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Abréviations
ADN : Acide Désoxyribonucléique
ARN : Acide Ribonucléique
ARV : Antirétroviraux
CD : Cluster of Différenciation
CDC: Centers of Diseases Control and prevention
CCRS: CC Chemokine Receptor 5
CVp: Charge virale plasmatique
CRF: Circulating recombinant form
CXCR4: CXC Chemokine Receptor 4
ddNTP: di-désoxy Nucléotide Triphosphate
dNTP: di- Nucléotide Triphosphate
ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
Env: Enveloppe
Gag : Group antigen ou antigéne de group
gp : glycoprotéine
IP : Inhibiteur de la Protéase
IMAARY : Initiative malienne d’accés aux antiretroviraux
INNRT : Inhibiteur Non Nucléosidique de la Reverse Transcriptase
INRT : Inhibiteur Nucléosidique de la Reverse Transcriptase
ISBS : Integrated Sexually transmitted diseases prevalence and Behavioral survey in
Mali (Enquéte intégrée sur la prévalence et les comportements en matiére d’IST)

LTR: Long Terminal Repeat




PEC: Prise en charge

PV VIH: Personnes vivant avec le virus immunodéficience humain
SIV : Simian Immunodeficience Virus -

TBE : Tris Borate EDTA

URF : Unique recombinant form

UV : Ultra Violet

Abréviation des ARV

AZT =zidovudine SQV = saquinavir

DDI = didanosine IDV =indinavir

FTC = emtricitabine LPV = lopinavir

3TC = lamivudine TPV = tipranavir

D4T = stavudine DRY = darunavir

ABC = abacavir APV = amprénavir

TDF = tenofovir ATYV = atazanavir

NVP = nevirapine EFV = efavirenz ETYV = étravirine

Abréviations des acides aminés

A : alanine; C: cystéine; D : aspartate; E: glutamate ; F: phénylalanine; G:
glycine ; H : histidine ; I : isoleucine ; K : lysine ; L : leucine ; M : méthionine ; N :
asparagine ; P ; proline ; Q : glutamine ; R : arginine ; S : sérine ; T : thréonine ; V :

valine.; W : tryptophane ; Y : tyrosine.






Profil des mutations de résistance chez des patients Infectés par Je ViH-1, et en échec virologigue de leur
traitement antirétroviral de seconde ligne 2 Barnako au Mall,

1. Introduction

Vingt sept ans aprés sa découverte, le virus de I’immunodéficience humaine causant le
syndrome d’ I’immunodéficience acquise (VIH/SIDA) reste un probléme de santé publique au
monde d’une portée sans précédent. 1l figure parmi les causes premiéres de mortalité dans le

monde [1].

La stabilité récente de 1'épidémie ne peut masquer son principal aspect, son énorme tribut
humain. Ainsi, [’organisation des nations unies contre le SIDA (ONUSIDA) et I’organisation
mondiale de la santé (OMS) indique dans leur rapport annuel 2009, qu’en 2008, 33,4 millions
de personnes vivaient avec le VIH dans le monde, avec 2,7millions de nouvelles infections.
Parallélement le nombre de décés di au SIDA a décliné au cours des trois derniéres années,

passant de 2,2 millions en 2005 & 2 millions en 2008[1].

Les femmes représentent ia moitié de toutes les personnes vivant avec le VIH dans le monde.
L’Afrique subsaharienne, reste la région la plus fortement touchée avec 1,9 million de
personnes nouvellement infectées, ce qui porte a 22,4 millions le nombre de personnes vivant
avec.le VIH soit deux tiers, 67% du total mondial. Trois quart, 75% de tous les décés dus au

SIDA y sont survenus[2].

L’accés au traitement s’étant accru au cours des cing demiéres années, le nombre annuel des
déces dus au sida a chuté de 10% [1]. L’avénement en 1996 de la HAART (Hight Active

Antirétroviral Therapy), en frangais thérapie antirétrovirale fortement active, comprenant les

_molécules antirétrovirales, telles que les inhibiteurs de protéase, a permis d’atteindre I’ objectif

du traitement antirétroviral. Cet objectif est de réduire considérablement la morbidité et la
mortalité liées au SIDA en ralentissant la réplication du VIH de tel point que la charge virale
plasmatique dans le sang baisse en dessous des seuils de détection des automates d’analyse
(< 50 copies/ml)[3]. Malgré les efforts considérables, il existe de nos jours, une disparité dans
’accés aux traitements entre les pays industrialisés et les pays a ressources limitées. Ces
derniers n’ont eu accés aux antirétroviraux (ARV) que trés tardivement. Dans ces pays, il
existe unc mauvaise connaissance de ces ARV, Les interruptions d’approvisionnement en

ARV surviennent et peuvent conduire a des phénoménes de résistance. Il y a aussi les

problémes d’observance.
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Au Mali, la quatriéme enquéte démographique de santé (EDS M-IV), réalisée en 2006 a
montré une baisse du taux de prévalence de 1,7% a 1,3% avec une séroprévalence élevée du

VIH-1.

Le vaccin contre le VIH n’étant pas disponible pour le moment, la thérapie antirétrovirale

bien conduite reste 1’arme de choix.

Au Mali, I"utilisation des ARVs 4 large spectre a vu le jour en novembre 2001 & travers une
politique nationale dénommée « Initiative Malienne d’ Accés aux Antirétroviraux » IMAARV,
La gratuité du traitement a été possible par un décret présidentiel en date du 14 juillet 2004
[4). Cette gratuité a considérablement. élargi ’accés aux traitements ARVs avec Ia

recommandation d’une combinaison d’au moins trois molécules.

En septembre 2009, grice & la mobilisation de partenaires et acteurs de lutte contre le sida,
27333 patients étaient sous traitement ARV au Mali. Les traitements étaient disponibles dans

les 8 régions et dans le district de Bamako.

Cependant, il est important de tenir compte de I’expérience des pays du Nord sur la question
de la résistance aux traitements, qui est un point clé dans la prise en charge des patients
infectés par le VIH. Dans notre contexte, [’accés aux traitements ARV est devenu rationnel a

cause de sa gratuité depuis 2004.

Plusieurs études ont démontré D’efficacité des médicaments de premiéres lignes dans les
premiéres années de traitement. Cependant une proportion de patients sous traitements ARV
peuvent développer des résistances a une ou a plusieurs molécules dans les schémas
thérapeutiques de secondes lignes avec une émergence des mutations [35]. Si les travaux
antérieurs ont démontré 1’efficacité des médicaments de premiéres lignes, il n’en demeure pas
moins que des résistances surviennent au cours du traitement avec plusieurs molécules. Au
Mali quel est le profil de mutation des virus résistants a la seconde ligne de traitement ? Les
seules données dont nous disposons a propos de résistance concernent les échecs précoces du
traitement (Marcelin et al, 2007 ; Sylla et al,2008). Mais nous ne disposons pas de profils de

mutation du VIH-1 des patients ayant développé un échec thérapeutique de seconde ligne.
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Notre objectif principal est d’étudier le profil des mutations responsables de résistance aux

ARV chez des patients infectés par le VIH-1, traités et en échec virologique de leur traitement

antirétroviral de seconde ligne.
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Profil des mutations de résistance chez des patients infectds par Je VIH-1, et en échec virologlgue de leur
traitement antirdtroviral de seconde figne 2 Bamako au Mali.

3. Généralités

3.1. Généralités sur Uinfection a VIH et sida

3.1.1. Déftnition et historique de découverte du VIH/SIDA

Le SIDA (Syndrome d’Immunodéficience Acquise) est la maladie provoquée par un des virus
de 'immunodépression humaine, le VIH-1 et/ou le VIH-2. L’existence d’un probléme
sanitaire est avérée en juillet 1981 lorsque le Center for Disease Control and Prevention
(CDC) d’Atlanta reléve une fréquence anormalement élevée de sarcome de kaposi, en
particulier chez des homosexuels. L apparition d’un nouveau virus est donc évoquée dés
1982. La premiére définition de 1’infection 2 VIH/SIDA fut établie en 1982 par le CDC [7].
Elle reprenait en grande partie les manifestations observées chez les premiers patients d’une
part et les observations rapportées au cours d’affections en relation avec ce nouveau
phénoméne d’autre part, bien que beaucoup de définition aient ét¢ donné an VIH/SIDA selon

les régions du monde.

Le VIH serait sintien selon la théorie la plus communément admise. par la communauté
scientifique, basée sur I’analyse phylogénétique des lentivirus qui lie les deux types de VIH
(VIH-1 et VIH-2) avec le virus d’immunodéficience simien VIS, qui est également la cause

chez les singes d’un syndrome d’immunodéficience comme le SIDA chez I’homme|2].

Cependant, les deux types de VIH sont assez éloignés ’un de I’autre ; et alors que le VIH-1
est proche du VIScpz (infectant une sous espéce des chimpanzés dits Pan troglodyte). Le
VIH-2 est plus proche de VISsmm (infectant les mangabeys enfumés) et des VISmac
(infectant les macaques)[3] . Le VIH serait donc issu de deux introductions séparées, une pour
le VIH-1 et une autre pour le VIH-2 [4]. C’est pourquoi, l'infection par le VIH doit étre

considérée comme une zoonose au méme titre que d’autres maladies virales.

En 1983, I’équipe du professeur Jean Claud Chermann (avec Frangoise Barre-sinoussi) de

IInstitut Pasteur, sous la direction de Luc Montagnier, découvre et isole le VIH, la premiére
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description du virus responsable du Sida, que 1'équipe de I'Institut Pasteur avait appelé a
1'époque "Lymphadenopathy Associated Virus " ou LAV [6].

En 1985, alors que les premiers tests de dépistage étaient disponibles, des réactions
sérologiques atypiques ont été identifiées & partir du sérum de femmes sénégalaises,
aboutissant a la mise en évidence d’un nouveau virus responsable également d’une
immunodéficience, la LAV-2 ou HTLV-IV [35]. En 1986, la communauté scientifique

s’accorde pour dénommer ces deux virus VIH-1 et VIH-2.

3.1.2. Epidémiologie

Des le début du 21¢ siécle, le sida s’est transformé en une pandémie. Il y a eu entre 1981 et
2006 environ 25 millions de morts dues aux maladies en rapport avec le sida [8]. En 2008,
I’épidémie semble marquer le pas, le nombre de séropositifs ayant sensiblement diminué de

38,6 millions en 2006 a 33,4 millions de personnes séropositives en 2008 [5].

Selon les derniéres estimations fournies par le rapport ONUSIDA 2009 : en 2008, il y a eu
2,7 millions de nouvelles infections liées au VIH, et 2 millions de déces liés au Sida,
cependant I’Afrique subsaharienne reste la région la plus fortement touchée avec 22,4
millions de personnes vivant avec le VIH et 14 million de décés. L’accés au traitement
s’étant accru au cours des cing derniéres années, le nombre annuel des décés dus au Sida a

chuté de 10% [1].
A D’échelle mondiale, le pourcentage de femmes parmi les personnes vivant avec le VIH est

resté stable (3 52%), méme si la proportion des infections chez les femmes augmente dans

plusieurs pays.
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Tableau I : Epidémiologic du VIH dans le monde et en Afrique subsaharienne [1]

Région Nouvelles Personnes  vivant | Décés dus au sida durant
infections en avec le VIH fin| 2008
2008 en million 2008
2.7 (2.4-3.0) 33.4 (31.1-35.8) 2,0(1.7-2.4)
Adultes : 2.3 (2.0- { Adultes 31.3 (29.2- | Adultes 1.7 (1.4-2,1)
2.5) 33.7) Enfants < 15 ans
Monde Enfants < 15ans | Femmes 15.7 (14.2- | 280000(150 000-410 000)
430 000(240000- 17.2)
610000) Enfants< 15 ans 2.1
(1.2-2.9)
Afrique 1 900 000 22 400 000 1 400 000
subsaharienne

Au Mali, les résultats de 1a derniére étude de séroprévalence de ’infection a VIH réalisée en
2006 dans la population générale adulte au cours de 1’Enquéte Démographie et Santé (EDS
M-IV), ont montré une baisse du taux de prévalence du sida de 1,7% a 1,3% faisant du Mali
un pays & faible prévalence. Globalement, les femmes sont plus touchées que les
hommes (respectivement 1,5% et 1%). Le pic de séroprévalence se situe, aussi bien chez les
femmes que chez les hommes, dans la tranche d’age 30-34 ans (2,2%), témoignage d’une

épidémie bien instaliée [9].

L’évolution de la séroprévalence chez les groupes & risque selon I’enquéte ISBS' 2006 montre
une situation toujours préoccupante [10].

= Chez les professionnelies du sexe : 35,3 %

»  Chez les routiers : 2,5%

» Chez les « coxeurs » (revendeurs de billets qui accompagnent les routiers) : 2,2%

* Chez les vendeuses ambulantes : 5,9%

= Chez les aides familiales: 2,2%
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Tableau II : Ia répartition du VIH au Mali par région en 2006 [10]

Régions Prévalence en %
Bamako 2.0
Mopti 1.6
Ségou 1.5
Sikasso 0.7
Kayes 0.7
Tombouctou 0.7
Kidal 0.2

Mode de transmission
Chez le sujet infecté, le VIH est'présent dans la plupart des liquides biologiques (sang, liquide
céphalo-rachidien (LCR), sperme, sécrétions vaginales, lait maternel). Trois principaux modes
de transmission sont actuellement responsables de I’extension de I’épidémie :

- Latransmission par voie sexuelle, la plus prédominante,

- Latransmission verticale (de la mére a ’enfant).

- La transmission par voie sanguine,
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3.2. Rétrovirus

3.2.1. Définition

Ce sont des virus & ARN monocaténaire, de polarité positive, infectant les vertébrés. Ils se
distinguent notamment par la présence d'une enzyme virale : la transcriptase inverse (TI, voire
aussi RT pour reverse transcriptase) qui rétro transcrit leur génome d'ARN en ADN pour étre

intégré par la suite dans le génome de la cellule.

Selon les critéres de pathogénicité et de phylogénie, on distingue trois sous familles :

- Oncovirus : ce sont des virus tumoraux & ARN, on retrouve parmi ceux-ci les virus humains
HTLV-1, HTLV-2, le virus aviaire de. Sarcome de Rous et les virus de la leucémie féline et
murine.

- Lentivirus : ce sont des virus a génome plus complexes, qui provoquent des infections a
évolution lente, on retrouve parmi ceux-ci les VIH (1 et 2).

- Spumavirus ; sont des virus identifiés chez de nombreux mammiferes. IIs ne sont associés a

aucune pathologie humaine ou animale [11].

3.2.2. Caractéristiques

Tous les rétrovirus possédent trois génes majeurs qui codent pour les polyproteines : les génes
gag, pol, et env. Tous ces virus ont également deux génes de régulation de la réplication en
commun, fat et rev. Le génome viral posséde 4 chaque extrémité (5’ et 3°) une méme
séquence répétitive de ftaille variable dite LTR (Long Terminal Repeaf) permettant
’intégration stable du génome viral dans ’ADN de la cellule cible [12]). Cependant, les
lentivirus ont quatre génes auxiliaires : nef, vif, vpu et vpr.

Les protéines produites par ces génes semblent avoir une influence sur le taux de réplication

et la virulence virale.
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3.2.3. Virus de I'immunodéficience humaine

Les VIH sont des lentivirus du groupe des rétrovirus avec tropisme pour les lymphocytes T
CD4+, les monocytes/macrophages et les cellules microgliales. 1ls sont enveloppés, de 90-
}20mn de diameétre, le core est un génome diploide (deux copies identiques d’ARN
monocaténaires), contient des enzymes virales comme la transcriptase inverse, I’endonucléase

ou intégrase et la protéase. La sortic de la cellule au niveau du cytoplasme se fait par

bourgeonnement,
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Figure 1 : Structure morphologique du VIH-1 [12]

3.2.3.1. Morphologie du VIH-1 [12]
L’étude de la structure génétique du VIH-1 permet de comprendre la complexité de ce virus,

certaines de ses manifestations cliniques et biologiques et d’envisager des stratégies pour la

recherche thérapeutique.
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Le génome du VIH consiste en un peu moins de 9700 nucléotides et est par conséquence
100 000 fois plus petit que le génome humain, Il comporte trois génes principaux gag, pol, et
env, six génes accessoires vif, nef, vpr, tat, rev et vpu. A chaque extrémité du génome se
trouve des séquences répétées LTR.
- Le geéne gag (groupe des antigénes) synthétise un précurseur intracellulaire de 55kDa
qui sera clivé par une enzyme pour donner :
P24 (PM 24000), protéine majeure de la capside
P17 (PM 17000), phosphoprotéine N-terminal, protéine de la matrice
P15 (PM 15000), nucléoprotéine N-terminal
- Le géne pol code pour les trois enzymes :
La Protéase indispensable au clivage du précurseur gag p55
La Transcriptase inverse (TI) sous deux formes moléculaires p64 et p33
L’endonuclease/intégrase p34.
- Le géne env. (enveloppe) synthétise un précurseur glycosylé intracellulaire de 160kDa
qui sera clivé par d’autres enzymes pour donner :
GPSU gpl20 (superficielle)

GPTM gp4!1 (transmembranaire).
Les LTRs (Long Terminal Repeats), sont des longues répétitions terminales des régions qui se

trouvent 3 chaque extrémité du génome du VIH. Elles sont essentielles pour I'intégration du

provirus dans un chromosome hote.
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Figure 2 : Représentation schématique du génome du VIH-1[12]
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3.2.3.2. Stabilité physico-chimique du VIH-1

Le VIH étant un virus enveloppé, il est sensible aux solvants des lipides et aux détergents. Il
ne résiste pas a la chaleur puisqu’il est inactivé a 56°C pendant 30 minutes et également par
traitement pendant 5 minutes & 1’hypochlorite de sodium a 0,2%, 1’éthanol a 70 %, le
glutaraldéhyde 4 0,2 % [13] .

3.2.3.3. Diversité génétique du VIH-1

Des 1985, une variabilité génétique importante a été mise en évidence. La diversité génétique
du VIH-1, est I'une des caractéristiques de cette sous famille des virus. L’organisation
génétique des VIH-1, VIH-2 et les SIV est similaire. Cependant, I’analyse phylogénétique
comparative précise de chaque élément génétique de ces virus a montré une variation
génétique entre les deux virus humains, qui est prédominante dans certaines régions du
génome viral tels les génes env. (surtout du domaine V3 de I’enveloppe du VIH-1, qui
posséde d’importantes fonctions biologiques et immunologiques). Sur la base des distances
génétiques entre les VIH-1 retrouvés chez les patients, une classification des VIH-1 en trois
groupes distincts appelés M, O et N a été établi [14]. Trés récemment, un quatriéme groupe

appelé P différent des trois autres vient d’étre découvert par les chercheurs Frangais [15] .

Le groupe M (Majoritaire), regroupe & présent neuf sous types (A, B, C, D, F, G, H, J, K),
des sous types de A (Al, A2, A3 et A4), deux sous types F (F1, F2), certains dits <<purs>>,
d’autres recombinants, mosaiques de différents sous types. Certains virus mosaiques jouent un
réle majeur dans 1’épidémie mondiale du SIDA, d’ot leur appellation de << Circulating
Recombinants Forms>> ou CRFs. Actuellement, plus de quarante CRFs ont été identifié,
(hitp://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html)[16], et plus de 200 formes

recombinantes ne correspondant pas & ces critéres de classification, appelées « unigue

recombinant forms » (URF) ont également été identifié a ce jour.

Le Groupe O (outlier), identifi¢ au Cameroun et au Gabon est beaucoup plus rare. Il ne
représente qu’une minorité de souches circulantes, Il regroupe un nombre limité de variants
trés éloignés de M qui présenteraient prés de 50 % de divergence avec les autres VIH-1.

L’épicentre de cette forme semble étre le Cameroun ot il représente 2 4 3 % des VIH-1 [17].
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Le groupe N (non M et non O), a été aussi identifié au Cameroun. Les liens phylogénétiques
récemment établis entre les virus N et des SIV des chimpanzés indiquent que des événements
d’antropozoonose pourraient étre & 1’origine de I’'infection VIH-1. En revanche, dans le géne
pol, le VIH-1 du groupe N est proche du VIH-1 du groupe M [14]. De méme, les VIH-2 sont
¢galement classés en huit sous types distincts [8], jusqu’a présent (A, B, C, D, E, F, G, et H).

L’un des obstacles au développement d’un vaccin efficace est représenté par ce phénoméne de
variabilité, qui a une conséquence sur la physiopathologie de la maladie et sur la prise en

charge thérapeutique des patients infectés par le VIH-1 de sous type non-B.

3.2.3.3.1. Mécanismes de la diversité génétique
Ces mécanismes sont essentiellement dus a trois aspects :

- Faible fiabilité de la transcriptase inverse, qui est incapable de corriger les
mésappariements introduits lors de la polymérisation de I’ADN proviral et commets
un taux d’erreur d’environ 1 par cycle, soit une erreur introduite par cycle.

- Cycle de réplication

Le haut niveau de la réplication virale du VIH (estimé 410°-10' virus produits par jour chez
un individu infecté) induit une variabilité de la population virale au sein méme de I’individu
appelé quasi-espéce, a cause de la faible fiabilité de la T

- Recombinaison génétique

La production de virus recombinants nécessite deux cycles viraux successifs. Lors du leér
cycle viral, deux virus différents infectent une méme cellule, 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 2 la capacité de passer
d’une molécule d’ARN 2 ’autre lors de la transcription inverse, créant ainsi un ADN proviral

chimérique [5].
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Figure 3: Mécanisme de la recombinaison génétique.[59]
3.2.3.3.2. Conséquences de la diversité génétique [18]

La diversité génétique du VIH-1 résulte d’un taux élevé de la réplication virale couplé & une
faible fidélité de la TI et au phénoméne de recombinaison génétique. Elle est due & différents
mécanismes, et a des impacts multiples sur le diagnostic (sérologie, charge virale) et

notamment sur la réponse au traitement antirétroviral.

e Les tests de dépistage, reposant sur des antigénes du VIH-1 du sous-type B prévalent en
Occident et peuvent avoir une sensibilité moindre vis-3-vis des autres sous-types du
groupe M appelé non-B.

e Certaines études laissent entendre que la résistance aux antirétroviraux varierait selon
les sous-types. Par exemple, le groupe O du VIH-1 pourrait présenter une sensibilité
réduite aux inhibiteurs non nucléotidiques de la transcriptase inverse. Des études ont
démontré que plus de 50% des virus non-B infectant des patients naifs portent au moins

trois mutations mineures de résistance aux inhibiteurs de protéase (IP), alors qu’elle
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n'est que 8% pour le B. La question de la sensibilité aux antirétroviraux, et
particuli¢rement aux inhibiteurs de protéase des souches présentant un grand
polymeorphisme génétique, reste posée.

o La diversité génétique du VIH constitue un obstacle 4 la mise au point de vaccins
efficaces. En effet, la majorité des candidats vaccins, faisant actuellement I’objet
d’essais cliniques, ont été créés au moyen de souches du VIH-1 de sous-type B
(prédominant en Amérique du Nord et en Europe). Cependant, on ignore jusqu’a quel
point ces candidats vaccins pourraient conférer une protection croisée contre les autres
sous-types, notamment ceux prédominant en Afrique.

e La recombinaison entre différents types et sous-types peut induire des conséquences
génétiques et biologiques de loin plus importantes que celles résultant de 1’accumulation
stable d’une simple mutation au sein d’un type ou d’un sous-type unique.

e Sélection des mutations a 1’échec, les profils d’échappement peuvent ¢galement étre
différents selon le sous type de VIH-1. En effet, certaines mutations spécifiques aux
sous types peuvent étre sélectionnées lors de traitement. Par exemple le sous type C, qui

présente de nombreuses spécificités.

3.3. Répartition géographique

La répartition géographique des VIH-1 différe selon ’ancienneté de 1’épidémie dans le pays
et selon les migrations de population [8]. Le VIH-1 est trés largement rependu a travers le

monde, et pose un probléme majeur de santé publique dans tous les continents.

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 I’Est, en Asie, le sous type A et le D en Afrique de
’Est, le sous type CRF02 AG en Afrique de I’ouest et le sous type B en Amérique du Nord,

en Europe et en Australie.

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

sous types du groupe M et la majorité des formes recombinantes.
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La trés grande majorité des infections 4 VIH-1 groupe O est retrouvée en Afrique de I’Ouest
et, plus particuliérement, au Cameroun ou différentes études montrent la présence de 3,4 %
de patients infectés par le virus de groupe O, soit une prévalence de 0,5 % dans la
population générale. 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 I’ Afrique de I’Quest.

Le VIH-2 a une diffusion beaucoup plus limitée, et est essentiellement présent en Afrique
de I’QOuest, en particulier en Guinée-Bissau, Gambie, Sénégal, Cote d’ivoire, Burkina Faso,
Mali. Il a atteint le Mozambique et 1’ Angola, & partir de la Guinée-Bissau et hors d’Afrique
la France, [’Inde, le Portugal et le Brésil.
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Figure 4: Distribution géographique des VIH-1 dans le monde. Les sous-types les plus
fréquents de fagon décroissante sont C, A, B, CRF02_AG et CRF01_AE (Taylor et al. 2008)
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3.4. Cellules cibles des virus VIH [19]

Les cellules sensibles & 1’infection VIH sont la sous population de lymphocytes T CD4"
helper (ou auxiliaires), en particulier les cellules T CD4" mémoires mais aussi les
macrophages ou d’autres cellules telles les cellules dendritiques et les cellules de Langherans
ainsi que les cellules microgliales du cerveau. Ces cellules présentatrices d’antigénes, ainsi
que les lymphocytes T CD4+ au repos jouent un réle important de réservoirs viraux, de
dissémination et d’entrée du virus dans 1’organisme. Dans d’autres cellules, les VIH sont
simplement emprisonnés sans se répliquer. C’est le cas par exemple, des cellules folliculaires

dendritiques présentes dans les centres germinatifs des ganglions.

3.5. Cycle de réplication du VIH

Entrée Bourgeonnement
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Figure 5 : Schiéma du cycle réplicatif du VIH [20]
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Le cycle de réplication des virus de I'immunodéficience humaine (VIH) se divise en une
phase précoce et une phase tardive. Lors de la phase précoce (early phase) du cycle, le virus
situé dans le milieu extracellulaire se fixe sur les récepteurs CD4 des lymphocytes T CD4+ et
des macrophages via ses protéines de surface gp120 et gp41. La fusion membranaire qui s’en
suit fait intervenir des co-facteurs cellulaires : CXCR4 (lymphocytes T) et CCRS
(macrophages) et provoque I’entrée de la capside virale dans le cytoplasme cellulaire. L’ARN
viral est ensuite rétro transcrit en ADN double-brin (ADN proviral) grdce a la transcriptase
inverse (TI). L'ADN nouvellement synthétisé (ou provirus ou ADNc) est alors orienté vers le
noyau de la cellule, lié a4 un complexe supramoléculaire protéique : le PIC ou complexe de
pré-intégration qui contient la transcriptase inverse, l'intégrase, la protéine de matrice et Vpr.
Ces trois derniéres semblant jouer un rdle majeur dans I'import nucléaire. Le provirus est
ensuite intégré dans le génome de la cellule hote, grice a l'intégrase (Figure 5).La phase
tardive (late phase) du cycle correspond aux étapes permettant d'obtenir des virions complets,
qui seront capables de bourgeomnmer et de maturer aprés leur libération dans le milieu

extracellulaire (Figure 5).

Cette phase débute par la transcription du provirus. Des ARN courts et doublement épissés,
codant pour les protéines Tat, Rev et Nef (dites précoces car produites en premieres), sont
exprimés. Nef est une protéine accessoire, Tat est un activateur transcriptionnel qui se fixe sur
I'ARN en cours de synthése au niveau de la région TAR (Trans-Activating Response
Element), permettant ainsi de recruter différentes protéines cellulaires favorisant I'élongation
de la transcription. Rev permet 1’export.des ARNm non complétement épissés via sa fixation
sur le RRE (Rev Responsive Element) des transcrits primaires et le recrutement de l'exportine-
1, et du facteur Ran-GTP. Des ARN non épissés ou simplement épissés correspondant aux
génes gag, gag-pol (protéines de structure interne), env (enveloppe), vif et vpr sont ensuite
produits pour donner des protéines dites tardives. Une fois traduits, les différents composants
viraux sont orientés vers la membrane celiulaire, s’assemblent pour former un virion qui

bourgeonne et finit sa maturation gréice  la protéase dans le milieu extracellulaire.

De multiples facteurs semblent jouer un role dans I’évolution lente de la maladie induite par
les VIH. Parmi ceux-ci, les phénomeénes consécutifs aux interactions virus-hdte et virus-
cellule apparaissent primordiaux et leur complexité reflete celle précédemment décrite pour la

régulation de la réplication virale.
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3.6. Effet cytopathique du VIH

De part leur capacité de fusion liée & I’enveloppe, les VIH sont responsables d’un effet
cytopathique caractéristique, la formation de Syncytia, grosses cellules multinuclées qui se
lysent rapidement in vitro. Seules les souches X4 ou R5X4 sont dites SI car elles induisent des
Syncytia dans des cultures de cellules mononuclées provenant de sujets normaux ou dans des
cultures de cellules T en lignée. Les cellules RS sont dites NSI, car elles n’induisent pas de

formation de Syncytia dans les mémes conditions expérimentales.

3.7. Histoire natureile de la maladie

L’évolution spontanée, en I’absence de traitement de I’infection & VIH évolue selon 3 phases:
— La phase aigué ou primo-infection qui dure quelques semaines

— La phase chronique qui dure plusieurs années

— La phase symptomatique qui dure de quelques mois 4 quelques années

Durant ces 3 phases le virus continue & se répliquer activement.

3.8 Classification en stades cliniques

> Selon I'OMS [25]
Stade clinique 1, il est défini par :
Patient asymptomatique.
Adénopathies persistantes généralisées.
Stade clinique 2, défini par :
Perte de poids inférieure & 10 % du poids corporel.
Manifestations cutané muqueuses mineures (dermite séborrhéique, ulcérations buccales
récurrentes).
Zona au cours des S derniéres années.
Infections récidivantes des voies respiratoires supérieures.
Stade clinique 3, défini par :
Perte de poids supérieure a 10 % du poids corporel.
Diarthée chronique inexpliquée pendant plus d'un mois.
Fiévre prolongée inexpliquée pendant plus d'un mois.

Candidose buccale (muguet).
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Leucoplaste chevelue buccale.
Tuberculose pulmonaire dans 'année précédente.

Infections bactériennes sévéres (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 a 200/mm?).

» Selon CDC (Centers for Diseases Control) modifiée en 1993
Cette classification de 1’OMS est reprise par CDC en catégorie comme suit :
Catégorie A, qui correspond au stade 1 de ’OMS
Catégorie B
Manifestations cliniques chez un patient infecté par le VIH, ne faisant pas partie de la
catégorie C et qui répondent au moins a l'une des conditions suivantes :
Elles sont liées au VIH ou indicatives d'un déficit immunitaire ;
Elles ont une évolution clinique ou une prise en charge thérapeutique compliquée par
l'infection VIH. (Cette catégorie correspond aux stades cliniques 2 et 3 de 'OMS).
Catégorie C
Cette catégorie correspond a la définition du sida chez l'adulte. Les critéres cliniques sont les

mémes que le stade clinique 4 de 'OMS.

3.9. Diagnostic au laboratoire

Le diagnostique de ’infection VIH est fondé sur une méthode sérologique indirecte c'est-a-
dire sur la détection des anticorps, et reste dans la majorité des cas. L’approche diagnostique
la plus pertinente et la plus accessible. La mise en évidence du virus par la méthode directe se
fait par multiplication en culture cellulaire, par détection immunologique ou moléculaire.

Cette méthode peut étre utile, & visée diagnostique, elle est indiquée dans les situations
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d’échec du diagnostique indirecte, en particulier pendent la fenétre sérologique de la primo

infection [26].

3.9.1. Diagnostic indirect

Le dépistage et le diagnostic biologique indirect de 1’infection par le VIH reposent sur une
stratégie en deux temps : analyse de dépistage, puis analyse de confirmation. L’analyse de
dépistage utilise le test ELISA (test ELISA combiné qui permet la détection simultanée des
anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2). Un test négatif est [’absence d’infection. Un test positif

doit étre confirmé avec le Western blot (WB) ou ]’immunoblot (Ib).

3.9.2. Diagnostic direct
Il permet la détection directe du virus dans les prélévements. La détection de 1’antigéne p24,
la culture virale, ’amplification génique et I’hybridation amplifiée peuvent étre utilisées a des

fins quantitatives, pour estimer le niveau de réplication du VIH dans I’organisme [26].
3.9.2.1. Technique de biologie moléculaire
3.9.2.1.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mise au point en 1985 par Karry Mullis, la PCR est une technique de biologie moléculaire qui
permet de repérer un fragment d’ ADN ou de géne précis, méme présent en quantité infime

dans un mélange, puis de I’amplifier exponentiellement.
3.9.2.1.2. Réactifs utilisés lors de la PCR

Les réactifs [18] utilisés dans la PCR sont :
e I’ADN généralement sous forme de double brin contenant le fragment a amplifier ;
o deux amorces sens et anti-sens qui sont de petits brins d”’ADN (d’environ 20 bases)
appelés oligonucléotides. Ils sont capables de s’hybrider de fagon spécifique, grace a

la complémentarité des bases sur le brin d’ADN ou sur son brin complémentaire ;
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e une enzyme, ADN Polymérase qui est une ADN polymérase thermorésistante extraite
de la bactérie Thermus aquaticus.

e la température optimale d’action de la Taq est de 72° et elle est capable de résister &
des passages successifs 3 95°, ce qui permet I’automatisation de la procédure.

» quatre nucléotides : dGTP, dATP, dTTP, dCTP, appelés globalement dNTPs qui sont
des éléments de base utilisés par la Taq polymerase pour synthétiser les brins d’ADN
complémentaires ;

» le MgCl2 permet une meilleure dissociation de I’ ADN double brin et fidelise I’action
de la polymerase.

3.9.2.1.3. Réaction de PCR

Une réaction de PCR [18] correspond a la succession d’une trentaine de cycles comportant
chacun 3 étapes :

- Dénaturation de I’ ADN (94-95°) : les doubles brins d’ ADN se séparent.,

- Hybridation ou annelage des amorces (55-57°) : les amorces reconnaissent leur séquence
complémentaire et s’hybrident chacune sur leur brin respectif.

- Elongation ou extension des amorces (72°) : la Taq Polymérase permet d’ajouter des

nucléotides aux amorces hybridées, dans le sens 5° 3°.
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Figure 6: Principe de la PCR

3.9.2.1.4. Electrophorése sur gel d’agarose

Les fragments d’ADN aprés PCR ou digestion par les enzymes de restriction peuvent étre
séparés par €lectrophorése sur un gel d'agarose. C’est une technique qui permet de séparer des
molécules en fonction de leur taille et de leur charge en ufilisant un courant électrique. Les
fragments d’ADN, chargés négativement en milieu basique, se déplacent vers I’anode quand
ils sont placés dans un champ électrique. Leurs charges étant & peu prés équivalentes, c’est
donc leurs masses moléculaires qui vont régler leur vitesse de déplacement a travers les
mailles du gel. Plus les fragments sont petits, plus ils vont migrer rapidement et donc loin de

leur puits d’inclusion.

La détermination précise des tailles des fragments séparés par électrophorese est effectuée en
faisant migrer des marqueurs de poids moléculaire en paralléle avec les échantillons a
analyser. La détection de I’ADN sur ce type de gel est réalisée par exposition aux rayons UV
aprés réaction avec un produit spécifique tels que le bromure d’éthidium (produit intercalant
qui se glisse entre les bases des acides nucléiques) ou le nitrate d’argent. L’électrophorése des
fragments d’ADN en gel d’agarose, permet des séparations jusqu’a 20-25kb (20000-
25000pb). Le tampon utilisé pour la migration €électrophorétique a un pH basique (par

exemple : 8,3 dans le cas du tampon appelé¢ TBE = Tris-Borate-EDTA) [27].
3.9.2.1.5. Séquengage de '’ ADN

3.9.2.1.5.1. Principe

Le séquengage de I'ADN consiste & déterminer I’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN [28]. C’est le niveau de résolution le plus élevé pour rechercher la présence de
mutations ponctuelles dans un géne. La méthode utilisée aujourd’huti, proposée par F. Sanger
en 1977 (prix Nobel de chimie en 1980), repose sur I'utilisation de nucléotides particuliers
appelés didésoxynucléotides, qui bloquent la synthése d”’ADN par les ADN polymérases apres
leur incorporation. Ce blocage est di & l'impossibilité qu'ont ces nucléotides de former une

liaison phosphodiester avec un autre nucléotide en raison de I'absence du groupement
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hydroxyle sur le carbone 3'. Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué grice a la
mise au point de séquenceurs automatiques et de marquages des nucléotides & 1’aide de
fluorochromes.  Elle est devenue aujourd’hui une technique rapide et fiable utilisée
fréquemment dans le diagnostic de certaines maladies héréditaires. Elle reste néanmoins

coliteuse et réservée a certains génes en nombre limités et de petites tailles.

3.9.2,1.5.2. Réaction du séguengage
Le fragment d’ADN a séquencer est obtenu par PCR puis mis en présence d’un milieu
réactionnel contenant :
e [’amorce a partir de laquelle la synthése du néo brin sera réalisée par une ADN
polymérase,
e les 4 désoxynucléotides (dA, dT, dC, dG),
e les 4 didésoxynucléotides (ddA, ddT, ddC, ddG) marqués chacun par un
fluorochrome distinct,

e une ADN polymérase (en général la Tag DNA polymérase).

L’ensemble est soumis 3 une succession de cycles de polymérisation au cours desquels I’ADN
polymérase peut, au niveau de chaque nucléotide de I’ADN matrice, incorporer un
désoxynucléotide ou un didésoxynucléotide. Dans le cas ou elle incorpore un
désoxynucléotide, la synthése peut continuer, dans le cas contraire elle 5’arréte. Ce choix étant
aléatoire, chaque base de I’ADN matrice aura statistiquement vu un certain nombre de fois
I’incorporation d’un didésoxynucléotide, si bien que le milieu réactionnel contient I’ensemble
des molécules néo synthétisées possibles. Ces molécules sont ensuite dénaturées puis migrées
dans un gel d’électrophorése afin d’étre séparées selon leur taille. On peut ainsi reconstituer la
séquence en analysant la nature du fluorochrome terminant chacun de ces fragments néo
synthétisés, du plus petit (premier nucléotide de la matrice) au plus grand (dernier nucléotide

de la matrice).
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Figure 7: Principe du séquengage de ’ADN

3.9.5. Outils bioinformatique d’analyse des séquences D’ADN

3.9.5.1. Objet de la bioinformatique [29]
La bioinformatique est une discipline basée sur les acquis de la biologie, des mathématiques,

et de I’informatique. Elle consiste en ’ensemble des méthodes et programmes pour gérer,
organiser, comparer, analyser, explorer, I’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.

3.9.5.2. Analyse de séquences

L’analyse bioinformatique fondamentale et principale réalisée sur les séquences d’ADN est
I’alignement. Il s’agit de comparer des séquences grice a des algorithmes. L’objet d’un
alignement de séquences est en général pour :

- Quantifier et localiser la similarité
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- Trouver la meilleure mise en correspondance des résidus qui conservent I’ordre des
séquences (score de ’alignement).
- Prendre en compte des mutations ponctuelles qui se résument en trois événements majeurs :

Insertion, Délétion, Substitution.

3.10. Généralités sur le traitement et les résistances aux ARV

3.10.1. Traitement

3.10.1.1. Définition des ARV

Un antirétroviral (ARV) est une classe de médicament utilisée pour le traitement des
infections liées aux rétrovirus. Il s’agit de médicaments essentiellement virostatiques (actif sur
VIH-1 et VIH-2) dont ia plupart agit généralement par inhibition enzymatique. I1 n’ y a pas a
I’heure actuelle de traitement permettant de guérir du sida, malgré les efforts de la science,
mais 1’administration d’ARV modifie profondément I’évolution de la maladie en réduisant
rapidement la réplication virale avec disparition du virus dans le plasma et suppresston

presque totale de la production virale dans les organes lymphoides [30].

3.10.1.2. Objectifs du traitement antirétroviral

L’objectif principal du traitement antirétroviral est d’empécher la progression vers le SIDA en
restaurant un nombre de lymphocytes CD4 supérieurs 4 500/mm?. Pour atteindre cet objectif,
le traitement antirétroviral doit rendre indétectable la charge virale plasmatique en dessous du
seuil de détection (200, 50, 20 copies/ml selon les techniques). Ceci permet une meilleure
restauration immunitaire et limite au maximum le risque de sélection de virus résistants aux

traitements ARVs [3].

Si I’efficacité immunovirologique du traitement est essentielle, d’auntres objectifs doivent étre
recherchés simultanément :

- la meilleure tolérance possible, a court, moyen et long terme ;

- I’'amélioration ou la préservation de la qualité de vie ;

- la réduction de la transmission mére-enfant du VIH.
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3.10.1.3. Molécules disponibles

En 2009, de nombreux antirétroviraux sont disponibles dans six classes médicamenteuses et
agissent sur cinqg cibles (transcriptase inverse, protéase, intégrase, gp41 et CCR5) :
-inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI),

- inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI),

- inhibiteurs de protéase (IP),

- inhibiteurs de fusion (IF T20),

- inhibiteurs d’intégrase (INIs),

- inhibiteurs du CCR5 (Anti-CCRS5)

Parmi ces classes, seulement trois sont actuellement disponibles au Mali a savoir les INTI les
INNTI et les IP. Les combinaisons de ces molécules antirétrovirales ont permis de
transformer le pronostic d’une infection rétrovirale dont 1’histoire naturelle était 1étale chez

plus de 90% des patients en une infection chronique n’entrainant pas de déficit immunitaire

cliniquement significatif [31].
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Tableau I Molécules antirétrovirales disponibles avec une autorisation de mise sur le marché ou non en 2009

DCI

Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse

Zidovudine
Didanosine
Stavudine
Lamivudine
Emtricitabine

Abacavir

Inhibteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse

Ténofovir disoproxil

Inhibiteurs non nucléosidiques de Ia transcriptase inverse

Névirapine

Efavirenz

Etravirine

Combinaisons d’inhibiteurs de la transcriptase inverse

Zidovudine + Lamivudine

Abacavir + Lamivudine

Djeneba Bocar Fofana
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Abréviation

NVP
EFV

ETV

AZT+3TC
ABC+3TC

Nom de

spécialité

Rétrovirl®
Videx®
Zérit®
Epivir®
Emtriva®
Abacavir®

Viréad®

Viramune®

Sustiva®

Combivir®
Kivexa®

Laboratoire

pharmaceutique

GlaxoSmithKline
Bristol-Myers quibb
Roche
GlaxoSmithKline
Giléad
GlaxoSmithKline

Giléad
Boehringer
Bristol-Myers
Squibb

Tibotec

GlaxoSmithKline
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Ténofovir + emtricitabine

Lamivudine+ Stavudine + Nevirapine

Zidovudine + Lamivudine +Abacavir
Ténofovir + emtricitabine + éfavirenz
Inbibiteurs de Ia protéase
Saquinavir

Ritonavir

Indinavir

Amprénavir

Fosamprénavir

Lopinavir/ritonavir

Atazanavir

Tipranavir

Darunavir

Inhibiteur de fusion

Enfuvirtide

Inhibiteur du corécepteur CCRS

Maraviroc

These de pharmacie

Maif.

TDF -+ FTC
3TC + d4T+
NVP
AZT+3TC+ABC
TDF+FTC+EFV

SQV
RTV
IDV
APV
Fos-APV
LPV/r
ATZ

TPV
DRV

T20

MRV

Truvada®

Triomune®

Trizivir®

Atripla®

Invirase®
Norvir®
Crixivan®
Agénérase®
Telzir ®
Kaletra®
Réyataz®

Aptivus®

Prézista®

Fuzéon®

Celsentri ®

Giléad

GlaxoSmithKline

Roche

Abbott

MerckSD
GlaxoSmithKline
GlaxoSmithKline
Abbott
Bristol-Myers
Squibb
Boehringer
Tibotec

Roche

Pfizer

Profit des mutations de résistance chez des patlents infectés par le VIH-1, et en échec virologique de leur traitement antirétroviral de seccnde ligne 3 Bamako au

Page 29




Profil des mutations de résistance chez des patients infectds par le ViH-1, et en échec virologique de leur traitement antirétroviral de seconde ligne 3 Bamak
0 au

Mail.
Inhibiteurs de P’intégrasse
Raltégravir RVG Isentress® Merck
Elvitegravir EVG Giléad
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3.10.1.4. 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 ont accés aux
antirétroviraux. En Afrique subsaharienne, seulement 30% des personnes ayant besoin

d’ ARV en bénéficient réellement [2].

- les difficultés d’accés aux soins (précarité sociale, désorganisation des structures

sanitaires, contexte psychologique...), concernent un nombre significatif de patients,
- les contraintes de traitement au long cours sont réelles,

- les phénoménes de résistance acquise aux antirétroviraux actuellement disponibles

surviennent chez un nombre croissant de patients,

- les complications métaboliques (syndrome lypodistrophique, anomalies
glucidolipidiques) laissent présager une incidence accrue de complications vasculaires a

moyen ou a long terme.

3.10.1.5. Stratégies de traitement antirétroviral

Les schémas a base de combinaisons fixes sont recommandés. La stratégie déterminante
en 1996 dans ’obtention d’une réduction maximum de la charge virale était la trithérapie
comportant deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), associés a
un inhibiteur de protéase (IP). Actuellement, d’autres stratégies telles que deux INTI et un
inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI), qui est d’ailleurs le plus
utilisé en Afrique de 1’Ouest, voire trois INTI (surtout dans les situations suivantes :
tuberculose, VIH1+2, et VIH/Virus de I’Hepatite B (VHB), méme VIH-1, VIH-2), ont
conquis le titre de HAART (Highly Active Antiretroviral Thermaux),que I’on pourrait

traduire par « multithérapie fortement efficace »,

Ces stratégies permettent d’obtenir une réduction maximale de la charge virale, ce qui est

I’objectif clé de tout traitement, cependant les stratégies antirétrovirales, quelles que soient
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leurs efficacités, ne peuvent éradiquer le virus de I'organisme et donc « guérir» de

’infection rétrovirale [31].

En thérapeutique antirétrovirale, le premier choix des molécules pour le traitement doit
étre le bon et le plus puissant, donc déterminant dans la mesure o il influence les options
thérapeutiques ultérieures. Au moment du choix, il faut prévoir d’amblée des alternatives
pour d’éventuels cas d’échec ou de toxicité [32]. Tl faut aussi optimiser 1’observance aux

ARV, afin de garantir le succés des programmes en cours.
3.10.1.6. Associations recommandées [32]
Traitement de 1°° ligne, infection 2 VIH-1

Le traitement de premiére ligne correspond au traitement d’un patient naif ou ayant

changé certaines molécules de cette ligne pour cause d’intolérance.

(Lamivudine ou entricitabine) + (Zidovudine ou ténofovir ou stavudine) + (névirapine ou

efavirenz)
Traitement de 2°™ ligne

Le traitement de seconde ligne correspond au traitement de 2°™ intension aprés échec au
schéma de la 1°® ligne (Abacavir ou Zidovudine) + (didanosine) + (1 inhibiteur de
protéase booster de ritonavir) Le choix préférentiel d’IP en second ligne est le
lopinavir/ritonavir ou 1’atazanavir/ ritonavir, Le choix préférenticl d’une seconde ligne
chez un patient ayant regu en 1°* ligne, (AZT ou D4T) + (3TC) + (NVP ou EFV) est
I’association : zidovudine + didanosine + lopinavir/ritonavir. Lorsque la 1°® ligne
comprenait une association de type (TFD) + (3TC ou FTC) + (NVP ou EFV), on prescrit

en seconde ligne I’association zidovudine + didanosine + lopinavir/ritonavir.

L’association TFD + (3TC ou FTC) en seconde ligne ne pourra étre envisagée qu’en cas
de détection précoce de I’échec thérapeutique chez un patient ayant regu en 1°* ligne :
(AZT ou DAT) + 3TC + (NVP ou EFV). Dans ce cas, on privilégiera 1*association TDF +
(FTC ou 3TC) plutdt que I’association ABC + (3TC ou FTC)

Traitement de troisiéme ligne et/ou multi-échec
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2INTI + (darunavir/ritonavir ou raltégravir) + étravirine, dans ce cas précis, une

discussion pluridisciplinaire (cliniciens, virologues, pharmacologues) peut étre trés utile.

3.10.1.7. Critéres d’éligibilité [25).
» Adultes et adolescent :
v Traiter dés que le taux de CD4 <350 cellules/mm?® quelque soit I’état clinique

v Le taux de CD4 est nécessaire pour évaluer si les patients HIV au stade clinique 1 et 2

ont besoin de commencer le traitement ARV
v Traiter tous les patients aux stades cliniques 3 et 4 quelque soit le taux de CD4
» Enfant de plus de 12 mois :
CD4 <20% ou CD4 <750 en valeur absolue pour les enfants de 12 4 35 mois,
CD4 <20% Ou CD4 < 350 pour les enfants de 35 mois au pius,
» Enfant de moins de 12 mois :

Traiter tous quelque soit le stade clinique ou immunologique

3.10.1.8. Echec thérapeutique [5, 33]
On appelle échec thérapeutique 1’ensemble des situations suivantes :

- I’échec clinique, qui se caractérise par la survenue de manifestations cliniques, qui
peuvent étre des symptomes dus au VIH, survenue d’une nouvelle infection

opportuniste ou d’une tumeur ou la rechute d’une infection opportuniste antérieure.

- L’échec immunologique, qui se définit par la chute du taux de lymphocytes CD4 en

absence de toute autre infection concomitante et malgré le traitement.

- L’échec virologique, la situation la plus fréquente, qui se caractérise par une
réplication virale, conséquence d’une inefficacité de la combinaison thérapeutique. Ce
manque d’efficacité peut étre dii a plusieurs choses dont, la sélection des variants
viraux portant des mutations de résistance vis-a-vis d’une ou plusieurs molécules
antirétrovirales, De tel échec peut &tre défini de plusicurs maniéres : une non-réponse

au traitement caractérisée par une baisse de la charge virale plasmatique (CVp)
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inférieur a4 llog aprés un mois de traitement. Un échec primaire correspond a une
persistance de la CVp > 50cp/ml six (6) mois aprés le début de traitement. Un échec
secondaire est définie par un rebond de la CVp>50 copie/ml sur deux prélévements

consécutifs aprés une période de succes virologique.

Aprés la mise en évidence d’un échec virologique, il convient de réaliser un test
génotypique qui permettra de rechercher les mutations de résistance présentes dans les

génes ciblés par les molécules antirétrovirales [33].

3.10.2. Résistance du VIH-1 aux ARV

3.10.2.1. Définition

La résistance aux antirétroviraux a été rapportée pour la premiére fois en 1989 chez des
patients traités par la Zidovudine en monothérapie [34]. Depuis cette date, les thérapeutiques
antirétrovirales contre le VIH se sont diversifiées et la résistance a été reconnue comme |’une.
des causes majeures d’échecs thérapeutiques. Elle est définit par la présence de mutations sur
les génes codant les enzymes (protéase, transcriptase inverse, intégrasse) ou des protéines
(protéine de fusion) cibles des antirétroviraux. On distingue deux types de résistance : la
résistance acquise sous traitement, et la résistance primaire. En effet, pour cette derniere, les
patients porteurs de virus résistants peuvent transmettre ces virus a leurs partenaires qui vont

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

3.10.2.2. Mécanismes d’apparition des mutations de résistance

Plusieurs facteurs liés 4 la durée de vie et au cycle de réplication du VIH peuvent Etre
responsables d’une émergence rapide et généralisée de la résistance observée chez un

organisme.

Les mutations entrainent des modifications des enzymes ou protéines, en diminuant la
sensibilité des virus aux antirétroviraux par des mécanismes différents selon les classes et

selon 1'antirétroviral dans une méme classe [3].

Ces mécanismes peuvent &tre dus :
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e  Variabilité génétique tmportante du VIH,

La TI fait une erreur par cycle de réplication (1 erreur tous les 10 000 nucléotides), d’on

’introduction au hasard de mutations tout au long du génome.

Alors que la plupart de ces erreurs sont des substitutions de bases, d’autres mutations comme
les insertions, délétion ou duplications peuvent aussi se produire. Ce qui conduit 4 un taux
important de recombinaison. On parle alors de 1’existence d’une population virale diversifiée

appelée quast-espece ou variants viraux.

¢ Dynamique de production virale trés rapide, il a été calculé qu’environ 10 milliards de

virions étaient produit chaque jour chez une personne infectée [26].

+ DPréexistence, avant tout traitement, de variants viraux présentant des mutations de

résistance aux ARV, qui peuvent s’accumuler.

3.10.2.3. Mécanismes de la résistance aux antirétroviraux [34]

Il est communément admis que les mutations de résistance entrainent des changements en
acides aminés diminuant la fixation de Pinhibiteur sur la cible. Différents mécanismes de

résistance ont été identifiés en fonction des classes d’antirétroviraux.

3.10.2.3.1. Les analogues nucléosidiques

Les analogues nucléosidiques agissent comme des terminateurs de la synthése de I’ADN viral
par la transcriptase inverse. Ces molécules sont phosphorylées par des kinases cellulaires
générant des nucléotides triphosphates qui peuvent alors étre incorporés dans la nouvelle
chaine d’ADN en formation. Ces composés ne possédent pas de groupement OH en position
3’. De nouveaux nucléotides ne peuvent plus se fixer et la synthése d’ADN viral est alors

arrétée.
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Figure 8 : Mode d’action des INTI

Les inhibiteurs nucléosidiques sont de puissants inhibiteurs de la TI, et une nouvelle classe
d’analogue nucléotide, Tenofovir, est aussi disponible pour 1'usage clinique. -Le mécanisme
inhibiteur d’action est identique a ce de 1’analogue nuciéoside, avec la principale différence
structurale car le Tenofovir est une deoxyadenosine acyclique (fig8). Ces deux groupes
d’analogues ciblent le site actif sur la TI qui est engagé dans la polymérisation de ’ADN, ils
peuvent empécher ’infection de cellules susceptibles mais nauront pas d’effet sur les cellules

qui abritent déja le VIH.

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

de ]a synthése de I’ADN et excision de I’analogue de la chaine ’ADN.

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

changement conformentionel dans 1’enzyme responsable de la résistance (fig9).
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Figure 9: mutation sur la RT empéche Pattachement de PAZT [35]

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

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

La mutation M184V sur le géne de la TI est associée a une résistance de haut niveau &
I’analogue de la cytosine 3TC [34]. Un niveau élevé de résistance aux analogues de la
guanosine ABC et DDI semble exiger au moins 2 ou 3 mutations concomitantes. La mutation
Q151M est le plus souvent sélectionnée aprés plusicurs lignes de traitement comportant des
analogues nucléosidiques. Elle entraine la résistance de haut niveau a tous les INTI, excepté le
ténofovir et la lamivudine. Les mutations K65R et K70E entrainent une résistance
principalement par le ténofovir. L’impact de la mutation K65R semble nul sur les analogues
de la thymidine. Cette mutation est fréquemment sélectionnée lors de Putilisation de
combinaisons d’INTI qui ne sont pas recommandées (abacavir et/ou didanosine associés au
ténofovir sur des virus dépourvus de TAM). L’abacavir en association & la lamivudine
sélectionne en priorité la mutation L74V/I avec une fréquence plus importante quand cette

combinaison est donnée en une fois par jour et en association aux INNTIL.

- Le second mécanisme est associé a un renforcement de ’enlévement des analogues de ces
sites d’attachement 4 la fin de la chaine "’ ADN appelé excision des analogues ou réaction de

phosphorolyse.

Cette excision de 1’analogue nucléosidique déja incorporé est conférée par des mutations

appelées TAM (thymidine analog mutations). Ces mutations favorisent I’accés de ’ATP au
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site de polymérisation de I"’ADN proviral, qui va capter ’analogue thymidique inséré,
permettant ainsi au nucléoside naturel de s’incorporer, libérant le médicament et mettant fin &

son action [3].

Transcriptase
Inverse

Virus sensible

ATP
., TAM permet A
W )/_ ATP de se lié TI

Virus résistant

Excision de nucléoside AN

"ADN par PATP .y N
- L

i
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Figure 10; Résistance par excision des analogues nucléosidiques {35]
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Elles sont sélectionnées séquenticllement par les analogues de la thymidine, zidovudine et
Stavudine, et comprennent six (6) : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, et K219Q/E [5].
Les TAM sont responsables d’une résistance 4 I’ensemble des INTI, sauf a la lamivudine, et &
des niveaux divers [34]. Cette résistance croisée est variable en fonction du nombre de TAM
et de I'INTI. Par ailleurs, les mutations K70R et K219Q/E ont moins d’impact que les quatre
autres dans cette résistance croisée. La mutation M184V, en présence de TAM, augmente la

résistance in vivo a I’abacavir et n’a pas d’impact sur le ténofovir et la didanosine[34].

Il faut noter que, dans cette classe d’ARVs, la barriére génétique est variable selon les
molécules, et en particuliers trés faible pour la lamivudine et ’emtricitabine. Un autre
mécanisme consistant en des insertions au codon 69 de la transcriptase inverse est également

associé a une résistance multiple a I’ensemble des analogues nucléosidiques et au ténofovir.

3.10.2.3.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

Ce sont des petites molécules qui se fixent au niveau d’une poche hydrophobe située a
proximité du site catalytique de la transcriptase inverse. Elles altérent les enzymes capables de

changer de conformation, qui leur rend rigide empéchant sa fonction normale de

polymérisatton.
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Figure 11 : Mécanisme d’action et de résistance des INNTI [35]
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- Ces composés sélectionnent des mutations situées au niveau de leur site de fixation qui
affectent la flexibilité de 1’enzyme, bloquant ainsi la synthése d’ADN. Une seule mutation &
ce niveau peut entrainer une résistance croisée de haut niveau aux INNTI de 1% génération
(I’éfavirenz et la névirapine). Si une mutation apparait dans la poche hydrophobe, 1’inhibiteur
ne peut plus s’y fixer pour bloquer I’activité de la TI. La présence des mutations Y181C et
Y188C diminue fortement la fixation des INNTI en modifiant la taille et la forme de la poche
de liaison [5] . Ce sont typiquement des molécules dont la « barriére génétique » est faible.
Puisque tous les INNTI essentiellement se lient a la méme région de la TI, les mutations dans
cette zone affecteront obligatoirement les agents de cette classe dans certaines mesures. Ceci
peut expliquer la fréquence élevée de résistance croisée [36]. Cependant, des INNTI de
deuxiéme génération comme étravirine sont actifs sur certains virus ayant des profils de
résistance aux INNTI classiques [3]. De plus, I’accumulation de mutation de résistance aux
INNTI diminue fortement I’efficacité de I’étravirine. Il est recommandé de ne pas laisser
persister de réplication résiduelle sous I’éfavirenz ou névirapine, qui entraine rapidement
I’accumulation de mutations de résistance aux INNTI et réduit les possibilités de traitement

ultérieur par I’étravirine.

La mutation K103N, est la plus fréquente en clinique, stabilise la TI, empéchant ainsi ['INNTI
de venir se lier [37]. Les effets secondaires des INNTI sont généralement moins que ceux des
analogues mucléosidiques. Cependant le principal inconvénient de ces agents est leur rapide

développement de la résistance.

3.10.2.3.3. Les inhibiteurs de protéase

Les particules virales nouvellement assemblées ne sont fonctionnelles ou infecticuses
qu’aprés une maturation finale. Cette maturation mécessite le clivage des précurseurs de
protéines virales par des enzymes appelées protéases virales. Ces protéases sont des diméres
symétriques avec un core central qui lient les peptides qui doivent étre modifiées par
I’enzyme. Les IP sont désignés pour s’adapter et se lier au site catalytique de I'enzyme avec
une affinité élevée et de bloquer son activité, L’inhibition de I’enzyme permet la libération

des particules virales immatures et non infectieux.
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Figure 12: Mécanisme d’action des IP [35]

La résistance aux IP est liée a des mutations situées, d’une part, au niveau du site actif de
Penzyme (mutations majeures), et d’autre part, a distance du site actif, s’accumulent et
renforcent une résistance préexistante (mutations mineures). Ces mutations peuvent étre
¢galement polymorphiques et sont généralement communes a tous les IP [38]. Une mutation
majeure va changer la conformation du site actif de la protéase, empéchant ainsi I'IP de s’y
fixer [39]. Une mutation mineure ne va pas influencer la liaison de I'IP au site actif. A elle
seule, elle ne confére pas de résistance. Mais ’accumulation de celle-ci avec une mutation

majeure ou de nombreuses mutations mineures confére une résistance aux IP {407 .
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Figure 13 : Les mutations dans la protéase réduit ’affinité et ’effet des IP [35]

La résistance aux IP est donc, un phénoméne graduel avec accumulation progressive de

mutations [3] .

Certaines de ces mutations primaires sont spécifiques d’un IP. C’est le cas de la mutation
ISOL sélectionné par |’atazanavir chez des patients naifs, qui, in vitre, n’entraine pas de
résistance croisée avec les autres IP. Chez des patients ayant déja recu d’autres 1P, d’autres
mutations vont étre sélectionnés par 1’atazanavir, en particulier, la mutation 184V responsable
de résistance croisée aux IP. Les autres IP, comme P’indinavir, le squinavir et le lopinavir,
peuvent sélectionner des mutations responsables de résistance croisée, en particulier les
mutations V82A/F/S/T, I84V/A et L9OM, qui, lorsqu’elles sont associées, rendent difficile le

choix du traitement de relais [34].

De nombreuses études démontrent clairement qu’il existe une grande différence entre les IP
potentialisés par le ritonavir (IP/r) et les IP non potentialisés en terme de taux de sélection de
mutations de résistance chez les patients naifs d’antirétroviraux [34]. Les études de résistance
menées lors des essais de monothérapie d’IP/r montrent une plus grande fréquence de
résistance avec ce type de stratégie, qui et n’est pas recommandée [3]. La notion de barriére
génétique forte mérite d’étre nuancée. En effet, certaines mutations isolées peuvent étre

associées 4 un échec virologique, méme au cours d’une premiére ligne d’un IP/r [34].

Parmi les nouveaux IP, le tipranavir (TPV) semble sélectionné chez les patients prétraités des
mutations également sélectionnées par beaucoup d’autres IP (par exemple, VB2L/T et 184V)
qui sont responsable de résistance croisée [3]. Des études récentes ont démontré qu’il existe
des mutations dans le géne gag, au niveau des sites de clivages ou & proximité, qui semblent
conférer une résistance aux IP. Cependant, elles ne sont pas systématiquement analysées par
les tests génotypiques classiques qui ne séquencent que la protéase virale [3]. Il n’y a

probablement pas de résistance croisée entre les analogues du nucléoside (AZT, DDI, d4T,
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3TC...) et les inhibiteurs de protéase (SQV, IDV, RTV...). Ces deux types de médicaments
agissent de fagon entiérement différente sur des génes différents & des endroits différents du

virus [34].
2.3.4. Lies inhibiteurs d’entrée

L’entrée du virus dans la cellule requiert plusieurs étapes, comprenant successivement
I’attachement du virus (liaison de la gp120 a la molécule CD4), la liaison au corécepteur puis
I’association des deux boucles trimériques, HR-1 et HR-2, localisées dans la gp41, conduisant

a un rapprochement des membranes virale et cellulaire et a leur fusion.

Host Gall membrane

__i . HMEusion 1
E% r — Peptide —e

' 4 »
v gpst ¥

HIV Envelope

Figure 14 Fusion peplomer du VIH a la membrane de la cellule hte [35].

Actuellement, de nombreux antirétroviraux en développement explorent la possibilité de
bloquer une de ces étapes. L’inhibiteur de fusion, enfurvitide ou T20, est un peptide
symétrique de 36 acides aminés dérivé de la région HR-2 de la gp41, qui lie la gp41 du VIH
et empéche les changements conformationnels qui aboutissent & la fusion du VIH et la
membrane cellulaire de [’hote.
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Figure 15 : T-20 lié au peplomer du vih et bloque son mouvement [33]
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La résistance de ces molécules est due 4 des mutations apparaissant sur la gp4l qui sont
responsables de la résistance au T20. Elles apparaissent rapidement et empéchent I’inhibiteur

de fusion de venir se fixer 4 Ia région HR2 de la gp41[41] .

Des mutations dans HR-1 réduisant la sensibilité au T20 ont été identifiées in vitro et in vivo
chez des échappant 4 I'enfurvitide dans les essais cliniques [3]. Quant & la résistance aux
antagonistes du corécepteur CCRS5 tel que le MRV, elle est liée & certaines mutations
apparaissant dans la boucle V3 de la gp120, résultant en un changement conformationnel qui
permet a ’enveloppe virale de se lier au complexe formé par le MRV et le CCRS5. Une autre
voie d’échappement aux antagonistes du CCRS est I’émergence de virus a tropisme CXCR4
[42] . Il n’existe pas de résistance croisée entre T20 et d’autres inhibiteurs d’entrée tels que les

inhibiteurs des corécepteurs CCRS.

3.10.2.3.5. Les inhibiteurs d’intégrasse

Les inhibiteurs d’intégrasse du VIH-1 bloquent l’intégration de I’ADN viral dans I’ADN
chromosomique de la cellule et donc la réplication virale. Le raltégravir (Isentess, RAL)
bénéficie d’'une AMM depuis Janvier 2008, alors que [’elvitégravir est en cours de
développement. Quelques profils de mutations distincts ont ét€ mis en évidence lors d’un
échappement au RAL [43]. La résistance aux inhibiteurs d’intégrasse est due a la sélection de
mutations se situant au niveau du site catalytique de ’enzyme, et a I’émergence, sous
traitement, de varjants viraux initialement minoritaires, portant des mutations de résistance
[3]. La barri¢re génétique de cette famille est faible et une seule mutation peut induire
d’emblée une résistance compléte et croisée entre ces molécules. Il convient donc d’étre trés
vigilant et de n’autoriser aucune réplication résiduelle sous traitement comportant un

inhibiteur d’intégrasse.

3.10.2.4. Les tests de résistance

La résistance est I’'un des facteurs majeurs limitant un succés thérapeutique de 1’infection a
VIH [35] . Deux méthodes sont actuellement utilisées pour évaluer la résistance du VIH aux

médicaments. Les tests génotypiques recherchent les mutations associées 4 la résistance aux
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antirétroviraux. Ces mutations diminuent la sensibilité du virus aux antirétroviraux concemés.

Ceci est analysé par des tests phénotypiques ol le virus est cultivé en présence du composé.

Le but de ces tests est d’aider le médecin a choisir les médicaments qui pourront étre plus
efficaces contre les souches qui infectent ses patients. Ils font partie intégrante de la prise en

charge thérapeutique des patients.

3.10.2.4.1. Tests génotypiques [34, 35]

La résistance génotypique refléte la présence de mutations & D’origine de résistances
phénotypiques ou cliniques. Les tests génotypiques permettent d’analyser les mutations
présentes dans les génes de la transcriptase inverse, de la protéase, de I’intégrase, de la boucle

V3, de la gp41 et du co-récepteur CCRS.

Deux kits de séquengage sont disponibles, avec intégration d’un logiciel interprétant le profil
de mutation : les kits des firmes Bayer (Trugene HIV-1 genotyping kif) et Abbott (Perkin
Elmer ABI Viroseq Genotyping system) ont recu l’agrément d’utilisation par 1’Agence

francaise de sécurité sanitaire et de la Food and Drug Administration aux Etats-Unis.

Ces deux kits, évalués dans un méme laboratoire, donnaient des résultats trés concordants

(97,8%).

Aprés PCR, le séquengage des génes avec migration électrophorétique sur séquenceurs
automatiques est la technique de référence. Des logiciels traduisent les séquences
nuciéotidiques en acides aminés. La lecture s’effectue en analysant chaque position connue
comme associée a des mutations de résistance, par rapport 4 une séquence de référence ; la

population virale 4 ce codon peut étre sauvage, mutée ou mixte.

La décision de modification thérapeutique, fondée sur les tests génotypiques, semble avoir un
impact plus grand sur la réponse virologique chez les patients dont la durée d’exposition

préalable aux antirétroviraux n’est pas trop importante. La valeur prédictive des tests
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génotypiques est d’autant meilleure que.des concentrations plasmatiques efficaces d’'IP et une

bonne observance au traitement sont présentes chez les patients.

Un contrdle de qualité des tests génotypiques, organisé par le groupe Résistance ACI1 de
I’ANRS en France, est réalis¢ chaque année depuis 2001. Ce contrdle a un réle pédagogique
important, comme atteste par I’amélioration de. la performance des laboratoires depuis son

instauration.

3.10.2.4.2. Tests phénotypiques

Le test phénotypique repose sur la détermination de la concentration du produit actif
nécessaire pour inhiber la réplication virale de 50% ou 90%. La résistance phénotypique est
mesurée en comparant la valeur de la concentration inhibitrice (CI) des isolats viraux testés a
celle des isolats de souches sauvages [35] . Trois firmes réalisent de nos jours des tests
phénotypiques graAce a la technique de virus recombinants. On peut citer le test
Antivirogram® de virco, le test PhenoSense® de Monogram BioScience et le test

Phenoscript® d’Eurofins Scientific.

3.10.2.5. Les indications et les critéres d’utilisation des tests de résistance

Plusieurs arguments plaident actuellement pour ’instauration d’un test génotypique de
résistance au moment de la découverte de la séropositivité quelque soit le début du traitement.
11 doit étre effectué lors d’un changement de traitement antirétroviral aprés échec virologique.
Dans ce cas il est recommandé de réaliser les tests de résistance alors que le patient est sous
traitement antirétroviral. Le test de résistance est également recommandé chez les femmes
enceintes avant de débuter un traitement et chez les celles qui tombent enceinte au cours du

traitement [44].
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4, Méthodologie

4.]. Cadre et lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée au centre de recherche et de formation sur la tuberculose et
VIH/SIDA « SEREFO », a la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie
(FMPOS). SEREFO est un centre de recherche issue de la collaboration entre la FMPOS et
les Instituts Nationaux de la santé des Etats unis d’Amérique pour une meilleure formation

des chercheurs et la recherche sur le VIH et la tuberculose.
Les activités de SEREFO portent sur :

- Volet laboratoire :
L’activité de laboratoire est axée sur |’isolement, I’identification et la description des variants
de souches de mycobactéries d’une part et 1’étude de la réponse immunitaire des patients
infectés par le VIH et la tuberculose d’autre part. Le laboratoire dispose d’un espace de haute
sécurité appelé laboratoire de niveau P3 dans lequel on pratique la culture des mycobactéries.
Un laboratoire de sérologie, de charge virale, pour le diagnostic du VIH existe. Un laboratoire
de biologie moléculaire permet de réaliser la PCR, le Spoligotyping et le RLFP. L’étude de la
réponse immunitaire a lieu dans le laboratoire d’immunologie équipé de Facs counts, Facs

Calibur, de LSR II et deux hottes 4 flux laminaires.

- Volet clinique :
I1 s’occupe du recrutement et le suivi de patients sur le plan clinique au niveau d’espace
aménagés dans les hépitaux, au CESAC, dans les centres de référence des communes de

Bamako.

4.2, Type et période de I’étude
Il s’agissait d’une étude épidémiologique transversale qui s’est déroulée de mars & décembre

2009.
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4.3. Population d’étude

Notre étude a porté sur les patients recrutés au niveau de cingq sites de prise en charge du

VIH a Bamako. 1] s’agissait des patients tout venant et répondant aux critéres d’inclusion.

4.4, Critéres d’inclusion

o Nous avons inclus tout patient infecté par le VIH-1, sous traitements
antirétroviraux et ayant regu toutes les trois classes d’ARVs disponibles au
Mali (INTI, INNTI et IP) et en échec virologique de leur seconde ligne.

o Une charge virale élevée (> 1000 copies/ml) et suivi dans un site de

prescription des ARVs.

4.5, Criteres de non inclusion

Nous n’avons pas inclus :
o patients infectés par le VIH-2
o patients infectés par le VIH-1 et en échec de premiére ligne de traitement ARV
o patients échec de seconde ligne avec une charge virale inférieure & 1000

copies/ml

4.6, Technique utilisée [44]

Il s’agissait de faire le génotype de résistance pour tous les patients inclus dans notre €tude
par un séquenceur (ABI 3130, Applied Biosystems) en utilisant un kit prét a I’emploi, la
technique Viroseq. L alignement et I’analyse des séquences ont été réalisés par les logiciels

Sequencing Analysis et Viroseq™ HIV-1 Genotyping System (Abbott Molecular).
Les données sur les paramétres démographiques, comme I’age et le sexe, les renseignements

sur les traitements regus ainsi que les paramétres immunovirologiques ont €té obtenus a partir

de Ia fiche de demande du test de génotype adressée au laboratoire (cf annexe).
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4.6.1. Principe de la technique Viroseq®

Le viroseq™ HIV-1 Genotyping System détecte les mutations dans les régions de la
transcriptase inverse (TI) et de la protéase (PR) du géne pol et fournit un rapport présentant
les preuves génétiques d’une résistance virale. Il s’agit d’un systéme complet fournissant les
réactifs nécessaires a I’isolement de I’ARN viral du plasma, a la RT-PCR, alaPCR et 4 la
réaction de séquence. La totalité du géne de la protéase ¢t les deux tiers du géne de la TI sont
amplifiés pour générer un amplicon de 1,8 kb. Cet amplicon est utilis¢é comme matrice de
séquengage pour 7 amorces générant une séquence consensus d’environ 1,3 kb. Le logiciel
viroseq™ HIV-1 Genotyping System Software assemble, édite et identifie les mutations au
niveau de cette séquence de 1,3 kb. Le logiciel compare la séquence consensus avec une
référence connue, HXB-2 (issu d’un sous-type B du VIH-1), afin de déterminer les mutations
présentes dans 1’échantillon. Il utilise ensuite un algorithme de marque déposée pour analyser
les mutations et générer un rapport de résistance aux différentes classes d’ARVs (INTI,
INNTI et IP).

4,6.2. Réactifs ¢t matériel

v Réactifs

e Viroseq HIV-1 module préparation des échantillons (ABBOTT, CERELA)
HIV Viral Lysis Buffer (tampon de Jyse virale VIH)

RNA Diluant (Diluant ARN)

s Viroseg HIV module RT-PCR (ABBOTT, CERELA)

HIV RT mix ( mélange RT VIH)

RNase Inhibitor ( Inhibiteur de RNase)

Mul.V Reverse Transcriptase ( transcriptase inverse MuLV

HIV PCR Mix ( mélange PCR VIH)

AmpliTaq Gold DNA Polymerase ( ADN plymerase AmpliTaq Gold)
AmpErase UNG ( UNG

DTT (Dithiothreitol)

DNA Mass Ladder (Echelle de masse moléculaire)

Agarose Gel Loading Buffer (Tampon de charge en gel d’agarose)

¢ Viroseq HIV-1 Module de sequencing (ABBOTT, CERELA)

Djeneba Bocar Fofana These de pharmacie Page 49




Profit des mutations de résistance chez des patients infectés par le VIH-1, et en échec virologique de leur
traitement antirétroviral de seconde ligne 3 Bamako au Mali,

HIV Seq Mix A, B, C, D, F, G et H ( Amorces oligonucléotiques spécifiques du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, AmpliTaq DNA Polymerase, Chlorure de magnesium)
Pop6 ( polymer)
Tampon EDTA
Kel (chlorure de Potassium)
v Matériel
Séquenceur de type ABI a 4 capillaires (Appleid Biosystems, HITACHI)
Deux ordinateurs de bureau
FEmbouts résistants aux aérosols, sans RNase, 10 a 1000 uL
Gel d’agarose, contenant du bromure d’éthidium
Systéme d’électrophorése en gel d’agarose (cuve & gel & alimentation €lectrique, 10V/cm de
gel d’agarose)
Centrifugeuse, réfrigérée (21000 & 25000 xg), avec rotor hermétiquement fermé, pour tube de
1,5mL
Centrifugeuse avec pompe & vide (DryFast®)
Plaque de 96 puits (CERELA)
Ethanol, 100%, non dénaturé (VWRT)
Bromure d’¢éthidium (Eurobio)
Isopropanol & 100%, anhydre (VWR™,)
Tissu non pelucheux
" Tubes muni de bouchons & vis, 1,5 mL
Boite 4 lumiére UV (lampe UV de 300 nM)
Agitateur Vortex
Eau stérile désionisée, exempte de RNase/DNase
Tampon TBE 10X
Pipettes de transfert 4 embout trés fin
Congélateur et réfrigérateur satisfaisant aux conditions de conservation indiquées dans la
documentation relative au produit
Hottes de sécurité biologique & flux laminaire, propre

Blouse, gants sans poudre, eau de javel...
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4.6.2. Procédure de la technique :

4.6.2.1. Préparation de I’échantillon et I’extraction de PARN viral:

Recommandations avant de commencer la préparation de [’échantillon :
-Abaisser la température de la centrifugeuse a +4°C
- Décongeler ies échantillons et le ARN Diluent (les conserver a +4°C)
1. Pour chaque échantillon, prendre un nouveau tube de 1,5mL ARN/ADNase Free avec
bouchon.
2. Transférer 500pL de plasma dans chaque tube
3. Centrifuger les échantillons a 23500g pendant 60 minutes & +4°C
4. Pendant I’heure de centrifugation :
o Préparer PETOH 70% et le mettre au froid
o Mettre le Lysis Buffer & température ambiante, ou au bain-marie a 37°C
5. Aspirer délicatement le surnageant en faisant attention au culot
6. Précipiter 600puL de Viral Lysis solution dans chaque tube, en s’assurant qu’il n’y a pas de
précipité ni de cristaux dans solution
7. Vortexer chaque tube 3 a 5 secondes pour bien mélanger
8. Centrifuger briévement pour enlever tout le liquide du bouchon
9. Laisser 1'échantillon 10 minutes 4 la température ambiante pour assurer la lyse compléte du
virus
10. Précipiter 600pL d’Isopropanol dans chaque tube
11. Vortexer chaque tube 3 4 5 secondes
12. Centrifuger les échantillons a 23500g pendant 15 minutes & température ambiante
13. Aspirer délicatement le surnageant en faisant attention au culot
14. Ajouter ImL d’ETOH 70% froid dans chaque tube
15. Vortexer chaque tube 3 a 5 secondes
16. Centrifuger les échantillons a 23500g pendant 5 minutes a 25°C
17. Aspirer délicatement le surnageant en faisant attention au culot. Donner un coup bref de
centrifugeuse pour retirer tout I’ ETOH 70% résiduel. Puis sécher le culot 10 minutes.
18. Resuspendre chaque culot avec le RNA Diluent froid en accord avec les indications

suivantes
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Si la charge virale est | Ajouter

>15 000 copies/ml 100pul RNA Diluent
2000-15 000 copies/ml | 50ui RNA Diluent
Inconnue 50pul RNA Diluent

NB Maintenir les échantillons dans de la glace.

19. Vortexer 10 secondes pour resuspendre le culot, puis centrifuger

20. Placer immédiatement les échantillons dans la glace si la réaction de RT-PCR est
effectuée tout de suite, sinon stocker le RNA 4 -80°C.

4.6.2.2. Technique de la réaction de RT-PCR (incubation & 60°C)

A préparer pour la réaction de RT :

1. Si nécessaire, décongeler les ARN, vortexer 3-5 sec

2. Marquer un tube de 0,2mL par ARN

3. Décongeler le RT mix et le DTT, Vortexer 3-5 sec

4. Enlever le RNase Inhibitor et la MuLV Reverse Transcriptase du coffret

5. Ne pas vortexer les enzymes

6. Centrifuger tous les réactifs et les échantillons a 2-8°C ou dans la glace une fois utilisés.

Préparer le master mix de la fagon suivante :

Tableau IV : Réactifs et quantités utilisées

Réactifs Volume (ui/échantillon)
HIV RT Mix 8
RN Ase Inhibitor 1
MuLV RT 1
DTT 0,4

Vortexer et centrifuger. Garder le master mix 4 25°C
Mettre 10pL d’ARN extrait dans chaque tube.

Programmer le thermocycleur de la fagon suivante :

Djeneba Bocar Fofana Thése de pharmacie Page 52




,//"'"‘"._-n-"f“

e rdsistance chez des patients infectés par le ViH-1, et en échec virologique de teur

profil des mutations d
traitement antirétrovirat de seconde figné 3 gamakoau Mali.

Tableau Vv : Protocole d’amplification

Température
65°C

Libére et relache les structures secondaires de I’ARN

Refroidir pour la température optimale de I'enzyme

m Reverse transcription
m Inactivation du MuLV RT

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

Laisser le RT master mix 2 température ambiante

Metire en pause I’instrument et retirer immeédiatement les échantillons du thermocycleur
Ajouter 10pL de RT master mix dans chaque tube

Vortexer et centrifuger

Remetire les tubes dans le thermocycleur et continuer la réaction de RT en pause.

Laisser les échantillons 3 +4°C au minimum 10 minutes ou stocké 3 -20°C

4.6.2.3. Réaction de PCR

Recommandations : -Décongeler le PCR mix et PUNG, Vortexer €t centrifuger
- Centrifuger les enzymes, 1’ AmpliTag Gold et UNG

Préparer la PCR Master mix de la fagon suivante :

Tableau VI : Réactifs et quantités utilisées

Réactifs Volume
(pl!échantillon)
PCR mix 29,5
AmpliTaq Gold 0,5
UNG 1,0
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Vortexer et centrifuger

Ajouter 30uL de PCR Master mix dans chaque tube provenant de la réaction de RT

Charger les échantillons sur le thermocycleur et programmer de la fagon suivante :

Tableau VII: Protocole d’amplification de Ia PCR

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

4.5.2.3. Préparation des produits de PCR pour la réaction de séquence

Purification des produits de PCR suivant le protocole des colonnes Microcon-100

I.

LS

I VIS

Pour chaque échantillon, insérer une colonne Microcon-100 Spin dans un tube de
collection Microcon de 1,5mL.

Ajouter 300ul, de KCl dans chaque colonne sans toucher la membrane.

Charger les 50pL de la réaction de PCR en haut et au centre de la colonne sans
toucher la membrane.

Fermer les capuchons de chague tube et centrifuger pendant 15 minutes 2 10000rpm
Ouvrir les capuchons et ajouter 300puL d’eau distillée dans le centre chaque colonne.
Inverser la colonne et la placer dans un nouveau tube de 1,5mL

Centrifuger pendant 5 minutes & 10000rpm

Enlever et jeter les colonnes, les tubes doivent approximativement contenir entre 40 et

50uL de produit de PCR purifiés.
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Déposer sur gel d’agarose pour confirmer et quantifier les produits de PCR

1.
2.

Préparer un gel d’agarose a 1% contenant 0.51g/mL de Bromure d’éthidium.
Mixer SpL de produit de PCR purifiés avec 5 pL de Gel Loading Buffer sur du

parafilm.

Charger 6 pL de DNA mass ladder en position 1 et 3 pL. de DNA mass ladder en

position 2 sur le gel.
Charger les 10pL du mix (Produit de PCR + Gel Loading buffer) sur le gel & partir de

la position 3 sur le gel.

Migrer pendant 30 minutes & 90 volts

Examiner le gel sous la lumiére ultra violete UV et photographier le gel.

Aprés la photo, diluer les produits de PCR purifiés pour avoir une concentration

optimale de la fagon suivante :

&L DNA Fal DNA Sampie 1 Sempio 2 Semple 3 Sarvpia 4
Maes Ladder  Kags Ladder

Ditute Ditute Dilute Add walter ot

118 14 1:2 o BaL gulizble for
i mequencing

Figure 16 : Photo de gel

4,6.2.4. Réaction de séquence

Djeneba Bocar Fofana

Décongeler les 7 amorces mixes (A, B, C, D, F, G, H).

Ajouter 12uL de chaque Primer mix sur une plaque vide

Ajouter 8uL (ou 10pL si la CV est faible) de produit de PCR purifié
dans chaque puit de la plaque contenant I’un des 7 primers.
Vortexer et centrifuger la plaque

Charger les échantillons sur le thermocycleur et démarrer le

programme suivant :
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Tableau VIII: Protocole d’amplification de la réaction de séquence

Nombre de cycle | Température Temps Processus
25 96°C 10 secondes DNA
50°C 5 secondes Dénaturation
60°C 4 minutes Primer
Annealing
Primer
Extension
- 4°C HOLD -

Aprés la réaction de séquence, nous avons procédé a la purification des produits de PCR

séquence par la méthode « NUCLEO FAST 96 de Machely Nagel », qui consiste, aprés la
mise en place du dispositif (voir annexe), a resuspendre les produits de PCR séquence (tout
en respectant ordre du schéma de plaque PCR séquence) dans 200uL d’eau DNA free pour
la purification 4 1’aide d’un systéme sous vide. Pour récupérer les ADN marqués et purifiés,
nous avons déposé S0UL d’eau DNA free, bien mélanger puis distribuer 20uL de ces ADN

marqués dans une plaque de séquence ABI 3130.

4.6.2.4. Résultats et interprétation

A la fin des runs, les échantillons ont été¢ analysés immédiatement par le logiciel
« Sequenging analysis » sur I’ordinateur relié au séquenceur, puis ré analysés sur un autre
ordinateur ou les séquences ont ét¢ ensuite alignées par rapport a une séquence de référence
de VIH-1, HXB2, grice au logiciel Viroseq. Les mutations de résistance sont répertoriées en
soumettant la séquence dans la base de données stanford et celle de PANRS (

http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html) et la recherche d’homologie entre nos

séquences et celles d’autres isolats a été faite a partir de cette base de donnée.

Djeneba Bocar Fofana These de pharmacie Page 56




[E el
-

Profil des mutations de résistance chez des pafients infectés par fe VIH-1, et en échec virologique de leur
traitement antirétroviral de seconde ligne 3 Bamako au Mall,

1360, 144 | 152G , 1600, 1880 1780, | 184D | 1520, ., 2000

RCTHCCTAT TGGGTAR GYGGHGGGGGOTGGAGHGGRGGATGCATGSE TCGGHEGCCTGGTGGCCA GRS

130 140 150 160 170 15 190
Substitution G->T

MUTANT

D]

I
1
A . L WL J.d. e, FEkm i..‘i. xilln. .

JALNIEEES

1360, 1440 , 1520/ , 1600 1680 1760, 1840, , 1820, 2000,

TRCCTRT TGGGIRAGTGGAGGGGGTGGAGGEGOGAGGATGCATGGC TCOGGRGC CTGGTGGC CGGAGT TG6C
130 140 150 160 170 180 190

r NORMAL

Figure 17 : Exemple d’alignement des séquences nucléotiques

La substitution de G & T désigné par N, est une double population, c'est-d-dire une souche
sauvage et souche mutée.

Le site (www.ncbi.nih.gov /projects/genotyping/formage.cgi) a €té utilisé pour identifier les
sous types de VIH rencontrés chez nos patients, en soumettant nos séquences dans la base de

données de ce site.

Le rapport de résistance aux antirétroviraux généré par le logiciel Viroseq® (cf annexe) a été

discuté au staff clinico-biologique de la Cellule Sectorielle de Lutte contre le SIDA et remis

au médecin pour la prise en charge.
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Flgure 18 Schéma de la methodolog1e du génotypage

4.5.2.7. Analyse des données

Nos données ont ét€ saisies dans Microsoft Word et Excel, et I’analysé par le logiciel SPSS.

Nos références ont été collectées et insérés avec le logiciel EndNote program.
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5. Résultats

Nous avons recrutés 45 patients infectés par le VIH-1, et en échec virologique de leurs
traitements antirétroviraux de seconde ligne. Ces patients proviennent essentiellement de cing
(5) sites de prise en charge des patients (SPEC) infectés par le VIH a Bamako. Il s’agissaient
du centre d’écoute d’animation et de conseil (CESAC) ; du service de médecine interne du
CHU du point G (MedInt/HPG), des services de gastro-entérologic (Gastro/HGT) et de la
pédiatrie (Ped/HGT) du CHU du Gabriel Touré, et de I'unité de soins et d’animation de la
commune V (USAC CV).

Tableau IX: Répartition des patients en fonction de I’ige

Age (années) Effectif Pourcentage (%) |
<29 18 40,0
3044 25 _ 55,6
>45 2 4.4
T T 7y

Cinquante six pour cent de nos patients se trouve dans la tranche d’age 30-44, avec une
médiane d’age de 31 ans et des extrémes de B et 56 ans.

H Masculin {n=14)

H Feminin (n=31})

Figure 19 : Répartition des patients en fonction du sexe
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Le sexe ratio est 2,33 en faveur des femmes,

Tableau X : Répartition des patients en fonction du service demandeur

Ped/HGT 8 17,8
CESAC 18 40,0
Med Int/HPG 1 2,2
USACCYV 7 15,6
Total 45 100

La majeure partie de nos patients a été recrutée au CESAC soit 40%.

Tableau XI: Répartition des patients en fonction du taux de lymphocyte T CD4"

) CD4.~+,fm3 Effectif Poﬁrcentagé (%) |

- T P PPy TP o S e T o oo ey
<200 32 71,1
200-350 8 17,8
>350 5 11,1

Soixante onze pour cent de nos patients avait un taux de CD4+ inférieur a 200 cellules/mm?
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Tableau XII : Répartition des patients en fonction de la charge virale plasmatique
(CVp) en copie/ml

CVen :I;Tml | Effectit i}
<50 000 14 31,1
50 000-100 000 7 15,6
100 000-500 000 19 422
>500000 5 11,1
Total 45 100

Quarante deux pour cent de nos patients avait une CV supérieure ou égale a 100 000

copies/ml.

Tableau XIII : Répartition des patients en fonction des traitements antirétroviraux de

1 ¢re ligne
Traitement Effectif Pourcentage (%)

et s o ” iz - mp— -
3TC/AZT/NVP 8 17,8
3TC/AZT/EFV 6 133
3TC/DAT/IDV 3 6.7
DDI/D4T/IDV 1 2.2
DDI/D4T/NVP 2 4.4

Total 45 100

Quarante pour cent de nos patients ont regu la Triomune® (3TC+d4T+NVP) comme

traitement antirétroviral de premiére ligne.
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Tableau XIV : Répartition des patients en fonction des traitements antirétroviraux de

2*™ ligne

s

Traitement

ourcentage (%)

Effectif

o T e — o T T
3TC/TDF/LPV/r 6 13,3
3TC/TDF/IDV/r 1 2,2
3ITC/AZT/LPV/ 6 13,3
ABC/TDF/LPV/r 6 13.3
3TC/DAT/LPV/ir 1 2,2
ABC/DDV/LPV/r 20 44.4
3TC/ABC/LPV/t 2 4.4

6,7

AB

—_— g T i
Total 45

100

La combinaison de traitement antirétroviral ABC+DDI+LPV/r représentait 44,4% des

traitements prescrits en seconde ligne chez nos patients.
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Répartition des patients en fonction du sous-
type VIH-1

= CRFO2_AG

W CRFO6_cpx
o CRF19_cpx
= CRFQS_DF

W CRF30_0206
‘mA1

G

O URF

Figure 20: Répartition des patients en fonction du sous-type VIH-1

Le CRF02 AG était le sous type le plus prédominant avec 60% des cas.
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Tableau XV : Répartition des patients en fonction des mutations de résistance aux

traitements antirétroviraux chez les 43 patients séquencés

Mutations

Molécules résistantes

Effectif Pourcentage

Mutations majeures aux INTI
M184V

T215Y/F

V75M

M184V+Y215F

Mutations mineures aux INTI
M41L+T69D, E44D, K219Q, L210W
TAMs] (M41L, L210W, T215Y)
TAMs2 (D67N, K70R, T215F, K219Q)
Mutations aux INNTI

K103N/8S

K101E

L1001

Y181C

G190A

A988

V1061

V108I]

M230L

E138K

Y188L

Mutations majeures aux IP

184V

V82F

L76V

Djeneba Bocar Fofana

3TC, FTC

AZT, DAT

DAT

ABC, 3TC, DAT, AZT,
FTC

DDI, TDF,
AZT, D4T, ABC,
AZT, D4T, ABC, TDF

NVP, EFV
NVP, EFV, ETV
NVP, EFV, ETV
NVP, EFV, ETV
NVP, EFV, ETV
NVP, ETV

EFV, NVP, ETV

EFV, NVP, ETV
Interrnédiaire A ETV
EFV, NVP

IDV

IDV
LPV/r

Thése de pharmacie

21 48,8
14 32,5
4 9.3
11 25,6
3 7

3 7

4 9.3
6 14

3 7

2 4,6
5 11,6
4 9,3
2 4,6
2 4,6
2 4,6
2 4,6

1 2,3

1 2,3
6 14

5 11,6
4 9,3
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LooM IDV, SQV, ATV 3 7
M361, H69K, L8SM PV 30

Mutations mineures aux IP

M461, K20I/M, L90M, L63P, A71V,

69,7

154V, L10I/V, IDV, SQV, APV, LPV/r 4 93
50 485
5 ]
a0 '
® 35
1]
s 30
s 25
o
5 20
& 15
10
5
0 .
o t
=T in ~ rd
W + o o)
sF38C eSS 2o »
g > 2 4 5 g = = L2 un
EFr o w OO e
g v F

Figure 21 : Fréquence des mutations associ¢es aux INTI

La mutation M184V conférant la résistance aux 3TC, FTC était Ia plus fréquente des

mutations associées aux INTI, suivi de la T215Y/F qui rend résistant aux analogues de la
Thimidyne.
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Figure 22: Fréquence des mutations associées aux INNTI

La mutation K103N/S était la plus fréquente des mutations associées 4 la résistance aux

INNTL
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70

Pourcentage

69,7

Figure 23: Fréquence des mutations associ¢es aux IP

Les mutations V82F/A et L76V étaient les plus importantes et rendent résistant

respectivement 4 I’ Indinavir et au Lopinavir.
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Tableau XVI : Répartition des mutations associées aux INTI en fonction des sous types

] CFROZ_A1 CRF06_cp | CRF19 _cp | ’
m@\ G X X Al AUTRES |Total
M184V 11(52,4) 4(19) 2(9,5) 1(4,8) 3(14,3) 21
T215Y 9a64,3) | 2(14.3) 0 (70 | 2(14.3) 14
M184V+T215Y/
F 7(63,3) 2(18,2) 1(9) 1(9) 0 11
TAM! 266,7) 0 1(33,3) 0 0 3
TAM2 3(75) 0 0 0 1(25) 4
T69D 2(50) 0 0 0 2(50) 4
Q151M 1(100) 0 0 0 0 1
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Figure 24 : Fréquence de mutations associées aux INTL
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traitement antirétroviral de seconde ligne 2 Bamako au Mali.

Tablean XVII : Répartition des mutations associées aux INNTI en fonction des sous

types
ions | CFR02_AG | CRF06_cpx | CRF19 cpx Al AUTRES Total
K103N/S 4(66,7) 1{16,6) 0 0 1(16,7) 6
Y181C 2(40) 0 1(20) 1(20) 1(20) 5
KI01E 0 0 1(33,3) 2(66,7) 0 3
L1001 2(100) 0 0 0 0 2
G190A 0 0 1(30) 1{50) 0 2
A98S 1(50) 0 1(50) 0 0 2
V106l 2(100) 0 0 0 0 2
M230L 0 0 0 0 2 2
Autes mut 2(66,7) 0 0 0 3
100 - 3
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=
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Figure 25 : Fréquence de mutations associées aux INNTI
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Profil des mutations de résistance chez des patients infectés par ie ViH-1, et en échec virologique de leur

Tableau XVIII : Répartition des mutations associées aux IP en fonction des sous types

Mutations |CFR02_AG | CRF06_cpx | CRF19_cpx Al AUTRES | Total
L10I 4(44.4) 2(22,2) 1(11,1) 11,1y | 1(1L1) 9
M36I1 3(50) 1(16,7) 2(33,3) 0 0 6
184V 4(100) 0 0 0 0 4
L76M 3(75) 0 1(25) 0 0 4
V82A/F 3(60) 1(20) 120) 0 0 5
L63P 2(50) 0 1(25) 0 1(25) 4
Lo0OM 2(66,7) 1(33,3) 0 0 0 3
154 1(33,3) 0 0 1(33,3) | 1(33,4) 3
Autresmut | 6(30) 2(16,7) 2(16,7) 1(8,3) 1(8,3) 12
100 1
N CFRO2_AG
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Figure 26: Fréquence de mutations associées aux IP
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La plupart des mutations de résistance s’observe chez le sous-type CRF02_AG, cela est
normal du fait que ce sous-type représente 60% des virus chez nos patients.

Autres mutations correspondent a des mutations mineures.
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6. Commentaires et discussion

6.1. Limites de notre étude

Notre étude fait suite a la mise en place des tests de détection de résistance au Mali, une
nouvelle activité dans la prise en charge des PVVIH, Les médecins cliniciens assurant le
suivi des patients n’ont pas encore une bonne maitrise de cet outil indispensable pour le suivi

des patients en échec de seconde ligne. Ceci a limité la taille de notre échantillon.

Dans notre étude, nous nous sommes basés seulement sur la mesure de la CV et du taux des
cellules CD4+, sans mesurer [’adhésion au traitement antirétroviral chez tous les patients,
qui, si elle n’est pas effective, pourrait signifier ’augmentation des CV dans certains cas.
Cependant, dans d’autres études 1’évolution de la CV et de 1’adhésion au traitement doit étre
soigneusement considérée. Seyler et al. ont montré dans une étude, réalisée chez les patients
avec des CV détectables, sans mutation de résistances majeure et chez les patients avec des
mutations, et ayant ’expérience d’un changement de régimes ARV, que le taux de succes

virologique serait susceptible d’étre associé a I’amélioration de I’observance [46].

Le fait que deux échantillons n’ont pas pu étre séquencés alors qu'ils avaient des CV
détectables, pourrait s’expliquer par une mauvaise qualité des échantillons (plasma), ou par la
faible sensibilité de la technique dont la limite de détection de 2000 copies/ml [44].
Contrairement 4 notre étude, Seylar el al ont niontrés qu’ une technique maison utilisant un
kit Trugéne permet d’amplifier et de séquencer les échantillons ayant des charges virales

faibles [46].

En Afrique subsaharienne, alors que la mesure des CD4 est de plus en plus disponible, celle
de la CV reste encore rarement disponibie et les tests de résistance ne sont presque jamais
disponibles. Pour éviter la rapide émergence des virus résistant aux ARV sur une large échelle
dans les pays en développement, il serait important d’avoir des infrastructures nécessaires
pour suivre les réponses biologiques aux thérapies ARV. Dans notre pays, des efforts
considérables ont ¢été fournis par les autorités nationales et les partenaires techniques et

financiers pour la mise en place des tests génotypiques de résistance. Cela aurait un impact
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considérable sur la gestion optimale des traitements ARV et la sélection des mutations de
résistance chez les patients. On pourrait espérer que I'utilisation des ARV avec un suivi de la
résistance permettra de contrbler rigoureusement le maintien des premiéres lignes de

traitement ARV,

L’usage des ARV dans le traitement de [’infection 4 VIH a montré une réduction significative
de la morbidité et de la mortalité liées au VIH dans les pays industrialisés ot la pandémie du
VIH-1 sous type B prédomine [45]. Le méme effet a également été observé dans les pays en
développement comme I’Afrique, ol prédomine le sous type non-B. Ces demiers pays
regroupent 90% des cas d’infection par le VIH, mais c’est la ou les études de résistance aux
traitements ARV sont sous estimées. Les sous types non-B ont un polymorphisme beaucoup
plus importants, ce qui nécessite d’étudier les mécanismes de résistance de ces virus aux

traitements actuellement utilisés.

Le but de cette étude était d’étudier le profil des mutations de résistance aux ARV chez les
patients infectés par le VIH-1 de sous type non-B, et en échec virologique de leur traitement
antirétroviral de 2°™ ligne 2 Bamako. Quarante cinq patients traités, ayant recu au moins une
molécule parmi les trois classes ARV disponibles au Mali. Tous les patients inclus étaient en
échec virologique (CVp 21000¢p/ml) de leur traitement de 2°™ ligne. Ces patients ont &té
recrutés pendant la période de mars a décembre 2009, et provenaient de cinq sites de prise en
charge des personnes vivant avec le VIH de Bamako. Nos patients étaient sous traitement
antirétroviral pour une durée médiane de trois ans entre 2002 et 2009. Ceci s’explique par le
fait que. les traitements antirétroviraux ont commencé en 2001 avec 'IMAARYV. Tous les
patients avaient une CV et un taux de CD4+ récents (< 15 jours) disponibles sur la fiche de

demande du test de génotype de résistance adressé & notre laboratoire.

Sur les 45 patients inclus, nous avons amplifié les génes de la TI et de la protéase chez 43
patients (95,6%) afin d’identifier les mutations conférant une résistance aux molécules
antirétrovirales et de caractériser les sous types VIH-1. Sur les 43 patients, 70% avait au
moins une mutation de résistance aux molécules ARV. Et 30% n’avait aucune mutation de
résistance A part les polymorphismes, qui confeérent une résistance naturelle au tipranavir. Ces
patients ayant des génotypes vierges sont dans deux situations probables, soit ils ne prennent

pas les traitements ARV (arrét de traitement) soit ils n’ont jamais pris de traitement ARV.
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6.2. La technique utilisée

Les tests génotypiques de résistance sont trés importants dans la gestion optimale des
traitements ARV, le choix des meilleurs traitements de relais et la limitation du
développement de la multirésistance. La PCR utile pour I’analyse des polymorphismes de
taille, reste toutefois limitée pour I’exploration des micros hétérogénéités de taille et de
séquence. Nous avons de ce fait utilisé, le séquengage et les outils bioinformatiques d’analyse
de séquence d’ADN dans notre démarche méthodologique afin de mieux apprécier la diversité
génétique et les mutations sur le géne pol, comme la TI et la protéase, dont les réles sont
essentiels dans le traitement ARV, Le kit Viroseq® HIV-1 genotyping system V2.5 a été utilisé

pour analyser des séquences du géne pol du VIH-1.

Ce kit est prét pour I’emploi, et contient tous les réactifs nécessaires de 1’extraction & la
réaction de séquence. Ceci explique notre choix de ce kit, et notre étude coincide avec la mise
en place des tests de génotype au Mali. D’autres techniques de séquengage existent, et
utilisent des kits et des techniques maisons. Ces derniéres sont moins chers que les kits, mais
dans un contexte comme le Mali, les commandes de réactifs dans différentes sociétes
commerciales seraient fastidieuses. Il serait indispensable néanmoins de mettre en place une
technique maison pour assurer les tests pour les nouvelles molécules ARV qui seront

disponibles dans les années avenirs.

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

sous types de VIH rencontrés chez nos patients.
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6.3. Données démographiques et biologiques

Ces données ont été collectées a [’aide de la fiche de demande du test de génotype adressée au
laboratoire. Les femmes représentaient 69% de notre population. Ceci confirme la
féminisation de I’infection & VIH en Afrique et particuliérement au Mali on les femmes
représentent 1,5% du taux d’infection [10]. Sylla et al, ont aussi trouvé une forte prévalence

des.femmes dans leur population d’étude au Burkina et au Mali soit 53,35%.

La tranche d’4ge 30-44 ans était la plus représentée avec un dge médian de 31 ans et 8 et 56
ans comme extrémes. Derache et al. ont trouvé un résultat comparable avec 34 ans comme

dge médian dans une étude réalisée au Mali [47].

La moyenne de la CV plasmatique était de 120081,68 copies/ml et celle du taux de
lymphocyte T CD4+ était 78,1cellules/mm?®. Les charges virales plasmatiques sont trés
élevées ceci peut expliquer une inobservance ou des arréts de traitements ARV chez nos
patients. Ces résultats sont comparables a ceux d’autres études {46 ; 47 ; 48], qui ont montré
une baisse du taux de CD4+ et de CV élevée chez des patients abritant des mutations de

résistance. Majoritairement nos patients sont en profond déficit immunitaire.

Nous n’avons pas suivi 1’évolution du taux de CD4+ et de la CV chez nos patients. Nous
nous sommes intéressés aux caractéristiques générales des patients au moment de la demande
du test génotypique de résistance. Il aurait été intéressant de suivre I’évolution de ces
paramétres (CD4 et CV) chez les patients ayant des mutations de résistance. Parce qu’on sait
aujourd’hui que les patients qui sont sous traitements antirétroviraux et qui ont des charges
virales détectables pendant une longue période accumulent les mutations de résistance aux
antirétroviraux dont ils n’ont pas encore regu. Ceci grice d la résistance croisée entre les
molécules &’ ARV surtout les INTI et méme les IP. Seylar et al. ont suivi leurs patients avec
I’évolution de leur CD4 et CV. lis ont conclu que la stabilité immunologique chez les patients
ayant des mutations de résistance ne peut pas s’appliquer a tous les patients qui ont commencé
un traitement ARV. Elle s’applique aux patients qui sont rest€s en soins thérapeutique durant
une médiane de trois ans aprés initiation du traitement [46]. Notre étude suit cette

recommandation.
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6.4. Le traitement antirétroviral

La majorité¢ des patients de cette étude ont été initialement traités a base des combinaisons
contenant 2INTI associé & un INNTI (83,33%), ou a un IP (16,67%). La Triomune®
(3TC+d4T+NVP) a été prescrit comme traitement de 1°® ligne chez 40% de nos patients, et
comme alternatif de c¢e régime des combinaisons telles que, 3TC+AZT+NVP,
3TC+d4T+EFV, 3TC+d4T+IDV. Quant au régime de seconde ligne, la combinaison
ABC+DDI+LPV/r était la plus prescrite avec 44,4%.

Des combinaisons 3TC+TDF+LPV/r (13,3%), 3STC+AZT+LPV/r (13,3%), ABC+DDI+IDV/r
(13,3%) et 3TC+ABCHLPV/r (6 ,67%) étaient aussi prescrites comme régime de 2°™ ligne.
Ces résultats reflétent les recommandations de la politique nationale du Mali. Renaud et al ont
démontré dans une étude réalisée sur la répartition des premieres et secondes lignes des ARV
chez les adultes dans les pays & ressources limitées, que la combinaison 3TC+d4T+NVP était
prescrit chez 61% de ces patients [60]. En Coéte d’ivoire selon, le programme de prise en
charge/pharmacie et santé public 2006, 42% des patients adultes était sous Triomune®
comme régime de 1°® ligne [61]. Par contre, Sylla et al. ont démontré dans leur étude que la
combinaison AZT+3TC+NVP était prédominante qui peut s’expliquer par la politique de
prise en charge thérapeutique en cours qui visent maintenant de switcher 1€ d4T a d’autres
INTI [48]

6.5. Prévalence des mutations de résistance aux ARV

Treize patients soit 30% n’avaient aucune mutation de résistance, sauf au niveau de la
protéase oit des polymorphismes naturels conférant de la résistance au TPV. Six d’entre eux
n'étaient pas observant & leurs traitements antirétroviraux. Ils avaient une histoire
d’inobservance aux médicaments ou une interruption de traitement. Ceci peut expliquer les
fortes CV chez ces patients alors qu’ils n’ont aucune mutation de résistance majeure. Ceci
pose la question de la qualité de la mesure de ]’observance au traitement ARV. En général, le

personnel soignant pose des questions au patient qui peut ne pas dire la vérité par peur de ne
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pas étre priver des soins prochainement. D’autres facteurs interviennent dans I’inobservance
des patients (croyances, distance des services de santé, pauvreté, analphabétisme rupture

d’approvisionnement en ARV etc.) [49].

La prévalence des mutations de résistance par classe thérapeutique était; 55,9% avait des
mutations de résistance associées aux INTI, 41,9% aux INNTI et 23,2% aux IP. Ces
diftérences de prévalence des mutations de résistance entre les inhibiteurs de la TI et les
inhibiteurs de la protéase, pourraient s’expliquer par une exposition plus fréquente et plus
longue des virus a la premiére classe. Elles peuvent également s’expliquer par le fait que nos
patients n’ont majoritairement regu les IP qu’en seconde intention de traitement. Une autre
explication serait le fait de la sélection plus rapide des mutations de résistance sous les
régimes contenant les INTI et INNTI particuliérement les INNTI ayant une barriére génétique
faible a la résistance que les IP. On sait que aujourd’hui que la résistance aux IP est associée a
une accumulation de mutation de résistance que les IP. Il faut plusieurs mutations pour rendre
résistance un [P comme le Lopinavir par exemple, pour lequel il faut six mutations mineures

pour le rendre résistant [3].

D’autres études réalisées chez des patients infectés par le VIH, et en échec de leur traitement
malgré qu’ils regoivent une combinaison de molécules antirétrovirales contenant les trois
classes différentes d’ARV (INTI, INNTI et IP), la prévalence de virus porteurs de mutations
résistance était de 38% [50].

Cing de nos patients avaient des virus porteurs de mutations majeures conférant de la
résistance a la plupart des molécules antirétrovirales des trois classes disponibles au Mali.
Deux d’entre eux avaient une résistance aux nouvelles molécules non disponibles au Mali en
occurrence etravirine et le darunavir. Les mutations de résistance peuvent survenir en
I’absence de tout traitement antirétroviral chez des patients porteurs de virus non B [5]. Ceci
pourrait s expliquer par la présence de certaines mutations de résistance avant tout traitement
ARV ce qui est le cas dans notre étude. Mais aucun patient naif de traitement ARV ne
présentait une résistance intermédiaire a I’Etravirine selon une étude menée sur un échantillon
de 726 patients n’ayant jamais regu de traitement ARV. Ces mutations apparaissent comme
un polymorphisme naturel des sous-types non B particuliérement le sous-type CRF02_AG
{Maiga et al, 2009).
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La résistance au darunavir, qui est une molécule de la classe des inhibiteurs de la protéase non
disponible au Mali peut s’expliquer par la résistance croisée entre les inhibiteurs de la
protéase. Nos patients étaient sous lopinavir, et ont accumulé plusieurs mutations ce qui

confére au darunavir une résistance intermédiaire.

Ces résultats suggérent, que nous aurons besoin de nouvelles molécules pour la prise en
charge des patients en échec de leur seconde ligne. Des études ultérieures seront nécessaires
au Mali sur de large échantillon, afin de suivre I’évolution de la résistance aux antiretroviraux

de seconde ligne.

6.5.1. Prévalence de mutations de résistance aux INTI

Parmi les patients ayant eu des tests génotypiques de résistance, les mutations associées a la
résistance aux INTI plus fréquentes étaient: la M184V 48,8% (21/43), T215Y/F 32,6%
(14/43) et la mutation mineure la M41L 13,9% (6/43). Deux patients avaient des TAMsl et
trois autres avaient des TAMs2. Ces résultats sont similaires a ceux trouvés dans une étude
chez les patients en échec virologique (CV > 500 copies/ml) des traitements antirétroviraux
de premiére ligne réalisée au Mali et au Burkina Faso sur un échantillon de 801 patients
(M184V=83% ; 33%=T215Y/F). Marcelin et al, Syila et al, Debra et al (en Cote d’Ivoire), ont
aussi trouvé des résultats comparables, mais avec des différences sur la prévalence des

TAMs, qui pourrait s’expliquer par la petite taille de notre échantillon.

6.5.2. Prévalence de mutations de résistance aux INNTI

La K103N/S, était la mutation la plus prédominante parmi celles associées aux INNTI 13,9%
(6/43) suivi de ’'Y181C 11,6% (5/43). D’autres mutations associées aux INNTI étaient
présentes comme la K101E, L100I, G190A et A98S. Cependant Debra et al ont trouvé la
K103N/S chez 95%, mais était suivi de la P225H (12%) [51). Nous n’avons pas frouvé cette
mutation P225H dans notre population d’étude. Le pourcentage faible des mutations associées
3 la résistance aux INNTI s’explique par le fait que 30% de nos patients étaient inobservés et

ne présentaient aucune mutation de résistance.

Djeneba Bocar Fofana These de pharmacie Page 78




Profit des mutations de résistance chez des patients infectds par le ViH-1, et en échec viroiogique de leur
tralternent antirétroviral de seconde ligne & Bamako au Mali,

6.5.3. Prévalence des mutations de résistance aux IP

Les plus fréquentes mutations associées aux IP étaient la M46I 13,9% (6/43), suivi de L90M,
184V, M46l, K20M/I, tous avec la méme proportion 21,4%(6/28). Nadembega et al ont
également trouvé que la V82V/F était la plus prévalente des mutations associée a la
résistance aux IP[52]. Les mutations L90OM et V82F ont été identifiés par Debra et al, ils ont
trouvé que la L90OM était la plus prévalente des mutations associées & la résistance aux IP
[51]. D’autres mutations comme la L76V conférant a elle seule un haut niveau de résistance
au lopinavir a été retrouvé chez des patients [34]. Les mutations M36I, H69R et L8SM
entrainant un haut niveau de résistance au tipranavir ont été retrouvées comme des
polymorphismes naturels dans les sous-types non B et particuliérement le sous-type
CRF02_AG [5].

6.6. Diversité Génétique et sous-type VIH

Le recombinant CRF02_AG était le sous-type le plus prédominant dans notre population
d’étude 62,7% (27/43), suivi du CRF06 cpx 16% (7/43). Des études réalisées en Afrique
Subsaharienne ont toutes trouvé que le CRF02_AG est, en général, prédominant en Afrique
de I’Ouest [8 ;48 ;51]. Des études réalisées au Mali ont montré que le sous-type CRF02_AG
est le sous-type le plus prédominant au Mali avec 74% chez les patients non traités (Derache
et al 2008) [5] . Elle est aussi prévalant au Cameroun (Afrique Central ) ainsi qu’en Djibouti
en Afrique de ’Est [53, 54].

Le sous type CRF06_cpx semble étre le second sous type prédominant en Afrique de I’Ouest
[55, 56]. Sylla et al, confirme la présence du CRF06_cpx dans une étude réalisée au Mali et
au Burkina Faso, Nous avons observé des patients avec des sous types A-1, G, CRF05_DF,
CRF30 0206, le CRF19_cpx et quatre patients que nous n’avons pas pu classer et nommes
URF. Les URF sont des virus recombinés entre plusieurs souches. De plus en plus on en

rencontre dans les études menées en Afrique [47, 48).
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6.6. Prévalence de mutations selon le sous type

La mutation K103N/S était prédominante dans le sous type CRF02_AG, comme observé par
Sylla et al (50%) [48]. Dans notre contexte, ceci peut étre du a laforte prévalence du
CRF02_AG.

Les caractéristiques de TAMs2 étaient plus fréquentes chez nos patients abritant le
CRF02_AG que les TAMs1. Sylla et al, ont eu une prévalence des TAMs2 chez des sous
types CRF02_AG, mais cette différence n’est pas significative, et serait surtout due a |a taille
de notre population d’étude [48]. On connait beaucoup plus le profil d’apparition des
mutations « TAMs » chez les sous-types B. Plusieurs études ont montré que les TAMs1 sont
beaucoup plus fréquemment rencontrées chez les virus de sous-type B que les TAMs2. En
raison des tendances a long terme de 1’usage séquenticlle des ARV, expliquant 1’évolution des
TAMs au fil du temps ou éventuellement & un avantage conféré par I’aptitude de certaines
mutations telles que : T215Y ou L210W [3].

Nos données montrent que beaucoup de nos patients avaient des mutations de résistance
conférant une résistance aux différentes molécules antirétrovirales de 1°° ligne. Ceci peut
avoir des conséquences importantes sur les options de traitements ultérieures et les régimes de
2°me gne qui sont devenus de plus en plus disponibles pour les patients des pays & ressources
limitées, mais surtout pourrait compromettre |’utilisation des nouvelles molécules

antirétrovirales.

De toute évidence, ces résultats nécessitent la mise en place d’une stratégie d’étude dans le
temps et dans 1’espace pour évaluer les populations virales, la résistance aux ARV et leurs
impacts sur les plans clinique et thérapeutique. Des études précédentes ont démontré qu’il y a
une dynamique évolutive: en 1985, le VIH-2 était prédominant au Mali, enr 1995 le sous type
A du VIH-1 était prédominant, et actuellement !'émergence de formes recombinantes

CRF02_AG, CRF06_cpx et CRF09_cpx est observée [47; 57; 53].
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Bien que la comparaison de la prévalence des mutations de résistance entre les différentes
études soit limitée par beaucoup de facteurs, tels que [’expérience des traitements
(hétérogénes ou pas), les différences de durée de I’infection & VIH parmi les participantes des
études, et la disponibilité des médicaments ARV dans la population d’étude. Cette étude
marque la différence avec les études antérieures car pour la premiére fois a notre
connaissance, une étude sur les échecs virologiques en seconde ligne est réalisée dans un
contexte africain, le Mali. La particularité de cette étude réside au fait que toute 1’étude a été
complétement faite 2 Bamako sans envoie d’éci'nantillous a techniquer en Europe ou aux Etats
Unis comme il est observé dans plusieurs études décrivant la résistance dans les pays africains

[47 ; 48].

T e ———————
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7. Conclusion

Nous avons mené une étude chez 45 patients en échec virologique de leurs traitements
antirétroviraux de seconde ligne. Ces patients provenaient essentiellement de cing sites de

prise en charge a Bamako.

Nos résultats montrent que, malgré 1'usage relativement récent des ARV (2001), nos patients
en échec de seconde ligne présentent une prévalence de 55,9 % de mutations associées aux
INTI, 41,9% aux INNTI et 23,2% aux IP. Le recombinant CRF02 AG était le sous type
prédominant (60%), suivi du CRF06_cpx (16%). L’4ge et sexe semblent étre non associ€s
avec la résistance aux médicaments. En effet cette étude montre la difficulté de la gestion des

patients en échec virologique de leur traitement sans monitoring biologique,

Dans cette étude, notre population était limitée aux patients de Bamako, une vaste enquéte
dans toutes les régions du pays avec un nombre suffisant d‘échantillon permettra d’améliorer

nos connaissances sur la résistance aux ARV et la diversité génétique du VIH-1 au Mali.
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8. Recommandations ,

Au terme de cette étude et au vu de nos résultats, nous formulons les recommandations

suivantes :

Aux cliniciens

Une meilleure organisation de la gestion des patients en termes de traitement antirétroviral, de
suivi biologique et de suivi de I’observance au traitement antirétroviral.

Aux pharmaciens et Biologistes

Prévenir I’émergence de la résistance aux ARVs en informant les patients sur la nécessité

d’une bonne adhésion a leur régime de traitement antirétroviral,

Aux autorités sanitaires et administratives

- Rendre les moyens disponibles (ressources humaines, matérielles et financiéres) pour la
continuité des tests de génotypage,

- Faciliter I'accés des tests de génotypage aux patients en échec virologique de leur traitement
de premiére ligne comme se fait dans les pays développés pour prévenir la sélection des virus

multi résistants.

Aux partenaires techniques et financiers
Appuyer les laboratoires et les institutions de recherche par :
- la formation continue du personnel,

- la mise en place de contrdle interne et externe de qualité.
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Résumé

Avec la gratuité des traitements antirétroviraux depuis 2004 dans notre pays, I’émergence des
virus résistants était a craindre. C’est pour cela que les autorités ont soutenu la création d’un
laboratoire permettant la réalisation des tests génotypique de résistance. Nous avons décrit le
profil de mutation de résistance chez 45 patients infectés par le VIH-1, en échec virologique
de leur de traitement ARV de 2°™ ligne. Ces patients provenaient de cing sites de prise en
charge de Bamako. Nous avons séquencé 43 patients avec une charge virale détectable. Les
séquences obtenues nous ont permis d’identifier les sous-types viraux rencontrés chez ces
patients. Nos résultats ont montré que, 55,9% des patients avaient des mutations associées aux
INTI avec la M184V comme mutation fréquente ; 41,9% aux INNTI avec. une prevalence
élevée de la K103N/S et 23,2% aux IP avec une prévalence de la M46l. Le recombinant
CRF02_AG (60%) était le sous-type prédominant, suivi du CRF06_cpx (16%). D’autres sous
types viraux tels que le sous-type A-1, G, CRFO5_DF, CRF30_0206, CRF19_cpx et des URF
ont été rencontré. Nos résultats montrent la nécessité de renforcer 1’adhésion et la continuité
des traitements ARV afin d’éviter 1’émergence des virus résistants. Ces résultats suggérent
une surveillance de la disponibilité des ARV et la mise en place d’une stratégie d’étude tant
dans la capitale Bamako que les capitales régionales comme cela a été pour les traitements
antirétroviraux. Ceci permettra de mettre en évidence les sous-types viraux, les mutations de
résistance aux ARV et leur implication sur le plan clinique et thérapeutique.

Mots clés: VIH-1, ARV, échec virologique, 28me | gne, mutation et résistance.




Abstract

Free antiretroviral treatment (ART) for HIV-infected patients in Mali was started in. 2004. In
the presence of drug therapy, a continual replication of virus could lead to an emergence of
drug-resistant variants. Thus concemned authorities in Mali and elsewhere supported the
creation of a laboratory to use molecular methods for determining drug-resistant variants from
patients infected with HIV-1. Based on this platform, we recruited 45 HIV-1 infected patients
from five clinical sites in Bamako, Mali and studied their profile with regards to resistant
mutations. All patients had virologic failure with their 2™ line ART. Overall, we sequenced
samples from 43 patients with detectable viral load. The sequenced genes allowed for
identification of a number of recombinant subtypes. Our results showed that 55.9% of patients
had mutations associated with NRTI with M184V being the most frequent. Furthermore,
41.9% of patients had mutations associated with NNRTI with a high prevalence of K103N/S
while 23.2% mutations were found in PI with a high prevalence of M461. We further observed
that the recombiuant CRF02_AG (60%) was the predomirant subtype, followed by
CRF06_cpx (16%). We also identified other viral subtypes including A-1, G, CRF05_DF,
CRF30_0206, CRF19_cpx and UFR. Our results show that indeed there are drug-resistant
variants associated with HIV-1 infection in Mali. Consequently, there is a need to strengthen
national ownership and continuity of ARV therapy to prevent emergence of resistant viruses.
Furthermore we suggest that in addition to making ARV easily accessible, a strategy for
continuous monitoring could be made available to other regional capitals as well. This will
increase our understanding of available drug-resistant variants with clinical and therapeutic

implications for long-term effective management of subjects infected with HIV-1.
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