIH-1 chez les 

femmes étaient de 67% et 50,7% respectivement(7,8) 
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La tranche d’âge de 30-39 ans était la plus représentée avec 42,39% des patients. L’âge médian était de 

35 ans avec des extrêmes de 18 et 70 ans. Ce résultat est comparable à celui de l’étude réalisée sur les 

patients en échec de 2
ième 

ligne en 2012 au Mali où Maiga et al ont trouvé 35 ans comme âge 

médian(8). 

Une étude réalisée en Afrique subsaharienne en 2016 par Boender et al ont rapporté une médiane d’âge 

de 38 ,3 ans, et 37 ans comme âge médian en Afrique du sud dans une étude réalisée en 2017 par Etta 

et al. Ces résultats montrent que l’infection à VIH touche de façon prédominante la population jeune 

sexuellement active(7,67) 

Par rapport aux taux de lymphocyte T CD4
+
, 51,78% de nos patients avaient un taux de lymphocyte T 

CD4
+
 inférieur à 350 cellules/mm

3
. La médiane des lymphocytes T CD4

+
 était de 193 cellules/mm

3
 

avec des extrêmes de 2 et 1660 cellules/mm
3
. Concernant les charges virales, 42,07% de nos patients 

avaient une charge virale plasmatique ≥ à 100000 copies/ml. La  médiane de la charge virale était de 

57086 copies/ml avec des extrêmes de 1040 et  2000000 copies/ml. Nos patients étaient en déficit 

immunitaire modéré. Les charges virales  plasmatiques étaient très élevées ceci  pourrait s’expliquer 

par une mauvaise adhérence aux traitements antirétroviraux, un arrêt de traitement ou une 

accumulation de mutations de résistance due à la longue durée sous traitement sans surveillance 

virologique. 

Ces résultats sont comparés à ceux Boender et al qui ont rapportés dans leur étude en 2016  une 

fréquence de 49,6% des patients qui avaient un taux de lymphocyte T CD4
+
 ˂ 200 cellules/mm

3
 et 

80,4% des patients avaient une charge virale plasmatique  ≥ à 1000 copies/ml avec une médiane de CV 

à 4,2 log copies/ml(7). 

Environ 45,95% de nos patients étaient dans une tranche de durée de traitement sous ARV de quatre à 

cinq ans avec une médiane de durée de traitement sous ARV de quatre(4) ans et des extrêmes deux(2) 

et treize(13) ans et 48,54% étaient dans la même classe de durée de traitement sous ARV de la famille 

des INTI. 

Par rapport à la durée de traitement sous ARV des familles : Les INNTI et les IP avec respectivement 

83,50% et 82,20% de nos patients avaient une période de traitement inférieure égale à trois ans et des 

médianes successives de périodes de traitement de deux ans.  

Nos patients avaient une expérience sous traitement ARV supérieure à ceux de Thiam et al au Sénégal 

dans une étude en 2013 et inférieur à ceux de Guichet et al dans une étude en 2016 menée au Burkina 

Faso, au Cameroun et au Sénégal où ils ont trouvé des médianes de période sous traitement ARV de 

3,3 et 4,08 ans respectivement(68,69). 
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Environ 62,46% de nos patients étaient exposés à six molécules d’ARV disponibles au Mali, 49,19% 

étaient exposés à quatre molécules de la famille des INTI, 83,50% étaient exposés à une molécule de la 

famille des INNTI, 86,41% étaient exposés à une molécule de la famille des IP. 

6.4. Diversité génétique et sous-type de VIH-1: 

Le recombinant CRF02_AG était le plus prédominant dans notre population d’étude soit 71% suivi du 

CRF06_cpx soit 12%. En outre de ces deux, les sous-types CRF01_AE, CRF09_cpx, CRF19_cpx, A1, 

C, F1, F2, G, et URF ont été aussi rapportés chez nos patients, qui confirme l’étude réalisée au Mali 

par Maiga et al en 2012 qui ont montré que le recombinant CRF02_AG était le sous type le plus 

prédominant soit 67% (8). 

Ces résultats confirment les études réalisées en Afrique de l’Ouest qui ont trouvé que ce recombinant 

était  prédominant  dans  cette  région  Africaine. Le  recombinant  CRF02_AG  est  aussi prévalent au 

Cameroun(70). 

6.5. Prévalence des mutations de résistance : 

La prévalence de la résistance par classe thérapeutique était : 65,37% de résistance à au moins un 

INTI, 61,49% de résistance à au moins un INNTI  et  38,19% de résistance à au moins IP. 

Ces différences de prévalence entre les inhibiteurs non nucléosidique et nucléotidique de la  

transcriptase  inverse  et  les  IP  pourraient  s’expliquer  d’une  part  par  le  fait  que  les  IP  sont  très 

peu utilisés en première intention et d’autre part par leur forte barrière génétique à la résistance. On 

sait aujourd’hui que la résistance aux IP est associée à une accumulation de mutation de résistance. 

Il faut plusieurs mutations pour rendre résistant un IP comme le LPV utilisé dans nos 

recommandations nationales en deuxième ligne(47). 

Une  étude réalisée en 2017 par Etta et al en Afrique du sud, ont rapporté 60,8% de résistance aux 

INTI, 65,2% de résistance aux INNTI et 5,8% de résistance aux IP(67). 

Ces résultats suggèrent une surveillance régulière de la charge virale plasmatique et en cas d’échec de 

mettre beaucoup l’accent sur l’observance afin  de  limiter  l’accumulation de  mutations  de  résistance  

chez  les patients prenant des molécules dont la barrière génétique est faible à la résistance. 

6.5.1. Prévalence des mutations de résistance aux INTI : 

Nous avons observé dans notre étude 65,37% de résistance à au moins un INTI. La mutation M184V 

conférant principalement de la résistance aux molécules 3TC, FTC et secondairement à l’ABC était la 

plus fréquente avec 61,81% des cas. 

Dans l’étude de l’Afrique du sud, ils ont rapporté que, la mutation M184V était la plus fréquente avec 

51,7% des cas(67). 
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La  mutation M41L a été identifiée chez 22,01% des patients, la K65R chez 2,27%, la  K70E/R chez 

21,68%, la  L210W chez 11,00%,  la T215F/Y chez 34,63%, la K219Q/E chez 13,27% des cas. 

Comparer aux mutations retrouvées chez les ougandais dans une étude menée par Namakoola et al en 

2016, M184V avec 20,7%, K65R avec 8%, M41L et K70R avec 8%(71) . 

Le complexe Q151M rendant une multirésistance à tous les inhibiteurs nucléosidiques de la TI sauf au 

TDF (qui est un inhibiteur nucléotidique) a été identifié chez nos patients avec une prévalence de 

4,53%. Cependant aucun patient ne portait une insertion au codon 69 entrainant une multirésistance à 

tous les INTI, inclut le TDF.  

6.5.2. Prévalence de l’exposition par rapport à la résistance aux INTI. 

Pour l’ABC, il y avait 66,99% d’exposition contre 45,95% de résistance, l’AZT 41,10%  d’exposition 

contre 40,45% de résistance, la DDI 47,57% d’exposition contre 39,48% de résistance, le FTC/3TC 

100% d’exposition contre 65,70% de résistance, et le TDF 37,22% d’exposition contre 32,04% de 

résistance, tandis que Maiga et al au Mali en 2102 ont trouvé les résultats suivants : 80% d’exposition 

à l’ABC contre 48% de résistance, pour l’AZT 51% d’exposition contre 40% de résistance, la DDI 

57% d’exposition contre 42% de résistance, le FTC/3TC 100% d’exposition contre 66% de résistance, 

et le TDF 25% d’exposition contre 33% de résistance(8).  

6.5.3. Prévalence des mutations de résistance aux INNTI : 

Une prévalence élevée de la résistance aux INNTI a été retrouvée dans notre étude : 56,63% de 

résistance à la NVP, 53,72% de résistance à l’EFV (INNTI de première  génération) et 33,01%  de 

résistance à l’ETR, 2,91% de résistance à la RPV (INNTI de seconde génération). Ces résultats 

supportent les études qui ont montré que la prévalence de la résistance aux INNTI de première 

génération était élevée en Afrique et pourrait compromettre l’usage de l’etravirine dans ces pays(72). 

Trente-huit pourcent de résistance à l’ETR a été retrouvé chez les patients en échec de deuxième ligne 

au Mali(8). Une autre étude menée au Mali a aussi rapporté que parmi les 320 patients en échecs à la 

NVP ou à l’EFV, 22 et 29% était résistance à  l’ETR et la RPV respectivement(73). 

Les mutations de résistance associées aux INNTI avaient différent scénarii : 22,98% des patients 

portaient des mutations Y181C/I/V conférant de la résistance à l’ensemble des INNTI, suivi de la 

mutation K103N conférant de la résistance à l’EFV et à la NVP soit 20,71%. D’autres mutations ont 

été trouvées chez nos patients telles que : G190A/S chez 9,06%, Y188L chez 5,56%, la P225H chez 

1,94%, la V179D chez 4,53%, la E138A/K chez 3,88%. 

La mutation E138A/K rendant résistance à la RPV avait une prévalence de 3,88% dans notre 

population d’étude. Cela pourrait expliquer la forte prévalence de la RPV par rapport à l’ETR. 
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D’autres études précédentes au Mali, au Cameroun et en Malawi ont rapporté une prévalence nulle de 

cette mutation(8,70,74). 

6.5.4. Prévalence de la résistance par rapport à l’exposition aux INNTI : 

La résistance de l’exposition par rapport à la résistance aux INNTI se présentait comme suit : 71,84% 

ont été exposés à la NVP avec 56,63% de résistance et 15,86% des patients ont reçu l’EFV avec 

53,72% de résistance. 33,01% et 2,91% étaient résistants à l’ETR et à la RPV. Cependant aucun 

patient n’a été exposé à ses molécules respectives. Ces résultats confirment bien une forte résistance 

croisée entre les INNTI de première génération et de deuxième génération. 

6.5.5. Prévalence de la résistance aux IP : 

Nous avons observé une prévalence de la résistance  aux IP (38,19%)  dans  notre  population d’étude. 

Cela pourrait s’expliquer par le fait que les IP sont majoritairement utilisés en deuxième ligne de 

traitement. Maiga et al dans leur étude sur les patients en échec de deuxième ligne ont rapporté 28% de 

résistance aux IP(8). 

Les  mutations associées aux IP rencontrées chez  nos  patients étaient : la K20M/R  chez  68,61%, la 

L33I/L/V chez 5,83%, la G16E chez 4,85 %, la L63P chez 15,86 %, la H69K/R/Q chez 94,17%, la 

M36I/L/V chez 98,06 %, la L89M/V/I chez 88,67 % qui sont tous des mutations mineures ou 

polymorphiques.  

La fréquence de l’exposition par rapport à la résistance aux IP se présentait comme suit : 73,46% ont 

été exposés à la LPV avec 24,60% de résistance. Aucun patient n’a été exposé à l’ATV et au DRV 

mais respectivement avec 22,65% et 12,62% de résistance. Cela  pourrait  également expliquer une 

résistance croisée entre les  IP.  

6.5.6. Croisement statistique de la résistance du VIH-1 aux ARV en fonction de la charge virale. 

Dans notre étude aucune valeur de P n’a pas été statistiquement significative pour savoir si la 

résistance du VIH-1 aux ARV était liée à l’augmentation de la charge virale comparée à une étude en  

Afrique du Sud qui a  rapporté  qu’une  CV  plasmatique >  1000  copies/ml  pourrait compromettre 

l’efficacité du traitement de seconde ligne(75) 

6.5.7. Croisement statistique de la résistance du VIH-1 aux ARV en fonction de la durée du 

traitement. 

Parmi les valeurs de P aucune n’a pas été statistiquement significative pour connaitre si la résistance 

du VIH-1 aux ARV était associée à la durée du traitement contrairement à l’étude de l’Afrique du Sud 

qui montre un lien(75). 
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS: 

7.1. Conclusion 

Dans les pays en développement où les sous-types non B sont prédominants, la thérapie antirétrovirale 

(TAR) est devenue de plus en plus disponible, ce qui améliore la santé et la survie des patients infectés 

par le VIH-1. L'émergence de la résistance au VIH, due à des mutations dans les gènes de la protéase 

virale et de la transcriptase inverse (RT), est l’une des principales causes de l'échec du traitement 

antirétroviral. 

La  présente étude a  porté  sur des patients  infectés  par  le  VHI-1 et  en  échec virologique de leurs 

traitements antirétroviraux de deuxième ligne à Bamako. 

Les génotypes de résistances ont été réalisés par un séquenceur (ABI 3130, Applied Biosystems) en 

utilisant un kit prêt à l’emploi qui est la technique viroseq et une technique de l’ANRS aussi utilisée. 

La majorité de nos patients était des femmes soit 73,46%, et 42,39% des patients étaient dans la 

tranche d’âge de 30-39 ans avec une médiane d’âge de 35 ans. Le recombinant CRF02_AG était le 

sous-type prédominant soit 71%, suivi du CRF06_cpx soit 12%.  

Nos patients avaient une durée  moyenne  de 4,5 ans sous  traitement ARV. La moyenne des CV 

plasmatique et des lymphocytes T CD4
+
 était de 184726 copies/ml et 291,5 cellules/mm

3
 

respectivement. 

La prévalence de la résistance par classe thérapeutique était : 65,37% de résistance à au moins un 

INTI, 61,49% de résistance à au moins un INNTI  et  38,19% de résistance à au moins un IP. 

Nous avons observé de la résistance de façon spécifique aux FTC/3TC (65,70%), à la NVP (56,63%), 

l’EFV (53,72%), et le LPV/r (24,60). Dans l’étude les valeurs de P value n’ont pas été statistiquement 

significatives pour savoir  la relation entre la charge virale et la résistance aux ARV, la relation entre la 

durée du traitement et la résistance aux ARV.  

 . 
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7.2. Recommandations : 

Au  terme de cette étude et au vu des résultats obtenus, nous formulons les recommandations suivantes  

 Aux cliniciens :  

-Un meilleur suivi des patients sur le plan clinique et biologique, 

-Donner des renseignements cliniques suffisants sur les fiches de demande de charge virale et de 

génotypage pour une meilleure interprétation des résultats.  

 Aux pharmaciens et biologistes:  

-Un renforcement de l’éducation thérapeutique pour une meilleure prise de conscience des patients en 

vue d’améliorer l’adhérence aux traitements,  

-De rendre les résultats des patients le plus tôt que possible en vue d’une éventuelle prise de décision 

rapide,  

-De sensibiliser les médecins pour renforcer l’observance aux traitements antirétroviraux et changer de 

traitement dès que les patients présentent un échec virologique.   

 A la Cellule Sectorielle de Lutte contre le Sida (CSLS):  

-Assurer la disponibilité constante des mesures de charge virale en approvisionnant régulièrement les 

laboratoires en réactifs et consommables,  

-Assurer la maintenance des appareils,   

-Identifier  un  laboratoire  de  référence  pour  la  réalisation  des  CV  même  en  cas  de  rupture  dans  

les autres sites, 

-Assurer  l’accès  des  tests  de  génotypage  aux  patients  en  échec  virologique  de  leurs  traitements 

de première ligne et de deuxième ligne pour prévenir l’apparition des virus multi-résistants,   

-Donner l’accès aux traitements de troisième ligne pour les pays à ressources limités comme le Mali. 

 Aux autorités sanitaires et administratives  

-Rendre les moyens disponibles (ressources humaines, matérielles, et financières) pour la continuité 

des tests de génotypage. 

-Faciliter l’accès des tests de génotypage aux patients en échec virologique de leur traitement de 

deuxième ligne comme se fait dans les pays développés pour prévenir la sélection des virus multi 

résistants.  

-Recrutement des éducateurs thérapeutiques et des psychologues.      

 Aux partenaires techniques et financiers :  

Appuyer les laboratoires et les institutions de recherche par :  

-La formation continue du personnel,  

-La mise en place de contrôle interne et externe de qualité.  
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 Aux personnes vivant avec le VIH/SIDA : 

-Etre adhérent aux traitements pour un meilleur succès thérapeutique  
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RESUME : 

Introduction : Malgré l’efficacité des traitements ARV, des échecs virologiques, et la résistance du 

VIH aux ARV peuvent survenir. Plus de 20 ans les patients étaient restés sous traitement ARV de 1
ére

 

ligne couplés à un manque de suivi virologique, un switch tardif en 2
eme

ligne, et une augmentation des 

échecs virologiques de 2
eme

ligne dans les pays à ressources limitées. Tous ceux-ci pourraient 

compromettre l’attente du dernier 90 % de l’objectif de l’ONUSIDA d’ici 2020 en Afrique 

subsaharienne particulièrement au Mali.   

Objectif : Evaluer la prévalence des profils de résistance du traitement ARV chez les patients infectés 

par le VIH-1 en échec virologique de deuxième ligne à propos de 309 cas à Bamako au Mali. 

Méthode : L’étude a concerné les patients infectés par le VIH-1 et en échec de leur traitement de 2
eme 

ligne. Les patients provenaient des sites de prises en charge de Bamako de mars 2013 à décembre 

2016. Il s’agissait de séquencer les gènes de la protéase et de la transcriptase inverse pour ce faire nous 

allons utiliser deux techniques (Maison et commerciale). Les résultats ont été interprétés avec les 

dernières versions de l’algorithme de l’ANRS et de Stanford.   
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Résultats : Nous avons inclus 309 patients en échec virologique (CV≥ 1000 copies/ml). Dans notre 

étude nous avons observé une prédominance féminine de 74,46% de prévalence, l’âge médian était de 

35 ans avec des extrêmes de 18 ans et 70 ans, la médiane de la charge virale était de 57086 copies/ml 

avec des extrêmes de 1040 copies/ml et 2000000 copies/ml, le taux de CD4 médian était de 194 

cellules/mm
3 

avec des extrêmes de 2 cellules/mm
3 

et 1660 cellules/mm
3
. Le recombinant CRF02_AG 

était le sous-type de VIH-1 le plus prédominant avec 71% de cas et 62,46% de nos patients était 

exposé à 6 molécules d’ARV. La prévalence de la résistance aux différentes classes d’ARV était 

comme suit : 65,37% de résistance aux INTI, avec comme mutation fréquente la M184V (61,81%) des 

patients, 61,49 de résistance aux INNTI, avec comme mutation principale Y181C/I/V (22,98%) des 

patients, et 38,19% de résistance aux IP avec comme mutation fréquente M36I/L/V (98,06%) des 

patients qui est une mutation mineure. 

Conclusion :
 
Ces données nous montrent une prévalence élevée de résistance aux IP, donc il serait 

important d’étendre le suivi des patients infectés par le VIH-1 par les tests de charge virale et de 

vulgariser les tests de génotypage  de  résistance  aux  patients  sous  traitement  de deuxième  ligne  au  

long  cours. 

 Ceci permettra de prévenir l’émergence de la résistance chez ces patients.                   

Mots clés : VIH-1, échec virologique, ARV de deuxième ligne, Profils de résistance, Mali 

ABSTRACT: 

Introduction: Introduction: Despite the effectiveness of ARV treatments, virologic failures and HIV 

resistance to ARVs may occur. More than 20 years, patients remained on first-line ARV treatment 

coupled with a lack of virologic follow-up, a late switch in second line, and an increase in virologic 

failures of second line in resource-limited countries. All of these could jeopardize the wait for the last 

90% of the UNAIDS target by 2020 in sub-Saharan Africa, particularly in Mali. 

Objective: To evaluate the prevalence of ARV resistance patterns in HIV-1 infected patients with 

second-line virologic failure in 309 cases in Bamako, Mali. 

METHOD: The study concerned HIV-1 infected patients who failed their second-line treatment. The 

patients came from Bamako sites from March 2013 to December 2016. Protease and reverse 

transcriptase genes have been sequenced by the commercial and in house methods. The results have 

compared to the latest versions of ANRS and Stanford algorithm to point out the resistance mutations. 

Results: We included 309 patients who failed to their second line treatment (VL ≥ 1000 copies / ml). 

Female sex was predominant with 227/309, the median age was 35 years [18 and 70 years], the median 

of viral load was 57086 copies / ml [1040 and 2000000 copies / ml], the median of CD4 count was 194 
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cells / mm
3
 [2 and 1660 cells / mm

3
]. The CRF02_AG was the most predominant HIV-1 subtype with 

71% of cases and 62.46% of our patients were exposed to last six ARV molecules. The prevalence of 

resistance to different classes of ARV was as follows: 65.37% to NRTI, with M184V (61.81%), 61.49 

to NNRTI with Y181C / I / V (22.98%) the most prevalent mutation, and 38.19% to PI with M36I / L / 

V (98.06%) as a frequent mutation (minor mutation). 

Conclusion: These data show a high prevalence of PI resistance, so it is important to extend the 

follow-up of HIV-1 infected patients with viral load tests and to popularize resistance genotyping tests 

to patients undergoing second-line treatment. Long line 

 

Key words: HIV-1, virologic failure, second-line ARV, resistance patterns, Mali 
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