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Résumé 
Avec le développement de l’accès aux antirétroviraux (ARVs), l’émergence de la résistance devient inévitable et peut 
maintenir la forte réplication virale qui participe à la grande diversité génétique du VIH. La transmission de cette 
résistance peut compromettre l’efficacité des ARVs. Il est donc important de surveiller la résistance et la diversité 
génétique des souches. Nos travaux sur la résistance transmise du VIH-1 dans la population générale (PG) au Sénégal ont 
montré que la circulation de souches résistantes chez des patients naïfs d’ARVs était faible (inférieure à 5%) et stable 
entre 1998 et 2007. L’étude de la résistance acquise sous première ligne de traitement ARV dans la région de Dakar a 
montré un taux de succès virologique de 81,4% (CV<50 copies/ml). L’échec virologique (CV≥1000 copies/ml) variait 
entre 3,7% et 16,7% à travers les sites de suivi et était de 7,9% à M12 et 10,7% à M24. La fréquence de résistance parmi 
les patients en échec était de 77,4% à M12 et 80,8% à M24 avec une sélection majoritaire des mutations M184V et la 
K103N. Par ailleurs, dans le groupe des Hommes ayant des rapports Sexuels avec d’autres Hommes (HSHs) au Sénégal, 
l’étude sur les doubles infections a suggéré qu'au moins 31,9% à 36,2% étaient infectés par plus d'une souche du VIH-1. 
Elle a aussi confirmé le brassage des variants du VIH-1 entre les femmes à faible risque d’infection et les HSHs. Enfin, 
l’étude de l’origine du sous-type C a montré que plusieurs introductions ont eu lieu dans la PG avec un ancêtre commun 
daté au début des années 1970. Cependant chez les HSHs, l’introduction est unique et l’ancêtre commun estimé au début 
des années 1980. Globalement, nos travaux ont montré des résultats satisfaisants sur l’efficacité des ARV dans les sites 
étudiés. Ils fournissent des informations nécessaires à l’amélioration des stratégies thérapeutiques afin de prévenir les 
échecs. Ils démontrent aussi la nécessité d’améliorer les programmes de prévention ciblant les populations clés. 
 
Mots clés: VIH, Résistances, population-générale, diversité-génétique, doubles infections, HSHs,   
 

TITLE: HIV-1 in Senegal: Resistance and genetic diversity in general population 
and men having sex with men 

Abstract 
The expanding access to antiretroviral drugs makes the emergence of HIV resistance inevitable, which can maintain high 
viral replication and participate to the high HIV genetic diversity. Transmission of resistant viruses to an ARV-naive 
patient reduces the effectiveness of first-line ARV treatment and increases the need to switch to second-line regimens. It 
is therefore important to monitor resistance and genetic diversity of strains. Our work on HIV-1 transmitted drug 
resistance in general population (GP) in Senegal showed a low (less than 5 %) circulation of resistant strains within naive 
patients and stable between 1998 and 2007. The study of acquired drugs resistance under first line ARV treatment as 
recommended by WHO in the Dakar region showed a virological success rate of 81.4% (CV<50 copies/ml). Virological 
failure (CV ≥1000 copies/ml) varied between 3.7% and 16.7% across study sites and was 7.9% at M12 and 10.7% at 
M24. From these cases, frequency of resistance was 77.4% at M12 and 80.8% at M24 and resistance mutations mostly 
selected were M184V and K103N. Furthermore, in key population of Men having Sex with Men (MSM) in Senegal, the 
study of HIV-1 dual infections has suggested that at least 31.9% to 36.2% were infected with more than one HIV-1 strain. 
It also confirmed the inter-mixing of HIV-1 variants among low risk women and MSM. Finally, the study of the origin of 
subtype C showed that multiple introductions of this variant occurred in the general population (GP) with a common 
ancestor in the early 1970s. However in MSM, a single introduction was found, from a common ancestor estimated in the 
early 1980s. In conclusion, our studies has shown satisfactory results on the effectiveness of ART in Senegal and 
provided necessary information for improved therapeutic strategies to prevent failures. They also demonstrated the need 
to monitor HIV variants between PG and MSM and to improve efforts to support prevention programs targeting key 
populations. 
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Abréviations 
ABC:  Abacavir 
ADN:   Acide Désoxyribonucléique  
ADNc:  ADN complémentaire 
aLRT :  approximative Likelihood Ratio Test 
ALT:   Asymptomatique à Long Terme  
ANRS:  Agence Nationale de Recherches sur le SIDA 
APOBEC: Apolipoprotein B mRNA-editing, Enzyme-Catalytic, polypeptide-like  
ARN:   Acide Ribonucléique  
ARNm:  ARN messager  
ARV:   Antirétroviraux  
ATV/r:  Atazanavir boosté par le ritonavir 
AZT:  Azidotimine, Zudovidine 
CCR5:  CC chemokine Receptor type 5, récepteur de chimiokines 5 
CD4/CD8 :  Classe de Différenciation 4/Classe de Différenciation 8 
CDC:   Center for Diseases Control  
CNLS:  Conseil National de Lutte contre le SIDA 
CPS:  Centre de Promotion de la Santé 
CRCF:  Centre de Recherche Clinique et de Formation 
CRF:   Circulating Recombinant Forms, formes recombinantes circulantes  
CSW:   Commercial Sex Workers  
CTA:  Centre de Traitement Ambulatoire 
CTL:   Lymphocytes T Cytotoxiques  
CV:  Charge Virale 
CXCR4:  CXC chemokine receptor type 4, récepteur de chimiokines 4 
DC-SIGN:  Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3 Grabbing Non-integrin  
DDI:  Didanosine 
dNTP:   2’-desoxyribonucléotide 5’-triphosphate 
EDSV-MICS: Enquête Démographique et de Santé à Indicateurs Multiples au Sénégal 
EFV:  Efavirenz 
ENSC:  Enquête Nationale de Surveillance Combinée 
env:  envelope 
ETR:  Etravirine 
FDA:   Food and Drug Administration 
FSW:   Female Sex Workers 
gag:   group-specific antigen, gènes des antigènes de groupe 
GP:   Glycoprotéine  
GTR:   General Time Reversible 
HAART:  Highly Active Antiretroviral Treatment 
HALD: Hôpital Aristide Le Dantec 
HLA:   Human Leucocyte Antigen  
HPD:  Hôpital Principal de Dakar 
HRB:  Hôpital Roi Beaudouin  
HR1/HR2:  Heptad Repeat 1/2 
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HSHs:   Hommes ayant des rapports Sexuels avec d’autres Hommes 
HTLV-1/2:  Human T cell Leukemia Virus type 1/2 
IAS:   International AIDS Society 
IHS:  Institut d’Hygiène Sociale 
IN:   Intégrase  
INTI:   Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse  
INNTI:  Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse  
IP:   Inhibiteurs de la Protéase  
IRD:   Institut de Recherche pour le Développement 
ISAARV:  Initiative sénégalaise d’accès aux antirétroviraux 
IST:   Infections Sexuellement Transmissibles 
LAV:   Lymphadenopathy Associated Virus 
LBV:  Laboratoire de Bactériologie-virologie 
LPV/r:  Lopinavir boosté par le ritonavir, Kalétra 
LT:   Lymphocytes T  
LTCD4:  Lymphocytes T CD4  
LTR:   Long Terminal Repeats  
MDC:   Mutations du Domaine de Connexion  
MHA:   Multi-region Hybridization Assay 
MI:  Maladie Infectieuse 
MRCA:  Most recent common ancestor, Ancêtre commun le plus récent 
MSMs: Men having Sex with Men 
Nef:   Facteur de Régulation Négatif  
NVP:  Névirapine 
OMS:   Organisation Mondiale de la Santé 
ONG:  Organisme Non Gouvernemental 
ONUSIDA:  Organisation des Nations Unies pour la lutte contre le SIDA  
OTU:   Operational Taxonomic Unit 
P17 MA:  Protéine de Matrice de poids moléculaire 17 Daltons  
P24 CA:  Protéines de capside de poids moléculaire 24 Daltons  
pb:   paire de bases 
PBMC :  Peripheral blood mononuclear cell 
PCR :   Polymerase chain reaction 
PEC:  Prise En Charge 
PG  population générale 
PMS:  Centre de santé Philip Maguilène Senghor 
PNH:   Primate non humain 
PNLS :  Programme National de Lutte contre le SIDA. 
pol:   Polymerase  
PR:   Protéase  
PS:   Professionnelle du Sexe  
PTME :  Prévention de la Transmission Mère-Enfant 
PVVIH:  Personne Vivant avec le VIH 
RCA:  République Centre Africaine 
RDC:   République Démocratique du Congo 
Rev:   Régulateur de l'Expression des protéines Virales  
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RNA:  Ribonucleic acid 
RNase H:  Ribonucléase H  
RPV:  Rilpivine 
RT:  Reverse transcriptase (transcriptase inverse) 
RT-PCR :  Retrotranscription-Polymerase Chain Reaction  
SGA:  Single Genome Amplification (Amplification de molécules uniques) 
SIDA:   Syndrome d’Immunodéficience Acquise  
SIV:   Simian Immunodeficiency Virus ; virus de l’immunodéficience simienne   
TAM:   Thymidine analogue mutations, mutations aux analogues de la thymidine 
Tat:   Trans-Activateur de la Transcription xiv  
TB:  Tuberculose 
TAR :   Traitement anti-rétroviral 
TDF:  Ténofovir 
TI:   Transcriptase inverse 
UCAD: Université Cheikh Anta Diop de Dakar 
UDI:   Usagers de Drogues Injectables  
UMI:   Unité Mixte Internationale 
UM1:  Université de Montpellier 1 
UNAIDS: United Nations of AIDS 
URF:   Unique Recombinant Form, forme recombinante unique 
VAD:  Visite A Domicile 
vif:   virion infectivity factor 
VIH:   Virus de l’Immunodéficience Humaine  
Vpr :   Viral protein r 
Vpu:   Viral protein u 
Vpx:   Viral protein x 
3TC:  Lamuvidine 
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Introduction générale 

Depuis l'identification du Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) au début des années 

80, le syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) demeure toujours l’un des défis sanitaires les 

plus importants à travers le monde. Très vite considérée comme un réel problème de santé, l’infection 

à VIH s’est avérée aussi un obstacle au développement. Malgré l'augmentation du financement de la 

recherche, le renforcement de l'engagement politique et les progrès accomplis pour élargir l'accès aux 

traitements anti-VIH, l'épidémie ne cesse d’avancer à l’échelle mondiale. Trente ans après sa 

description, et bien que le taux annuel de nouvelles infections continue de chuter à l’échelle mondiale, 

dans certaines régions, les épidémies nationales continuent de progresser.  

Grace à la thérapie antirétrovirale, la vision de l’infection à VIH/SIDA a largement changé. 

Aujourd’hui, grâce à l’association de plusieurs médicaments (HAART comme Highly Active 

Antiretroviral Treatment), l’infection à VIH/SIDA est devenue une maladie chronique. En attendant 

un vaccin efficace, il existe aujourd’hui des ARVs qui ont permis d’améliorer l’état de santé des 

patients infectés par le VIH, de diminuer considérablement leur taux de mortalité et d’augmenter leur 

espérance de vie (May et al., 2011). Le traitement ARV est désormais reconnu pour éviter la 

transmission du VIH, en réduisant la charge virale et par conséquent, le risque de transmission 

(Williams et al., 2011). 

  

Au cours de ces dernières années, l’accès élargi au traitement antirétroviral (TAR) dans les 

pays à ressources limitées est devenu une priorité de santé internationale. Grâce à l’action combinée 

des gouvernements, organismes non gouvernementaux et autres formes de soutiens, l’accès aux 

ARVs s’est considérablement élargi. L’augmentation du nombre de personnes  sous traitement ARV 

est plus spectaculaire en Afrique subsaharienne, région la plus durement touchée par le VIH. Dans 

ces pays à ressources limitées, des manques d'infrastructures, des ruptures de stock, une gestion 

inappropriée des effets secondaires entre autres, constituent un ensemble d’obstacles pouvant 

compromettre le traitement et maintenir la réplication virale. 

Du fait de la forte réplication du VIH, la pandémie est caractérisée par la circulation de 

plusieurs sous-types génétiques et une quantité extrêmement importante de recombinants inter sous-

types. Cette grande diversité génétique ne cesse d’augmenter avec les doubles infections et la 

sélection de souches résistantes au traitement antirétroviral. Le continent Africain est l’épicentre 

d’une très grande diversification du VIH avec la présence de tous les sous-types et de nombreux 

recombinants.  

Par ailleurs, depuis que les premiers cas de SIDA ont été décrits parmi les hommes ayant des 

rapports sexuels avec d’autres hommes (HSHs), ils constituent un groupe vulnérable quel que soit le 

pays, avec des prévalences de VIH beaucoup plus élevées que chez les hétérosexuels.  
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Au Sénégal, pays à ressources limitées, la lutte contre le VIH a été très tôt traitée comme une 

priorité nationale. L’épidémie de VIH y est concentrée, avec une faible prévalence dans la population 

générale (0,7%) et assez élevée chez les populations clés, les plus exposées aux risques: 21,8% chez 

les Hommes ayant des rapports Sexuels avec d’autres Hommes et 18,5% chez les professionnelles du 

sexe (PS) en 2010 (CNLS-Sénégal, 2012). Après l’annonce du succès du traitement ARV en 1996, le 

gouvernement du Sénégal était l’un des premiers pays de l’Afrique Subsaharienne à mettre en place 

une initiative gouvernementale dénommée Initiative Sénégalaise d’Accès aux ARV (ISAARV) en 

1998. Ce programme fut étendu progressivement à l’ensemble du territoire en 2001 et a été renforcé 

par la gratuité des ARV décrétée en 2003. Une conséquence majeure de l’accès élargi aux traitements 

pourrait être l’émergence rapide et incontrôlée de souches résistantes pouvant compromettre 

l’efficacité des molécules disponibles dans le pays. Aussi, la grande diversité génétique du VIH 

pourrait avoir plusieurs conséquences sur le diagnostic, la pathogénicité et le traitement déjà limité 

dans les pays du sud. 

Des études étaient alors nécessaires pour évaluer l’efficacité du traitement ARV dans un contexte de 

vie réelle ainsi que pour documenter l’ampleur de la diversité génétique des souches de VIH-1 dans 

les populations clés, surtout dans les régions où circulent plusieurs sous-types et formes 

recombinantes comme le Sénégal. 

 

C’est dans ce contexte que ces travaux de thèse ont été entrepris pour documenter les résistances et la 

diversité génétique du VIH-1 dans la population générale et chez les HSHs au Sénégal. Ce travail 

sera abordé comme suit: après quelques rappels bibliographiques sur le VIH/SIDA, nous allons 

exposé nos travaux de thèse, discuter les résultats obtenus avant de faire une conclusion et 

d’annoncer les recommandations et perspectives qui en découlent. 
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Chapitre I: Le Virus de l’immunodéficience Humaine (VIH) 
 

I.1. Définition et Classification du VIH 

 Le VIH appartient à la famille des Retroviridae définis par un mode de réplication passant par 

une étape de rétro-transcription de leur ARN en ADN. Pour se multiplier, le VIH a besoin de rétro-

transcrire son ARN en ADN pour pouvoir l’intégrer dans le génome de la cellule hôte dont il 

détourne le fonctionnement. Selon l’évolution phylogénétique, les rétrovirus sont classés en sept 

genres incluant les Lentivirus (Coffin, 1992). Ces derniers infectent principalement les cellules du 

système immunitaire (macrophages et lymphocytes T CD4+). Les infections lentivirales causées par 

le VIH résistent aux attaques du système immunitaire et causent généralement des 

immunodéficiences sur des périodes relativement longues (pouvant atteindre dix ans) avant 

l’apparition de symptômes cliniques identifiables et l’état de maladie. Le patient infecté peut 

conserver le virus en permanence depuis la primo-infection et jusqu'aux stades avancés de la maladie 

(Coffin, 1992). 

 

I.2. Historique et  origine du VIH 

1.2.1. Historique du VIH 

 C’est en 1981 que le CDC (Center for Disease Control and Prevention) d’Atlanta avait 

rapporté quelques cas d'une forme rare de pneumonie touchant spécifiquement des jeunes hommes 

ayant des rapports sexuels avec d’autres hommes (HSHs). En 1983, à partir de ganglions d’un patient 

présentant une lymphadénopathie, un rétrovirus fut isolé par l’équipe du Professeur Luc Montagnier 

(Barré-Sinoussi et al., 1983). Il fut dénommé lymphoadenopathy associated virus (LAV) et ses 

caractéristiques se révélèrent proches de celles du Human T cell Lymphotropic Virus (HTLV), 

découvert en 1984 aux Etats-Unis chez des patients atteints de SIDA et chez des homosexuels 

(Sarngadharan et al., 1984). Cette même année, l’équipe de Levy à San Francisco isolait le virus 

nommé Aquired Immunodefiency Syndrome Related virus (AIDS Related Virus) (Levy et al., 1984). 

En 1985, une commission scientifique propose une nomenclature commune: le virus responsable du 

SIDA fut alors appelé Virus de l’Immunodéficience Humaine (Ratner et al., 1985).  

Cette même année en 1985, l’existence d’un autre rétrovirus fut mise en évidence sur des 

prélèvements de professionnelles du sexe (PS) sénégalaises. En 1986, ce deuxième virus fut isolé par 

l’équipe du Pr. Montagnier chez deux malades d’origine portugaise ayant longtemps séjournés en 

Afrique de l’Ouest, et qui aussi présentaient un SIDA. Ce virus apparenté au VIH présentait des 

propriétés structurales, génétiques et biologiques similaires. Cependant, il était différent au niveau de 

ses protéines de surface. Il fut alors appelé Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 2 (VIH-2) 

et l’archétype isolé en 1983 fut renommé VIH-1 (Barin et al., 1985).  
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I.2.2. Origine du VIH 

I.2.2.1. Origine du VIH-1 

Depuis la découverte du VIH dans les années 80, son origine est le sujet d'intenses débats 

entre les scientifiques. En 1985, la découverte chez les macaques d’un virus causant des signes 

cliniques semblables à ceux du VIH (Daniel et al., 1985) a orienté les réflexions vers une provenance 

de primates non humains. En 1989, l’isolement de premières souches de SIVcpz (SIVcpzGAB1 et 

SIVcpzGAB2) chez deux chimpanzés captifs mais nés en milieu sauvage au Gabon fut le premier 

élément indicateur de l’origine du virus de l’immunodéficience humaine. En 1992, un autre virus 

(SIVcpzANT) est identifié chez un chimpanzé provenant de la RDC. Ainsi, le VIH-1 a-t-il été 

soupçonné de provenir à l'origine de chimpanzés (Gao et al., 1999). 

Cependant, bien que ces découvertes constituaient une avancée dans la recherche de l’origine, elles 

n’établissaient pas avec certitude la nature exacte du réservoir chimpanzé du VIH, car ceci nécessitait 

une analyse sur un nombre d’animaux sauvages plus important dans leur milieu naturel. 

En 2002, une méthode non invasive de collecte et de stockage de <fèces> et d’urines a été mise au 

point pour extraire les acides nucléiques contenus dans ce matériel. Cette technique a ouvert la voie à 

l’identification et à la caractérisation des SIV des grands singes et a permis la caractérisation des 

SIVcpz de P.t. schweinfurthii sauvages en RDC et en Tanzanie (Santiago et al., 2003; Worobey et 

al., 2004). Cependant, des analyses phylogénétiques ont montré que ces séquences formaient une 

lignée éloignée de celle du VIH-1. 

Par ailleurs, les sous-espèces Pan troglodytes troglodytes et Pan troglodytes schweinfurthii ont été 

identifiées comme hôtes naturels du SIVcpz et le SIVcpz du Pan troglodytes troglodytes était très 

proche des souches HIV-1 (Santiago et al., 2002; 2003). Ce qui signifie que le VIH-1 serait le 

résultat d’une transmission zoonotique (figure 1) du SIVcpz du P. t. troglodytes du chimpanzé à 

l’homme (Gao et al., 1999). Des études réalisées en 2006 ont montré que les SIVcpzPtt infectant les 

chimpanzés de la sous-espèce troglodytes du Cameroun étaient les réservoirs des VIH-1 groupe M et 

N (Keele et al., 2006). 

Au cours de la même année, le SIVgor avait été identifié chez des gorilles de la sous-espèce Gorilla 

gorilla du Cameroun (Van Heuverswyn et al., 2006). Les SIVgor sont proches du VIH-1 groupe O 

(Takehisa et al., 2009) mais la distance génétique entre les séquences des virus est trop grande pour 

justifier une relation zoonotique directe. En 2009, une nouvelle souche de VIH-1 (le groupe P) encore 

phylogénétiquement beaucoup plus proche du SIVgor (Plantier et al., 2009) a été décrite au 

Cameroun, suggérant qu’il aurait pu être transmis à l’homme par les gorilles. La figure 1 ci-dessous 

montre les relations phylogénétiques entres les souches de VIH et de SIV. 
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Figure 1. Diversité génétique des VIHs et SIV et chaîne de transmission inter-espèce 

(Adapté de Tebit et Arts, 2011)  

 

Les réservoirs des VIH-1 ayant été identifiés en Afrique centrale, plus précisément au 

Cameroun, il est donc très probable que cette région soit le foyer d’origine du HIV-1 (Etienne et 

Peeters, 2010) (figure 2). Pourtant, c’est à près de 1000 Km du sud du Cameroun, en RDC que 

l’épidémie du VIH-1 groupe M a débuté (Zhu et al., 1998; Vidal et al., 2000; Worobey et al., 2008). 

Cette discordance entre l’origine des virus et celle de l’épidémie humaine peut être expliquée par 

l’association de plusieurs facteurs impliquant l’hôte, l’agent infectieux et l’environnement. 

Toutefois, selon Pépin en 2013, par la manipulation de la viande de chimpanzé près de l'angle sud-est 

du Cameroun, un patient avait acquis le SIVcpz entre 1900 et 1930, ce qui est devenu le VIH-1. Par 

la suite, une transmission locale a probablement suivi le traitement intraveineux de la maladie du 

sommeil et d'autres maladies tropicales. Quelques-unes d’entre les personnes atteintes l’auraient 

transporté à la métropole locale de Léopoldville-Brazzaville, où la transmission sexuelle et/ou 

parentale aurait permis au virus de persister. Une amplification exponentielle aurait eu lieu en 1950 

principalement par la transmission parentale, puis dans les années 1960 par voie hétérosexuelle (liée 

à l’augmentation de la prostitution par la pauvreté et la décolonialisation du Congo, conduisant à une 

migration vers Léopoldville). A partir des années 1960, le virus a été exporté hors de Léopoldville à 

d'autres pays africains, mais aussi aux Etats-Unis via des assistants techniques haïtiens qui ont 
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travaillé au Congo, probablement à travers le tourisme sexuel des hommes gais américains dans les 

années 1970, puis dans de nombreux autres endroits, principalement en Europe occidentale et en 

Amérique latine (Pépin, 2013). 

 

  I.2.2.2. Origine du VIH-2 

Le HIV-2 est le résultat d’une transmission zoonotique du SIVsmm du mangabey enfumé à 

l’Homme en Afrique de l’Ouest (figure 2). Ce petit primate vit dans les forêts primaires et 

secondaires de la côte ouest africaine couvrant le territoire délimité par la rivière Casamance au 

Sénégal et le système de la rivière Sassandra/Nzo en Côte d'Ivoire (Range et Noë, 2002). Plusieurs 

arguments alimentent très favorablement cette hypothèse de l’origine du VIH-2. D’abord, 

l’organisation des génomes du VIH-2 et du SIVsmm est similaire avec notamment la présence du 

gène vpx. L’habitat naturel du mangabey enfumé coïncide avec le foyer endémique du HIV-2 (Hirsch 

et al., 1989; Lemey et al., 2003). De plus, dans ces régions où ce petit singe est chassé pour sa viande 

ou utilisé comme animal de compagnie, les contacts directs entre les populations locales et le 

mangabey enfumé sont courants (Marx et al., 1991). Enfin, il s’y ajoute la forte prévalence de 

l’infection à SIV chez les mangabeys enfumés dans ces régions. 

 

 
Figure 2. Origine géographique du VIH-2 (pris de Etienne et Peeters, 2010). 

 

 Aujourd’hui, ces populations Africaines restent toujours exposées à d’autres transmissions inter-

espèces. En effet, on y trouve presque toutes les espèces de grands singes et plusieurs autres espèces 
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de primates non humains (PNH) qui sont continuellement chassées et consommées par les 

populations locales. Ils sont donc régulièrement en contact avec divers PNHs dont la plupart avaient 

été décrites comme naturellement porteuses d’un SIV au Cameroun (Locatelli et Peeters, 2012). 

Ainsi, le contact avec le sang et les tissus éventuellement infectés à travers la préparation de la viande 

de brousse, les morsures et griffures des animaux de compagnie, le contact avec les fèces et urines 

des PNH sont autant d’occasions de transmission d’un rétrovirus du singe à l’Homme. Par 

conséquent, il convient de poursuivre la veille sanitaire afin de surveiller les rétrovirus dans 

l’interface Homme-PNH pour prévenir d’éventuelles émergences avant leur établissement dans la 

population humaine.  

 

I.3. Morphologie, structure et organisation génomique du VIH 

I.3.1. Morphologie et structure (figure 3) 

Morphologiquement, le VIH apparaît sous forme de particules sphériques (Gelderblom et al., 1987) 

de 90 à 120 nanomètres de diamètre, hérissées de spicules. Parmi les éléments constitutifs, nous 

distinguons: 

 

Une enveloppe constituée d’une bicouche lipidique qui provient de la membrane plasmique 

de la cellule hôte acquise par le virus lors de sa sortie par bourgeonnement. A la surface de cette 

enveloppe, on retrouve la glycoprotéine de surface reliée de façon non covalente à la glycoprotéine 

transmembranaire, l’ensemble faisant saillie à la surface du virus sous forme de spicules. 

Une matrice constituée par la protéine p17 est retrouvée sous la bicouche lipidique. Elle est 

liée à la surface interne de l'enveloppe et stabilise la structure. Elle intervient dans l'étape de 

l’assemblage et du bourgeonnement du virion (Dorfman et al., 1994; Jouvenet et al., 2011). 

Une capside constituée par la protéine p24 se situe au centre du virus dont il représente la 

protéine majeure. Elle protège l’ARN et intervient dans la formation des oligomères-p24 conduisant 

à l'assemblage de la particule virale et dans la morphogenèse de la capside (Gitti et al., 1996; Tang et 

al., 2003; Leschonsky et al., 2007) . 

Une nucléocapside constituée principalement par une protéine basique p7 liée à l’ARN du 

virus. Elle joue un rôle dans l'emballage de l'ARN, la rétro-transcription et la stabilité de la particule 

virale (Feng et al., 1996; Song et al., 2007; Thomas et Gorelick, 2008). 

Un génome viral représenté par deux brins d’ARN de polarité positive, de longueur d’environ 

10000 bases. 

Des enzymes virales comprenant: la transcriptase inverse (TI), l’intégrase (IN) et la protéase 

(PR). 
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Figure 3. Structure du VIH. (pris de Karlsson Hedestam et al., 2008). 

 

I.3.2. Organisation génomique du VIH 

Le génome du VIH est constitué de deux copies d’ARN simple brin d'environ 10 000 nucléotides 

chacun, de polarité positive. La figure 4 ci-dessous montre l’organisation génomique du VIH et SIV.  

 

 
Figure 4. Organisation génomique des VIHs.   
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/REVIEWS/Beer99/Beer.html) 

Haut: Lignée du VIH-2 qui possède le gène vpx bas: Lignée du VIH-1 qui possède le gène vpu 
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Il est flanqué par deux régions répétitives et non codantes, les LTR (Long Terminal Repeats) et 

possède neuf cadres de lecture ouverts. Trois de ces cadres de lecture codent pour les polyprotéines 

Gag, Pol et Env, qui sont par la suite clivées en protéines individuelles de structure. Les six autres 

cadres de lecture codent pour les gènes accessoires encore appelés gènes de régulation: tat, rev, vif, 

vpu ou vpx, nef, vpr (Lal et al., 2005).  

Les lentivirus de primates ont en commun 5 gènes accessoires et la présence variable de deux autres 

(vpx ou vpu) selon les virus. Ainsi, on peut distinguer un groupe de virus possédant un vpu 

comprenant le VIH-1, SIVcpz, SIVgor, et SIVgsn, SIVmus, SIVmon; puis un autre groupe possédant 

un vpx, où l’on retrouve le VIH-2 et des VIS isolés du mangabey enfumé (SIVsmm) ainsi que des 

SIVrcm et SIVmnd-2/drl. 
 

- les LTR (long terminal repeats) sont les séquences répétitives qui délimitent le génome viral aux 

extrémités 5’ et 3’. Elles sont composées de trois régions : U5, R, U3. Ces régions sont régulatrices 

de l’initiation de la rétro-transcription du génome viral, de la polyadénylation et de son intégration au 

sein du génome de l’hôte (Perkins et al., 1993; Huthoff et Berkhout, 2001). 

 

- Les gènes de structures du VIH 

- Le gène des antigènes de groupe (gag) : est le premier cadre de lecture ouvert sur le 

génome. Il code une protéine précurseur p55 qui au cours de la maturation sous l’action de la 

protéase virale est clivé en protéines dont celles de la matrice virale (p17), de la capside (p24), de la 

nucléocapside (P7) dont les rôles sont déjà décrits (Jouvenet et al., 2009; Kutluay et Bieniasz, 2010; 

Jouvenet et al., 2011). 

- Le gène pol (polymérase): constitue le gène le plus conservé du génome et code pour les 

enzymes virales que sont la protéase (PR), la transcriptase inverse (TI) et l’intégrase (IN), cibles 

principales du traitement antirétroviral.  

La transcriptase inverse est l’une des enzymes du VIH les plus importantes. Elle est 

responsable de la rétro-transcription de l’ARN viral en ADN proviral qui va donner naissance à un 

ADN double brin capable de s’intégrer dans le génome cellulaire. Elle est dépourvue de fonction de 

correction des nombreuses erreurs qui surviennent lors de la réplication élevée et est donc en partie 

responsable de la grande diversité du VIH (Kohlstaedt et al., 1992; Mulky et al., 2005; Bochner et 

al., 2008). 

La protéase virale joue un rôle important dans la maturation de la particule virale en 

permettant le clivage des polyprotéines Gag et Gag-Pol (Pettit et al., 1991). 

L’intégrase catalyse l’insertion dans le génome de la cellule infectée de l’ADN proviral 

obtenu après rétrotranscription par les séquences LTR qui constituent les points d’ancrage 
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(Johnson et al., 2006; Jaskolski et al., 2009). 

- Le gène env (enveloppe): est la partie la plus variable du génome du virus et est caractérisé 

par un polymorphisme important qui permet au virus d’échapper au système immunitaire. Le gène 

env code pour la Gp160 qui génère les deux glycoprotéines (Gp120 et Gp41) apparaissant à la 

surface des virions et des cellules infectées, et impliquées dans l'entrée du virus, la fusion des cellules 

et la cytolyse de la cellule infectée  

(hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/COMPENDIUM/2013compendium.html). 

La glycoprotéine de surface (gp120) est composée de 5 domaines constants (C1-C5) bien 

conservés d’une souche à l’autre et de 5 domaines hypervariables (V1-V5) qui forment à leur base 

des boucles. Parmi elles, la boucle V3 apparaît importante dans le choix du tropisme viral (Gaibelet 

et al., 2006). 

La glycoprotéine transmembranaire (gp41) contient un domaine N-terminal, promoteur de 

la fusion membranaire entre le virus et la cellule hôte. Elle est liée aux régions hydrophobes des 

extrémités N-terminales de la Gp120 (Chan et al., 1997; Buzon et al., 2010). 

 

 - Les gènes de régulations 

 Ils codent pour des protéines virales régulatrices et interagissent avec des facteurs cellulaires.  

Le gène tat (Transactivator of Transcription): joue un rôle dans l’adaptation moléculaire et 

l’orientation de la machinerie cellulaire dans le sens de la transcription virale. Il est également 

modulateur d’expression de gènes cellulaires ou d’autres virus et participe ainsi à la pathogénicité de 

l’infection par le VIH (Giunta et al., 2008; Romani et al., 2010). Il peut induire l’apoptose des 

cellules voisines qui ne sont pas infectées (De Mareuil et al., 2005).  

Le gène rev (Regulator of Expression Virion protein): la phosphoprotéine pp20Rev codée 

par ce gène se retrouve dans le noyau de la cellule infectée et agit dans la régulation post-

transcriptionnelle des gènes de structure (Brandt et al., 2007; Pond et al., 2009). Elle intervient dans 

l’exportation nucléaire, la stabilisation de la traduction de l’ARN du VIH (Arrigo et Chen, 1991; 

Groom et al., 2009). Elle augmente la durée de vie des ARN viraux dans le noyau et inhibe les 

molécules inhibitrices de transport (Malim et Cullen, 1993). Elle contrôlerait l’activité de l’intégrase 

( Rosenbluh et al., 2007; Levin et al., 2009). 

 

 - Les gènes accessoires 

Le gène vif (Virion infectivity factor): code pour une protéine cytoplasmique de 23 kDa libre 

dans le cytosol (Li et al., 2005). Vif intervient dans la stabilisation du complexe nucléoprotéique 

(Ohagen et Gabuzda, 2000; Guo et al., 2007) et la modulation de la TI virale (Cancio et al., 2004). 

Elle empêche les effets antiviraux de la protéine cellulaire APOBEC (Apolipoprotein B mRNA 
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editing enzyme) en induisant sa dégradation par le protéosome (Yu et al., 2003; Goila-Gaur et al., 

2008).  

 

Le gène vpr (viral protein R): code pour une protéine accessoire multifonctionnelle, de 14 

kDa et contribue à la pathogenèse du VIH-1 par une transactivation des LTR (Zhao et al., 2005). Elle 

est incorporée dans les virions et agit dans le transport du complexe de pré intégration dans le noyau, 

l’arrêt de la croissance cellulaire en phase G2 et l’induction de l’apoptose (Le Rouzic et Benichou, 

2005; Andersen et al., 2008). Par ailleurs, au niveau des macrophages, Vpr joue aussi un rôle 

important dans l’accumulation d’un réservoir persistant pour l’infection VIH dans les cellules de la 

lignée myéloïde (Kogan et Rappaport, 2011). 

 

Le gène vpu (viral protein U): est spécifique aux lignées de VIH-1, SIVcpz, SIVgor, SIVgsn 

et absent chez le VIH-2 et SIVsmm. Il code pour une protéine de 81 acides aminés ayant plusieurs 

fonctions biologiques. En effet, Vpu interagit avec la queue cytoplasmique du CD4 et entraîne sa 

poly-ubiquitination par un complexe ligase et sa dégradation dans le protéosome, réduisant ainsi 

l’expression de CD4 à la surface cellulaire (Margottin et al., 1998; Binette et al., 2007; Mitchell et 

al., 2009). Elle peut également détacher la Tetherin de la surface des cellules en la redirigeant et en la 

séquestrant dans un compartiment périnucléaire, ce qui bloque ainsi son activité (Hauser et al., 2010). 

Cette inhibition permet la libération des virions de la membrane plasmique des cellules infectées 

(Neil et al., 2008) mais aussi le transfert de virus de cellule à cellule (Casartelli et al., 2010). 

 

Le gène vpx (viral protein X) code pour la protéine vpx de 12 kDa spécifique au VIH-2, 

SIVsmm, SIVrcm, SIVmnd-2/drl. Son rôle n’est pas totalement élucidé, mais il est d’une importance 

majeure dans l’infection des macrophages (Malim et Emerman, 2008). Vpx est capable d’induire la 

dégradation dans le protéosome d’un facteur de restriction, SAMHD1 (Hrecka et al., 2011; Laguette 

et al., 2011) qui, en l’absence de Vpx, empêche l’infection par le VIH des cellules dendritiques et des 

cellules de la lignée myéloïde.  

 

Le gène nef (negative factor) code pour la protéine multifonctionnelle myristoylée de 27 

kDa Nef, associée à la partie cytoplasmique des membranes cellulaires. Elle affecte l’expression en 

surface de plusieurs protéines cellulaires et accélère l’endocytose de CD4, CD8 et CD28 de la surface 

des cellules infectées (Stove et al., 2005; Chaudhuri et al., 2007). Elle diminue aussi les protéines du 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I et II (Roeth et Collins, 2006; Schindler et al., 2006) 

et régule le récepteur des cellules T (Thoulouze et al., 2006). En plus de  moduler l’infectivité du 

VIH grâce à des interactions avec les protéines de l’enveloppe cellulaire, Nef facilite la 
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pénétration du virus dans le réseau d’actine cortical lors des phases initiales de l’infection(Pizzato et 

al., 2007). 

 

I.4. Le cycle de réplication du VIH 

Le VIH infecte de façon productive les cellules présentant un récepteur CD4 à leur surface. 

Ce récepteur est une glycoprotéine monomérique exprimée à la surface des lymphocytes T CD4 et à 

des taux plus faibles par les monocytes/macrophages (Morrow et al., 2007). Il existe cependant 

d’autres cibles du VIH comme les cellules de Langerhans et les cellules microgliales cérébrales. 

Outre la molécule CD4, l’infection par le VIH nécessite la présence de corécepteurs ou chimiokines 

dont les principaux sont le CXCR4 et le CCR5. Les corécepteurs CCR5 sont exprimés par les cellules 

dendritiques et les macrophages des virus qui sont dits à tropisme R5, tandis que les corécepteurs 

CXCR4 sont exprimés par de nombreux types cellulaires dont les lymphocytes T CD4 dits à tropisme 

X4 (Kim et al., 2009).  

La réplication virale a donc lieu dans de nombreux tissus et liquides biologiques et le cycle de 

réplication peut être subdivisé en 4 étapes principales comme le montre la  figure 5 ci-dessous.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 5. Cycle de réplication du VIH   
(http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/23548/ch01.html) (Consulté le 17/07/2013). 
 
Schéma des étapes clés du cycle de réplication virale du VIH, a: étapes de fixation et d’entrée du virus, b: étapes de 
transcription inverse et d’intégration, c: étapes d’expression des gènes et d’assemblage et d: étapes de bourgeonnement et 
de maturation du virion.   

a 

b 
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Ces étapes comprennent la fixation et l’entrée du virus dans sa cellule cible (a), la transcription 

inverse de l’ARN simple brin en ADN double brins et l’intégration de l’ADN proviral  dans le 

génome de la cellule hôte (b), l’expression des gènes et l’assemblage du virus (c), et le 

bourgeonnement du virion et sa maturation (d). 
 

I.4.1. L’étape de fixation et d’entrée du virus dans la cellule hôte 

Le processus d’entrée dans la cellule cible requiert des interactions spécifiques entre 

l’enveloppe virale et des récepteurs de surface cellulaire. Les trimères de la glycoprotéine de surface 

gp120 interagissent avec le récepteur CD4, entraînant la fixation du virus à la cellule cible. Ceci 

induit un changement de conformation de ces deux molécules permettant le recrutement du 

corécepteur cellulaire (CXCR4 ou le CCR5). L’interaction entre gp120, CD4 et le corécepteur induit 

un changement conformationnel radical de la sous-unité transmembranaire gp41 qui conduit à 

l’interaction de ses régions N et C terminales. Cela entraîne la formation d’une structure en hélice 

permettant le rapprochement puis la fusion des membranes virale et cellulaire. La capside est alors 

libérée dans le cytoplasme de la cellule hôte où elle se désagrège et libère son contenu (figure 5). 

 

I.4.2. La transcription inverse et l’intégration au génome cellulaire 

Caractéristique principale des rétrovirus, la transcription inverse de l’ARN viral en ADN double brin 

commence immédiatement après l’entrée du core du virion dans le cytoplasme de la cellule infectée 

et sa décapsidation. Cette dernière pourrait intervenir suite à l’action de différentes protéines 

cellulaires et virales comme la cyclophiline A, Vif et Nef. La transcription inverse est réalisée par la 

transcriptase inverse (TI ou RT) qui possède trois activités enzymatiques distinctes: i) polymérisation 

d’ADN à partir de l’ARN génomique viral, ii) activité RNaseH et iii) polymérisation d’ADN à partir 

de l’ADN viral nouvellement synthétisé. A noter également l’importance de Vif pour l’étape de 

transcription inverse. Elle va limiter l’effet mutagène induit par la désaminase APOBEC3G en 

favorisant sa séquestration cytoplasmique lors de l’assemblage viral (Henriet et al., 2005). Ainsi, 

l’ADN double brin s’associe avec des protéines cellulaires et virales en un complexe nucléoprotéique 

de pré-intégration qui est alors transporté jusqu’au noyau. Par la suite, l’ADN viral est intégré dans 

l’ADN chromosomique de la cellule infectée par l’action de l’intégrase virale et le virus deviendra 

provirus. 

 

I.4.3. L’expression des gènes et l’assemblage du virus 

Le LTR 5’ contient des éléments promoteurs qui vont permettre l’expression du génome viral. 

À partir du promoteur viral situé en 5’ du LTR, les copies intégrées d’ADN du VIH-1 servent de 

matrice pour la synthèse d’ARN messagers viraux grâce à l’ARN polymérase II (l’ARN Pol II) et 
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aux actions coordonnées de la protéine Tat et d’autres facteurs de transcription. En effet, la 

phosphorylation de la queue C-terminale de l’ARN polymérase II va activer l’élongation de la 

transcription et stimuler le << capping>> (ajout en 5' d'un nucléotide modifié pour permettre aux 

mécanismes de transport et de traduction de reconnaître l’ARN messager des autres formes d’ARN) 

des ARNs viraux naissants (Zhou et al., 2003). 

La réplication rétrovirale exige une exportation nucléaire de l’ARN messager provenant d’un 

épissage alternatif de l’ARN viral génomique. L’ARNm non épissé de 9 kb code pour Gag ou Gag-

Pol, quatre ARNm d’environ 4 kb sont épissés séparément. Ils codent pour Vif, Vpr, Vpu, et Env. 

Enfin, trois ARNm sont produits par multi-épissage. Ils aboutissent à des ARNm de 2 kb environ et 

codent pour Tat, Rev et Nef. Rev est la protéine virale qui contrôle les différents épissages de 

l’ARNm. Alors que Rev et Tat interagissent avec l’ARN viral, Nef agit sur l’environnement 

cellulaire afin de favoriser l’assemblage. Les précurseurs Gag-Pol s’assemblent à la membrane 

plasmique dans des régions riches en lipides (radeaux lipidiques) et en protéines d’enveloppe en un 

virion immature qui sortira de la cellule par bourgeonnement. 

 

I.4.4. Le bourgeonnement du virion et sa maturation 

Des virions immatures sont alors formés et lors du bourgeonnement, le virion entraîne la 

bicouche lipidique de la membrane cellulaire dans laquelle sont encastrés les trimères de gp120. Ces 

éléments fusionnent avec la membrane plasmique et libèrent les virus dans le milieu extracellulaire 

Une fois à l’extérieur de la cellule, la protéase virale clive les précurseurs Gag-Pol rendant ainsi les 

particules virales matures et pleinement infectieuses. La transmission de cette dernière se fait 

principalement par contact sanguin ou par échange de fluides corporels comme le sperme et les 

sécrétions vaginales. Les modes de transmission les plus souvent rapportés sont les relations 

sexuelles non protégées, l’échange de seringues contaminées et la transmission verticale entre la 

mère et l’enfant et sont à l’origine du nombre important de personnes infectées dans le monde. 
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Chapitre II: Épidémiologie du VIH 
 

II.1. Épidémiologie globale du VIH dans le monde 

Le VIH, responsable du SIDA est l’un des défis de santé et de développement le plus 

important dans le monde. D’après le rapport de l’ONUSIDA de 2012, aujourd’hui, plus de 30 ans 

après la description des premiers cas, il existe à travers le monde, environ 34 millions de personnes 

qui vivent actuellement avec le VIH en 2011 et plus de 25 millions sont déjà décédés du SIDA. Le 

tableau I ci-dessous contient les estimations globales et régionales sur  l’infection à VIH en 2011.  

 

Tableau I. Données globales et régionales sur  l’infection à VIH en 2011  

http://www.unaids.org/en/media/unaids/contentassets/documents/epidemiology/2012/gr2012/201211

20_UNAIDS_Global_Report_2012_en.pdf (consulté le 16/05/2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bien que les cas d’infection à VIH/SIDA aient été signalés dans toutes les régions du 
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monde, le continent Africain reste le plus touché avec 69% (23,5million) des personnes vivant avec 

le VIH résidant en Afrique sub-saharienne. Même si le taux annuel de nouvelles infections a diminué 

de 20% depuis 2001, on dénombre environ 2,5 millions de nouvelles infections en 2011. Les baisses 

les plus importantes du nombre de nouvelles infections entre 2001 et 2011 ont été enregistrées dans 

les Caraïbes (42 %) et en Afrique subsaharienne (25%) (Tableau I).  

 

Par ailleurs, l’épidémie est relativement stable et contrôlée dans les populations générales des 

pays industrialisés. Toutefois, les tendances demeurent préoccupantes dans certaines régions du 

monde. En effet, le nombre de nouvelles infections au Moyen-Orient et en Afrique du Nord a 

augmenté de plus de 35% depuis 2001 (tableau I). Aussi, après être restée relativement stable pendant 

plusieurs années, l’incidence de l’infection à VIH en Europe de l’Est et en Asie centrale a commencé 

à augmenter à la fin des années 2000. Dans au moins 9 pays, les tendances épidémiologiques étaient 

moins favorables avec en 2011, un nombre de nouvelles infections de 25% de plus qu’en 2001 

(ONUSIDA, 2012). Cependant, dans la plupart de ces pays, l’épidémie se concentre dans un nombre 

restreint de provinces et de groupes de population. Les consommateurs de drogues injectables, les 

HSHs ainsi que les professionnelles du sexe et leurs clients représentaient l’essentiel des nouvelles 

infections (ONUSIDA, 2012). Par conséquent, la transmission aux partenaires féminines de ces 

derniers devient courante. L’instabilité socio-économique dans certaines régions contribue également 

à la propagation de l’épidémie. 

 

En raison de l’élargissement et de l'intensification des traitements antirétroviraux ainsi que de 

la diminution de l'incidence, le nombre de décès liés au SIDA a commencé à baisser au milieu des 

années 2000. En 2011, on estime à 1,7 million le nombre de décès liés au SIDA, soit une baisse de 

24% par rapport aux 2,3 millions de 2005. Les baisses du nombre de décès liés au SIDA les plus 

considérables entre 2005 et 2011 ont été enregistrées aux Caraïbes (48%) et en Océanie (41%) 

(ONUSIDA, 2012). D’autres diminutions moins importantes ont été observées au cours de la même 

période en Amérique latine (10%), en Asie (4%), en Europe de l’Ouest et du centre ainsi qu’en 

Amérique du Nord (1%). Cependant, les régions comme l’Europe de l’Est et l’Asie centrale (21%) 

d’une part et le Moyen-Orient et l’Afrique du Nord (17%) d’autre part, ont enregistré des 

augmentations importantes de la mortalité liée au SIDA (ONUSIDA, 2012). 

 

II.2. Epidémiologie du VIH en Afrique  

L’Afrique reste le continent le plus durement touchée par le VIH avec près de 69% (n=23,5 

millions) de toutes les personnes vivant avec le VIH en 2011 (ONUSIDA, 2012). De nombreuses 

épidémies nationales ont considérablement évolué ces dix dernières années. Parmi les 39 pays 
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ayant enregistré de fortes baisses en matière d’incidence de l’infection à VIH chez les adultes (chute 

de plus de 25%) de 2001 à 2011, 23 se situent en Afrique subsaharienne. Le nombre de personnes 

infectées par le VIH en 2011 (1,8 million) était de 25% inférieur aux 2,4 millions de 2001 

(ONUSIDA, 2012). Toutefois, malgré ces progrès, l’Afrique subsaharienne représentait 71% des 

nouvelles infections chez les adultes et les enfants en 2011, montrant ainsi l’importance de 

poursuivre et de renforcer les efforts de prévention du VIH dans la région. Le tableau II ci-dessous 

montre les estimations des prévalences de VIH chez les adultes entre 15-49 ans en Afrique sub-

saharienne.  

 

Tableau II. Estimation de la prévalence de VIH chez les adultes de 15-49 ans en Afrique Sub-

saharienne en 2011 (pris de ONUSIDA, 2012) 
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Les prévalences parmi les adultes de 15-49 ans les plus faibles (< ou = 0,1%) sont retrouvées 

dans les pays du Nord comme la Tunisie, l’Egypte, le Maroc et l’Algérie. Dans l’Est et le Centre de 

l’Afrique, elles diffèrent selon les pays. Elles peuvent être < ou = 1% (Somalie, Soudan). Dans 9 

pays surtout du Sud, plus de 10% des adultes sont estimés être positifs au VIH. L'Afrique du Sud 

(17,3% de prévalence en 2011) compte le plus grand nombre de personnes vivant avec le VIH dans le 

monde (5,6 millions). Par contre le Swaziland a le taux de prévalence le plus élevé dans le monde 

(26% en 2011). En Afrique de l’Ouest, les prévalences sont estimées en 2011 aux alentours de 1% 

(Sénégal, Mali, Mauritanie et Niger). Elle est estimée entre 1 et 2% pour la Gambie, la Guinée, et > 

2,5% pour la Guinée-Bissau et la Côte d'Ivoire (ONUSIDA, 2012). La quasi-totalité des pays de la 

région Africaine a une épidémie de VIH de type généralisé, avec des prévalences supérieures à 1%. 

 

Aussi, le VIH reste un grave problème de santé pour les jeunes âgés de 15-24 ans, avec plus 

de 2400 nouvelles infections en 2011. Il affecte davantage les femmes et les filles surtout en Afrique 

sub-saharienne, qui représentent 60% des personnes vivant avec le VIH. Globalement, on estime à 

1,2 million, les femmes et les filles nouvellement infectées par le VIH en 2011. Cette vulnérabilité 

particulière des femmes est essentiellement d’ordre socioculturel, physiologique, épidémiologique et 

aussi économique.  

En effet, en dehors du fait que la muqueuse vaginale est fragile et que le sperme peut rester 

plusieurs jours dans le tractus génital féminin, la quantité du VIH est plus importante dans le sperme 

que dans les sécrétions vaginales. Par ailleurs, les autres infections sexuellement transmissibles (IST), 

l'immaturité du col chez les jeunes femmes, la période suivant l'accouchement, la ménopause qui 

fragilise les muqueuses, les rapports traumatisants ou non désirés dans lesquels la lubrification est 

insuffisante (pouvant favoriser des micros lésions), sont autant d'autres facteurs biologiques 

accentuant la vulnérabilité des femmes. Physiquement, les femmes peuvent être économiquement, 

socialement, émotionnellement ou culturellement dans l'impossibilité d'exiger la protection de leurs 

rapports sexuels. Par amour, par peur de la séparation, de l'insécurité financière ou de la solitude, 

certaines femmes pour garder leur partenaire sont prêtes à accepter des relations à risques non 

protégées. Il a été décrit que, dans les épidémies généralisées, ces facteurs sont significativement 

associés à un risque accru d'infection par le VIH chez les femmes (Jewkes et al., 2010). Par 

conséquent, l'amélioration du statut social et économique des femmes, par la réduction de leur 

dépendance à l'égard des partenaires masculins et le renforcement de leur pouvoir de décision, peut 

contribuer à réduire leur risque de contracter le VIH.  

 

II.3. Épidémiologie dans les groupes vulnérables  

La transmission par voie sexuelle s’effectue essentiellement par les muqueuses vaginales, 
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vulvaires, péniennes ou rectales qui sont des portes d’entrée efficaces en particulier pour le partenaire 

receveur. Toutefois, la probabilité de contamination dépend de plusieurs facteurs incluant le type de 

rapport sexuel (vaginal/anal), les fréquences et durées des expositions, la charge virale du VIH dans 

les sécrétions, le stade de l’infection ainsi que beaucoup d’autres facteurs (Galvin et Cohen, 2004). 

Par ailleurs, les groupes à risques étant plus exposés à l’infection que le reste de la population, ils 

jouent un rôle déterminant dans la diffusion de l’épidémie de SIDA par le biais d’évènements 

fondateurs. Dans tous les pays touchés par une épidémie généralisée, la prévalence du VIH est 

systématiquement plus élevée dans les groupes à haut risque d’infection qu’au sein de la population 

générale.  

Des données récentes ont montré que la prévalence mondiale du VIH chez les 

professionnelles du sexe est estimé à 12% (Baral et al., 2012). Cependant, les prévalences sont 

variables selon les pays atteignant 70% en Swaziland où la prévalence nationale est estimée aux 

alentours de 26% dans la population générale (ONUSIDA, 2012).  

 Comme chez les PS, les prévalences de l’infection à VIH sont au moins 22 fois plus élevées 

chez les consommateurs de drogues injectables qu'au sein de la population générale (ONUSIDA 

2012). En effet, en Europe de l’Est et en Asie centrale où le nombre de nouvelles infections a 

augmenté, les épidémies nationales sont généralement déclenchées par la transmission liée à la 

consommation de drogues, puis par la transmission aux partenaires sexuels de ces derniers.  

Quant aux HSHs, à cause de rapports sexuels non protégés, d’antécédents d’IST et d’une mauvaise 

connaissance de ces infections, ils restent les plus durement touchés par l’infection à VIH. Selon les 

enquêtes réalisées dans les capitales, les prévalences du VIH chez ces hommes sont 

systématiquement en moyenne 13 fois plus élevées que celles au sein des populations générales 

(ONUSIDA 2012). La figure 23 montre les prévalences de l’infection à VIH chez les HSHs par 

rapport à la population générale dans certains pays. 

Dans certains pays comme Sénégal, Panama, Swaziland les prévalences sont estimées à plus de 20%. 

Pour d’autres pays de l’Afrique Centrale comme la République Démocratique du Congo, le 

Cameroun et la République centre Africaine, elles sont de plus de 30% (figure 6) (ONUSIDA 2012).  
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Figure 6. Prévalences de VIH chez les HSHs par rapport à la population générale dans certains 

pays (UNAIDS, 2012) 

 

Bien que le VIH/SIDA demeure une priorité majeure de santé mondiale, les efforts 

internationaux mis en place au cours de cette dernière décennie pour lutter contre cette pandémie ont 

généré d’importants progrès. Même si dans de nombreuses régions du monde les épidémies 

nationales continuent de progresser, à l’échelle mondiale, l’incidence de VIH continue de diminuer. 

Plusieurs facteurs sont associés à cela. Les plus remarquables sont entre autres, le meilleur accès aux 

soins qui a permis de prolonger la vie des personnes infectées. Elle est aussi attribuée aux 

modifications des comportements à risque (réduction du nombre de partenaires, l'utilisation accrue du 

préservatif…), à l’accroissement des interventions biomédicales, comme la circoncision masculine, 

les prophylaxies pré-exposition etc (ONUSIDA, 2012). Cependant, il reste d’importants défis à 

relever car bien que la baisse du nombre de décès liés au SIDA et de nouvelles infections à VIH soit 

importante, les circonstances de l’épidémie qui pèse sur les pays et les régions continuent de varier 

considérablement.  

La population virale homogène retrouvée chez une personne infectée évolue au cours du 

temps, du fait de l’absence de correction de la TI et de la  dynamique très élevée de la réplication du 

VIH. Cette évolution du VIH, qui est extrêmement rapide, est à l’origine du grand nombre de variants 

viraux répartis de façon inégale à travers le monde. 
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Chapitre III: La Diversité génétique du VIH 
 
III.1. Causes de la variabilité génétique         

La grande variabilité génétique du VIH résulte de plusieurs facteurs dépendant du virus mais 

aussi de l’hôte. Parmi les causes essentielles de cette grande diversité, nous avons le taux d’erreur de 

la transcriptase reverse, la dynamique élevée de la réplication virale, les phénomènes de 

recombinaison ainsi que les pressions de sélection. 

 

- Absence de fonction de correction de la transcriptase inverse (TI):  

La transcriptase inverse est l’enzyme responsable de la rétro-transcription de l’ARN viral en 

ADN au cours de la réplication du VIH. Cependant, l’absence d’activité de correction exonucléasique 

3’- 5’ de la TI conduit à la production d’un taux élevé d’erreurs au cours de la synthèse du brin 

d’ADN (au moins une erreur par génome et par cycle réplicatif). Ces erreurs sont à l’origine d’un 

nombre élevé de mutations. Ces mutations peuvent être neutres, sans effet sur les capacités du virus à 

se répliquer; elles peuvent aussi être létales, entraînant un arrêt de la réplication virale. Enfin, elles 

peuvent conférer au virus des avantages réplicatifs.  

 

- La recombinaison virale: La recombinaison génétique est un élément fondamental de  l’évolution. 

Elle est définie comme un processus au cours duquel du matériel génétique est échangé entre deux 

virus, donnant naissance à un descendant qui possède du matériel génétique provenant des deux 

parents. Les deux virus parentaux doivent être capables d’infecter le même patient et le même 

répertoire cellulaire, à l’occasion soit d’une co-infection (infection simultanée), soit d’une 

surinfection (infections successives). 

Au niveau moléculaire, la recombinaison s’effectue lors de la réplication d’un virus, la réplicase peut 

copier des fragments d’ARN des deux virus. Ce processus génétique peut se réaliser entre des virus 

proches (recombinaison homologue), ou plus éloignés (recombinaison hétérologue). La transcriptase 

inverse des rétrovirus a une forte capacité recombinogène et du fait de la présence de deux brin 

d’ARN chez les lentivirus de primate, un arret de la transcription peut pousser la transcriptase inverse 

à sauter d’un brin à l’autre (Jetzt et al., 2000; Zhang et al., 2000). Cet arret peut être causé par 

plusieurs raisons: une présence de cassures (délétions ou discontinuités) sur le génome (Coffin, 

1979), une forte présence de sites de pause (stop) riche en G et C (Destefano et al., 1992; 1994) ou 

par Mega primer ou invasion liée à une dégradation partielle du premier brin d’ARN déjà copié 

(Chen et al., 2003). 

La figure 7 schématise le processus de recombinaison virale. Nous avons dans un premier temps, une 

étape de formation des hétérozygotes, suivie de la génération de recombinants. 
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Figure 7. Schéma de la recombinaison génique   
(Pris de Simon-Lorière, et al., 2006) 
 
La conséquence la plus visible de la recombinaison est le nombre de plus en plus important de formes 

recombinantes circulantes CRFs (Circulating Recombinant Forms), favorisées par des doubles 

infections, particulièrement dans les zones où circulent plusieurs sous-types (Peeters et Sharp, 2000; 

Blackard et al., 2002; Hoelscher et al., 2002). Lorsque les génomes viraux co-emballés sont 

génétiquement différents, la recombinaison rétrovirale peut conduire à un brassage entre les génomes 

viraux (Neher et Leitner, 2010; Smyth et al., 2012). 

Aujourd’hui, la recombinaison est perçue comme partie intégrante du cycle infectieux du VIH, ce qui 

démontre qu’elle joue un rôle majeur dans l’évolution de ce rétrovirus et la progression de la maladie 

chez les patients (Liu et al., 2002; Nájera et al., 2002; Magiorkinis et al., 2003; Rambaut et al., 

2004).  

 

- La capacité réplicative: Le fitness est la capacité d’un virus à se répliquer dans un environnement 

donné. La variabilité du VIH est aussi liée à la dynamique de la réplication virale. On estime qu’une 

personne infectée par le VIH produit chaque jour environs 1010 nouveaux virus (Perelson et al., 1996; 

Wei et al., 1998). La population virale homogène retrouvée chez une personne récemment infectée 

évolue au cours du temps. Elle conduit à l’apparition progressive d’un mélange complexe de variants 

appelé <quasi-espèces>.  

 

- La pression de sélection : La diversité génétique est influencée par des pressions de sélection 
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diverses dont celles du système immunitaire de l’hôte et aussi celles dues au traitement antirétroviral. 

En effet, parmi les millions de virus produits chaque jour, ne subsisteront que ceux ayant 

conservé à travers les différentes mutations leur capacité à se répliquer. Ainsi, seules les mutations 

n’altérant pas les propriétés fonctionnelles des protéines sont tolérées: on parle de pression négative. 

Les gènes pol et gag, qui sont les plus conservés, subissent généralement cette sélection négative 

(Kils-Hütten et al., 2001; Barbour et Grant, 2005). Quant aux protéines de structure, qui sont 

exposées à la pression immunitaire, elles subissent une pression de sélection positive avec des  

substitutions d’acides aminés qui peuvent entraîner des changements de structure de la protéine 

(substitutions non-synonymes) et modifiant les épitopes viraux accessibles (Kuiken et al., 1993). 

Ceci a pour conséquence l’échappement du virus aux mécanismes de défense de l’hôte. Cette forme 

de pression est en partie responsable de la grande variabilité du gène de l’enveloppe (Kuiken et al., 

1993).  

 

Par ailleurs, le traitement antirétroviral exerce également une pression de sélection positive 

par destruction des virus sensibles favorisant l’apparition de variants résistants. En effet, lorsqu’un 

traitement antirétroviral est initié, une forte pression de sélection sera exercée sur le virus et les 

variants ayant la capacité de se répliquer en présence des ARVs auront un avantage évolutif évident. 

Lorsque le régime thérapeutique est sous-optimal pour contrôler la réplication du virus, il conduit à 

l’émergence de virus portant des mutations de résistance préexistantes du fait des erreurs de la TI 

(Metzner et al., 2003; Martinez-Picado et Martínez, 2008).  

 

III.2. Les variants génétiques du VIH 

Le VIH, comme les autres lentivirus de primates, est caractérisé par une très grande diversité 

génétique. Comme décrit dans l’origine du VIH, il est aujourd’hui établi que plusieurs évènements de 

transmission inter-espèces sont à l’origine des deux types de virus de l’immunodéficience humaine: 

le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est classé en quatre groupes distincts: le groupe M pour majeur 

d’une part et les groupes O (Outlier), N (New, Non-M/ Non-O) et P d’autre part. Chacun de ces 

groupes est le résultat d’une transmission indépendante d’un SIV de chimpanzé ou de gorille à 

l’Homme. Toutefois, ils sont inégalement répartis à travers le monde, car seul le groupe M est 

pandémique. La figure 8 ci-dessous montre les relations phylogénétiques entre les différents groupes 

du VIH-1, et les différents variants à l’intérieur du groupe M. 
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Figure 8. Arbre phylogénétique montrant les groupes  du VIH-1 (pris de Peeters, 2013) 
 

III.2.1. Diversité des variants du VIH-1  

III.2.1.1 Le groupe M du VIH-1 (Major) 

Le groupe M correspond aux virus les plus répandus dans le monde. Selon la diversité 

génétique observée au sein du génome viral, les isolats du VIH-1 groupe M sont classés en 9 sous-

types (A-D, F-H, J et K) (figure 9). Ces derniers sont génétiquement distants d’environ 25 à 35% au 

niveau du gène env. Toutefois, la distance génétique peut varier selon le gène avec environ 9-11% 

dans le gène pol (Gao et al., 1998; Roquebert et al., 2009; Etienne et Peeters, 2010).  

Certains sous-types sont classés en sous sous-types, car ils forment un embranchement 

distinct de celui définissant un sous-type, mais ils ne sont pas génétiquement assez distants pour 

justifier une différenciation en sous-types. La plupart de ceux identifiés à ce jour appartiennent au 

sous-type A (A1 à A4), dont le A3 qui a été identifié parmi les professionnelles du sexe au Sénégal, 

et au sous-type F (F1 et F2) (Gao et al., 2001; Vidal et al., 2006; Buonaguro et al., 2007). En 2009, 

une étude menée en Angola a identifié sur la base de séquences partielles deux groupes de séquences 

formant des groupements distincts au sein de la radiation du sous-type A, et qui pourraient définir de 

nouveaux sous sous-types A5 et A6 (Bártolo et al., 2009). En RDC, des virus majoritairement 

constitués d’un sous sous-type A5 ont été caractérisés (Vidal et al., 2009). 

Les sous-types B et D ne sont pas génétiquement assez distants pour justifier d’être des sous-

types différents. Mais la nomenclature du VIH-1 groupe M les a maintenus tels quels pour des 

raisons de simplicité (Robertson et al., 2000). 
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- Les formes recombinantes du groupe M 

La pandémie du VIH est caractérisée par la circulation de plusieurs sous-types génétiques. 

Elle est aussi  caractérisée par une quantité extrêmement importante de recombinants inter sous-

types. Dans les zones où co-circulent plusieurs types ou sous-types de VIH comme dans plusieurs 

pays d’Afrique, des co-infections ou des surinfections avec des sous-types ou CRFs différents peut 

avoir lieu et engendrer la formation de virus recombinants (Renjifo et al., 1998). Certains 

recombinants ne sont retrouvés que chez un seul individu et sont appelés URF (Unique Recombinant 

Form). D’autres recombinants sont retrouvés chez au moins trois personnes non 

épidémiologiquement liées, ils sont appelés CRF (Circulating Recombinant Forms). Certains de ses 

recombinants sont appelés recombinants de deuxième génération, car ils sont composés de sous-types 

purs avec des recombinants déjà établis (Hemelaar, 2012). Le sous-type anciennement classé E sur la 

base de séquences partielles s’est avéré en réalité un recombinant qui fut par la suite appelé 

CRF01_AE (figure 9). Les isolats classés auparavant sous-type I étaient aussi des mosaïques 

complexes de plusieurs sous-types et sont devenus les CRF04_cpx (figure 9) (Worobey et al., 2004). 

D’autre part, la souche IbNg d’Ibadan initialement considérée comme une lignée divergente du sous-

type A est devenue la forme recombinante CRF02_AG (figure 9) (Carr et al., 1998; Lee et al., 1998).  

Le 65ème CRFs a été publiés en Novembre 2013 (Feng et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Représentation schématique des CRF01_AE, CRF02_AG et CRF04_cpx 

(http://www.hiv.lanl.gov, consulté le 24/10/13). 

 

III.2.1.2. Les autres groupes du VIH-1  

À côté de ces virus majoritaires, il existe au sein du VIH-1, d’autres souches génétiquement 

divergentes, ayant conduit à la définition des groupes O, N et P. Ces variants non-M ont tous été 

CRF01_AE 

CRF02_AG 

CRF04_cpx 
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décrits pour la première fois chez des patients d’origine camerounaise (De Leys et al., 1990; Gürtler 

et al., 1994; Simon et al., 1998; Plantier et al., 2009). Ils sont généralement confinés au Cameroun 

qui constitue leur épicentre, et dans les pays limitrophes.  

Parmi ces trois groupes du VIH-1, le groupe O est le plus fréquent causant près de 1% des 

infections au Cameroun (Ayouba et al., 2001). Sa propagation est limitée avec une endémicité 

restreinte dans ce pays et dans les pays voisin. Cependant le groupe O a aussi été retrouvé dans 

l'ouest de l'Afrique dont le Sénégal avec quelques cas ponctuels (Peeters et al., 1997, Ayouba et al., 

2001; Brennan et al., 2008). Par ailleurs, il a été retrouvé dans certains pays du nord, avec aussi 

quelques cas sporadiques en Europe (Quiñones-Mateu et al., 1998; Barin et al., 2007) et aux Etats 

Unis (Sullivan et al., 2000). Ces derniers avaient toujours des liens épidémiologiques avec le 

Cameroun ou les pays voisins. 

La grande diversité génétique du groupe O est comparable à celle du groupe M dont il a 50% 

d’homologie dans le gène env, mais sa classification en sous-types reste néanmoins complexe 

(Gürtler et al., 1994; Roques et al., 2002). Quelques cas de recombinaison entre les groupes O et M 

du VIH-1 ont été décrits suggérant des co-infections avec des virus du groupe O et du groupe M 

(Peeters et al., 1999; Vergne et al., 2003; Vessière et al., 2010). 

 

Le groupe N du VIH-1 est représenté par une quinzaine de cas d'infection au Cameroun 

(Ayouba et al., 2000; Yamaguchi et al., 2006; Vallari et al., 2010) et était restreint à cette région. En 

2011, il a été décrit qu’un Homme vivant en France mais ayant voyagé au Togo avait été infecté par 

du VIH-1 groupe N. Cette contamination survenue au Togo suggère donc que le VIH-1 groupe N a 

franchi les frontières du Cameroun (Delaugerre et al., 2011). 

 

Quant au group P, il est le dernier groupe du VIH-1 identifié aussi au Cameroun où 2 cas 

seulement ont été documentés. Le premier cas a été décrit chez une femme originaire du Cameroun 

vivant en France (Plantier et al., 2009). Le deuxième cas fut décrit à travers une étude rétrospective 

au Cameroun (Vallari et al., 2011). Les virus du groupe P et ceux des virus SIV infectant les gorilles 

sont phylogénétiquement proches et constituent une lignée distincte des groupes M, N et O du VIH-1. 

 

III.2.2. La diversité génétique du VIH-2  

Alors que le VIH-1 groupe M est réparti à travers le monde, le VIH-2 est principalement 

confiné en Afrique de l’ouest avec comme épicentre la Guinée-Bissau (Fanales-Belasio et al., 2010). 

Chez les personnes infectées, il a été caractérisé comme étant moins pathogène que le VIH-1 (Kanki 

et al., 1994). Aujourd’hui, le VIH-2 est subdivisé  en huit groupes génétiques nommés de A à H dont 

le A et le B sont les plus répandus (Damond et al., 2004; De Silva et al., 2008). Le groupe A est 
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principalement retrouvé en Guinée-Bissau et aussi au Sénégal, tandis que le groupe B est plus présent 

en Côte d’Ivoire, au Mali et au Burkina-Faso (Schim van der Loeff et Aaby, 1999; Reeves et Doms, 

2002; Tienen et al., 2010). Les autres souches (C à H) sont représentées par des cas uniques (Gao et 

al., 1994; Chen et al., 1997; Damond et al., 2004) suggérant une très faible propagation. Des cas 

d’infection avec les groupes H et F ont été décrits en France et aux Etats Unies respectivement, chez 

des patients originaires d’Afrique de l’ouest (Damond et al., 2004; Smith et al., 2008).  

En 2012, une autre séquence de VIH-2 différente de celles des 8 groupes déjà décrits a été isolée chez 

un enfant de 8 ans habitant un village proche du Parc National de Taï, en Côte d’Ivoire, suggérant un 

nouveau groupe de VIH-2 (Ayouba et al., 2013). 

Une seule recombinaison entre les sous-types A et B du VIH-2 (CRF01_AB) a été décrite 

chez des patients vivants au Japon (Ibe et al., 2010). Des cas de doubles infections entre le VIH-1 et 

le VIH-2 ont été signalés, mais aucune forme de recombinaison entre les deux types de virus n’est 

signalée (Curlin et al., 2004). 

 

III.3. Répartition globale des variants du VIH-1 groupe M  

III.3.1. Fréquences des sous-types et CRFs dans le monde 

Les différents sous-types et recombinants du VIH-1 groupe M sont inégalement répartis dans 

le monde. Une analyse comparée sur les données décrites entre 2000 et 2007 montre de légères 

variations dans cette distribution dans le monde. Entre 2000-2003 et 2004-2007, le sous-type C reste 

le plus répandu dans le monde (figure 10), avec des proportions similaires (50% vs 48%) entre les 

deux analyses. Une évolution est toutefois notée chez d’autres variants, comme l’augmentation dans 

le temps, du CRF02_AG (5% vs 8%) (figure10). Une diminution est cependant notée avec le sous-

type D (3% vs 2%). 

La dernière analyse (données 2004-2007) montre qu’après le sous-type C, plus de 20% des infections 

dans le monde sont dues à des formes recombinantes. Parmi ces recombinants, le CRF02_AG 

représente 8% et le CRF01_AE 5%. Les autres sous-types sont aussi inégalement répartis. Le sous-

type A représente 12% des infections, le B 11%, le G 5% (figure 10) (Hemelaar et al., 2011).  
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Figure 10. Répartition des variants de VIH-1 M entre 2000 et 2007 (pris de Hemelaar et al., 

2011). 

 

III.3.2. Distribution globale des différents variants  

Plusieurs études ont montré que les différents sous-types et recombinants du VIH sont inégalement 

répartis à travers les différentes régions du monde (figure 11) (Peeters et al., 2003; Carr et al., 2010). 

 

III.3.2.1. Répartition en Afrique 

Le continent Africain est l’épicentre d’une très grande diversification du VIH-1.Tous les sous-

types et de nombreux CRFs du VIH-1 précédemment décrits sont présents sur le continent, avec des 

proportions différentes selon les régions.  

 

Dans l’Est et le Sud de l’Afrique, les sous-types A, C et D sont prédominants et co-circulent 

avec leurs recombinants (figure 11). Dans les pays comme le Botswana, l’Ethiopie, le Lesotho, 

Malawi, Mozambique, la Zambie, Swaziland et l’Afrique du Sud, le sous-type C est quasiment 

exclusif. Il est associé au sous-type A majoritaire au Rwanda et en Tanzanie. Au Kenya, le sous-type 

A est majoritairement retrouvé dans les études. Quant en Uganda, les sous-types A et D sont les plus 

prévalent. (Hemelaar et al., 2011; 2012; Lihana et al., 2012). 
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Figure 11. Distribution globale des sous-types et CRFs du VIH-1 dans le monde  

(pris de Hemelaar et al., 2011) 

 

En Afrique Centrale, la répartition est spécifique à chaque région (figure 11). La République 

Démocratique du Congo est décrite comme épicentre du VIH-1 groupe M. En effet, des études ont 

montré que, 20 ans avant que l'épidémie de SIDA ne soit reconnue, une très grande diversité 

génétique du VIH-1 était déjà observée à Kinshasa. Deux souches ancestrales des sous-types D et A 

ont été identifiées dans un sérum et dans une biopsie collectés en 1959 et 1960 (Zhu et al., 1998; 

Worobey et al., 2008). Le sous-type A y est prédominant, mais une diminution progressive de sa 

prévalence est notée du nord (53%) au sud (46%), au profit du C majoritaire dans le sud du pays 

(Vidal et al., 2009; Lihana et al., 2012). Au Cameroun, Guinée Equatoriale et Gabon, le CRF02_AG 

est prédominant et co-circule avec plusieurs autres variants (Lihana et al., 2012). Une importante 

circulation de recombinants URFs et de virus non identifiables est enregistrée en Afrique centrale 

(Lihana et al., 2012). 

 

Pour le Nord de l’Afrique, en Algérie, Maroc, Egypte, le sous-type B est prédominant 

(figure 11), mais le CRF02_AG est aussi présent en Tunisie et dans le sud de l’Algérie (Hemelaar et 

al., 2011; Lihana et al., 2012). 

 

En Afrique de l’Ouest, les sous-types A, G, CRF02_AG et CRF06_cpx sont les plus 

fréquents (figure 11). Le CRF02_AG est prédominant au Togo (51%), Ghana (66%), Gambie (47%), 

Mali (72%), Côte d'Ivoire (88%) et au Bénin (66%). Au Niger et au Burkina Faso, le CRF02_AG 
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constitue avec le CRF06_AG les formes génétiques les plus prévalentes. Au Nigeria, les A, G et 

CRF02_AG sont prédominants selon les régions du pays (Hemelaar et al., 2011; Lihana et al., 2012).  

Au Sénégal le CRF02_AG reste majoritairement (plus de 60%) retrouvé dans la population 

générale (Toure-Kane et al., 2000; Diop-Ndiaye et al., 2010; Kebe et al., 2013; Thiam et al., 2013). 

Cependant, le sous-type C a été majoritairement retrouvé dans le groupe des hommes ayant des 

rapports sexuels avec d’autres hommes (Ndiaye et al., 2009). 

 

III.3.2.2. Répartition dans les autres continents 

Dans les pays industrialisés, notamment l’Amérique du Nord, l’Amérique du Sud, 

l’Europe, l’Australie et les Caraïbes, le sous-type B reste prédominant depuis le début de l’épidémie 

(Hemelaar et al., 2011). Il peut représenter des fréquences de plus de 80% de l’ensemble des souches 

circulant dans ces régions (Wensing et al., 2005; Cardoso et al., 2009; Wheeler et al., 2010). 

Cependant, en Europe de l’Est, le sous-type A est majoritairement retrouvé (Vinogradova et al., 

2010). Quant au Sud de l’Amérique, les sous-types B et F co-circulent avec de nombreux CRF B/F 

(Pando et al., 2008; Vázquez-Valls et al., 2010). 

Toutefois, il est important de remarquer que dans ces régions, surtout en Europe, les sous-types non-

B augmentent de façon progressive. En effet, il a été décrit que la proportion des non-B parmi les 

nouvelles infections en France est passé de 10% en 1998 à 50% en 2005 (Semaille et al., 2007). Les 

variants non-B sont estimés à 19% entre 1993 et 2008 en Italie (Lai et al., 2010) et 12% dans une 

cohorte de patients naïfs en Espagne (González-Alba et al., 2011). Cependant, les nouvelles 

infections en Grèce sont dominées par le sous-type A (Nikolopoulos et al., 2008). Les sous-types A, 

C, D, F, G, H, CRF01_AE et CRF02_AG ont été décrites chez les femmes enceintes immigrées 

d’Afrique sub-saharienne au Canada et les militaires de l’armée Américaine (Singer et al., 2010). 

Quant au Brésil, l’émergence du C est décrite dans le sud, prenant le dessus sur le sous-type F qui 

prédominait dans ces régions. Des recombinants B/C dont le CRF31_BC ont aussi été documentés 

dans le sud du Brésil (Simon et al., 2010; De Medeiros et al., 2011).   

En Asie, le CRF01_AE est prédominant avec les sous-types B et C (Hemelaar, 2012; Rerks-

Ngarm et al., 2010). Dans les pays du sud-est, comme le Cambodge, le Vietnam et la Thaïlande, le 

CRF01_AE est largement prédominant (Wirachsilp et al., 2007). Le sous-type C est majoritaire en 

Inde (Deshpande et al., 2009). Quant à la Chine, l’épidémie est caractérisée par une prédominance du 

CRF07_BC associée au CRF01_AE (Lu et al., 2008; Wang et al., 2011).  

En fonction des pays donc, la diversité génétique du VIH-1 décrite dans la population 

générale peut différer, mais reste semblable à celle retrouvée chez les HSHs, avec cependant, des 

proportions plus ou moins différentes. 
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III.3.3.  Distribution des variants génétiques chez les HSHs  

Dans l’étude de Beyrer et al en 2012, des données sur les sous-types et recombinants pour des 

échantillons de HSH entre 2007-2011 étaient disponibles pour 14 pays. Parmi ces pays, figurent au 

moins trois pays d’Afrique et d’autres pays de l’Amérique, de l’Asie et de l’Europe de l’Ouest. La 

figure 12 montre la répartition des sous-types et CRFs du VIH-1 dans les 14 pays inclus dans cette 

étude. Pour le Nord et le Sud de l’Amérique et pour l’Europe occidentale, les souches circulantes 

chez les HSHs sont comparables à celles des populations générales (figure 12). Tout comme dans la 

population générale, le sous-type B reste prédominant chez les HSHs malgré la description de plus en 

plus de variants non-B en Europe (Habekova et al., 2010; Leoz et al., 2011; Beyrer et al., 2012; 

Chibo et Birch, 2012). Des études réalisées en Europe, UK et USA ont décrit d’importants clusters ou 

chaînes de transmission chez les HSHs, suggérant donc l’existence de réseaux de diffusion entre ces 

HSHs (Hughes et al., 2009). 

 

 
Figure 12. Epidémiologie moléculaire des sous-types/CRFs du VIH-1 chez les HSHs, 2007-2011 
(pris de Beyrer et al., 2012). 
 

Pour l'Afrique, les données chez les HSHs sont limitées à celles de l’Afrique du Sud, du 

Kenya et du Sénégal dans l’étude de Beyrer et al., 2012. Les variants circulant dans cette population 

sont les mêmes que ceux de la population générale mais dans des proportions différentes (Beyrer et 

al., 2012). Cela suggère une diffusion locale des virus entre les populations dans chaque zone. A 

Cape Town en Afrique du Sud, dans la population multiethnique HSH et les communautés 

environnantes, une ségrégation précoce des sous-types du VIH par race et par groupe à risque a été 

signalée dans les années 1980, avec une fréquence importante du sous-type B chez les HSHs de race 

blanche, tandis que le C était majoritaire chez les Sud-africains hétérosexuels. En effet, le sous-type 

C a été identifié dans 92% des HSH noirs et 36% des HSHs blancs, suggérant de substantiels ponts 

entre ces populations. 
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Pour l'Asie, la situation est un peu plus complexe avec la présence du sous-type B (prédominant en 

Mongolie, Beijing en 2007, et à Taiwan) mais aussi de souches non-B comme le CRF01_AE 

prédominant en Thaïlande, à Singapour et en augmentation en Chine (Beyrer et al., 2012).  

Cette grande diversité du VIH pourrait avoir des conséquences importantes sur le pouvoir 

pathogène, le diagnostic, la thérapie antirétrovirale et la recherche vaccinale.  

 

III.5. Conséquence et implication de la diversité génétique du VIH 

III.5.1. Conséquences sur la progression et la transmission de la maladie 

- Impact sur la progression 

L´impact de la diversité génétique du VIH sur la progression de la maladie se traduirait par 

des différences influençant la réplication virale et la pathogénicité du virus. Cependant, de nombreux 

facteurs comme la durée de l´infection par le VIH ou le niveau de réplication virale peuvent biaiser 

l´estimation de l´association entre types, sous-types et pathogénicité. En effet, une étude Ougandaise 

a permis de montrer que le temps d´évolution jusqu´au stade SIDA était plus court chez les patients 

porteurs du sous-type D (Kiwanuka et al., 2008). C’est le cas d’autres études, menées en Tanzanie et 

au Kenya qui ont montré une progression moins rapide du sous-type A par rapport au D (Vasan et al., 

2006; Baeten et al., 2007). Une étude conduite au Sénégal avait montré que des femmes infectées par 

les sous-types non-A (C, D et G) avaient plus de chance de développer rapidement un SIDA que 

celles infectées par le sous-type A (Kanki et al., 1999). Par contre, d’autres études n’ont pas montré 

de différence sur la progression de la maladie (Alaeus et al., 1999; Laurent et al., 2002; Wright et al., 

2011) . Ceci suggère que les facteurs qui sont impliqués dans la progression restent mal connus. Une 

étude menée en Europe a montré qu’en l'absence d'ARV, les patients infectés avec le sous-type D 

avaient une baisse du taux de CD4 quatre fois plus importante par rapport à d'autres sous-types 

comme A, B, C et CRF02_AG, qui présentaient des baisses similaires l’un à l'autre (Easterbrook et 

al., 2010). Aussi, la progression de la maladie était moins rapide chez les personnes infectées par le 

VIH-2 que par le VIH-1 (Marlink et al., 1994; MacNeil et al., 2007). D’autre part, des études ont 

montré que pendant les stades tardifs de la maladie, des souches de tropisme X4 ont été retrouvées 

dans une forte proportion (60-77%) chez des personnes infectées par des sous-types (A, B, D, 

CRF01_AE et CRF02_AG) contre seulement 15% chez des personnes infectées par du sous-type C 

(Esbjörnsson et al., 2010).  

 

- Impact sur la transmission 

Des différences de taux de transmission ont été décrites selon les sous-types du VIH-1. En 

effet, une étude réalisée en Ouganda a révélé que le sous-type A avait un taux plus élevé de 

transmission hétérosexuelle que le sous-type D (Kiwanuka et al., 2009). Une autre étude réalisée 
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en Tanzanie avait montré que le sous-type C était fortement associé à un risque de transmission 

mère-enfant, comparé aux sous-types A ou D (Renjifo et al., 2004). Une autre étude réalisée chez des 

femmes enceintes au Kenya a montré le sous-type C était plus présent dans la cavité vaginale que les 

sous types A ou D (John-Stewart et al., 2005). Ce dernier semble avoir une plus forte prédisposition 

pour la localisation dans la muqueuse génitale féminine (Walter et al., 2009), ce qui peut faciliter leur 

transmission à la fois par la voie verticale ou hétérosexuelle.  

Cependant d’autres études n’ont pas trouvé de différence significative sur les risques de transmission 

mère-enfant avec les sous-types A, D ou C (Krivine et al., 2009). Cela suggère que d'autres études 

sont nécessaires pour établir des conclusions sur le risque relatif de transmission par des sous-types 

différents du VIH. 

Par ailleurs, de la même façon que sur la progression de la maladie, des études ont décrit que la 

transmission du VIH-2 était moindre que celle du VIH-1, d’où sa faible expansion (Popper et al., 

1999). En effet, la structure génomique des deux virus est la même, mais seuls 40% d'homologie sont 

partagés par les gènes de leurs enveloppes. La différence pourrait être au niveau des protéines 

responsables de l'entrée du virus dans les cellules hôtes. 

 

III.5.2. Impact de la diversité sur le diagnostic et le suivi des PVVIHs 

- Diagnostic sérologique 

La diversité des VIH est à l’origine de risque de fausse négativité pour le diagnostic 

sérologique basé sur la recherche d’anticorps. Les premiers tests de dépistage développés sur la base 

du VIH-1 de sous-type B étaient moins efficaces car ils ne détectaient pas bien les séroconversions 

avec les autres sous-types du VIH (Apetrei et al., 1996; Louie et al., 2008) Il existe aujourd’hui des 

tests beaucoup plus sensibles capables de détecter tous les sous-types du VIH-1 du groupe M connus, 

le groupe O et le VIH-2 (Kwon et al., 2006; Zeh et al., 2011). Cependant, ces méthodes avancées ne 

sont pas souvent disponibles dans les pays à ressources limitées où la plupart des nouvelles infections 

se produisent. En 2012, un test sensible et spécifique pour le diagnostic et la surveillance de 

l'infection par le VIH-O avait été mis en place. Ce dernier semblait être simple, abordable et adapté à 

une utilisation dans tous les pays où les VIH groupes O et M co-circulaient (Gueudin et al., 2012). 

 

- Monitoring des patients sous traitement ARV 

Cette diversité génétique a des implications importantes sur la mesure de la charge virale des 

patients vivant avec le VIH. Il a été montré qu’avec l’utilisation des tests de premières générations, il 

existait des risques de sous-quantification de la charge virale des sous-types non-B (notamment A, G 

et CRF02_AG) (Amendola et al., 2002; Delaugerre et al., 2009), et une absence de quantification 

chez les patients infectés par le groupe O (Gueudin et al., 2003). Tout comme le diagnostic 



	  
49	  

sérologique, ces tests étaient développés sur la base du VIH-1 de sous-type B. Par la suite, le 

monitoring des PVVIHs a été amélioré par la mise au point d’autres techniques de PCR en temps réel 

couvrant à la fois le VIH-M et le VIH-O (Rodriguez et al., 2009; Rouet et al., 2010; Church et al., 

2011; Depatureaux et al., 2011).  

Malgré ces améliorations, des évaluations réalisées entre les tests les plus utilisés ont montré 

qu’aucun des tests n’arrivait à couvrir la totalité des variants du VIH-1. Des discordances de charge 

virale peuvent être retrouvées parmi les tests actuellement utilisés (Peeters et al., 2010; Rouet et al., 

2010). Récemment, un test de RT-PCR en temps réel relativement peu coûteux et capable de détecter 

et de quantifier toutes les formes circulantes du VIH-1, SIVcpz et SIVgor a été développé (Etienne et 

al., 2013). Ce dernier pourrait ainsi surveiller les souches du VIH-1 qui circulent actuellement tout en 

détectant une nouvelle émergence de SIVcpz et SIVgor chez l'homme. Toutefois, une évaluation de 

ce test sur un plus grand panel d'échantillons est essentielle, afin de s'assurer qu’il détecte bien tous 

les variants circulants, surtout dans les pays à ressources limitées.  

 

III.5.3. Conséquences de la diversité sur le traitement ARV 

La diversité génétique du VIH peut influencer les types et fréquences des mutations de 

résistance qui pourraient éventuellement apparaître lors de l'exposition aux ARVs (Brenner et 

Coutsinos, 2009; Wainberg et Brenner, 2012). Plusieurs études à travers le monde ont démontré que 

les différents sous-types du VIH-1 groupe M ont des sensibilités similaires aux ARVs, qui sont 

pourtant développés sur la base du sous-type B (Kantor, 2006). La plupart des mutations de 

résistance du sous-type B sont également présents dans les sous-types non-B, mais plusieurs autres 

mutations se produisent dans ces derniers. C’est le cas de la mutation de résistance aux inhibiteurs 

non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) V106M qui est sélectionnée par les sous-types 

C et CRF01_AE, et pas par le sous-type B. C’est aussi le cas de la mutation de protéase L891V qui se 

produit dans les sous-types C, F et G, mais pas dans le sous-type B (Martinez-Cajas et al., 2009). Des 

différences remarquables sont aussi notées parmi les sous-types non-B. Par ailleurs, il a été décrit que 

in vitro, à l’exposition au tenofovir, la mutation K65R était très rapidement sélectionnée par le sous-

type C comparé au B (Brenner et al., 2006). Des études sur la PTME ont montré une grande disparité 

dans la résistance à la névirapine selon les sous-types. Des fréquences plus élevées de résistance ont 

été trouvées chez les femmes infectées par les sous-types C comparées au D et A (Toni et al., 2005; 

Eshleman et al., 2006). 

 

  Il est aussi important de noter que le VIH-2 et le VIH-1 groupe O sont naturellement 

résistants aux inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) (Quiñones-Mateu et 

al., 1998; Tuaillon et al., 2004; Lal et al., 2005). Cette résistance est liée à l’existence de la 
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substitution C181Y dans la RT (Descamps et al., 1997; Depatureaux et al., 2011).  

Malgré cette grande diversité génétique, dans l’ensemble, le traitement ARV reste bénéfique pour les 

PVVIHs. Cependant, les différences observées sur les mécanismes et profils des mutations peuvent 

avoir une incidence sur la résistance croisée et la sélection de traitements de deuxième ligne (Kantor, 

2006; Ntemgwa et al., 2009).  

 

III.5.4. Impact de la diversité sur la recherche vaccinale 

L'intervention idéale pour contrôler la pandémie du VIH est un vaccin préventif qui soit sûr, 

simple, très efficace mais surtout abordable. Il est toutefois reconnu que la diversité du VIH est l'un 

des freins majeurs au niveau mondial, dans le développement de vaccin efficace contre le virus 

(Hemelaar, 2012). La diversité génétique du VIH-1 est à l’origine de la variabilité antigénique des 

spicules de l’enveloppe du VIH-1. Ainsi, les anticorps neutralisant des protéines d’enveloppe d’un 

sous-type du VIH-1 peuvent ne pas neutraliser une autre souche, car les antigènes de surface sont 

différents et ne sont donc pas reconnus par le système immunitaire (Roquebert et al., 2009). Plusieurs 

essais cliniques de vaccins thérapeutiques ont été menés avec des approches incluant des antigènes 

du gène gag (Li et al., 2011), Tat (Caputo et al., 2009), la protéine Gp160 (Gudmundsdotter et al., 

2008) et les cellules dendritiques dérivées de monocytes (García et al., 2011). Il est aujourd’hui 

reconnu  que du fait de cette extrême diversité du VIH, l'induction d'anticorps pouvant neutraliser la 

grande variété de souches était particulièrement difficile. Habituellement, un vaccin efficace exige de 

puissantes réponses anticorps, capable de bloquer l'infection et/ou d’éliminer l'agent pathogène 

(Plotkin, 2010). Pour ce qui est du VIH, un vaccin efficace devrait induire des anticorps ciblant le 

grand nombre des souches virales actuelles. 

Récemment, avec les avancées technologiques, de nouvelles stratégies ont permis d'isoler de 

nombreux anticorps ayant un pouvoir neutralisant couvrant deux à trois fois plus de souches de VIH 

(Georgiev et al., 2013; Klein et al., 2013). L'espoir est permis grâce aux résultats d'un essai récent 

dans des modèles animaux, utilisant des anticorps neutralisants larges et puissants appelés bNAbs 

(broad and potent HIV-1-neutralizing antibodies), pouvant protéger contre le VIH-1 et supprimer une 

infection déjà établie. Le succès de l'immunothérapie passive dans les modèles animaux suggère que 

ces bNAbs pourraient devenir un ajout précieux à l'arsenal contre le VIH-1 (Klein et al., 2013). 

  Plusieurs techniques ont été développées pour identifier les génotypes des souches de VIH 

circulant chez les personnes infectées. Parmi ces méthodes, les plus importantes utilisent la biologie 

moléculaire. Beaucoup de méthodes ont été développées pour étudier la diversité virale du VIH, mais 

seules celles qui sont utilisées dans cette thèse ont été développées en détails. 
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III.6. Quelques outils de détermination et d’analyse de la diversité génétique du VIH. 

III.6.1. Le Séquençage nucléotidique et la phylogénie permet de déterminer les variants 

majoritaires 

III.6.1.1. Le séquençage 

Parmi ces méthodes, le séquençage nucléotidique par la méthode de Sanger (Sanger et al., 

1977) suivi d’une analyse phylogénétique est la méthode de référence et la plus couramment utilisée. 

La méthode de Sanger est basée sur l’utilisation de terminateurs de chaîne qui sont marqués par 

différents fluorophores selon les bases nucléotidiques et qui, lorsqu’ils sont incorporés au cours de la 

synthèse, entraînent l’arrêt de l’élongation. La dernière base portant le fluorochrome peut donc être 

détectée grâce à sa fluorescence émise sous l’excitation d’un laser. Ainsi dans un séquenceur, les 

produits de réactions de séquence vont subir une électrophorèse à très haut voltage dans un gel 

permettant la séparation des molécules à une base près, donnant la succession des nucléotides dans la 

séquence.  

 

III.6.1.2. Analyses phylogénétiques 

Des analyses phylogénétiques qui comparent des séquences de gènes ou de fragments de 

gènes sont souvent utilisées pour déterminer la diversité des souches. Il existe aujourd’hui différents 

logiciels qui sont disponibles pour réaliser des alignements de séquences générées contre des souches 

de référence (Procter et al., 2010) comme ClustalX2.0 (Larkin et al., 2007), Mega5 (Tamura et al., 

2011) et Seaview (Gouy et al., 2010). Ces mêmes logiciels permettent aussi de construire des arbres 

phylogénétiques. Les relations d’évolution entre des gènes homologues sont illustrées par des arbres 

phylogénétiques dont les feuilles constituent les taxons qui représentent les séquences étudiées 

parfois appelées OTU (operational taxonomic unit), les nœuds internes représentent un hypothétique 

ancêtre commun aux taxons. Un groupe de taxons partageant la même branche a une origine 

monophylétique et est appelé clade. Les arbres peuvent êtres enracinés (comparent les taxons les uns 

par rapport aux autres) ou sans direction imposée dans le processus d’évolution. Si la phylogénie 

contient un taxon connu pour être le plus ancien, l’arbre peut être enraciné et ce dernier est défini 

comme « outgroup».  

Il existe plusieurs méthodes pour construire un arbre et ces méthodes d’inférence phylogénétique 

peuvent être divisées en deux catégories: 

 

- Les méthodes de distances mesurent la dissemblance entre chaque paire d’OTU afin de produire 

une matrice de distances appariées généralement obtenues à partir d’un alignement. Elles 

comprennent plusieurs méthodes dont la méthode du plus proche voisin ou neighbor-joining (NJ) 

(Studier et Keppler, 1988; Saitou et Nei, 1987), qui est l’une des méthodes de distances la plus 
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utilisée (Ye et al., 2012).  

 

- Les méthodes de caractère regroupent toutes celles qui se basent sur un alignement pour inférer 

une phylogénie. Parmi ces derniers, nous avons : 

Les méthodes de parcimonie expliquent l’alignement avec le moins de substitutions 

possibles  (Fitch, 1971). Plusieurs arbres sont générés et la longueur de chaque arbre est égale à la 

somme du nombre de changements de caractère pour chacun des sites informatifs. L’arbre impliquant 

le minimum d’évènements évolutifs est l’arbre avec le maximum de parcimonie. 

A côté, nous avons les méthodes basées sur un modèle d’évolution explicite qui sont actuellement les 

plus utilisées  en biologie en raison de leur fiabilité. 

 

  Les méthodes du maximum de vraisemblance (maximum likelihood, ML) (Felsenstein, 

1981) sont des méthodes probabilistes qui calculent une probabilité conditionnelle (la vraisemblance) 

exprimant le fait d’observer l’alignement suivant un modèle d’évolution particulier et une phylogénie 

particulière. Leur but est de choisir la phylogénie et les paramètres du modèle d’évolution qui 

maximisent la vraisemblance, contrairement aux méthodes de distances où c’est le plus souvent 

l’utilisateur qui choisit les valeurs des paramètres du modèle d’évolution. Le logiciel PhyML 

(Guindon et Gascuel, 2003; Guindon et al., 2010) qui est l’un des plus utilisés est basé sur ce principe 

pour inférer des phylogénies.  

 

La méthode bayésienne est une autre méthode de caractère très proche des méthodes de 

vraisemblance. Elle est fondée sur le théorème de BAYES qui combine la probabilité d’un arbre 

(probabilité a priori) avec la vraisemblance d’observer les données considérées (probabilité a 

posteriori) (Rannala et Yang, 1996). Cette méthode produit un ensemble d’arbres dont l’information 

phylogénétique peut être résumée en calculant l’arbre consensus majoritaire. Les probabilités 

postérieures sont donc indiquées pour chaque nœud de l’arbre consensus et représentent la probabilité 

qu’un clade soit vrai étant donné un modèle d’évolution et le jeu de données considéré (Huelsenbeck 

et Ronquist, 2001). Les nœuds qui apparaissent de façon fréquente dans la collection d’arbres auront 

une probabilité a posteriori forte alors que ceux apparaissant peu auront une faible probabilité a 

posteriori. La différence fondamentale entre les méthodes bayésiennes par rapport aux méthodes de 

vraisemblance est que les paramètres suivent une distribution qui est donnée a priori par l’utilisateur. 

Le logiciel MrBayes (Ronquist et Huelsenbeck, 2003) qui fait partie des programmes de phylogénie 

les plus utilisés permet d’inférer des arbres phylogénétiques sous ce principe.  
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- Détermination de la fiabilité d’un arbre phylogénétique 

La fiabilité des arbres phylogénétiques peut être testée par différentes méthodes statistiques, en se 

focalisant sur les branches internes utilisées lors de l’inférence d’arbres phylogénétiques.  

La plus répandue est le calcul du bootstrap (Felsenstein, 1985). Cette technique utilise le ré-

échantillonnage aléatoire pour générer un grand nombre (souvent 1000) d’alignements bruités 

constitué d’une succession de sites choisis aléatoirement parmi ceux de l’alignement de départ. Des 

phylogénies sont ensuite calculées sur la base de ces alignements bruités avec les mêmes paramètres 

que pour la phylogénie initiale. Le support statistique attribué à chaque clade de la phylogénie de 

départ correspond au nombre de fois où ce clade est trouvé dans les réplicats bruités. Plus le signal 

phylogénétique est fort, plus le support de bootstrap est élevé et il est communément admis qu’un 

support de bootstrap supérieur à 70-80% est fiable statistiquement (Guindon et al., 2010).  

Une autre méthode appelée aLRT (approximate Likelihood-ratio test) comparable aux autres 

méthodes d’évaluation de la fiabilité des branches a été proposée (Anisimova et Gascuel, 2006). 

Cette technique a l’avantage d’être très rapide efficace et est implémentée dans PhyML (Guindon et 

al., 2010).  

 

Les tests génotypiques conventionnels ne détectent pas les variants minoritaires qui sont 

présents dans de très faibles proportions (moins de 20 %). Aujourd’hui, il est possible de détecter ces 

derniers grâce aux techniques de séquençage à haut-débit. 

 

III.6.2. Les nouvelles techniques permettent d’étudier les variants minoritaires 

III.6.2.1. La Multi-Hybridization Assay (MHA)   

La MHA a été décrite depuis 2002 pour un génotypage plus rapide et plus efficace des 

variants présents en cas de co-infection. Elle a été utilisée avec les sous-types A, C, D et leurs 

recombinants en Afrique de l’Est (Hoelscher et al., 2002), puis les sous-types B, C et le recombinant 

CRF01_AE en Asie (Kijak et al., 2007), les sous-types B, F et leurs recombinants B/F en Amérique 

du Sud (Teixeira et al., 2010) et dernièrement avec le B, G et CRF02_AG au Portugal (Freitas et al., 

2013). Pour caractériser la majorité des variants circulant en Afrique de l'Ouest et du Centre ainsi que 

les taux de co-infections, cette MHA a été adaptée par Vidal et al pour identifier les sous-types A, 

B/D, C, F, G et CRF22_01A1, CRF02_AG et CRF06_cpx qui constituent la très grande majorité des 

virus circulant dans ces régions (Vidal et al., 2013). 

 

- Principe de la MHA 

Le principe de la MHA repose sur des amplifications séparées par PCR en temps réel en 

présence de sondes spécifiques aux variants du VIH-1 pour lesquels des sondes ont été dessinées. 
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Elle consiste à effectuer, à partir d’un produit de 1er round, une PCR nichée en temps réel en présence 

de sondes fluorescentes spécifiques des variants du VIH-1. Les sondes sont doublement marquées par 

2 fluorophores: un «Reporter (donneur)» en 5’ et un «Quencher (accepteur)» en 3’. Ce dernier a la 

propriété de pouvoir absorber la fluorescence émise par le «reporter» lorsque la sonde est intacte car 

le phénomène de transfert d’énergie est dépendant de la distance entre les deux fluorophores. Lors de 

la PCR en temps réel, si la sonde est accrochée sur le produit en cours d’amplification à l’étape 

d’hybridation, elle serait dégradée au cours de l’élongation par l’activité exonucléase de l’ADN 

polymérase. Cette dégradation entraîne un éloignement du Reporter et du Quencher et par 

conséquent, la fluorescence émise par le reporter pourra donc être détectée. Les infections multiples 

sont matérialisées par l’émission de fluorescence de plusieurs sondes. 

 

 - Technique de la MHA 

La MHA  consiste à effectuer, à partir d’un produit de 1er round de PCR,  des PCR nichées en 

temps réel en présence des sondes fluorescentes spécifiques des variant VIH-1. 

Chaque échantillon est traité de façon séparée avec les différentes sondes sur chaque région du 

génome. En raison des coûts des sondes,  le premier round d’amplification peut être suivi d’un 

second round de PCR nichée en temps réel sans sonde pour vérifier la présence d’ADN du VIH-1 

dans les produits de premier round. Il peut aussi être suivi par la PCR en temps réel avec la sonde à 

tester. Les PCR nichées avec ou sans la présence de sonde sont réalisées avec des machines de PCR 

en temps réel permettant de visualiser les résultats avec un ordinateur relié à l’appareil.  

 

III.6.2.2. La SGA  permet d’isoler les séquences des variants minoritaires 

Cette technologie est une autre méthode d’étude de la diversité des virus et permet d’isoler à 

la fois les variants majoritaires et minoritaires. Le principe de cette méthode repose sur le séquençage 

à partir de dilutions d’ADN complémentaire (ADNc), de molécules uniques des variants infectant un 

individu. Elle consiste à réaliser, dans un premier temps, plusieurs dilutions de l’ADNc pour 

rechercher celle qui donne au maximum 30% de PCR positives, suggérant qu’ensuite chacun des 

amplicons obtenus provient d’une molécule unique. Ces essais se font avec une fenêtre de dilutions 

comprises entre 0,5 et 10 copies/ul de l’ADNc. Une fois cette dilution obtenue, plusieurs 

amplifications sont réalisées sur une plaque à 96 puits et puis toutes les PCRs positives sont 

séquencées. L’identification des variants minoritaires est faite après correction et élimination de 

toutes les séquences qui portent des doubles pics (correspondant à des doubles populations de virus), 

suivies d’une analyse phylogénétique.  
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III.6.2.3. Le pyroséquençage, une autre méthode d’études des variants 

minoritaires 

Une autre méthode de séquençage de plus en plus utilisée est le pyroséquençage qui suit les 

mêmes étapes que celle de Sanger mais avec une révélation immédiate d’où le nom séquençage en 

temps réel. Dans le pyroséquençage, les nucléotides sont ajoutés un à un dans le milieu réactionnel. 

Si celui qui est ajouté ne correspond pas à celui attendu, il est éliminé immédiatement. Un autre 

nucléotide est ajouté dans le milieu réactionnel jusqu'à ce qu’il corresponde à celui attendu et il est 

incorporé. Cette incorporation entraîne l’émission d’un signal lumineux qui est capté par une caméra 

CCD (Charge Coupled device) et reproduit un chromatogramme. Cette méthode est utilisée par le 

«deep sequencing» (Metzker, 2010).  

 

Le séquençage classique ne permet pas d’identifier les souches minoritaires présentes parmi 

les quasi-espèces virales, (qui peuvent porter des mutations associées à une résistance aux ARV), ou 

qui en cas de co-infection peuvent être des sous-types ou CRFs différents de celui du virus 

majoritaire. Par conséquent, même si la SGA permet d’isoler les variants minoritaires, la MHA 

constitue une méthode sensible et spécifique pour identifier rapidement sur un grand nombre 

d'échantillons des doubles infections avec des souches différentes. 

La plus grande diversité du VIH-1 se trouve en Afrique où tous les sous-types et de 

nombreuses formes recombinantes ont été décrits. La propagation mondiale des différents sous-types 

et recombinants du VIH-1 suit un modèle de distribution très complexe et dynamique. Les 

explications sur les modes actuels de distribution sont probablement multifactorielles. Elles 

comprennent la croissance démographique, l'urbanisation, l’évolution des transports et la migration 

entre autres. Toutefois, la mobilité humaine est un facteur clé dans cette propagation (Tatem et al., 

2006; Stoddard et al., 2009). A côté du comportement des individus, les facteurs structurels et 

sociaux tels que la pauvreté, la stigmatisation etc., ont un impact notable sur la pandémie du VIH, 

notamment en Europe et en Asie centrale. 

Par ailleurs d’autres facteurs actuels comme les effets fondateurs jouent aussi un rôle 

important. En  effet, les groupes à risques sont plus exposés à l’infection que le reste de la population. 

Ils jouent un rôle déterminant dans la diffusion de l’épidémie de SIDA par le biais de ces évènements 

fondateurs. Ces derniers correspondent à la diffusion rapide d’un variant au sein d’un groupe, lequel 

peut après se répandre dans la population générale. Parmi les populations à risques, nous avons les 

hommes et femmes consommateurs de drogues injectables (IDU pour intravenous drug users). Par 

conséquent, l’échange de seringues contaminées peut être à l’origine de la diffusion des virus au sein 

de cette population. Certains d’entre eux s’adonnent à la prostitution afin d’avoir des revenus pour se 

procurer de la drogue et peuvent ainsi servir de pont envers la population générale. De la même 
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façon, les HSH bisexuels ont souvent plusieurs partenaires sexuels dont des partenaires féminines qui 

peuvent aussi servir de pont envers la population générale et contribuer à la diffusion des virus. C’est 

le cas également des professionnel (le) s du sexe (PS) (ou CSW pour commercial sex workers ou 

parfois FSW pour female sex workers). Par conséquent, la criminalisation de la profession du sexe, 

les représailles et la stigmatisation sociale envers les  HSHs ainsi que l’usage de drogues constituent 

un frein majeur dans la lutte contre le VIH/SIDA. 

 

Une fois que la transmission de ces nombreux virus ait lieu, la cinétique de l’infection peut 

être divisée en trois phases successives au cours desquelles les manifestations cliniques, virologiques 

et immunologiques diffèrent. Ces 3 phases sont la primo-infection, la phase de latence clinique 

(asymptomatique) et la phase SIDA précédant la mort. 

 

III.7. Physiopathologie de l’infection à VIH/SIDA 

- L’infection primaire correspond à la période située entre la transmission et l’apparition d’une 

réponse immunitaire spécifique contre le virus. Bien que certains individus soient asymptomatiques 

durant cette période, jusqu’à 90% des personnes infectées développent des syndromes grippaux 

passagers. La phase de primo-infection est accompagnée d'une réplication virale intense détectable 

dans le sang à partir de la troisième semaine post-infection. La réplication massive du virus dans les 

lymphocytes T CD4+ entraîne leur destruction durant l’infection primaire. L’infection primaire induit 

cependant l’établissement d’une réponse immunitaire spécifique contre le VIH-1. Par conséquent, 

grâce à l’action des cellules T cytotoxique CD8+ (CTL), la virémie diminue drastiquement (figure 

13). 

 

 
Figure 13. Les différentes phases d’évolution du VIH. 
(http://georges.dolisi.free.fr/Physiopathologie/sida_evolution.htm). 
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- La phase de latence clinique: après la primo-infection, l’individu infecté entre dans un état de 

latence clinique, encore appelé phase asymptomatique. Un certain équilibre entre le virus et le 

système immunitaire se maintient pendant plusieurs années sans affecter de manière visible la santé 

du patient séropositif. Les anticorps anti-VIH sont alors produits en grande quantité et serviront de 

marqueurs dans le diagnostic de l’infection à VIH. Ce temps de latence est très variable d’un individu 

à un autre et reste néanmoins progressif. De manière remarquable, certains individus contrôlent 

l’infection pendant des années sans que le virus ne prenne le dessus. Ces sujets sont qualifiés 

d’asymptomatiques à long terme (ALT) (en anglais Long Term Non-Progressors). L’équilibre se 

maintient jusqu’à ce que le VIH-1 prenne progressivement le dessus sur l’organisme et la persistance 

de l’infection aura ainsi comme conséquence l'émergence et/ou la sélection des virus mutants qui 

échappent à la réponse immune de l'hôte.  

 

- La phase SIDA apparaît au moment de l’effondrement du système immunitaire et de 

l’augmentation de la virémie. Ce stade, le plus grave de l’infection, se caractérise par l’apparition des 

premiers symptômes associés (fatigue, perte de poids, présence de ganglions, des diarrhées et de la 

fièvre) et le développement de maladies opportunistes et de néoplasies graves touchant diverses 

parties du corps. Les infections opportunistes les plus courantes sont la pneumonie à Pneumocystis 

carini, les infections à cytomégalovirus, les infections fongiques comme les candidoses orales, les 

infections mycobactériennes à Mycobacterium tuberculosis, et les néoplasmes malins comme les 

lymphomes ou sarcomes de Kaposi. 

Ces trois phases constituent l’histoire naturelle de l’infection à VIH qui se documente de moins en 

moins grâce à l’utilisation  des molécules antirétrovirales dans le traitement.  
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Chapitre IV: Le traitement antirétroviral et résistance du VIH aux ARVs 
 

A l’échelle individuelle, les antirétroviraux ont pour objectif principal d’empêcher la 

progression vers le SIDA en maintenant ou en restaurant un nombre de lymphocytes TCD4 > 

500/mm3 (Revillard, 2001). Pour atteindre ce but, il doit rendre la charge virale plasmatique 

indétectable (< 50 copies/mL) (Launay, 2008). 

 Selon leurs domaines d’action, les médicaments anti-rétroviraux en circulation et/ou en étude 

peuvent être divisés en classes et ciblent différentes étapes du cycle de réplication du VIH (Arts et 

Hazuda, 2012). La figure 14 montre les différentes cibles du traitement ARV en fonction du cycle de 

réplication du VIH. Les premières classes d’ARVs ont pour cible la transcriptase inverse et la 

protéase. Puis les dernières classes ont pour cibles la fixation et la fusion de l’enveloppe, l’intégration 

et aussi, la maturation de la particule virale nouvellement produite (figure 14). 

 

 
Figure 14. Cibles du traitement antirétroviral selon le cycle de réplication (Adapté de Bauby et 

al., 2008). 

 

IV.1. Classes et mécanismes d’action des ARVs 

IV.1.1. Les inhibiteurs de la Transcriptase Inverse (TI) 

IV.1.1.1. Les inhibiteurs nucléosidiques / nucléotidiques de la TI (INTI). 

La RT est la première cible pharmacologique pour combattre le VIH. Actifs sur le VIH-1 
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et le VIH-2, les INTI constituent la première classe d’ARV mis sur le marché et développés dès 

1985, dont la molécule la plus ancienne est l’AZT (Azidothymidine) (Nakashima et al., 1986). Ce 

sont des analogues des nucléosides naturels qui agissent par inhibition compétitive avec ces derniers. 

Les INTI sont des prodrogues qui subissent une triphosphorylation intracellulaire. Quant aux 

analogues nucléotidiques, ce sont des composés de synthèse organophosphorés qui subissent une 

biphosphorylation conduisant à des dérivés agissant au niveau du site actif de la RT. Par l’absence du 

groupement hydroxyle en position 3’, les ARVs de cette classe bloquent l’élongation par la TI, ce qui 

conduit à un ADN incomplet et non fonctionnel (Basavapathruni et al., 2004). Pour cette classe 

d’ARVs, plusieurs molécules séparées (AZT, 3TC, FTC, D4T, TDF, ABC et DDI) sont disponibles. 

Dans le but de réduire le nombre important de comprimés dans la trithérapie et renforcer l’adhésion 

des patients, des combinaisons à doses fixes de deux ou de trois médicaments ont été développées. 

Parmi elles, nous avons la Combivir encore appelé Duovir (AZT + 3TC), le Truvada (TDF + FTC), 

le Kivexa (ABC + 3TC), le Tenolam (TDF + 3TC) et le Trizivir (AZT + 3TC + ABC).  

 

IV.1.1.2. Les inhibiteurs non-nucléosidiques de la TI (INNTI). 

Les ARVs de cette classe agissent comme inhibiteurs non compétitifs de la TI en se fixant sur 

le site catalytique, dans une petite poche hydrophobe, proche du site actif de l’enzyme induisant une 

diminution de son efficacité catalytique. Ce sont des inhibiteurs très sélectifs qui n’ont pas besoin 

d’être phosphorylés. Les premières générations d’INNTI sont l’éfavirenz (EFV ou Sustiva), la 

névirapine (NVP ou Vuramine) et la délavirdine (DLV ou Rescriptor qui n’est plus commercialisé). 

Cependant, une des limites à leur utilisation est leur faible barrière génétique (nombre de mutations 

requises pour que le virus devienne résistant) associée à un niveau de résistance croisée élevé. Par 

conséquent, une seconde génération d’INNTI a vu le jour une décennie après avec l’étravirine 

(Intelence) et la ripilvirine (Sax, 2007; Schiller et Youssef-Bessler, 2009). Ces INNTI de seconde 

génération ont une barrière génétique plus élevée. Ils permettent donc de traiter les patients dont ceux 

qui sont résistants aux INNTI de première génération. Ce sont de très puissants inhibiteurs, mais ils 

sont inactifs sur la plupart des souches du VIH-1 groupe O et du VIH-2 (Tuaillon et al., 2004).  

Des combinaisons à doses fixes de trois inhibiteurs de la transcription inverse (INTI + INNTI) ont 

aussi été mises en place avec le Triomune (d4T + 3TC + NVP) et l’Atripla (TDF + FTC + EFV) ce 

qui permet de réduire le nombre de comprimé par prise.   

Le tableau III ci-dessous montre les antirétroviraux actuellement disponibles pour les 6 grandes 

classes. 
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Tableau III. Liste des antirétroviraux actuellement approuvée par la FDA. 
(http://www.fda.gov/ForConsumers/byAudience/ForPatientAdvocates/HIVandAIDSActivities/ucm118915.htm, mise à 

jour: 08/20/2013) 

Nom de marque Non générique Date  d'approbation 
Inhibiteurs nucléosidique de la transcriptase Inverse 

Retrovir zidovudine, azidothymidine, AZT, ZDV 09-mars-87 

Hivid 
zalcitabine, ddC 
(n'est plus commercialisé) 19-juin-92 

Videx didanosine, ddI EC 31-octobre-00 
Videx didanosine, dideoxyinosine, ddI 09-octobre-91 
Combivir lamivudine + zidovudine 27-septembre-97 
Emtriva emtricitabine, FTC 02-juillet-03 
Epivir lamivudine, 3TC 17-novembre-95 
Epzicom abacavir + lamivudine 02-aout-04 
Trizivir abacavir + zidovudine + lamivudine 14-novembre-00 
Truvada tenofovir + emtricitabine 02-aout-04 
Viread tenofovir, TDF 26-octobre-01 
Zerit stavudine, d4T 24-juin-94 
Ziagen abacavir, ABC 17-decembre-98 
Inhibiteurs non nucléosidique de la transcriptase Inverse 

Edurant rilpivirine 20-mai-11 
Intelence etravirine 18-janvier-08 
Rescripto delavirdine, DLV 04-avril-97 
Sustiva efavirenz, EFV 17-septembre-98 
Viramune nevirapine, NVP 21-juin-96 
Viramune XR nevirapine, NVP 25-mars-11 
Inhibiteurs de la protéase 

Agenerase 
amprenavir, APV  
(n'est plus commercialisé) 15-avril-99 

Aptivus tipranavir, TPV 22-juin-05 
Crixivan indinavir, IDV 13-mars-96 

Fortovase 
saquinavir  
(n'est plus commercialisé) 07-novembre-97 

Invirase saquinavir, SQV 06-decembre-95 
Kaletra lopinavir + ritonavir, LPV/RTV 15-septembre-00 
Lexiva Fosamprenavir, FOS-APV 20-octobre-03 
Norvir ritonavir, RTV 01-mars-96 
Prezista darunavir 23-juin-06 
Reyataz atazanavir, ATV 20-juin-03 
Viracept nelfinavir, NFV 14-mars-97 
Inhibiteurs de fusion 

Fuzeon enfuvirtide, T-20 13-mars-03 
Inhibiteurs du co-recepteur CCR5 

Selzentry maraviroc 06-aout-07 
inhibiteurs de l'intégrase 

Isentress raltegravir 12-octobre-07 
Tivicay dolutegravir 13-aout-13 
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IV.1.2. Les inhibiteurs de la Protéase (IP) 

Les IP sont apparus en 1995 et sont des molécules beaucoup plus puissantes et plus actives 

sur le VIH-1 et le VIH-2. Ce sont des peptidomimétiques qui se fixent de manière compétitive sur le 

site actif de la protéase virale. Ils l’empêchent ainsi de catalyser le clivage des polyprotéines du virus. 

La maturation protéique étant donc altérée, les virions formés sont inactifs et non infectieux (Park et 

al., 1993).  

Le métabolisme principal des IP est réalisé majoritairement au niveau hépatique, par une iso-enzyme 

du cytochrome P 450. L’inhibition de cette dernière par une faible dose de Ritonavir (qui est aussi un 

IP) permet un ralentissement du métabolisme de l’IP qui lui est associé. Par conséquent, la 

concentration plasmatique et le temps de demi-vie de ce dernier sont alors augmentés, on parle alors 

d’IP boostés par le Ritonavir en un seul comprimé (Lichterfeld et al., 2003).  

Les molécules de cette classe sont utilisées dans les premières lignes de traitement dans les pays 

industrialisés. Cependant, vu leur coût, elles sont réservées aux secondes lignes pour les pays à 

ressources limitées. 

 

IV.1.3. Les nouvelles classes antirétrovirales 

IV.1.3.1. Les inhibiteurs de l’entrée du virus dans sa cellule cible. 

L’entrée du VIH est une étape importante du cycle de réplication du VIH et constitue donc 

une cible thérapeutique de choix. Les inhibiteurs de ces classes bloquent l’entrée du VIH dans de 

nouveaux lymphocytes en agissant sur les mécanismes de fixation du virus et de la fusion des 

membranes virale et cellulaire. 

 

- Les inhibiteurs de fusion bloquent la fusion de la membrane du virus avec celle de la cellule hôte. 

Ils se lient à la portion extracellulaire de la cellule, inhibant ainsi l’entrée virale post-attachement 

(Kuritzkes et al., 2004). L’Enfuvirtide (T-20 ou Fuzéon) qui est la seule molécule de cette classe 

actuellement commercialisée se fixe par compétition au sous domaine HR2 de la gp41. Elle mime 

une portion répétée de cette dernière, empêchant ainsi la formation du paquet en hélices (Qadir et 

Malik, 2011). Cette dernière permet l’exposition de la partie N-terminale de la gp41 et l’insertion du 

peptide de fusion dans la membrane cellulaire qui est une étape cruciale pour la fusion des 

membranes virales et cellulaires. Le T-20 est surtout utilisé chez les patients multirésistants en échec 

thérapeutique. Cependant, en dehors de son coût très élevé, le T20 nécessite une administration par 

injection sous-cutanée. Il peut donc provoquer des réactions allergiques sur les zones d’injection 

(Ball et Kinchelow, 2003; Lazzarin et al., 2003). Par conséquent, d’autres molécules de cette classe 

ont été développées et sont en cours d’étude. Ces dernières peuvent agir soit en se fixant sur le 

récepteur CD4 (cas du BMS-488043) ou entraînent les virus à se fixer sur eux (PRO 542) ou sont 
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des anticorps anti-CD4+ bloquant l’attachement du virus à la cellule (TNX-355) (Jacobson et al., 

2004; Kuritzkes et al., 2004; Hanna et al., 2011). Récemment, le CP32M qui est un inhibiteur de 

fusion nouvellement conçu possédant une puissante activité anti-VIH, en particulier contre les 

souches résistantes au T20, a été décrit (Yao et al., 2012).   

 

- Les inhibiteurs du CCR5 bloquent l’entrée de certains virus (Tozzi et al., 2006) en agissant par un 

mécanisme allostérique non compétitif. La liaison entre les inhibiteurs de CCR5 et le corécepteur 

perturbe la conformation de sa boucle extracellulaire (ECL) qui ne peut plus interagir avec la boucle 

V3 de la gp120, nécessaire à l’entrée du virus. Ils empêchent par conséquent l’attachement du virus à 

la surface cellulaire (Dragic et al., 2000; Tsamis et al., 2003). Plusieurs molécules sont développées, 

mais seul le Maraviroc (MVC ou Celsentri) a été approuvé en août 2007. Son efficacité en cas 

d’échec de première ligne a été démontré par plusieurs études (Gulick et al., 2008; Dumond et al., 

2009). Cependant, les limites de cette molécule sont qu’elle n’agit que sur les souches à tropisme R5. 

Elle peut donc constituer un risque d’échec et d’émergence des souches X4 préexistantes (Shafer et 

Schapiro, 2008). Il existe des molécules qui inhibent l’entrée des virus X4 tel que d-APACs (Hegde 

et al., 2007) mais elles ne sont pas pour le moment mises en circulation. 

 

IV.1.3.2. Les inhibiteurs de l’intégrase du virus. 

Ces antirétroviraux ont pour rôle d’inhiber l’intégration du provirus dans le chromosome 

cellulaire bloquant ainsi une étape essentielle de sa pathogénicité. Plusieurs familles d’inhibiteurs de 

l’IN ont été identifiées et peuvent agir soit sur la fixation de l’ADN cible, ou sur celle de l’ADN viral 

ou encore en modifiant l’état oligomérique de l’IN (Witvrouw et al., 2004; McColl et Chen, 2010). 

La seule molécule de cette classe approuvée en 2007 est le Raltégravir (RAL ou Isentress) qui est un 

inhibiteur de transfert de brin de l’ADN proviral sur le génome cellulaire avec une efficacité prouvée 

chez des patients ayant déjà reçu un traitement ARV (Pace et Rowley, 2008; Stellbrink, 2009; 

Quashie et al., 2012). 

Une deuxième génération d'inhibiteurs de l'intégrase comme l'Elvitegravir (GS 9137) et dolutegravir 

(S/GSK1349572) sont maintenant à différents stades de développement clinique (Ghosh et al., 2011; 

Quashie et al., 2012).  

 

IV.1.3.3. Les inhibiteurs de maturation 

Cette nouvelle classe thérapeutique d’ARV en cours de développement comporte des 

molécules qui agissent au cours de la maturation, à un stade tardif de la production virale qui est 

indispensable à la maturation des protéines du virus et à l’assemblage des particules virales. Elles 

inhibent le clivage du précurseur gag au niveau de la jonction de la protéine de capside (CA) et la 
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protéine SP1 (p24/p2). La Bevirimat (BVM) est la seule molécule inhibitrice de la maturation virale 

dont l’efficacité a été démontrée (Wainberg et Albert, 2010; Keller et al., 2011). 

 

Plus d’un quart de siècle, après l’approbation du premier médicament antirétroviral aux États-

Unis soit l’AZT, une multitude de médicaments antirétroviraux sont disponibles et proviennent de 

différentes classes. Toujours en évolution, les traitements ARV sont de moins en moins toxiques, 

plus accessibles et les stratégies d’utilisation se multiplient pour une efficacité de plus en plus 

importante. Avec la mise en place des HAART et l'arrivée des combinaisons d’ARV, le pronostic de 

l'infection chez les PVVIHs a changé radicalement au point de transformer le SIDA en une maladie 

chronique.  

 

IV.2. Traitement ARV dans les pays à ressources limitées : recommandations de l’OMS  

L’introduction des HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), qui consiste à associer au 

moins 3 molécules d’ARVs, a permis une amélioration du pronostic vital des patients vivant avec le 

VIH. Toutefois, les avancées n’ont pas permis d’éradiquer complètement l’infection chez les patients 

traités. Ces difficultés sont liées à plusieurs facteurs dont la persistance des réservoirs viraux latents, 

l’émergence des résistances associée aux ARVs ainsi que d’autres facteurs. Par conséquent, une mise 

au point de nouvelles classes thérapeutiques reste toujours nécessaire (Tozzi et al., 2006; Ghosh et 

al., 2011). Par ailleurs, le traitement est désormais reconnu comme étant un outil performant de 

réduction du risque de transmission du VIH en réduisant la charge virale (De Cock et al., 2009; 

Garnett et al., 2012). 

Depuis 2002, des recommandations notamment sur le traitement antirétroviral, le diagnostic et 

les soins de l’infection à VIH chez l’adulte et l’adolescent ont été élaborés sous plusieurs lignes 

directrices. Les dernières datant de 2013 visent à combiner et à harmoniser l’ensemble des lignes 

directrices, notamment celles de 2010. Elles sont basées sur une approche de santé publique pour une 

utilisation plus élargie des ARV pour le traitement et la prévention de l’infection à VIH, en mettant 

l’accent plus particulièrement sur les pays à ressources limitées. Comme décrit par l’organisation 

mondiale de la santé (OMS) dans <les Lignes directrices combinées sur l’utilisation des 

antirétroviraux pour le traitement et la prévention de l’infection à VIH> en juin 2013, elles 

recommandent: 

• Un traitement ARV plus précoce, débutant chez toute personne VIH-1 positive dont le taux de CD4 

est inférieur ou égal à 500 cellules/mm3, avec priorité aux patients présentant une infection à VIH 

sévère ou qui sont à un stade avancé et à ceux ayant un taux de CD4 inférieur ou égal à 350 

cellules/mm3; 

• De commencer un TAR quel que soit le nombre de CD4 chez les personnes vivant avec le VIH 
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présentant une tuberculose active, une co-infection par le virus de l’hépatite B (VHB) avec une 

atteinte hépatique chronique sévère, les partenaires séropositifs dans les couples sérodiscordants, les 

femmes enceintes et les femmes allaitant au sein ainsi que les jeunes enfants âgés de moins de cinq 

ans. 

• Une première ligne de TAR doit être composée de deux INTI plus un INNTI. L’option privilégiée 

recommandée chez l’adulte, la femme enceinte, la femme allaitant au sein et l’enfant âgé de trois ans 

et plus pour débuter un TAR est TDF + 3TC (ou FTC) + EFV en association à dose fixe. Si cette 

option est contre-indiquée ou n’est pas disponible, il est recommandé d’utiliser l’une des options 

suivantes : AZT + 3TC + EFV ou AZT + 3TC + NVP ou TDF + 3TC (ou FTC) + NVP. 

• De cesser l’utilisation de la stavudine (d4T) dans les schémas de première intention en raison de ses 

effets toxiques métaboliques bien connus. 

• D’utiliser chez les personnes recevant un TAR en plus du suivi clinique et du nombre de CD4, la 

mesure de la charge virale comme approche privilégiée pour le suivi du succès du TAR et le 

diagnostic de l’échec thérapeutique.  

• Le TAR de deuxième ligne pour l’adulte doit être composé de deux INTI plus un inhibiteur de la 

protéase (IP) potentialisé par le ritonavir. Après échec d’un schéma thérapeutique de première ligne à 

base de TDF + 3TC (ou FTC), utiliser AZT + 3TC comme base d’INTI pour les traitements de 

seconde ligne. Après échec avec l’association AZT ou d4T + 3TC, utiliser TDF + 3TC (ou FTC) 

comme base d’INTI en deuxième intention. 

 

Dans les pays à revenu faible et intermédiaire, le nombre de personnes qui bénéficient d’un 

traitement ARV a considérablement augmenté. La figure 15 montre l’évolution du nombre de 

patients arv entre 2003 et 2012. A la fin de l’année 2012, 9,7 millions de personnes vivant avec le 

VIH dans ces pays bénéficiaient du traitement ARVs, soit une augmentation de 1,6 millions par 

rapport à l’année 2011. Cette dernière est la plus importante jamais enregistrée et concerne 

principalement la région Africaine (OMS, 2013). 
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Figure 15. Nombre d’adultes et d’enfants bénéficiant d’une thérapie antirétrovirale dans les 
pays à revenu faible et intermédiaire 2003–2012. (OMS, 2013) 
 

Toutefois, le meilleur moment pour débuter un traitement antirétroviral reste toujours en cours 

de discussion. En effet, d’après les recommandations de la commission internationale de la société 

antivirale aux USA (International Antiviral Society-USA panel), tous les adultes infectés par le VIH 

devraient être mis sous traitement ARV indépendamment du nombre de cellules CD4. Cette 

recommandation est basée sur des données de cohorte observationnelles et d'essai contrôlé randomisé 

montrant qu’un traitement ARV précoce réduit le risque de transmission du VIH, tout en offrant un 

bénéfice clinique aux personnes traitées. Cependant, lors de la mise sous ARV, certains éléments 

doivent être pris en compte. L’éducation pour l'adhésion ainsi que le soutien devraient être offerts. Le 

patient doit être prêt à commencer son traitement et doit être disposé à y adhérer (Thompson et al., 

2012). La bonne adhésion du patient à son traitement ARV par la prise régulière et aux bonnes doses 

des médicaments (observance) est indispensable pour un succès thérapeutique. Ce traitement ARV 

étant à vie, lorsqu’il n’est pas bien entrepris, le risque d’émergence de virus résistants devient 

inévitable avec comme conséquence un échec du traitement.  

 

IV.3. L’échec thérapeutique 

L’échec du traitement ARV est défini par une persistance de la réplication virale en dépit du 

traitement ARV. Plusieurs causes peuvent être à l’origine de cet échec. Ce dernier est identifié par la 

survenue de manifestations cliniques témoignant de l’évolution de la maladie (échec clinique), qui 

précède une diminution du taux de lymphocytes TCD4+ (échec immunologique) qui survient après 
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une augmentation de la charge virale plasmatique du patient (échec virologique).  

Associée à d’autres facteurs qui peuvent dépendre du virus (sa sensibilité aux ARVs…), de 

l’hôte (physiologie…) ou du Traitement ARV (pouvoir antiviral, interactions médicamenteuses, 

effets indésirables…), une mauvaise observance reste la première cause d’échec du traitement ARV. 

Un échec thérapeutique sera au mieux documenté par une mesure de la charge virale, mais la 

constatation d’un échec clinique et immunologique patent permettra d’affirmer l’échec de la première 

ligne de traitement.  

Une fois cet échec thérapeutique confirmé, le traitement de relais mis en place est appelé traitement 

de deuxième ligne. Cependant, avant de passer à un traitement de deuxième ligne, il faut s’assurer 

que le délai de traitement initial a été suffisamment long (minimum 6 mois) pour être efficace, 

s’assurer qu’il ne s’agit pas d’une intolérance à l’une des composantes du traitement de 1ère ligne et 

s’assurer qu’il ne s’agit pas d’un problème d’observance. 

 

IV.4. Les résistances du VIH aux antirétroviraux. 

Les erreurs de la TI, les recombinaisons génétiques ainsi que la pression de sélection due aux 

médicaments contribuent à l’émergence de nouveaux variants viraux. Ainsi, il en résulte un mélange 

de populations virales en équilibre instable et génétiquement différent, à partir duquel vont émerger 

les variantes antigéniques et les mutants résistants aux antirétroviraux. La résistance du VIH aux 

ARV correspond à une diminution de la capacité des ARV à freiner la réplication du virus, ce qui 

conduit à la sélection de quasi-espèces virales comportant des mutations dans les gènes cibles des 

ARVs. Cette sélection de mutations de résistance dépend de facteurs pharmacologiques, de la 

puissance du traitement antiviral et de la « barrière génétique » du virus vis-à-vis des différents 

antirétroviraux (nombre de mutations virales requises pour que le virus devienne résistant) mais aussi 

du taux important d’erreurs de la transcriptase inverse lors de la réplication du VIH (Götte, 2012). 

La résistance primaire est observée chez les patients naïfs d’ARV qui ont été contaminées 

par des souches de VIH déjà résistantes aux ARVs (résistance transmise).  

La résistance secondaire quant à elle est retrouvée chez des patients sous thérapie 

antirétrovirale (résistance acquise), lorsque le traitement est insuffisant pour entraîner une 

suppression de la réplication virale. 

 Certaines souches de VIH sont naturellement résistantes à certaines classes d’ARVs, c’est 

le cas du VIH-2 et du groupe O du VIH-1 qui sont résistants à la classe des INNTI. 

Tous les ARV n’exposent pas au même risque de résistance du VIH. Pour certains ARV, une seule 

modification génétique du VIH va suffire à provoquer la résistance virale alors que, pour d’autres, 

plusieurs modifications seront nécessaires pour qu’elle apparaisse. Les mécanismes de résistance qui 

interviennent sont différents selon les classes ou selon les ARVs pour une même classe. 
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IV.4.1. Résistances du VIH aux INTI 

 Deux mécanismes différents sont impliqués dans la résistance aux INTI. 

- Mécanisme d’excision de l’INTI déjà incorporé est favorisé le plus souvent par des mutations du 

VIH appelés TAM (Thymidine Analog Mutations) qui sont sélectionnées séquentiellement par les 

analogues de la thymidine, AZT et d4T. Ces mutations favorisent l’excision par l’ATP de la molécule 

d’INTI monophosphate qui bloque la chaîne d’ADN viral en cours de synthèse (Menéndez-Arias, 

2013). L’ATP attaque la dernière liaison phosphodiester entre l’avant-dernier nucléotide et l’INTI-

monophosphate pour donner un dinucléotide non incorporable, lequel ne peut plus être en 

compétition avec son homologue naturel. La figure 20 regroupe les mutations sur le gène de la TI 

associées à la résistance aux INTIs et INNTI.  

 

Les TAMs entraînent une efficacité d’excision variable selon les INTIs, plus efficace avec 

l’AZT et de façon décroissante sur d4T, ddC, ABC, 3TC, ddI et TDF (Naeger et al., 2002), d’où la 

résistance croisée en présence de TAM. Les TAMs sont sélectionnées selon deux profils  par les 

INTIs. Le profil TAM-1, composé des mutations M41L, L210W et T215Y, est beaucoup plus 

fréquent que le profil TAM-2 avec les mutations D67N, K70R et K219E/Q et T215F. Il a été décrit 

que le profil TAM-1 entraîne une résistance croisée in vivo entre ABC et TDF (Brun-Vézinet et al., 

2003; Masquelier et al., 2004). 

 

- Mécanisme de diminution de l’incorporation du désoxynucléoside triphosphate (dNTP) naturel 

dans le site actif de la transcriptase inverse (TI), aux dépens de l’analogue nucléosidique, est favorisé 

le plus souvent par les mutations K65R, L74V, Q151M et M184V (Menéndez-Arias, 2013). Ces 

dernières modifient soit l’affinité de la RT pour certains INTI ou diminuent l’incorporation de ces 

derniers dans l’ADN viral en cours de synthèse. 

 

La mutation M184V entraîne un haut niveau de résistance à la lamivudine (3TC). Elle induit 

un mauvais positionnement de la 3TC-TP dans le site catalytique de l’enzyme (Sarafianos et al., 

1999) se traduisant par une diminution de l’affinité pour l’inhibiteur (Feng et Anderson, 1999) et une 

perte d’incorporation. La mutation M184V apparaît rapidement en cas d’échec virologique au 3TC 

en passant par une mutation intermédiaire M184I (Boucher et al., 1993) et induit aussi une résistance 

croisée à d’autres INTIs (Johnson et al., 2013).  

 

La mutation K65R est une mutation décrite avec ddC, ddI et 3TC (Zhang et al., 1994). Elle 

peut être sélectionnée seule ou en association avec la M184V par des régimes comportant le ténofovir 

et/ou l’abacavir (Harrigan et al., 2000) et entraîne aussi une résistance au TDF et l’ABC (Parikh 
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et al., 2007). Toutefois, cette mutation induit une diminution de l’excision, entraînant donc une 

augmentation de la sensibilité des virus résistants aux molécules qui sélectionnent les mutations 

TAM via le mécanisme d’excision. Par conséquent, elle est rarement retrouvée en association avec 

les TAM (Valer et al., 2004; Parikh et al., 2007). Ainsi, l’antagonisme entre K65R et TAM peut aussi 

expliquer l’absence de K65R si les TAM sont déjà présentes dans un régime avec ténofovir et 

pourrait mener à l’hypothèse selon laquelle l’administration de l’AZT avec le ténofovir permettrait de 

prévenir la sélection de la mutation K65R (Masquelier et al., 2004). 

La résistance aux INTI fait aussi intervenir un mécanisme mixte induit par des insertions au codon 69 

de la transcriptase inverse (Boyer et al., 2002). Ces insertions favorisent pour l’essentiel une excision 

accrue, mais aussi diminuent l’incorporation de certains INTI. 

 

Le complexe mutationnel Q151M est composé d’un groupe de mutations dont A62V, V75I, 

F77L et F116Y dans lequel la Q151 apparaît en premier. Ces mutations sont sélectionnées en cas 

d’échec aux INTI, préférentiellement le d4T et le ddI. Associé à une multi-résistance à la plupart des 

INTIs, il a été montré que le complexe Q151M entraine un haut niveau de résistance à l’AZT, ddI, 

ddC, d4T et l’ABC (Iversen et al., 1996).  

 

IV.4.2. Résistances du VIH aux INNTI 

Cette classe comporte des ARVs ayant une barrière génétique très faible. Un changement 

d’acides aminés de la poche hydrophobe peut entrainer une modification de la conformation, 

entraînant une diminution de l’affinité de l’INNTI. Bien que la plupart des changements affectent 

directement l’affinité pour l’inhibiteur, quelques-uns agissent indirectement en changeant la position 

ou l’orientation des acides aminés impliqués directement dans le contact avec l’inhibiteur. Les 

mutations comme la Y181C et Y188L/C participent directement à la formation de la poche. Aussi, 

d’autres mutations comme la K101E et E138K participeraient à la formation de la poche hydrophobe 

(Ren et al., 2006; 2007). Par ailleurs, d’autres mutations participent à la fixation des INNTIs à la TI 

de façon directe comme les positions 100 et 106 ou indirectement avec les positions 108 et 103 (Chan 

et al., 2001; Ren et Stammers, 2008). Les mutations H221Y, P225H, M230L et P236L sont moins 

fréquemment observées. 

Certaines mutations entraînent une résistance croisée aux INNTIs mais à des degrés différents selon 

les molécules. En effet, la mutation Y181C entraîne une forte résistance à la nevirapine (Das et al., 

2006) et une réduction de la sensibilité à l’éfavirenz (Ren et Stammers, 2008). La figure 16 montre 

les mutations associées à la résistance au niveau de la TI. 

D’autre part, il a été démontré qu’in vitro et in vivo, des mutations situées au niveau du domaine de 

connexion de la RT (entre les domaines de la polymérase et de la RNase-H) isolées ou en 
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association avec les autres mutations de résistances de la RT étaient impliquées dans la résistance aux 

analogues INTI et INNTI. Plusieurs mutations dont E312Q, G333E/D, G335D, N348I, R358K, 

G359S…  seraient impliquées dans cette résistance (Hachiya et al., 2009; Maiga et al., 2012).  

 

 
Figure 16. Mutations associées à la résistance aux niveau de la TI (pris de Johnson et al., 2013)  

 



	  
70	  

IV.4.3. Résistances du VIH aux IP 

Cette résistance opère par une diminution importante de la capacité catalytique de la protéase, 

et une diminution de l’affinité de la liaison entre l’enzyme et l’IP (Menéndez-Arias, 2013). C’est un 

phénomène graduel avec accumulation progressive de mutations situées soit au niveau du site actif de 

cette enzyme, ou à distance. On distingue les mutations primaires ou majeures (D30N, M46I/L, 

I50L/V, V82A/F/S/T, I84V, L90M) très souvent situées au niveau du site actif de l’enzyme et 

sélectionnées en premier lors d’un échappement viral. Elles sont plus ou moins spécifiques de l’IP et 

ont un effet important sur la diminution de sensibilité du virus à l’antirétroviral concerné. Les 

mutations secondaires ou mineures ont peu d’effet sur le niveau de résistance déjà atteint et modifient 

indirectement la conformation générale du site actif  pour renforcer la résistance (L10F/I/R/V, 

K20M/R, L24I/V, L33F, M36I, I47V, G48V, F53L, I54L/M/V, L63P, A71T/V, G73S, N88D/S).  

  

IV.4.4. Résistances du VIH aux inhibiteurs d’entrée 

Les résistances aux inhibiteurs de l’entrée du VIH font intervenir des mécanismes différents de ceux 

des autres classes d’antirétroviraux. Certains déterminants de cette résistance aux inhibiteurs d’entrée 

ont été caractérisés tandis que d’autres demeurent toujours non explicités.  

 

La résistance à l’inhibiteur de fusion Fuzeon est liée à une sélection de mutations sur divers 

acides aminés, situés sur les positions 36 à 45 de la région HR1 de la gp41 du VIH (Sista et al., 

2004). Ces mutations qui sont sélectionnées en quelques semaines de réplication virale sous T-20 

disparaissent dès l’arrêt de ce dernier (Lu et al., 2006; Deeks et al., 2007). Des polymorphismes 

naturels ont été décrits dans la région HR2 de la gp41 (Xu et al., 2005). Ces mutations auraient un 

effet faible sur la susceptibilité à l’enfuvirtide, de manière isolée ou en combinaison avec les 

mutations dans HR1, elle sont probablement des mutations compensatrices des mutations de la région 

HR1 pour la capacité réplicative (Marcelin et Calvez, 2007). Les mutations impliquées dans cette 

résistance sont: G36DS, I37V,V38, AME, Q39R, Q40H/K/P/T, N42D/T, N43D/K/S, N42T+N43S, 

L44M et L45M (Johnson et al., 2013). 

 

La résistance du VIH aux ARVs antagonistes du co-récepteur CCR5 comme maraviroc 

(MVC) et vicriviroc (VVC) peut se développer à la fois in vitro et in vivo (Kuhmann et al., 2004; 

Ogert et al., 2010). Dans la voie génétique la plus commune à cette résistance, des changements 

multiples de la séquence V3 rendent le virus plus dépendant de l'extrémité N-terminale de CCR5 

malgré la présence de l’inhibiteur. En effet, des études ont montré que le virus résistant pouvait soit 

reconnaître à la fois le corécepteur CCR5 et les complexes inhibiteur-CCR5, soit pouvait interagir 

avec le CCR5 malgré le changement de conformation par la présence de l’ARV (Baba et al., 
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2007; Berro et al., 2009). Une voie beaucoup plus rare implique des changements dans le peptide de 

fusion de la protéine gp41 (Anastassopoulou et al., 2009). 

 

IV.4.5. Résistances du VIH aux Inhibiteurs d’intégrase (IN) 

Les mutations qui engendrent une résistance aux inhibiteurs d’intégrase sont  presque toujours 

localisées au niveau du site actif de l'intégrase (Hazuda et al., 2004; Hare et al., 2010). Ainsi, ces 

mutations ont des effets délétères sur la fonction enzymatique et par conséquent sur la capacité 

réplicative virale (Fransen et al., 2009; Delelis et al., 2010). Dans des études cliniques, la résistance 

au Raltégravir est associée à trois voies indépendantes ou à des ensembles de mutations dans le gène 

de l'intégrase définissant des mutations primaires comme Y143, N155, ou Q148 (Fransen et al., 

2009). Ces dernières sont généralement associées avec certaines mutations secondaires. La N155 (H) 

est souvent associée à E92Q, V151L, T97A, G163R, et L74M, tandis que pour Q148 (K/R/H), 

G140S/A et E138K sont courantes (Lataillade et al., 2007; Low et al., 2009).  Une importante 

résistance croisée est observée entre les inhibiteurs d’intégrase presque indépendamment des 

mutations primaires/secondaires (Goethals et al., 2008; Marinello et al., 2008). 

Les résistances du VIH constituent une menace importante contre les avancées obtenues en matière 

de traitement ARV. Aujourd’hui, des méthodes virologiques performantes ont été développées pour 

déterminer la résistance des souches virales aux molécules antirétrovirales.  

 

IV.5. Méthodes d’étude de la résistance 

IV.5.1. Test phénotypique de résistance 

Ces tests utilisent des cultures virales exposées à des concentrations croissantes d’ARV pour 

déterminer les concentrations inhibitrices 50% et 90% (CI50 et CI90) capables d’inhiber 

respectivement 50 et de 90% de la réplication virale. La résistance d’un virus se définit comme la 

capacité à se multiplier en présence d’ARV à une concentration qui inhibe la réplication d'un virus 

sensible. Ce phénomène se traduit par une augmentation de la CI50 ou de la CI90. La technique la 

plus utilisée actuellement repose sur la production de virus recombinant à partir de l’ARN viral 

plasmatique des patients: la zone cible est amplifiée puis insérée dans un virus non infectieux dont la 

région codante correspondante a été supprimée, conduisant à une recombinaison homologue. Les 

mesures de CI50 et CI90 s'effectuent ensuite en cultivant le virus recombinant en présence de 

plusieurs concentrations d’ARV (Wagner et Frenkel, 2006). 

Les tests phénotypiques disponibles actuellement commercialisés sont: Antivirogram® (Virco, 

Mechelem, Phenoscript® (Viralliance) et PhenoSense® (Monogram, Biosciences). 

L’interprétation des tests phénotypiques utilise une valeur seuil biologique déterminée à partir des 

virus des patients naïfs de tout traitement antirétroviral, et basée sur la variation naturelle de la 
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sensibilité phénotypique des médicaments. Elle utilise aussi une valeur seuil clinique déterminée à 

partir des virus des patients sous traitement antirétroviral et basée sur la variation de la sensibilité 

phénotypique des médicaments avant et après la perte de la réponse virologique. En plus de leur 

complexité, les limites de ces tests sont surtout liées à l’établissement et la validation des valeurs 

seuil (Youree et D’Aquila, 2002).  

 

IV.5.2. Test génotypique de résistance 

- Le test génotypique est basé sur l’analyse des séquences nucléotidiques et permet de mettre 

en évidence des mutations de résistance au niveau des gènes cibles des antirétroviraux. Aujourd’hui 

appelée séquençage conventionnel, la méthode de Sanger est la plus utilisée (voir chapitre III). Une 

fois les séquences isolées sur un séquenceur automatique, les positions de mutation sont identifiées 

par rapport aux séquences de références du VIH. A côté des kits Trugene® HIV-1 Genotyping Kit 

(Siemens) et ViroSeq Genotyping System(Abbott) qui donnent de bons résultats, des techniques 

maison dont celle du groupe AC11 de l’ANRS (http://www.hivfrenchresistance) qui sont aujourd’hui 

utilisées par beaucoup de laboratoires 

Par contre, la limite majeure de cette technique est son incapacité à détecter les séquences des 

variants minoritaires <10-20% de la population totale dans le cas du VIH (Halvas et al., 2006). Ces 

populations minoritaires sont souvent responsable d’échec virologique pour un nouveau traitement et 

leur détection précoce permet de changer plus rapidement de traitement (Halvas et al., 2010).  

 

- Isolement des variants minoritaires 

D’autres méthodes d’étude des résistances ont été mises au point et permettent d’isoler à la fois les 

variants majoritaires et minoritaires chez une personne infectée. Parmi ces différentes méthodes nous 

pouvons citer le pyroséquençage utilisée par le «deep sequencing», la SGA (voir chapitre II) et la 

PCR allèlique entre autres. Cette dernière, basée sur l’utilisation d’amorce spécifique à une 

mutation, est une autre méthode pour détecter les mutations de résistances. Dans cette technique, les 

amorces sont choisies en fonction des mutations. Elles sont donc spécifiques de la zone de mutation 

contrairement à la PCR normale ou les amorces sont choisies en fonction des régions constantes du 

génome. Elle est actuellement utilisée dans la recherche de mutations spécifiques au sein de la 

population minoritaire inaccessible par la méthode de séquençage (Wainberg et al., 2011). 

 

La complexité des profils de mutations de résistance a conduit à l’élaboration d’algorithmes 

permettant leur interprétation par corrélation des informations de test de sensibilité aux médicaments 

in vitro pour chaque molécule (phénotype), de tests génotypiques et de l’histoire thérapeutique des 

patients (Chan et Kantor, 2009). 
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III.5.3. Interprétation des tests génotypiques de résistance 

Plusieurs algorithmes ont vu le jour dont les plus grands sont IAS-USA, HIVdb drug 

resistance interpretation algorithm, ANRS drug resistance interpretation algorithm et Rega Institute 

drug resistance interpretation algorithm. Les résultats sont généralement rapportés comme étant 

sensibles, intermédiaires ou résistants. Toutefois, l’interprétation des résultats peut varier selon les 

algorithmes principalement construits sur des résultats provenant de sous-type B. Ainsi, les 

discordances sont beaucoup plus marquées quand ils sont appliqués aux sous-types non-B (Yebra et 

al., 2010; Depatureaux et al., 2011).  

L’OMS en utilisant ces plus grands algorithmes a mise en place une définition des mutations 

de résistance en se basant sur quatre critères essentiels (Shafer et al., 2007): la mutation doit être 

associée à la résistance, elle ne doit pas être polymorphique, elle doit être sous-type indépendant et 

doit être observée sous pression médicamenteuse. Toutefois, plusieurs études ont montré que les 

mutations pouvaient être sous-type dépendant. Ce qui fait que dans cette définition, le troisième 

critère pose un problème.  
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Chapitre V. L’infection à VIH au Sénégal  
 

V.1. Présentation du Pays 

Sur le plan géographique : situé à l’extrême ouest du continent africain, avec sa pointe qui 

est la plus occidentale de  toute l’Afrique, le Sénégal couvre une superficie de 196712 Km2. Il 

s’ouvre à l’Ouest sur l’Océan Atlantique avec 700 Km de côtes. Le Sénégal est limité au nord par la 

République Islamique de Mauritanie, à l’Est par le Mali et au sud par la République de Guinée et la 

Guinée-Bissau (figure 17). 

 

 
Figure 17. Carte du Sénégal montrant les 14 régions (www.unaids.org) 

 

Sur le plan administratif : le territoire compte aujourd’hui 14 régions administratives et la 

région de Dakar qui est la capitale économique et administrative est une presqu’île située à l’extrême 

Ouest du pays et compte à elle seule 43 communes d’arrondissement. 

Sur le plan démographique, la population était estimée à 13 567 338 habitants en 2013 

(http://www.statistiques-mondiales.com/senegal.html) (consulté en octobre 2013), avec une 

densité inégalement répartie dans les 14 régions. La région de Dakar, capitalise à elle seule près de 

5000 habitants au km².  

 Comparé aux autres pays du continent africain, le Sénégal est très pauvre en ressources 

naturelles. Ses principales recettes proviennent de la pêche et du tourisme. Cependant, compte-tenu 

de sa situation géographique et de sa stabilité politique, le Sénégal fait partie des pays africains les 

plus industrialisés.  
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V.2. Aperçu de l’infection à VIH au Sénégal 

Au Sénégal, le système de surveillance par sites sentinelles (qui permet de suivre la manière 

dont l’épidémie évolue au sein de différents groupes de population avec une priorité sur les 

populations les plus à risques) mis en place depuis 1989, couvre aujourd’hui toutes les quatorze 

régions du pays aussi bien en zone rurale qu’en zone urbaine. La cinquième Enquête Démographique 

et de Santé à Indicateurs Multiples au Sénégal (EDSV-MICS) a été exécutée d’octobre 2010 à avril 

2011 (www.measuredhs.com/pubs/pdf/FR258/FR258.pdf). Les résultats de cette dernière confirment 

le caractère concentré de l’épidémie du VIH aux Sénégal: prévalence faible dans la population 

générale et élevées dans les groupes à risque. 

 

V.2.1. Prévalences du VIH dans la population générale 

Depuis la découverte des premiers cas en 1986 au Sénégal, le nombre de personnes infectées 

par le VIH s’exprime aujourd’hui en termes de milliers. Selon le rapport final de l‘EDSV-MICS, la 

prévalence de VIH au Sénégal est restée stable avec 0,7% des adultes âgés de 15-49 ans qui sont 

séropositifs, infectés soit par le VIH-1 (0,5%) ou le VIH-2 (0,2%). Le taux de séroprévalence chez 

les femmes de 15-49 ans est estimé à 0,8% (0,6% de VIH-1 et 0,3% de VIH-2) et à 0,5%  chez les 

hommes du même groupe d’âges (0,4% de VIH-1 et 0,1% de VIH-2). L’analyse de la prévalence du 

VIH entre les régions met en évidence de nettes disparités. Le Tableau IV ci-dessous montre les 

prévalences du VIH dans la population générale pour les 14 régions et selon certains facteurs socio-

économiques. 

Globalement, la prévalence est équivalente en milieu urbain et en milieu rural (0,7%) et est moins 

élevée pour ceux qui n’ont pas eu à travailler durant les 12 derniers mois avant l’EDS-MICS 2010-

11. Les disparités régionales sont notables avec des taux en dessous de 1% pour certaines régions 

dont Dakar (0,4%); Saint Louis (0,9%); Thiès (0,3%). Pour d’autres régions, la prévalence est 

supérieure ou égale à 1% (tableau IV). C’est le cas des régions du sud comme Ziguinchor (1,0%); 

Kédougou (1,7%) et Sédhiou (1,1%). C’est dans la région de Kolda que le taux le plus élevé est 

observé (2,4%). Les femmes des régions de Sédhiou (2,0%), Kédougou (2,5%) et de Kolda (2,4%) 

ont des séroprévalences nettement plus élevées que celles des autres régions (CNLS-Sénégal, 2012).  
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Tableau IV. Prévalences régionales du VIH au Sénégal  

Pourcentage de séropositifs parmi les 15-49 ans testés. 
(Rapport EDS-MICS 2010-11, www.measuredhs.com/pubs/pdf/FR258/FR258.pdf) 
 

 
 

V.2.2. Le VIH-2 au Sénégal 

Le VIH-2 a été décrit pour la première fois en 1985 chez des travailleuses de sexe à Dakar. Il 

a été décrit avec une prévalence initiale de 8% (Barin et al., 1985). Elle est ensuite passée de 8% à 

11% entre 1985 et 1995 puis à 5,5% en 2003 (Hamel et al., 2007). D’après les résultats de la dernière 

EDS-MICS 2010-2011, la prévalence globale du VIH-2 est de 0,3% contre 0,7% pour le VIH-1. De 

la même façon que le VIH-1, sa prévalence est beaucoup plus élevée chez les femmes (0,3% contre 

0,1% chez les hommes). D’après les données obtenues de la dernière surveillance sentinelle de 2010 

(non publiée), les prévalences de VIH-2 retrouvées dans certains sites suivent un gradient sud-nord, 

avec des niveaux beaucoup plus importants dans les régions limitrophes de la Guinée.  

 

V.2.3. Prévalences du VIH dans les populations clés 

 - Depuis 2006, des groupes passerelles ont été identifiés. Ces derniers sont constitués de 

populations qui, à cause de leur situation professionnelle ou sociale, résident pendant un certain 

temps en dehors de leur domicile, ce qui les expose à des pratiques à risque de contracter le VIH. Ces 

groupes une fois infectés peuvent, au retour dans leur famille, transmettre le VIH à leurs partenaires 

réguliers officiels. Ainsi, une surveillance combinée visant à établir les liens entre le statut 

sérologique et les comportements chez les groupes passerelles a permis de mettre en évidence des 
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prévalences plus ou moins différentes de celle de la population générale. En effet, selon le rapport du 

Conseil National de Lutte contre le SIDA du Sénégal (CNLS), la prévalence est de 0,2% chez les 

policiers, 0,6% chez les camionneurs, 0,8% chez les pêcheurs, 1,3% chez les orpailleurs et 1,5% chez 

les détenus (CNLS-Sénégal, 2012). Cependant, il existe de grandes différences de prévalence dans 

les groupes ayant plus de risques d’infection à VIH et des IST, notamment les professionnelles du 

sexe, les HSHs et les usagers de drogues injectables. 

 

  Chez les femmes professionnelles du sexe (PS), la prévalence est estimée à 19,8% (ENSC, 

2006) et elle est restée stable dans ce groupe en 2010 avec estimation à 18,5% (ENSC, 2010) (CNLS-

Sénégal, 2012). 

 

  Chez les usagers de drogues, une enquête de prévalence réalisée entre avril et juillet 2011 

au sein de ce groupe a permis d’estimer la prévalence du VIH à 4,4% chez l’ensemble des usagers de 

drogues, soit 7 fois plus que dans la population générale. Elle est estimée à 13% chez les femmes et 

3% chez les hommes. Ces prévalences peuvent varier selon le mode d’usage de drogue atteignant 

9,4% chez les injecteurs (CNLS-Sénégal, 2012).  

 

 Chez les HSHs, une description depuis 1956 avait déjà fait état de leur existance au Sénégal 

(Crowder, 1956) ; des données quantitatives anthropologiques sur les besoins, les comportements, les 

connaissances et attitudes ont été recueillis en 2000 (Niang et al., 2003), montrant une forte 

vulnérabilité au VIH et aux IST. Dans le pays, l’homosexualité est pénalement réprimée en tant 

qu'attentat aux mœurs. Elle est punie, aux termes de l'article 319 du code pénal sénégalais1, alinéa 3, 

issu de la loi no 66-16 du 12 février 1966. La première étude épidémiologique réalisée qu’en 2004 

avait montré une prévalence du VIH de 21,5%, soit 30 fois plus élevée que dans la population 

générale au Sénégal (Wade et al., 2005). En 2007, une deuxième enquête visant à mesurer les 

tendances de la prévalence du VIH et des IST et à évaluer l'impact des campagnes de prévention dans 

le pays a été menée. Les résultats de cette enquête montrent que la prévalence globale de 21,8% 

retrouvée est restée stable entre 2004 et 2007. Elle est estimée à 12,7% chez les moins de 25 ans 

contre 34,4% chez les HSHs d’âge ≥ à 25 ans (Larmarange et al., 2010; Wade et al., 2010). 

 

V.3. Prise en charge des personnes vivant avec le VIH au Sénégal 

V.3.1. Décentralisation de la prise en charge et augmentation de  la mise sous ARV 

Avec l’annonce du succès des traitements ARV, en 1996, le gouvernement Sénégalais s’est engagé à 

mettre en place l’initiative Sénégalaise d’Accès aux ARVs (ISAARV) en 1998, en initiant une phase 

pilote limitée au niveau de 3 sites à Dakar. Les résultats, ayant prouvé la faisabilité des 
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traitements ARVs, ont conduit en 2001 à l’extension de l’ISAARV au niveau d’autres sites de Dakar 

et dans les régions. L’inscription des ARV sur la liste des médicaments essentiels et leur gratuité à 

partir de 2003 ont été déterminantes dans la décentralisation de la prise en charge dans l’ensemble 

des 14 régions. Depuis le début de la décentralisation, une augmentation progressive des sites de 

prise en charge (PEC) pédiatriques et des patients adultes est notée. Le nombre des sites de prise en 

charge est passé de 3 sites pédiatriques et 8 sites adultes à l’origine à 82 et 114 sites respectivement 

en 2011 (CNLS-Sénégal, 2012). La figure 18 illustre l’évolution du nombre de sites de prise en 

charge entre 2002 et 2011. 

 

 
Figure 18. Evolution du nombre de sites de prise en charge de 2002 à 2011 au Sénégal 

(CNLS-Sénégal, 2012).  

 

Nous avons ainsi assisté à une augmentation du nombre de PVVIH sous traitement ARV qui 

est passé de 1855 patients en 2004 à 18352 patients en 2011. Le nombre des patients nouvellement 

mis sous traitement ARV a augmenté progressivement au niveau de tous les sites de Dakar et des 

régions. Parmi les 4226 qui auraient besoin de traitement en 2011, 3320 ont eu à bénéficier du TARV 

soit une couverture nationale de 78% pour 2011.  

 Tous les patients sous ARV bénéficient d’un suivi clinique assuré par les centres de prise en 

charge. Les premières lignes de traitement du VIH-1 associent 2 INTIs + 1 INNTI. Les secondes 

lignes pour le VIH-1 ainsi que les premières lignes pour le VIH-2  ou la co-infection VIH-1+VIH-2 

associent 2 INTIs + 1 IP. Les premières actuellement retrouvées sont résumées dans la figure 19 ci-

dessous.  
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Figure 19. Protocoles de première et seconde ligne de traitement ARV chez l’adulte et 

l’adolescent au Sénégal (Division SIDA/IST, 2009).  

 

Ainsi, les premières lignes de traitement proposées comprennent la Combivir associée à EFV ou la 

NVP ou la d4T associée à l’EFV ou NVP chez les patients anémiés. Toutefois, le d4T est à changer 

au bout de 6 mois après la correction de l’Anémie. Aussi, il existe un deuxième choix de première 

ligne utilisant le TDF associé soit à la 3TC ou FTC et avec l’EFV ou NVP. Pour ce qui est des 

patients infectés par le VIH-2 ou co-infectés VIH-1+VIH-2, les INNTIs (EFV ou NVP) sont 

remplacés par le Kalétra (LPV/r). 

En deuxième ligne, nous retrouvons en plus des IP boostés (LPV/r et ATV/r), le remplacement de la 

combivir ou du d4T par le TDF associé à la FTC, et celle du TDF par le DDI associé à ABC. Ces 

traitements sont distribués de façon gratuite tous les 2 à 3 mois. 

 

   V.3.2. Le suivi immuno-virologique 

Toutes les régions disposent d’appareils de comptage des lymphocytes CD4 (Automates et 

MIF) pour assurer le suivi immunologique des patients. Cependant, tous les sites de prise en charge 

ne disposent pas de ce matériel. Il s’y ajoute le fait que les sites sont aussi confrontés à des problèmes 

d’absence de moyens pour la maintenance des équipements de laboratoire et des ruptures fréquentes 

des réactifs pour le comptage des CD4. Comparé à la quantification de la charge virale, 

l’approvisionnement et la maintenance en réactifs de CD4 sont beaucoup plus réguliers. De plus 

comme il y’a différentes plateformes de détermination de TCD4, dans différents sites d’une région, 

les patients arrivent à disposer du suivi immunologique en temps réel.  

Schémas	  de	  première	  ligne	   Schémas	  de	  seconde	  ligne 
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L’introduction de la prise en charge virologique du VIH a constitué une stratégie novatrice au 

Sénégal et dans d’autres pays en développement. La gratuité pour les examens du suivi virologique 

comme la charge virale (CV) plasmatique a été proposée en décembre 2003 par le Gouvernement du 

Sénégal. Depuis, à travers des activités de routine, chaque PVVIH bénéficie de la quantification de la 

charge virale tous les 6 mois après la mise sous ARV. Toutefois, avec l’insuffisance en moyens, ce 

suivi virologique n’est disponible qu’au niveau de Dakar. Par conséquent, même si le laboratoire de 

référence national (LBV) dispose de plusieurs plateformes de mesure de la charge virale, les 

conditions de collecte et de transport des échantillons de sang posent souvent des difficultés dans le 

suivi virologique. De plus, cette disparité de l’offre des soins au niveau national, conduit le 

laboratoire de référence à évaluer le prélèvement sur papier buvard (DBS) comme outil alternatif de 

support de prélèvement surtout en milieu décentralisé. En dehors des enquêtes de surveillance 

sentinelle, il est aujourd’hui utilisé dans tout le pays dans le cadre du diagnostic néonatal pour la 

PTME, la charge virale et le génotypage des PVVIH dans la banlieue dakaroise et dans les régions. 
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Travaux de thèse 
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I. Contexte et objectif de la thèse 

Grace à l’utilisation du traitement antirétroviral, le pronostic de l’infection à VIH s’est 

considérablement amélioré, malgré l’absence d’un vaccin préventif et d’un traitement éradiquant 

totalement le virus chez une personne infectée. La mise en place des traitements ARV dans les pays à 

ressources limitées a nécessité une approche différente de celle en cours dans les pays industrialisés, 

car le suivi virologique, intensif et coûteux, n’est pas possible pour la grande majorité des patients 

traités. En outre, des lacunes dans les systèmes de santé et des ressources, comme les systèmes 

d'approvisionnement et le manque de personnel qualifié pour prescrire et surveiller les patients sous 

ARV, peuvent également accélérer le développement de résistance du virus aux antirétroviraux 

(ARV).  

De ce fait, la plupart de ces pays utilisent l’approche de santé publique proposée par l’OMS. 

Cette approche propose un traitement de première ligne standard comprenant 2 inhibiteurs 

nucléosidiques de la RT (NRTI) et un inhibiteur non nucléosidique de la RT (NNRTI). Afin de 

limiter l’émergence des virus résistants dans les pays industrialisés, le traitement ARV est 

systématiquement associé à un suivi virologique, comprenant la mesure de la charge virale et le 

génotypage des virus des patients en échec virologique. Cependant, le traitement ARV étant à vie, ce 

passage à l’échelle sans suivi virologique structuré pourrait avoir pour conséquence une émergence 

rapide des souches de VIH-1 résistantes. La transmission de ces dernières peut poser des problèmes 

dans la prise en charge tant au plan clinique, que programmatique par une non réponse à la première 

ligne thérapeutique due aux mutations (Shafer et Schapiro, 2005; Tozzi et al., 2005). 

 

Un autre défi auquel le traitement ARV et surtout l’accès universel dans les pays à ressources 

limitées doivent faire face est la capacité du virus à échapper très rapidement aux pressions 

immunitaires ou pharmacologiques, par la sélection de variants génétiquement distincts pouvant 

contrecarrer ces pressions. La présence de variants caractérisant la grande diversité génétique du VIH 

a des conséquences importantes comme décrit en III.5. Dans les zones où circulent plusieurs souches 

de VIH, des phénomènes de doubles infections sont courants et sont à l’origine du nombre important 

de virus recombinants. Ces doubles infections sont les plus retrouvées chez les populations à risque 

de multipartenariat comme les hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes (HSHs). Ces 

derniers sont depuis le début de l’épidémie touchés de manière disproportionnée par le VIH 

comparés aux populations générales à travers tous les pays.  

Au Sénégal, la gratuité des ARVs et la décentralisation ont permis d’accroître le nombre de 

personnes vivant avec le VIH (PVVIH) sous traitement antirétroviral. En fin 2011, le conseil national 

de lutte contre le SIDA (CNLS) estime à 18352 le nombre de sénégalais vivant avec le VIH recevant 

un traitement antirétroviral avec 62% dans les régions et 38% dans la capitale. Malgré les efforts 
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réalisés dans l’accés aux soins, les personnes infectées par le VIH n’ont pas encore l’équité totale 

dans la  prise en charge sur l’étendue du territoire. Par ailleurs, la prévalence de VIH est 27 fois plus 

élevée chez les HSHs que dans la population générale. Ainsi, après 10 ans de circulation d’ARV, et 

dans un contexte d’épidémie de type concentré, il était important d'évaluer l’efficacité du traitement 

ARV ainsi que l’impact de la diversité génétique, d’autant plus que dans ce pays circulent plusieurs 

sous-types et formes recombinantes du VIH. 

Sur ces principes de base, nous avons pour ces travaux de thèse, décliné quatre objectifs de 

recherche: 

 

 Objectif 1 (Chapitre 1): Documenter les résistances du VIH-1 aux ARV transmises chez des 

personnes naïves de traitement, ainsi que la diversité génétique des souches circulant chez 

elles.  

 

 Objectif 2 (Chapitre 2): Evaluer les réponses virologiques, la fréquence des résistances du 

VIH-1 aux ARV à un et deux ans de traitement de première ligne selon les recommandations 

du programme national au Sénégal. 

 

 Objectif 3 (Chapitre 3): Documenter la fréquence et les profils des infections multiples avec 

des sous-types ou CRFs différents du VIH-1/M chez les HSHs au Sénégal. 

 

 Objectif 4 (Chapitre 4): Etudier l’origine géographique et temporelle du sous-type C du VIH-

1 circulant dans le pays, notamment chez les HSHs. 

 

II. Cadre de l’étude 

Cette thèse a été réalisée entre l’unité de Biologie moléculaire du laboratoire Bactériologie-Virologie 

(LBV) du CHU Aristide Le Dantec (HALD) au Sénégal et l’Unité Mixte Internationale 233 (UMI 

233) TransVIHMI de l’Institut de Recherche pour le Développement (IRD) et l’Université de 

Montpellier 1 (UM1) en France.  

Le laboratoire de bactériologie-virologie est le laboratoire de référence national pour le 

VIH/SIDA et les ISTs. Il a pour vocation le diagnostic biologique, la recherche et la formation dans 

les domaines de la Bactériologie et de la Virologie. Il est aussi le siège du Réseau Africain de 

Recherche sur le SIDA. Ce laboratoire sous la responsabilité du Professeur Souleymane Mboup, avait 

initié dès 1985 des activités de recherche sur les rétrovirus humains en partenariat avec le programme 

national de lutte contre le SIDA. Ainsi, en 1995, de nombreux travaux ont été menés avec le 

laboratoire de rétrovirus de l’Institut de Recherche pour le Développement (IRD) de Montpellier, 
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l’UMR145 qui est devenu l’UMI233. Dans la dynamique, spécifiquement dans le domaine des 

Maladies infectieuses émergentes et tropicales, elle étudie les spécificités de l'infection à VIH dans 

les pays du Sud et notamment en Afrique en s’appuyant sur les acquis de la recherche au Nord. Elle 

est sous la direction du professeur Eric Delaporte et a pour implantations principales l’IRD de 

Montpellier.  

 

Cette thèse s’est réalisée en collaboration avec plusieurs institutions au Sénégal, notamment la 

division SIDA et IST au Sénégal, le Centre de Traitement Ambulatoire (CTA), le Centre de 

Recherche Clinique et de formation (CRCF) du CHU de Fann, l’hôpital Roi Baudouin (RB) de la 

banlieue Dakaroise, le Centre de Promotion de la Santé (CPS) ainsi que les services de médecine 

interne et de dermatologie au CHU HALD. 
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Chapitre I. Etude de la résistance transmise du VIH-1 aux 

antirétroviraux chez des patients naïfs de traitement au Sénégal 
 

Ce travail a fait l’objet d’une publication et l’article correspondant est exposé ci-dessous dans sa 

version finale telle que publiée (page 90-94). 

 

Diop-Ndiaye H, Toure-Kane C, Leye N, Ngom-Gueye NF, Montavon C, Peeters M, Mboup S. 

Antiretroviral drug resistance mutations in antiretroviral-naive patients from Senegal.  

AIDS Res Hum Retroviruses; 26 (10):1133-8, (2010). 

 

Résumé en francais 

I.1. Introduction 

Grace au traitement antirétroviral (TAR), il y’a eu une amélioration de la qualité de vie des PVVIHs. 

Par ailleurs, il est désormais reconnu qu’il permet de diminuer les risques de transmission du VIH en 

réduisant la charge virale et par conséquent, le risque de transmission (Williams et al., 2011). 

Cependant, le TAR étant à vie, le risque d’émergence de résistances aux ARV devient inévitable et 

de plus en plus élevé au cours du temps. La transmission de ces virus résistants aux personnes 

nouvellement infectées pourrait compromettre les possibilités thérapeutiques déjà limitées dans les 

pays en développement. Au Sénégal, grâce à l'initiative gouvernementale ISAARV (Initiative 

Sénégalaise pour l’Accès aux ARV), la thérapie antirétrovirale hautement active (HAART) est 

disponible depuis 1998 à Dakar. La gratuité de la prise en charge antirétrovirale depuis 2003 a permis 

d’accroître le nombre de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) sous TAR. Il deviendra alors, de 

plus en plus important de surveiller l'apparition de virus résistants pouvant être transmis aux 

personnes nouvellement infectées, afin d’identifier les schémas thérapeutiques optimaux. 

Ainsi, l’objectif principal de ce premier chapitre de thèse est de documenter les niveaux de 

résistance transmise du VIH-1 qui pourrait compromettre l’efficacité des schémas thérapeutiques de 

première et de deuxième ligne. 

 

I.2. Méthodologie 

 I.2.1. Sites et Populations d’étude 

Les échantillons de sang analysés dans le cadre de ces études de résistance ont tous été 

obtenus au Sénégal. Un total de 200 échantillons de patients VIH-1 positifs, naïfs de traitement ARV, 

provenant principalement des sites du CTA, CRCF/MI et Roi Baudouin (figure 20) a été étudié. 

Parmi eux, 96 prélèvements de 1998 et 2001 ont été obtenus chez des patients choisis au hasard 
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parmi les J0 de l’ISAARV. Les 104 autres échantillons ont été obtenus entre 2003 et 2007 à partir 

d’autres patients naïfs d’ARVs, asymptomatiques et récemment infectés. Parmi ce deuxième groupe, 

56 ont été échantillonnés entre 2003 et 2005 parmi des personnes ayant un taux de LTCD4 supérieur 

ou égal à 350/ mm3. Les 48 restants ont été recrutés en 2007 à travers le projet ANRS 12134 sur la 

base du taux de LTCD4 supérieur ou égal à 500/ mm3, ou de l'âge < 25 ans ou des deux critères.  

 

 
Figure 20. Carte de la région de Dakar, localisant les sites d’inclusion (maps.google.fr/) 
 
Les sites d’inclusion sont représentés en couleur rouge: le Centre de Traitement Ambulatoire (CTA) et le Centre de recherche clinique et de formation 
(CRCFs) se trouvent à l’hôpital Fann, les hôpitaux  principal de Dakar (HPD), Aristide Le Dantec (HALD), général de grand yoff (HOGGY), Roi 
Beaudouin (HRB), les centres de santé PMI Médina (PIMM), Institut d’Hygiène Sociale (IHS), Phylip Maguilène Senghor (PMS), Centre de Promotion 
de la Santé (CPS), Nabil Choucair (NC), Mbao et Rufisque. 
 
 

I.2.2. Quantification de la charge virale (CV) plasmatique du VIH-1 pour évaluer les 

réponses virologiques 

La charge virale (CV) plasmatique du VIH-1 a été mesurée pour uniquement les patients recrutés en 

2007 avec la technique Abbott RealTime m2000sp/rt (Abbott, Chicago, USA) conformément aux 

indications du fabricant en utilisant les appareils m2000sp pour les extractions, et Abbott m2000rt 

pour les quantifications. Son principe repose sur une extraction et isolement de d’ARN et élimination 

de tout inhibiteur potentiel de l'amplification. Le dosage Abbott RealTime HIV-1 utilise la RT-PCR. 

Une séquence d’ARN non liée à la séquence cible du VIH-1 est introduite dans chaque échantillon au 

début de la préparation des échantillons. Cette séquence d’ARN non liée est simultanément amplifiée 

par RT-PCR et sert de contrôle interne (IC). La quantité de séquences du VIH présente à chaque 

cycle d’amplification est mesurée à l’aide de sondes oligonucléotidiques marquées par fluorescence 

sur l’appareil Abbott m2000. Le cycle d’amplification au cours duquel le signal fluorescent est 

détecté par le m2000 est proportionnel au log de la concentration d’ARN VIH-1 présente dans 

l’échantillon d’origine. La limite de détection de la technologie utilisée était de 40 copies/ml.  
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 I.2.3. Génotypage du gène pol du VIH-1 pour identifier les mutations de résistance et les 

variants génétiques 

 -  Extraction de l’ARN virale du VIH à partir du plasma  

A partir du plasma obtenu après centrifugation des prélèvements de sang, l’ARN viral a été 

extrait par le kit QIAamp Viral RNA Extraction de Qiagen selon les instructions du fabricant. Le 

principe repose sur une concentration du plasma par une brève centrifugation, une lyse de la 

membrane virale pour la libération de l’ARN. Il y’a ensuite une précipitation avec de l’éthanol absolu 

puis un lavage sur colonne. En fin, il y’a une chromatographie d’élution dans 50 à 60 µl. 

 

-  Amplification par RT-PCR ANRS 

Pour les 48 prélèvements de 2007, tout le gène de la protéase et au moins les 240 premiers 

acides aminés du gène de la RT ont été amplifiés par la technique RT-PCR ANRS décrite dans le 

protocole de l’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org/ANRS-procedures.pdf). Son principe 

repose sur l’association de l’étape de transcription inverse (de l’ARN viral en ADNc) et celle de 

l’amplification par PCR (de l’ADNc). Le tableau V contient l’ensemble des amorces utilisées pour 

cette RT-PCR. 

  

Table V. Amorces utilisées pour le génotypage des patients  
 

Site d’hybridation             Séquence (5’-3’)              Sens     

 

Amorces externes        
 MJ3   AGTAGGACCTACACCTGTCA                   S  
 MJ4   CTGTTAGTGCTTTGGTTCCTCT       AS 
5’prot1    TAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCC  S  
3’prot1   GCAAATACTGGAGTATTGTATGGATTTTCAGG AS 
G25rev   GCAAGAGTTTTGGCTGAAGCAATGAG  S 
IN3   TCTATVCCATCTAAAAATAGTACTTTCCTGATTCC AS 
Amorces internes  
A (35)   TTGGTTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATT S  
NE1 (35)   CCTACTAACTTCTGTATGTCATTGACAGTCCAGCT AS 
5’prot2   TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCA  S  
3’prot2   AATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGC  AS 
A (20)   ATTTTCCCATTAGTCCTATT    S 
AV150   GTGGAAAGGAAGGACACCAAATGAAAG  S 
PolM4   CTATTAGCTGCCCCATCTACATA   AS 
NE1 (20)   ATGTCATTGACAGTCCAGCT   AS 
 

 

- Amplification par le Système Boehringer Expand Long Template PCR 

A	  l’exception	  des	  échantillons	  de	  2007,	  un	  fragment	  de	  1865	  pb	  englobant	  toute	  la	  protéase	  

(PR)	  et	   les	  420	  premiers	  acides	  aminés	  de	   la	   transcriptase	  gène	   inverse	   (TI)	  a	  été	  amplifié	  avec	   la	  

méthode	  Boehringer	  Expand	  Long	  Template	  PCR.	  Contrairement à la RT-PCR ANRS, l’ARN viral a 

été rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) de façon séparée avec le kit Expand RT, 

Boehringer Mannheim conformément aux indications du fabriquant en utilisant l’amorce antisens 



	  
88	  

IN3. A partir de l’ADNc obtenu, un fragment d’environ 1850pb codant pour la totalité de la protéase 

et les 420 premiers acides aminés de la RT a été amplifié par une PCR nichée grâce au Système 

Boehringer Expand Long Template PCR System, comme décrit par Vergne et al en 2000 (Vergne et 

al., 2000). Après	   vérification	   des	   PCRs,	   les	   produits	   ont	   été	   purifiés	   sur	   colonne	   soit	   avec	   le	  

Geneclean	   Turbo	   Kit	   (Q-‐Biogen,	   MPbiomedicals,	   France)	   ou	   le	   kit	   QIAquick	   Gel	   Extraction	   Kit®	  

(Qiagen,	  Courtaboeuf,	  France)	  conformément	  aux	  instructions	  des	  fabricants.	  

 

- Séquençage et analyse des séquences obtenues 

Les produits de PCR purifiés ont été directement séquencés en utilisant le BigDye Terminator 

version 3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). La détection des séquences par 

électrophorèse a été réalisée avec les séquenceurs 4 capillaires Applied Biosystems 3100 Avent à 

Dakar et 16 capillaires Applied Biosystems 3130XL  à Montpellier. 

Pour déterminer les sous-types et CRFs circulant chez les patients, les séquences consensus 

obtenues après correction sous le logiciel DNASTAR ont été alignées avec des séquences de 

référence du VIH-1 groupe M dans 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html). Les alignements et la 

reconstruction phylogénétique ont été réalisés avec le logiciel Clustal X version 1.83 en utilisant la 

méthode de distance Neighbor-Joining (NJ). La recherche de profils de recombinaison a été réalisée 

avec le logiciel SIMPLOT version 2.5 (Lole et al., 1999). Pour déterminer les mutations de résistance 

chez les patients génotypés, nous avons utilisé la liste de l’OMS version 2008. 

 

I.3. Présentation des résultats 

- Caractéristiques et données immuno-virologique de la population 

Concernant les 96 patients J0, 54% (n=52) étaient des hommes et 46% (n=44) étaient des 

femmes. La médiane d’âge était de 38 ans allant de 9 à 60 ans. Le taux de LTCD4 était disponible 

pour 82 patients et la charge virale plasmatique pour 79. Pour 91% (n=75/82) les LTCD4 était <350 

cellules/mm3 avec une médiane de 102 cellules/mm3. Quant à la CV, elle était >4log10 pour 95% 

(n=75/79) des patients, avec une médiane de 5,05log10. Pour les 104 autres patients, nous avions une 

majorité (83,7%, n=87) de femmes. L’âge n’était connu que pour 97 patients avec une médiane de 32 

ans (20-59 ans). La médiane des LTCD4 était de 519 cellules/mm3 pour les patients de 2003-2005 et 

de 639,5 cellules/mm3 pour ceux de 2007. La médiane de CV qui n’était disponible que pour les 

patients de 2007 était de 4.1log10.  

 

- Fréquences et profils des résistances 

L’analyse des séquences a montré que parmi les patients à J0 entre 1998-2001, 4 patients 
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avaient chacun une mutation de résistance pour la RT et une pour la protéase, donnant des fréquences 

de résistance transmise de 4,2% (n=4/96) et de 1% (n=1/96) respectivement. Les mutations associées 

à la résistance étaient: K65R (n=1), V75S (n=1), M41L (n=1) et K219N (n=1) pour les INTIs, et 

M46L les IP. Pour les 104 autres patients naïfs de 2003-2007, aucune mutation associée à une 

résistance à la RT n’a été retrouvée. Toutefois, 2 patients portaient les mutations G73S et I54T 

associées à la résistance aux IP, soit une fréquence de 1,9% (n=2/104). Sur l’ensemble des 200 

patients étudiés, la fréquence de la résistance primaire était de 2% (n=4) pour la RT et 1,5% (n=3) 

pour la protéase. 

Dans l’ensemble, nous avons montré dans cette étude que la résistance primaire était faible 

(<5%) et stable après 10 ans de circulation d’ARVs dans la capitale du Sénégal. 

 

- Analyse phylogénétique des virus 

L’analyse phylogénétique des 200 séquences isolées montre une grande diversité des souches 

circulant dans le pays.  

Elle montre une prédominance du CRF02_AG à 64% (n=128) ainsi que la présence de nombreuses 

autres souches: 7% C (n=14), 5% B (n=10), 2,5% CRF06_cpx (n=5), 2% de chacun des variants D et 

CRF11_cpx (n=4), 1,5% de A3 et de G (n=3 pour chacun),1% A (n=2) et 0,5% de chacun des 

variants A1 et CRF45_cpx (n=1). Un taux de recombinants uniques de 12,5% (n=25) a aussi été 

retrouvé impliquant en majorité les souches CRF02_AG. 

 

I.4. Conclusion 

Cette étude des résistances primaires du VIH-1 aux ARVs chez les patients non traités au Sénégal a 

montré une faible (<5%) transmission de virus résistants dans le pays. Elle a également confirmé les 

résultats antérieurs qui avaient décrit une grande diversité génétique des souches circulantes avec 

prédominance (64%) du CRF02_AG, variant le plus répandu en Afrique de l'Ouest. 

 

Après 10 ans de circulation d’ARV dans un pays à ressources limitées comme le Sénégal, cette faible 

circulation de virus résistants pose aussi un certain nombre de questionnement: serait-elle liée à un 

programme performant ? Ou une observance des patients ? Ou particulièrement à une faible 

émergence de résistance chez les personnes sous traitement ARV ?  

Pour répondre à cette dernière question, nous avons mené une deuxième étude de résistance chez les 

patients VIH-1 positifs, sous traitement de première ligne au Sénégal dans le contexte du programme 

au niveau de la capitale (centre de référence et sites décentralisés) où circulent les ARVs depuis 

1998.  
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Antiretroviral Drug Resistance Mutations
in Antiretroviral-Naive Patients from Senegal
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Abstract

To evaluate the presence of drug resistance mutations in antiretroviral-naive patients in Dakar (Senegal), cross-
sectional studies were conducted since the circulation of ARVs in the country. Protease and RT genes were
sequenced in 96 baseline samples from patients included in the Senegalese Initiative for Antitretroviral Access
treatment between 1998 and 2001 and for 104 samples from naive, recently diagnosed patients in 2003, 2005, and
2007. Phylogenetic analysis showed a predominance of CRF02_AG [128/200 (64%)] and a high genetic diversity
with 10 other variants and 25 URFs. Analysis for the presence of drug resistance mutations according to the
WHO SDRM 2009 list showed a prevalence of 4.16% for nucleoside inhibitors and 1.04% for protease inhibitors
at the start of the structured Senegalese ART initiative and 1.9% for protease inhibitors at the time of scaling up.
The prevalence in untreated patients remains low and stable, below 5% after 10 years of ARV circulation.

Therapeutic failures in HIV-1 infection are known to
be frequently related to the selection of mutations as-

sociated with antiretroviral (ART) resistance under ARV
pressure. The transmission of these resistant viruses to an
ARV-naive patient might reduce the effectiveness of first-line
ARV treatment1 and increase the need to switch to second-line
regimens, which are not available inmany sub-SaharanAfrica
countries.2 Variable rates, ranging between 2% and 10%, of
drug resistance mutations in ARV-naive patients are de-
scribed in resource-limited settings, where ARVs are now
increasingly available through many initiatives for universal
access.3,4 To track the emergence and transmission of HIV
drug resistance in countries with ARV treatment scaling up,
the World Health Organization has developed a minimum-
resource method called the HIV drug resistance threshold
survey (HIVDR-TS) among people recently infected with
HIV, by preference young (<25 years) antenatal clinic at-
tendees at first pregnancy.5 Although this strategy has been
used in several African studies,6,7 it remains very difficult to
implement in this population group in countries with a low
HIV prevalence.8 In Senegal, HIV prevalence is low and
stable, i.e., around 0.7% in the general population and 1.5%
in pregnant women, but can reach up to 20% in vulnerable
groups such as female commercial sex workers (http://
www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletin13.
pdf ) or men who have sex with men (MSM).9

Through the governmental initiative ISAARV (Senegalese
Initiative for ARV Access), highly active antiretroviral ther-
apy (HAART) has been available since 1998 in Dakar, the
capital city, and national coverage of ART scaling up has been
promoted progressively since 2001. But before this govern-
mental initiative, few ARV drugs were circulating in the
country, mainly in the private sector and in an uncontrolled
and unstandardized way with the frequent use of bitherapy
only. To obtain information on the eventual transmission of
drug-resistant strains, we investigated the prevalence of HIV-
1 drug resistance in ARV-naive patients from the time of first
availability of HAART to the time of greater access in the
country.

A total of 200 samples from HIV-positive patients who
declared based on an interview, that they were ARV treat-
ment naive, were studied in Dakar, the capital city. Among
them, 96 samples were obtained between 1998 and 2001 from
randomly selected patients who started ART at the onset of
the national ART program (ISAARV). An additional group
of 104 samples was obtained between 2003 and 2007 from
consecutively selected asymptomatic and more recently in-
fected ARV-naive individuals: T CD4 lymphocyte (LTCD4)/
mm3 greater than or equal to 350 (n¼ 56 between 2003 and
2005) or LTCD4/mm3 count greater than or equal to 500
and/or age under 25 years (n¼ 48 in 2007). All patients were
recruited in the two major hospitals of the city. For the 96
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2Centre de Traitement Ambulatoire/CHU Fann, Dakar, Senegal.
3UMR,145, IRD, Montpellier, France.
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FIG. 1. (Continued).

PRIMARY DRUG RESISTANCE MUTATIONS IN SENEGAL 3
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Chapitre II. Evaluation des réponses virologiques et de la résistance 

acquise à 12 et 24 mois de traitement ARV à Dakar.  
 

Ce travail est soumis dans le journal of medical virology et l’article correspondant est détaillé ci-

dessous. 

 

II.1. Introduction 

Au Sénégal, grâce à l'initiative sénégalaise d'accès aux ARV, le nombre de personnes vivant avec le 

VIH (PVVIH) sous traitement antirétroviral (ART) a beaucoup augmenté. Selon les directives 

nationales, chaque PVVIH au Sénégal, bénéficie de la quantification de la charge virale et du taux de 

lymphocyte TCD4 tous les 6 mois après la mise sous ARV. Toutefois, cette quantification de la 

charge virale n’est effectuée que dans le laboratoire de référence à la capitale dakaroise. Depuis 2002, 

les mutations de résistance aux ARVs ont été évaluées régulièrement dans une cohorte structurée et 

les taux d'échec virologique étaient comparables à ceux observés dans les pays industrialisés (Vergne 

et al., 2003; De Beaudrap et al., 2012; Laurent et al., 2005). Des données récentes ont été également 

décrites sur la résistance aux ARV chez des patients adultes en suspicion d’échec immunologique ou 

clinique, mais aucune donnée n'a été signalée sur le taux d'échec virologique chez les patients suivis 

dans un contexte de vie réelle. Le faible taux de résistance primaire observé dans notre première 

étude de la thèse était-il le reflet d’une faible fréquence de résistance chez les patients sous 

traitement ?   

Pour répondre à ces préoccupations,  l’objectif de cette deuxième étude de la thèse était d’évaluer 

l’efficacité virologique et la fréquence de résistances aux ARV chez les patients traités en première 

ligne après 12 et 24 mois et suivis dans les programmes et structures nationaux selon l’approche de 

santé publique de l’OMS.  

 

II.2. Méthodologie  

Cette étude transversale a été conduite chez des patients VIH-1 positifs, sous traitement ARV de 

première ligne depuis 12 et 24 mois dans 13 centres de suivi à Dakar : CTA, CRCF/MI, CPS, HALD, 

HRB, HPD, PMIM, IHS, NC, HOGGY, PMS, MBAO et Rufisque (figure 24). La méthodologie 

utilisée est la même que celle détaillée dans la première étude, avec  juste quelques différences. 

 

Comme détaillé dans la première étude de résistance, pour étudier les réponses virologiques, 

la charge virale (CV) plasmatique a été mesurée avec la technologie Abbott RealTime m2000sp/rt 

(Abbott, Chicago, USA) conformément aux indications du fabricant. La limite de détection de la 
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technologie était toujours de 40 copies/ml. Tous les patients ayant une CV≥ 1000 copies/ml ont été 

définis comme étant en échèc virologique et avaient été génotypés en utilisant la technique de 

l’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org/ANRS-procedures.pdf). Après les extractions de l'ARN 

viral avec le kit RNA viral QIAmp (Qiagen, Courtaboeuf, France), les produits de pcr ont été  

purifiés par les kits Qiagen et GeneClean, puis séquencés avec la méthode du Big dye Terminator.  

 

Les alignements et la reconstruction phylogénétique ont été réalisés avec le logiciel Seaview 

4.0. L’analyse des recombinants a été effectuée dans le logiciel Simplot version 3.5.1. L’analyse des 

mutations de résistances dans les gènes de la protéase et de la RT a été faite en utilisant l’algorithme 

de l’ANRS via la base de données de Stanford Version 6.3.0 (dernière mise à jour 06/05/13) 

(http://hivdb.stanford.edu/). 

 

II.3. Résultats 

- Caractéristique de la population 

Parmi un total de 635 patients inclus, 430 ont été recrutés entre 2009 et 2011 dans le cadre de l’étude 

ANRS12186. Les 205 autres échantillons ont été prélevés entre 2011 et 2013 chez des patients 

choisis au hasard parmi ceux sous traitement de première ligne dans l’ISAARV à 12 et 24 mois (±2). 

Sur les 630 patients inclus, 391 étaient à M12 et 244 à M24 plus ou moins 2 mois. Globalement, 

62,8% (399/635) étaient des femmes. La médiane d’âge était de 40,4 ans (rangée entre 33,5 et 43 ans 

à travers les sites). Suivant les régimes de première ligne de traitement, 73,9% (469/635) recevaient 

la Zudovudine (AZT) et 147 (23,1%) recevaient le Ténofovir (TDF). Seuls 17 (2,7%) étaient sous 

d4T. 

 

- Réponses virologiques des patients 

La charge virale plasmatique a été obtenue pour l’ensemble des 635 patients inclus. La figure 21 

suivante montre les répartitions de la charge virale en fonction du mois de suivi. Sur l’ensemble des 

patients inclus, 516 (81.2%) avaient une charge virale plasmatique indétectable (CV<50 copies/ml), 

62 (9,8%) entre 50 et 1000 copies/ml et 57 (9%) avaient une charge virale plasmatique supérieure à 

1000 copies/ml, et ont donc été définis comme étant en échec virologique à 12 et 24 mois de 

traitement ARV de première ligne à Dakar. Ce taux d’échec était de 7,9% (31/391) à M12 et 10,7% 

(26/244) à M24 et la différence n’était pas significative (p=0,304). 
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Figure 21. Répartition des réponses  virologiques à  M12 et M24 de TAR à Dakar. 

 

Dans l’ensemble des sites d’inclusion et sur la base du seuil 1000 copies/ml, le taux d’échec 

virologique varie entre 3,7% (CPS) et 15,4% (HALD), 10% (CTA) et 16.7% (IHS) à M12 et M24 

respectivement. La figure 22 ci-dessous montre les taux d’échecs virologiques retrouvés selon les 

sites en fonction de la durée du traitement. 

 

 
Figure 22. Taux d’échec virologique dans les sites de recrutement. 

 

Selon les schémas thérapeutiques, le taux d’échec virologique était de 10,1% (n=28/278) chez 

les patients recevant la NVP et 8,1% (29/357) chez ceux recevant EFV (p=0,462). Pour les INNTI, il 

était de 10,9% (n=16/147) chez les patients recevant TDF, 7,9% (n=37/469) chez ceux recevant AZT 

(p=0,336). 

 



	  
98	  

 - les Fréquences et profils des mutations de résistance   

Parmi les 57 patients qui avaient une charge virale ≥1000 copies/ml, 55 avaient été génotypés 

avec succès dans les gènes de la RT et de la protéase, et un en RT seule. Le tableau VI ci-dessous 

montre les mutations sélectionnées par les patients résistants à leurs traitements.  

 

Tableau VI. Profils des mutations chez les patients résistants aux traitements de première ligne 

 
Parmi ces patients génotypés, 80,4% (45/56) avaient au moins une mutation de résistance 

selon l’algorithme de l’ANRS, soit un taux de résistance global de 7,1% (45/634). Le taux de 

résistance parmi les patients en échec virologique, avec au moins une mutation de résistance était 

estimé à 77,4% (24/31) à M12 et 84% (21/25) à M24. Ces taux de résistance varient de 50% à 100% 

à travers les 4 sites majeurs: 62,5% (10/16) et 90,9% (10/11) au CTA; 100% (4/4) et 83,3% (5/6) 
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au CRCF/MI; 100% (1/1) et 50% (1/2) au CPS, 80% (4/5) et 100% (2/2) à RB à M12 et M24 

respectivement. Au niveau des autres sites, tous les patients en échecs virologiques étaient résistants 

à au moins une molécule antirétrovirale de leur traitement.  Globalement, 30 (53,6%) des 56 patients 

séquencés étaient résistants aux deux classes INTI + INNTI, 1 (1,8%) à la classe des INTI seule, 12 

(21,4%) à la classe des INNTI seule et 2 aux 3 classes INTI+INNTI+IP (SQV/r). 

Les mutations les plus fréquemment observées étaient M184V, K103N et Y181C. La figure 

23 montre les mutations de résistance selon la durée du traitement. 

 

 
Figure 23. Prévalences des mutations de résistance à M12 et M24. 

 

Pour la classe des INTI, 51,6% (16/31) à M12 et 60% (n=15/25) à M24 ont sélectionné la 

mutation M184V/I qui est associée à la résistance au couple 3TC/FTC (p=0,720). Les TAMs ont été 

retrouvés avec 12,9% (4/31) à M12 (T215S/Y/F, K70E/R) et 20% (5/25) à M24 (T215F/Y, K70R, 

D67N, K219E, M41L et L210W) (p=0.724). La mutation K65R était retrouvée chez 5 (16,1%) et 1 

(4%) patients à M12 et M24 respectivement. 

Les mutations de résistance aux INNTI les plus couramment sélectionnées étaient la K103N 

retrouvée à 35,5% (n=11) à M12 et 52% (n=13) à M24, (p=0.332). Elle est suivie par la Y181C 

retrouvée à 29% (n=9) à M12 et 16% (n=4) à M24 (p=0.406). Nous avons aussi trouvé plusieurs 

autres mutations comme indiquées dans la figure 22.  

Globalement, 14,3% (n=8), 10,7% (n=6) et 3,6% (n=2) des patients étaient prédits résistants à 

ABC, DDI et TDF respectivement. Aussi, 17,9% (n=10) et 33,9% (n=19) étaient aussi prédits 
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d’être résistant à etravirine (ETR) et rilpivirine (RPV) respectivement. 

 

 - Répartition des sous-types 

L’analyse phylogénétique des 55 séquences de VIH-1 isolées montre que le variant le plus courant 

est le CRF02_AG [47.3%, n = 26]. D’autres souches ont aussi été retrouvées: 14,5% (n=8) de sous-

type C; 5,5% (n=3) de D; 7,3% (n=4) de A3; 5,5% (n=3) de CRF11_cpx, 3,6% (n=2) de CRF13_cpx 

et 1 (1,8%) de chacune des souches A1, CRF06_cpx, et CRF49_cpx. Un total de 10,9% (n=6) des 

échantillons était des recombinants uniques. 

 

II.4. Conclusion 

Ces résultats démontrent l'efficacité des premières lignes de traitement ARV selon les 

recommandations du programme national à Dakar. Ils renforcent l’idée selon laquelle des niveaux 

élevés de suppression VL peuvent être obtenus dans les pays à ressources limitées. Cependant, il est 

nécessaire d'améliorer le suivi de la thérapie antirétrovirale (ART), la surveillance de la résistance 

acquise surtout dans des sites décentralisés, et de renforcer l'éducation pré-thérapeutique afin 

d’assurer une efficacité à long terme des premières et deuxièmes lignes de TAR actuellement 

disponibles au Sénégal. 

 

Ces deux études de résistance ont confirmé la très grande diversité génétique du VIH-1 au Sénégal, 

avec une augmentation du sous-type C dans la population générale et une présence importante de 

recombinants URFs. Aussi, il a été décrit que le sous-type C du VIH-1 constituait le virus majoritaire 

dans le groupe des HSHs au Sénégal. Ce dernier pourrait servir de pont épidémique vers la 

population générale. Il s’avère donc nécessaire de documenter au sein des HSHs, la fréquence des 

doubles infections qui sont à l’origine des variants recombinants. Ceci a constitué le troisième 

objectif de notre thèse. 
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Chapitre III. Fréquence élevée de doubles infections du VIH-1 avec des 
sous-types et CRFs différents ou identiques chez les HSHs au Sénégal  
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication et l’article correspondant est exposé ci-dessous dans sa 

version finale telle que publiée (page 107-115). 

 
Leye N, Vidal N, Ndiaye O, Diop-Ndiaye H, Wade AS, Mboup S, Delaporte E, Toure-Kane C and Peeters M. High 

frequency of HIV-1 infections with multiple HIV-1 strains in men having sex with men (MSM) in Senegal. Molecular 

Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious Diseases Journal. 20; 206–214 (2013). 

 

III.1. Introduction 

Comme indiqué dans les chapitres précédents, l’épidémie de VIH-1 dans le monde est 

extrêmement hétérogène au niveau de la diversité des souches circulantes et aussi au niveau des 

prévalences de l’infection dans les populations. De la même façon que des co-infections entre les 

VIH-1 et 2 existent, des doubles infections avec des variants différents du VIH-1 groupe M ont été 

décrites. Ces dernieres sont à l’origine du nombre important de recombinants. Les hommes ayant des 

rapports sexuels avec d’autres hommes (HSHs) constituent un groupe vulnérable quel que soit le 

pays. Ils courent un risque plus élevé de contracter des infections sexuellement transmissibles (IST) 

et le VIH (Baral et al., 2007; Ananworanich et al., 2008; Van Griensven et De Lind van 

Wijngaarden, 2010).  

Le Sénégal est caractérisé par une prévalence de VIH faible et stable dans la population générale, 

mais élevée chez les HSHs. Le pays démontre une grande diversité génétique du VIH avec une 

prédominance du CRF02_AG dans la population générale et les femmes professionnelles du sexe. 

Cependant, le sous-type C est prédominant chez les HSHs où 80% ont affirmé avoir des partenaires 

sexuelles féminines. Compte tenu de la prévalence élevée du VIH et des comportements à risques 

chez les HSHs, l’objectif de cette étude était d’estimer dans ce groupe, l’ampleur des infections 

multiples avec des variants différents ou identiques du VIH-1 groupe M en utilisant la méthode MHA 

(multi-region hybridization assay) récemment développée pour l’Afrique de l’Ouest. 

 

III.2. Méthodologie 

III.2.1. Populations d’étude 

Les prélèvements de HSHs utilisés dans cette étude rétrospective proviennent de quatre villes 

du Sénégal: Dakar, Mbour/Thiès et Saint-Louis. Ils ont été recrutés dans le cadre de l’enquête 

ELIHoS de surveillance socio-épidémiologique de 2007, ciblant ces HSHs au Sénégal. Leur 

recrutement avait été réalisé par effet boule-de-neige. En effet, un pair leader était en charge du 
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recrutement dans des endroits tels que bars et boîtes de nuit et tout autre lieu où les HSHs se 

rencontraient et de bouche à oreille.  

 

III.2.2. Détection avec la MHA des doubles infections du VIH-1  

Compte-tenu des variants circulants au Sénégal, nous avons utilisé la MHA mise au point par 

Vidal et qui permet de discriminer 5 sous-types et 3 CRFs différents (A, B/D, C, F, G, CRF02_AG, 

CRF06_cpx et CRF22_01A1) circulant en Afrique de l’Ouest et du Centre-Ouest (Vidal et al., 2013). 

Cette méthode utilise des sondes fluorescentes, définies suite à l’inspection d’alignements de 

séquences nucléotidiques du VIH-1, révélant de courtes portions spécifiques à chaque sous-type ou 

CRF, dans lesquelles elles ont pu être dessinées.  

 

III.2.2.1. Dessin de la sonde spécifique aux variant A3 circulant au Sénégal  

Dans cette présente étude, nous avons ajouté dans la région vpu une sonde supplémentaire qui permet 

de détecter les virus du sous-sous-type A3 circulant au Sénégal. La figure 24 ci-dessous montre une 

portion d’alignement de la zone d’hybridation de la sonde vpuA3. 
A1_94KE.Q2317   GACATGGGGGATTATGA---TCTTGGGGACAA 
A1_92UG037      GACATGGGGGATTATGA---TCTTGGGGATGA  A (A1) 
A1_94SE.SO7253  GAGATGGGGAACTATAA---TCTTGGGGATGA 
B_83FR.HXB2R    GAGATGGGGCACCATGC---TCCTTGGGATGT 
B_86US.JRFL     GAAAGGGGGCACCTTGC---TCCTTGGGATAT 
B_01UY.TRA1092  GAGAGGGGGCATCATGC---TCCTTGGGATGT  B 
B_94TW.CYS49    GAGATGGGGTACCATGC---TCCTTGGGATGT 
B_90TH.BK132    GAGATGGGGCATCTTGC---TCCTTGGGATAT 
C_86ETH2220     GATATGGGGAATCTTAG---GCTTTTGGATGT 
C_95IN21068     GATATGGGGCGTCTTAG---GCTTTTGGATGT  C 
C_96BW0502      GATGTGGGGCATCTTAG---GCTTTTGGATGT 
C_05CY069       GACATGGGGCATCTTAG---GCTTTTGGATGC 
D_ZR.NDK        GAAATGGGGCATCATGC---TCCTTGGGATGT 
D_94UG114       GAAATGGGGCACGATGC---TCCTTGGGATGC  D 
D_99TCMN011     GACATGGGGCACCCTGC---TCCTTGGGCTGT 
D_99TCMN012     GAAATGGGGCACCCTGC---TCCTTGGGATGT 
F1_93BR020      GAAGTGGGGCCTTTTAT---TCCTGGGGACAT 
F1_93FI.F9363   AAAATGGGGCCTTTTAT---TCCTGGGGATGT  F1 
F1_93BE.VI855   GAAATGGGGCCTTTTAT---TCCTGGGGATAT 
F2_96CM.MP255   GAAGTGGGGCCTTTTAT---TCCTGGGGATAT 
F2_96CM.MP257   GAGGTGGGGCCTCTTAT---TCCTGGGGATAT  F2 
F2_97CM53657    GAAATGGGGCCTTTTAT---TCCTGGGGATAT 
G_93KE.HH8793   AAAATGGGGGACTTTGA---TCCTTGGGTTGG 
G_93SE6165      GAAATGGGGGACTTTGA---TCCTTGGGTTGG  G 
G_96BE.DRCBL    GAACTGGGGGATTTTGA---TCCTTGGGTTGG 
02_NG.IBNG      GAGATGGGGTACGAATA---TATTTTGGATAA 
02_91DJ.DJ263   GAAATGGGGTACGATCA---TATTTTGGATAA  CRF02_AG 
02_98SN.MP1211  GAGATGGGGTATGATAATGCTGCTTTGGATAT 
06_97SN1078     GAAATGGGGAACTTTGA---TCCTTGGGTTGG 
06_96AU.BFP90   GAAATGGGGGACTTTGA---TCCTTGGGTTGG  CRF06_cpx 
06_95ML84       GAAATGGGGAACTTTGA---TCCTTGGGTTGG 
vpuA3               TGGGGGATGATAT---TCCTTGGA        sonde 
A3_01SN.DDJ369  GAGGTGGGGGATAATAT---TCCTTGGATTGA 
A3_96SN.DDJ360  GAGGTGGGGGATGATAT---TCCTTGGAATGA 
L001            GAGGTGGGGGATGATAT---TCCTTGGATTAA  échantillons A3 
492HALD         GAGGTGGGGGATKATAT---TCCTTGGAATGA 
323HALD         GAGATGGGGGATGATGT---TCCTTGGATTAA 
214HPD          GAGGTGGGGGATGATAT---TCCTTGGATTAA 
 

Figure 24. Portion d’alignement de la zone d’hybridation de la sonde vpuA3  
La sonde vpuA3 (flèche) est positionnée sur des séquences de sous-sous-type A3 (au-dessous de la séquence de la sonde), 
et par rapport à des séquences HIV-1 de référence représentatives des autres variants (au-dessus de la sonde). Les 
mésappariements par rapport à la séquence de la sonde vpuA3 sont surlignés en gris. 
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La séquence de cette sonde A3 comporte au plus 1 mésappariement par rapport aux séquences 

des virus ciblés. En revanche, le nombre de mésappariements par rapport aux séquences des virus qui 

ne sont pas de sous-sous-type A3 varie de 4 à 8, ne permettant pas l’accrochage de la sonde sur de 

tels variants. Malheureusement, en raison de la proximité phylogénétique avec les autres souches du 

sous-type A dans gag, le dessin d’une sonde spécifique des variants A3 n’a pas été possible dans 

cette région. 

 

III.2.2.2. Extraction de l’ADN du VIH  

L’extraction de l’ADN viral a été réalisée à partir des Cellules Mononucléées du Sang 

périphérique des HSHs inclus dans l’étude. Nous avons utilisé le kit QIAmp Viral DNA extraction 

(Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant 

 

III.2.2.3. Processus technique de la MHA  

Un premier round d’amplification avec les amorces externes a été réalisé pour chacune 

des deux régions gag et vpu du génome. Pour gag p17, le couple d’amorces G00-G25 a été utilisé et 

pour vpu, nous avons utilisé le couple MHVPU1-MHVPU2.  

Un deuxième round de PCR en temps réel sans sonde a été réalisé à partir des premiers 

rounds. Les amorces internes utilisées dans cette étape sont pour gag p17 le couple MHgag5-

MHgag6 et MHVpu3-MHVpu4 pour vpu. Ces amorces permettent d’amplifier des petits fragments 

compris entre 180 et 220 nucléotides. L’amplification en temps réel a été effectuée sur l’appareil de 

PCR ABI Prism 7000. Les résultats des PCR ont été visualisés sur gel d’agarose en présence de 

bromure d’éthidium, pour vérifier la présence et la taille des produits de PCR attendus. 

  Par la suite, un deuxième round de PCR en temps réel a été réalisé de façon séparée en 

présence de chacune des treize sondes marquées YakimaYellow-BHQ1 pour gag et des 12 autres 

marquées Fam-Tamra pour vpu.  

Les résultats de fluorescence des sondes ont été visualisés directement avec l’ordinateur relié 

à l’appareil de PCR en temps réel. Pour les MHA réalisées dans la région gag p17, comme indiqué 

dans le chapitre Diversité Génétique, le Sybr green a permis de visualiser sur l’ordinateur la présence 

d’ADN amplifié, même en cas de réponse négative à la sonde testée. Pour vpu les sondes Fam-Tamra 

ont une longueur d’onde qui n’est pas dissociable de celle du Sybr Green. Dans ce cas, la présence 

d’ADN amplifié a été vérifiée sur toutes les réponses négatives en sonde sur un gel d’agarose. 

Tous les échantillons répondant positivement à plus d’une sonde ont été repris en MHA pour les 

sondes concernées afin de s’assurer des réponses obtenues initialement. 

Par ailleurs, 10% des échantillons ont été repris de manière aléatoire pour réaliser un contrôle de 

qualité en interne. 
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III.2.2.4. Confirmation des réponses obtenues en MHA par séquençage des gènes 

gag p17 et vpu et analyses phylogénétiques 

Pour vpu, les séquences ont été directement obtenues à partir des produits de la PCR en temps réel et 

utilisent les mêmes amorces internes. Pour les séquences gag p17, à partir des premiers rounds, nous 

avons effectué un deuxième round de PCR classique avec les amorces MHgag1-MHgag4. Le produit 

obtenu a une taille plus importante (416 paires de bases) qui permet une meilleure analyse 

phylogénétique que le produit initialement généré avec le couple d’amorces MHgag5-MHgag6 

(221pb) utilisées pour la MHA. Les réactions de séquence ont été réalisées directement avec 1µl de 

produit de deuxième round avec les amorces MHgag4 et MHvpu4 en utilisant le kit BigDye 

Terminator version 3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). L’électrophorèse a été réalisée 

sur séquenceur capillaire Applied Biosystems 3130XL. Les analyses phylogénétiques ont été 

réalisées de la même façon que décrite dans 1.2.4.2.  

Certains échantillons dont les chromatogrammes étaient trop chargés en signaux de fluorescence ont 

subi une purification sur colonne, avec le kit Geneclean (Q-Biogen, MPbiomedicals, France) selon 

les indications du fabricant. Dans certains cas, notamment lorsque la réactivité en MHA ne 

correspondait pas aux sous-types/CRF de la séquence isolée, certains échantillons ont été repris en 

PCR et séquencés de manière indépendante sur un site différent (Dakar) afin de confronter les 

résultats obtenus avec les deux PCR. Pour plus de simplicité, nous qualifierons ces PCR de PCR-2 

par la suite. 

 

III.2.2.5. Confirmation de réponses MHA par isolement de molécules uniques  

La technique de SGA utilisant l’ARN rétro-transcrit en ADN complémentaire a été utilisée 

pour les patients ayant une charge virale relativement élevée. Pour les échantillons dont le plasma 

n’était pas disponible, nous avons réalisé des dilutions de l’ADN. 

 

- Confirmation par SGA (Single Genome Amplification) 

La SGA permet d’isoler à la fois les variants majoritaire et minoritaire circulant dans le sang des 

patients sélectionnés. La manipulation de chaque échantillon est réalisée de manière totalement 

indépendante des autres. La SGA consiste à réaliser le séquençage de tous les produits de PCR 

obtenus à partir des dilutions de l’ADNc dont la concentration sera déterminée à partir de la charge 

virale du patient. Elle nécessite donc au préalable une quantification de la charge virale du VIH-1 des 

patients et une extraction de l’ARN viral. 

Dans un premier temps, nous avons quantifié la charge virale avec la technologie de 

Nuclisens EasyQ version 2.0 (Biomerieux, Lyon, France). Par la suite, l’ARN viral a été extrait en 

utilisant le kit QIAamp Viral RNA Extraction de Qiagen et en suivant les instructions du 
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fabricant. La synthèse de l’ADNc était effectuée par rétro-transcription de l’ARN viral en utilisant les 

amorces G25 et MHvpu2 avec l’enzyme Expand reverse transcriptase (Roche Diagnostics, Meylan, 

France) en suivant les indications du fabricant. La concentration (en copies/µl) de l’ADN 

complémentaire obtenu a été déterminée à partir de la charge virale plasmatique et du volume de 

plasma nécessaire à l’extraction. Une fois l’ADNc obtenu, plusieurs dilutions ont été réalisées pour 

rechercher celle qui donnait au maximum 30% de PCR positives. Cette étape assure que chacun des 

amplicons obtenus est issu d’une molécule unique (suivant une loi de Poisson) (Shriner et al., 2004; 

Palmer et al., 2005). Nos essais ont été faits avec une fenêtre de dilutions comprises entre 0,5 et 10 

copies/µl de l’ADNc. Celle ayant donné au maximum 30% de PCR positives a été utilisée. Avec cette 

dilution, nous avons réalisé 48 à 96 réactions de PCR identiques sur plaque comme décrit en III.6.2.1. 

Toutes les PCRs positives ont été directement séquencées et soigneusement examinées pour vérifier 

l’absence de doubles pics, signe que l’on aurait prélevé plus d’une molécule. Les séquences retenues, 

qualifiées d’uniques, ont été comparées avec celles obtenues avec l’ADN après alignement et 

analyses phylogénétiques sous Seaview.  

La MHA a été réalisée à partir des premiers rounds des dilutions sur les molécules uniques issues de 

la SGA pour confirmer les doubles réactivités obtenues avec le produit initial de PCR issu de l’ADN.  

 

- Confirmation par séquençage à partir des dilutions d’ADN  

Pour le HSH1193 dont le plasma n’était pas disponible, nous avons réalisé des dilutions allant 

de 1/2 à 1/16 de l’ADN. Pour chaque dilution, nous avons effectué huit PCR identiques dans les 

mêmes conditions d’amplification décrites précédemment dans la partie III.6.2.2. Les produits de 

PCR obtenus ont été purifiés avec le kit Geneclean (Q-Biogen, MPbiomedicals, France) et séquencés. 

Toutes les séquences ont été alignées ensemble et comparées avec la séquence initiale obtenue de 

l’ADN. La confirmation des doubles réactivités par MHA a aussi été recherchée pour chaque dilution 

positive. 

 

III.3. Présentation des résultats  

 Parmi les 69 HSHs traités en MHA, 55 (79,7%) étaient positifs en sonde en gag p17 et 59/69 

(85,5%) en vpu. Un total de 47 (68,1%) étaient positifs en MHA sur les deux gènes gag et vpu. Parmi 

ces derniers, 9 (19,1%) étaient CRF02_AG, 1 (2,1%) B/D, 22 de sous-type C (46,8%), 4 (8,5%) 

étaient des URF et 11 (23,4%) avaient réagi simultanément avec des sondes hétérologues et étaient 

considérés comme doublement infectés, soit 15,9% (11/69) de l’ensemble des HSHs inclus. Les 

séquences de ces derniers ont montré que les doubles infections impliquaient les sous-types A, C, 

B/D, G, CRF02_AG, et CRF22_01A1. Parmi les 29 échantillons identifiés de sous-type C par MHA 

en gag, 15 (57,7%) avaient réagi avec les deux sondes C1 et C2. Nos données suggèrent qu'au 
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moins 22-25 (de 31,9 à 36,2%) des 69 MSM de cette étude sont infectés par plus d'une souche VIH-

1. 

 La SGA et les dilutions d’ADN ont confirmé la double infection avec les sous-types D et C du 

HSH1193, la triple infection avec deux souches de C différentes et un CRF02_AG du HSH1157 et 

ont montré que le HSH3017 était infecté par au moins du CRF06_cpx, du CRF02_AG et une autre 

souche inclassable. La comparaison des séquences C du HSH1157 et de la patiente 478-HALD de la 

population générale a confirmé le mélange des variants VIH-1 entre les femmes à faible risque et les 

HSHs. 

 

III.4. Conclusion 

Notre étude a montré une fréquence élevée de doubles infections avec des sous-types/CRFs 

différents, mais aussi avec un même sous-type. La différence des prévalences dans la population 

générale et chez les HSHs révèle l’importance d’une prévalence élevée et des comportements à 

risque dans les doubles infections et le mélange des variants de VIH-1, pouvant entraîner 

l’émergence et la diffusion de nouveaux recombinants. Cela démontre la nécessité d’accroître les 

efforts pour soutenir les programmes de prévention et de prise en charge ciblant les HSHs au 

Sénégal.   

De plus, ce travail a confirmé la présence importante du sous-type C chez les HSHs, avec différents 

variants Alors que le sous-type B est majoritaire dans les pays du nord.  Ce sous-type C prédomine 

dans le monde et surtout dans le sud de l’Afrique. Il était aussi nécessaire de documenter l’origine du 

sous-type C du VIH-1 dans le pays, notamment chez les HSHs et ceci a fait l’objet du 4ème objectif 

de la thèse. 
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a b s t r a c t

Circulating and unique recombinant HIV-1 strains continue to be identified and their number increases
over time, suggesting that co-infection with multiple HIV-1 is frequent. In this study we analyzed to what
extent dual infections with different HIV-1 variants occur in a population group with high risk behaviour,
high HIV-1 prevalence and in an area where multiple HIV-1 subtypes and Circulating Recombinant Forms
(CRFs) co-circulate. We studied 69 MSM with our recently developed multi-region hybridization assay
(MHA), based on fluorescent probe detection for eight common variants circulating in West and West
Central Africa. At least 11 (15.9%) of the 69 patients were simultaneously infected with two different
HIV-1 subtypes and/or CRFs. Among the 29 samples identified as subtype C by MHA in gag, 15 (57.7%)
reacted with both C1 and C2 probes. Sequence analysis suggests that the majority of the samples reactive
with C1 and C2 probes are most likely infected with two different subtype C clades. Single genome ampli-
fication and DNA dilutions confirmed dual infection with subtype D and C for MSM1193, triple infection
with two different C subtype strains and one CRF02_AG strain in MSM1157 and showed that MSM3017 is
at least co-infected with CRF06_cpx and CRF02_AG and another strain that could not be classified. Com-
parison of all subtype C sequences from the MSM population and from the general population from this
and previous studies confirmed the intermixing of HIV-1 variants between low-risk women and high-risk
men as shown by the intermixing of subtype C variants from MSM1157 and a female patient (02SN-
HALD478). Comparison of dual infection rates between the general population and MSM in Senegal, show
also clearly the importance of high HIV prevalence and high risk behavior in dual infections and subse-
quent intermixing of HIV-1 variants which can lead to emergence and spread of new recombinants
(CRFs).

! 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

HIV is characterized by a considerable genetic diversity, result-
ing from the high viral turn-over, the high mutation rate and the
recombinogenic characteristics of the reverse transcriptase en-
zyme, together with immune and therapeutic selection pressures.
The pandemic HIV-1 group M strains are subdivided into subtypes
(A–D, F–H, J and K), sub-subtypes (A1–A4, F1–F2), and numerous
circulating recombinant forms (CRF) (http://hiv-web.lanl.gov/
CRFs/CRFs.html). Actually, new recombinant strains, CRFs and

URFs (unique recombinant forms) continue to be identified and
their number increases over time in the global epidemic and espe-
cially in certain geographic areas (Hemelaar et al., 2011; Zhang
et al., 2010). Recombinant viruses are the result of dual (co- or
super) infections with different HIV-1 variants (van der Kuyl and
Cornelissen, 2007; Pernas et al., 2006; Munoz-Nieto et al., 2008).
The fact that numerous recombinant viruses have been discovered
clearly implies that co-infection with divergent HIV-1 strains is
more frequent than previously thought. High HIV-1 genetic diver-
sity, populations with high risk behavior and high HIV prevalence
are the main determinants of the frequency of dual infections with
different subtypes/CRFs. Depending on the population groups
studied (high versus low risk), the regional HIV-1 prevalence and
the different methodologies used, rates of dual infection between
0% and 20% have been reported in African countries (Herbinger

1567-1348/$ - see front matter ! 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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et al., 2006; Ssemwanga et al., 2012; Hoelscher et al., 2002; Vidal
et al., 2013). Dual infections can also be associated with faster dis-
ease progression in case of superinfection, or acquisition of drug
resistant strains (Cornelissen et al., 2012; Gottlieb et al., 2004;
Smith et al., 2005). Finally, the high rates of superinfection consti-
tute an additional obstacle for development of an efficient vaccine
(Chohan et al., 2010).

Senegal is a country characterized by a low and stable HIV prev-
alence in the general population (0.7%), suggesting that the HIV
epidemic has stabilized. However, similarly to other countries in
the world, HIV prevalence is high (around 20%) in key populations
such as MSM (men having sex with men) and FSW (female sex
workers) (www.unaids.org; Wade et al., 2010). Epidemiological
studies in Senegal revealed the high vulnerability of MSM to HIV
infection and other sexually transmitted diseases, and showed
evidence for behavioral links between MSM and heterosexual net-
works, due to massive stigma and criminalization of homosexual-
ity (Poteat et al., 2011). A high number (>80%) of MSM in Senegal
reported having sex with female partners, as in other studies on
MSM, and could serve as a bridge for intermixing of HIV-1 variants
between low-risk women and high-risk men (Larmarange et al.,
2009; Baral et al., 2007; Solomon et al., 2010). Genetic character-
ization of HIV-1 strains in Senegal showed that CRF02_AG was
the most common genetic form in the general population, together
with numerous other subtypes/CRFs that co-circulate (Toure-Kane
et al., 2000; Diop-Ndiaye et al., 2010). In contrast, subtype C (40–
50%) predominates in the MSM population, followed by CRF02_AG
and subtype B, as shown in two consecutive surveys in 2004 and
2007 (Diop-Ndiaye et al., 2009; Ndiaye et al., 2013). Evolutionary
reconstructions suggest that multiple subtype C viruses entered
Senegal but only one, which most likely resulted from a single
introduction, did efficiently spread in the MSM population under-
lining the importance of high risk behavior in the efficient spread
of viruses (Jung et al., 2012).

Taking into account the high HIV prevalence in MSM and their
high risk behavior as shown by the presence of multiple transmis-
sion clusters (Diop-Ndiaye et al., 2009; Ndiaye et al., 2013), we
studied the prevalence of dual infections in the MSM population
in Senegal with our recently developed multi-region hybridization
assay (MHA), based on fluorescent probe detection for eight com-
mon variants circulating in West and West Central Africa (Vidal
et al., 2013). We showed high rates of dual infection, not only with
heterologous subtypes/CRFs but also with strains from the same
subtype.

2. Materials and methods

2.1. Study populations

We studied blood samples from 69 HIV-1 positive MSM who
participated in the national epidemiological and behavioral survey
(ELIHos) that was conducted in 2007 in Senegal, and for which
HIV-1 subtypes and CRFs have been recently reported in gag
(p24), pol (protease and RT) and env (V3–V5 region) (Ndiaye
et al., 2013). MSM were recruited by snowball sampling method
using peer leaders in three sites: the capital city Dakar (n = 56),
St. Louis (n = 3), and Mbour/Thies (n = 10), as previously described
(Larmarange et al., 2010).

2.2. Multiregion hybridization assay (MHA)

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) DNA was extracted
using QIAamp viral DNA kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA) as indi-
cated by the manufacturer. MHA was conducted as recently pub-
lished in two genomic regions: gag (p17) and vpu (Vidal et al.,

2013). First PCR amplification rounds were performed in classical
format on 5 ll DNA by using outer primers MHVPU1-MHVPU2
and G00-G25 for vpu and gag, respectively. The second round
PCR reactions were performed in a TaqMan real-time format, in a
96-well spectrofluorometric ABI7000 sequence detection system
(Applied Biosystems, France), by using inner primers MHVPU3-
MHVPU4 and MHGAG5-MHGAG6 for vpu and gag, respectively.
Probes designed to hybridize with eight common HIV-1 variants
from West and West-Central Africa were used in separate real-
time PCR reactions. Fluorescence intensity was monitored at the
end of each cycle, and samples were considered positive when
the fluorescence intensity was increasing exponentially during
the real-time PCR. All samples hybridizing with more than one
probe per subtype/CRF or with probes from different subtypes
and CRFs were repeated. The MHA assay was developed to identify
subtypes A, B/D, C, F, G, CRF02_AG, CRF06_cpx and CRF22_01A1.

2.3. Sequencing and phylogenetic analysis

The HIV-1 subtype/CRF designations in the corresponding geno-
mic regions were also done by direct sequencing of the second
round PCR products using the inner primers MHVPU3 and
MHVPU4 for the vpu region. In the gag p17 region, a larger frag-
ment embedding the hybridization region was amplified and se-
quenced using primers MHGAG1 and MHGAG4, as previously
published (Vidal et al., 2013). Sequencing was done by using the
BigDye Terminator kit version 3.1, and electrophoresis was run
on the 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, France).
Electrophoregrams were assembled with SeqMan II from the DNA-
Star package version 5.08 (Lasergene, Madison, USA). Sequences
were aligned under Muscle with HIV-1 reference sequences using
Seaview software v4.3 (http://pbil.univ-lyon1.fr/software/sea-
view.html). Alignments were end-trimmed then degaped by using
G-Blocks software (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/
Gblocks_server.html). Phylogenetic analysis used maximum likeli-
hood method under PhyML v3.0 and aLRT SH-like branch supports
(Guindon et al., 2009; Anisimova and Gascuel, 2006).

2.4. Single genome amplification (SGA) and DNA diluting

In order to confirm dual infection, single genome amplification
(SGA) was performed as previously reported in the gag p17 and vpu
regions for a limited number of samples that displayed responses
to multiple probes in the MHA assay (Salazar-Gonzalez et al.,
2008). Experiments were done for each sample separately. Plasma
viral loads were first measured using the commercial viral load as-
say Nuclisens EasyQ version 2.0 (Biomerieux,Lyon, France). For
SGA, viral RNA was extracted using QIAamp viral RNA kit (QIAGEN,
Courtaboeuf, France), and was reverse transcribed by using the
outer antisens primers MHVPU2 and G25 for vpu and gag, respec-
tively (Expand RT, Roche Diagnostics, Meylan, France). According
to the plasma viral load measurements, dilutions of complemen-
tary DNA were made and subsequently submitted to nested PCR
in 16-well PCR plates to identify the dilution giving no more than
30% positive wells. The cDNA dilution yielding less than 30% of po-
sitive PCR results was used to generate vpu and gag PCR products in
96-well plate format. Positive PCR products were sequenced as de-
scribed above. Chromatograms were carefully inspected to further
discard those exhibiting mixed populations. On one sample for
which plasma was not available, DNA dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/
16) were made that were separately submitted to nested PCR in
16-well PCR plates, from which positive products were sequenced.
The MHA assay was further performed on the first round PCR prod-
ucts obtained for SGA, by using the probes that hybridized initially
on the non-diluted DNA template.
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2.5. Accession numbers

Sequences in gag (p17) and vpu have been submitted to EMBL
database for the MSM population group, under accession numbers
HG327169-HG327222 and HG327223-HG327293, respectively.

3. Results

3.1. Dual infection with different subtypes and/or CRFs

The MHA assay was applied in gag p17 and vpu on 69 samples
from MSM to identify the HIV-1 subtypes, CRFs and dual infections
(Table 1a). Among the 69 samples, 47 (68.1%) were reactive with
probes in gag and vpu, 12 (17.4%) reacted only with probes in
vpu, 8 (11.6%) reacted only with probes in gag and 2 (2.9%) did
not react at all. Overall, 55/69 (79.7%) samples were reactive in
gag, and 59/69 (85.5%) in vpu. The two samples that were negative
in MHA were characterized as CRF09_cpx or as a C/CRF09_cpx re-
combinant by the corresponding sequences in gag and vpu. The 12
samples reacting only with vpu probes were identified as
CRF02_AG (n = 3), subtype B/D (n = 2), C (n = 6) and G (n = 1), and
the eight samples reacting only with gag probes were CRF02_AG
(n = 3), subtype C (n = 2), G (n = 1), and two were simultaneously
reactive with multiple probes (gag22+gagA and gag22+gagA+-
gagB/D). The subtype distribution and rates of dual infections were
calculated among the 47 samples for which we obtained probe
reactivity in the two genomic regions. Overall, 9 (19.1%) were
CRF02_AG, 1 (2.1%) was B/D, 22 were subtype C (46.8%), 4 (8.5%)
were URF, and 11 (23.4%) were considered as dually infected be-
cause they reacted simultaneously with probes from different sub-
types or CRFs. For the 11 samples that were considered as dually
reactive by MHA, we sequenced the corresponding genomic frag-
ments and verified probe and sample sequences. Dual infections
involved subtypes A, C, B/D, G, CRF02_AG, and CRF22_01A1. For
nine samples (1193, 1187, 1240, 1047, 1157, 2005, 1120, 1209,
1045), four to eight mismatches were present between the heter-
ologous probes and the bulk sequences, indicating that hybridiza-
tion was not possible anymore and confirming thus that these nine
samples most likely correspond to dual infections (Table 1b). For
the remaining two samples that reacted with the 22+A or with B/
D+A probes in gag, one to three mismatches were observed and
cross-reactivity cannot be excluded.

Among the 47 samples, four were identified as URF and the fol-
lowing subtypes or CRFs were involved: CRF02_AG, A, F and G in
gag, and CRF02_AG and B/D in vpu. The corresponding genomic
fragments were sequenced for the four URFs. The results are sum-
marized in Table 1b and show that for three samples the subtype/
CRF designation was different between MHA and the sequence in
gag. Comparison of the probe sequences and sequences of the sam-
ples revealed that for two samples (2016, 3017) the number of
mismatches with the heterologous probe was between 10 and
11, which is too high to allow any hybridisation, therefore these
samples could also represent dual infections.

3.2. Dual infection with multiple subtype C strains

In our previous study reporting on the validation of the new
MHA assay, we showed that we needed a combination of several
probes in gag to increase the sensitivity to detect subtype C strains
(Vidal et al., 2013). We used two probes named gagC1 and gagC1bis
specific for east African and Brazilian subtype C strains, and one
probe, referred to as gagC2, that is better adapted to detect subtype
C strains from other geographic regions (southern Africa, India)

Table 1a
Subtype/CRF designations on 69 HIV-1 positive samples from MSM in Senegal,
identified by the multi-hybridization assay in gag p17 and vpu regions with probes
designed to detect subtypes A, B/D, C, F, G, CRF02_AG, CRF06_cpx and CRF22_01A1.
(‘–’ means no probe reativity).

Sample id Subtype/CRF
MHA gag p17

Subtype/CRF
MHA vpu

Remarks

MSM1179 – –
MSM1048 – –
MSM1118 – CRF02
MSM1295 – CRF02
MSM1305 – CRF02
MSM1221 – B/D
MSM4017 – B/D
MSM1212 – C
MSM1075 – C
MSM1178 – C
MSM1259 – C
MSM1060 – C
MSM1174 – C
MSM3013 – G
MSM1083 CRF02 –
MSM1292 CRF02 –
MSM3022 CRF02 –
MSM3007 C –
MSM1169 C –
MSM1106 G –
MSM1268 CRF22+A – Dual infection
MSM1046 B/D+A+CRF22 – Dual infection
MSM1068 CRF02 CRF02
MSM1289 CRF02 CRF02
MSM4077 CRF02 CRF02
MSM1229 CRF02 CRF02
MSM1151 CRF02 CRF02
MSM1165 CRF02 CRF02
MSM4040 CRF02 CRF02
MSM1215 CRF02 CRF02
MSM2054 CRF02 CRF02
MSM1078 B/D B/B
MSM1225 C C
MSM1100 C C
MSM1021 C C
MSM1037 C C
MSM1185 C C
MSM1043 C C
MSM1092 C C
MSM1177 C C
MSM1189 C C
MSM1196 C C
MSM1065 C C
MSM1095 C C
MSM1257 C C
MSM1246 C C
MSM1293 C C
MSM1147 C C
MSM1072 C C
MSM1088 C C
MSM1184 C C
MSM3012 C C
MSM2034 C C
MSM1203 C C
MSM2016 CRF02 B/D URF
MSM1005 A B/D URF
MSM3017 F CRF02 URF
MSM1122 G CRF02 URF
MSM2015 CRF22+A CRF02 Dual infection
MSM1045 CRF22+A C Dual infection
MSM1240 C C+B/D Dual infection
MSM1047 CRF02+C CRF02+C Dual infection
MSM1120 CRF02 CRF02+C Dual infection
MSM2005 CRF02+B/D CRF02 Dual infection
MSM1157 CRF02+C CRF02+C Dual infection
MSM1209 A+G CRF02 Dual infection
MSM1115 B/D+A B/D Dual infection
MSM1193 C C+B/D Dual infection
MSM1187 C C+B/D Dual infection
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(Jung et al., 2012; Delatorre and Bello, 2012). In our study, 29 sam-
ples were identified as subtype C by MHA in gag (Table 2). Among
these 29 subtype C samples, five reacted only with C1 probes, nine
only with the C2 probe and 15/29 (51.7%) reacted with both C1 and
C2 probes. Sequences of the corresponding fragments were ob-
tained for 11 of the 15 dual reactive samples and we compared
probe sequences for mismatches to examine whether this dual
reactivity represents dual infection with different subtype C clades
or cross-reactivity. For 10 of the 11 dual samples for which corre-

sponding subtype C sequences were available, only one or twomis-
matches were seen with the C2 probe, versus five to seven with the
C1 probe. A single sample showed three mismatches with the C2
probe versus five with C1. These observations suggest that the
majority of the samples reactive with C1 and C2 probes are most
likely infected with two different subtype C clades. The phyloge-
netic tree of the gag p17 sequences shows that all clustered in
the same subtype C clade with reference strains from southern
Africa (Fig. 1). We compared also the sequences of probes with se-

Table 1b
Comparison of subtype/CRF designations on samples identified as dually infected or as URF by MHA (see Table 1a) with subtype/CRFs designations identified by sequence and
phylogenetic tree analysis. The number of mismatches between sample sequence and heterologous probes are shown (⁄numbers indicate number of mismatches, letters refer to
the subtype/CRF of the heterologous probe). nt, not treated.

Sample id Subtype/CRF gag p17 Mismatches Subtype/CRF vpu Mismatches Remarks

MHA Sequence With heterologous probes in gag⁄ MHA Sequence With heterologous probes in vpu

MSM1268 CRF22+A CRF01 1 CRF01, 1 A – CRF09 Non–specific crossreactivity
MSM1046 B/

D+A+CRF22
B 3 CRF22, 3 A – B Non–specific

crossreactivity?
MSM2015 CRF22+A CRF01 1 CRF01, 1 A CRF02 CRF02 Non-specific crossreactivity
MSM1045 CRF22+A C 6 CRF22, 7 A C C Dual infection
MSM1240 C C C+B/D C 6 B/D Dual infection
MSM1047 CRF02+C CRF02 4–5 C CRF02+C CRF02 7 C Dual infection
MSM1120 CRF02 CRF02 CRF02+C C 8 CRF02 Dual infection
MSM2005 CRF02+B/D CRF02 5 B/D CRF02 CRF02 Dual infection
MSM1157 CRF02+C nt CRF02+C CRF02 7 C Dual infection
MSM1209 A+G G 6 A CRF02 CRF02 Dual infection
MSM1115 B/D+A B 3 A B/D B Non-specific crossreactivity?
MSM1193 C C C+B/D D 7 C Dual infection
MSM1187 C nt C+B/D C 7 B/D Dual infection
MSM2016 CRF02 B 10 CRF02 B/D B Dual infection
MSM1005 A B 2 A B/D B Non-specific crossreactivity?
MSM3017 F G 11 F, 5 G CRF02 CRF02 Dual infection
MSM1122 G G CRF02 CRF02 URF

Table 2
Details of reactivity with C1 and C2 probes in gag. Comparison of subtype C sequence from the samples with the sequence of C1 and C2 gag probes to identify number of
mismatches. nt, not treated.

Sample id MHA gag p17 gag p17 Remarks

Reactivity with subtype C probes Sequence Mismatches C1 probe Mismatches C2 probe

MSM1225 C1 C 5 4 Dual C ?
MSM1100 C1 nt nt nt
MSM1021 C1 nt nt nt
MSM1037 C1 C 5 4 Dual C?
MSM1185 C1 nt nt nt
MSM1072 C2 C 7 1 Single C infection
MSM1088 C2 C 7 1 Single C infection
MSM1184 C2 C 7 1 Single C infection
MSM3012 C2 C 6 2 Single C infection
MSM2034 C2 C 8 2 Single C infection
MSM1203 C2 nt nt nt
MSM1187 C2 nt nt nt
MSM1240 C2 C 6 1 Single C infection
MSM3007 C2 CRF02 nt nt Dual C+ CRF02 infection
MSM1169 C1+C2 C 6 1 Dual C infection
MSM1043 C1+C2 C 5 2 Dual C infection
MSM1092 C1+C2 nt nt nt
MSM1177 C1+C2 C 6 2 Dual C infection
MSM1189 C1+C2 C 6 1 Dual C infection
MSM1196 C1+C2 C 6 1 Dual C infection
MSM1065 C1+C2 C 5 3 Dual C infection
MSM1095 C1+C2 C 7 2 Dual C infection
MSM1257 C1+C2 nt nt nt
MSM1246 C1+C2 C 6 1 Dual C infection
MSM1293 C1+C2 C 5 2 Dual C infection
MSM1147 C1+C2 C 6 1 Dual C infection
MSM1193 C1+C2 C 6 2 Dual C infection
MSM1047 C1+C2+02 CRF02 5 4 Dual C? + CRF02
MSM1157 C1+C2+02 nt nt nt
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quences obtained from samples reacting only with C2 or C1 probes.
Seven of the nine samples reacting only with the C2 probe were se-
quenced; six were subtype C falling in the clade with references
from southern Africa, and only one to two mismatches with the
C2 probe were observed versus six to eight with the C1 probe,
and one sample (3007) was CRF02_AG by sequence analysis, indi-
cating an additional dual infection. From the five samples reacting
only with C1 probes, sequences were obtained for two samples and
showed five mismatches with gagC1 and four with gagC2,
suggesting that the sample could also be dually infected with
one strain that hybridises with the C1 probe, and with another
strain fromwhich we obtained the sequence and which most likely
does not hybridize with the probes of the assay. In the phyloge-
netic tree they cluster also with the southern African references
(Fig. 1).

3.3. Confirmation of dual infections by single genome amplification
(SGA) and DNA dilutions

3.3.1. Dual infection with HIV-1 subtypes D and C
In the vpu gene, MSM1193 was classified as subtype D by se-

quence analysis but the sample hybridized in vpu with both B/D
and C probes. Plasma was not available and therefore the DNA
was diluted as indicated in Materials and methods. Only two se-

quences were obtained, each at a different dilution, and confirmed
the existence of two different viruses, one subtype D and one sub-
type C, in the vpu gene (Fig. 2). Moreover each PCR product hybrid-
ized with the homologous probe and did not hybridize with the
heterologous one. In the gag p17 region, the MSM1193 sample
hybridized also with C1 and C2 probes with six and two mis-
matches, respectively, but there was not sufficient DNA available
to confirm a possible dual infection with different subtype C clades.

3.3.2. Co-infection with multiple HIV-1 variants including CRF02_AG
and CRF06_cpx

MHA identified sample 3017 as subtype F in gag and CRF02_AG
in vpu. But sequence analysis revealed subtype G in gag and con-
firmed CRF02_AG in vpu. A total of 11 mismatches between the
sample sequence and the gagF probe were observed and suggested
thus a dual infection. Plasma viral load of the sample was 6400
copies/ml and single genome amplification was attempted. In
gag, 26 sequences from unique molecules were obtained, all form-
ing a separate cluster that did not clearly fall within any of the
known subtypes or CRFs, and no hybridization was observed with
F or G probes in gag due to high number of mismatches (11 and 5
with F and G probes, respectively). In vpu, 11 sequences from single
molecules formed a cluster of closely related strains falling in the
CRF06_cpx lineage (Fig. 3). The MHA assay yielded only positive
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Fig. 1. Phylogenetic tree illustrating the two subtype C clades in the gag p17 region (234 bp) for which the C1 and C2 probes were designed. The strains highlighted in pink
correspond to samples from MSM analyzed in this study, strains highlighted in green are from samples reported in our previous study on the development of the MHA assay
(Vidal et al., 2013), in black are reference sequences from Genbank. Strains that were simultaneously reactive with gagC1 and gagC2 probes are indicated in bold and with an
asterisk, strains reactive with gagC1 probe only are in bold and italic, those reactive with gagC2 only are in bold only, finally samples that did not react with any subtype C
probes are in italic only. The reference strains in black were not tested in the MHA assay in this and our previous study. Branch support values (aLRT, SH-like, (Anisimova and
Gascuel, 2006)) above 0.80 were indicated with asterisk on the tree branches. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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results with the CRF06 probe, and negative responses with the
CRF02 probes in contrast to the bulk sequence. Moreover, indepen-
dent PCR and sequence analysis on proviral DNA in Dakar charac-
terized the sample as CRF06_cpx in vpu and as A3/CRF02_AG in the
p24 gag regions (Ndiaye et al., 2013). These results show that this
patient is at least co-infected with CRF06_cpx and CRF02_AG and
possibly also with a subtype F and/or subtype G and/or untypable
strain.

3.3.3. Co- infection with two subtype C strains and CRF02_AG
Sample MSM1157 was only sequenced in vpu and was identi-

fied as CRF02_AG but hybridized with both C and CRF02_AG probes
in vpu and with C1, C2 and CRF02_AG probes in gag, indicating at
least a dual infection with CRF02_AG and subtype C in both genes.
Plasma viral load was 440,000 copies/ml and SGA was attempted
to confirm dual infection in gag and vpu. In gag p17, nine unique
molecules were obtained: six were subtype C and three were
CRF02_AG by sequence analysis, and each molecule hybridized
only with homologous probes, but for subtype C no hybridization
occurred with the C1 probe in gag. In the vpu gene, ten unique mol-
ecules were obtained: one was CRF02_AG by sequence analysis,
closely related to the sequence derived from the initial bulk PCR
product and nine were identified as subtype C, falling into two dif-
ferent subclusters in the phylogenetic tree (Fig. 4). The first cluster
contained seven sequences and the second cluster contained two
sequences. The genetic distance between the two C subclades
was 8.12%. In the MHA assay, the unique molecules hybridized
only with homologous probes, i.e., subtype C with C probe and

CRF02_AG with CRF02_AG probe. Therefore SGA confirmed unam-
bigously the triple infection with two different C subtype strains
and CRF02_AG.

3.4. Evidence for exchange of HIV-1 strains between MSM and female
HIV-1 infected patients in Senegal

We previously showed that in Senegal two subtype C clades co-
circulate, i.e., the east-African/Brazilian clade and southern African
clade, with only the southern African clade in the MSM population
(Jung et al., 2012). Given the high number of MSM in this study
that are potentially infected with subtype C strains from both
clades, we compared all subtype C sequences from MSM from this
and previous studies with subtype C sequences from the general
population (Toure-Kane et al., 2000; Diop-Ndiaye et al., 2010). This
analysis showed that in vpu, one of the subtype C variants from pa-
tient MSM1157 was closely related to the bulk vpu sequence from
sample 478HALD (accession AM942266), sequenced four years be-
fore and obtained from a woman that was sampled five years be-
fore the MSM patient. Subsequently and independantly from the
above described MHA, sequence and SGA analyses for the MSM pa-
tient (i.e., different dates and manipulators), single genome ampli-
fication was therefore performed on the available plasma sample
(80,200 copies/ml) from this female patient. In the gag gene, 15 se-
quences derived from unique molecules of subtype C clustered to-
gether, but were not phylogenetically related to the subtype C
sequences from the MSM patient (Fig. 4). However the sequence
obtained on proviral DNA fell within the diversity observed among
the SGA clones confirming that they derived from the same sample.
In the vpu gene, 12 sequences derived from unique subtype C mol-
ecules from 478HALD clustered together with the two subtype C
sequences of patient MSM1157 corresponding to the second clus-
ter of sequences as determined with SGA for this patient. The pre-
viously obtained bulk sequence on proviral DNA from the female
478HALD patient fell also in the cluster of SGA sequences. The ge-
netic distance between the minority cluster of subtype C sequences
from MSM1157 and subtype C sequences from 478HALD was
0.57%. In contrast subtype C sequences from 478HALD were differ-
ent from those constituting the majority cluster of subtype C se-
quences from MSM1157 (genetic distance: 8.7%). Fig. 4 shows
the phylogenetic trees for the sequences derived from single mol-
ecules by performing single genome amplification (SGA) for the
two isolates (MSM1157 and 478HALD).

4. Discussion

In this study we analyzed to what extent dual infections with
different HIV-1 variants occur in a population group with high risk
behaviour, high HIV-1 prevalence and in an area where multiple
HIV-1 subtypes and CRFs co-circulate. Our data show high rates
of dual infection in the MSM population of Senegal. At least 11
(15.9%) of the 69 patients were simultaneously infected with two
different HIV-1 subtypes and/or CRFs, and at least 11 (37.9%) to
14 (48.3%) of the 29 patients infected with subtype C in gag har-
bored two different subtype C variants. These data suggest that
at least 22–25 (31.9–36.2%) of the 69 MSM from this study are in-
fected with more than one HIV-1 strain. These are minimal esti-
mates because the probes used in the MHA assay detected only
55/69 (79.7%) of HIV-1 infections in gag, and 60/69 (86.9%) in
vpu. This detection rates are somewhat lower that those previously
reported for the development of the assay, i.e., 88.3% and 93.3% in
gag and vpu, respectively (Vidal et al., 2013). However it has to be
noted that in the MSM population, a high proportion of HIV-1
strains are grouped into transmission clusters (Diop-Ndiaye et al.,
2009; Ndiaye et al., 2013), which could partially explain the higher
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Fig. 2. Confirmation of dual infection with HIV-1 subtypes C and D. Phylogenetic
tree analysis in the vpu gene (229 bp) of sequences obtained from patient MSM1193
obtained by direct sequencing of undiluted and diluted proviral DNA. The
sequences from the patient are highlighted in pink. Branch support values (aLRT,
SH-like, (Anisimova and Gascuel, 2006)) above 0.80 were indicated with asterisk on
the tree branches. (For interpretation of the references to color in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)
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failure rate of our probes, especially when negative samples are
from the same cluster. Indeed, a significant part of samples that
did not respond to homologous probes fell into several clusters
of very closely related sequences (46% in gag and 29% in vpu). Con-
versely, as the absence of probe hybridization was due to few mis-
matches between the probe and the sample sequences, the method
might be optimized with the design of new probes. In addition
underestimation of dual infection can also be due to co-infection
with HIV-1 variants for which no probes are designed in our assay,
for example subtype H, or CRF09_cpx, that are documented to cir-
culate in Senegal (Toure-Kane et al., 2000; Diop-Ndiaye et al.,
2010). Moreover, except for subtype C, and to some extent for
CRF02_AG, our assay is not able to identify different intra sub-
type/CRF subclusters for the other subtypes and CRFs (Vidal
et al., 2013).

In our previous report on the development of the MHA assay for
West and West Central Africa, we validated the assay on a panel of
samples representing different subtypes and CRFs that circulate in
West and West Central Africa. In this panel, 70 samples from the
general population corresponding to previously reported patients
attending hospitals in Dakar and starting antiretroviral treatment
were included (Vidal et al., 2013). In the general population from
Senegal, HIV prevalence is less than 1%. Among these 70 patients
(56 CRF02_AG, 3 A, 5 B, 5 C and 1 CRF06_cpx), only three (4.3%)
samples were identified as dually infected by the MHA assay (Vidal
et al., 2013). This rate is significantly lower than the 34.8% esti-
mates in the MSM population. Other studies on high-risk group co-
horts showed about 20% of dual infections in female sex-workers
in East Africa or injecting drug users in India, and 9% in women
at high risk of infection in South Africa infected with subtype C
(Herbinger et al., 2006; Ssemwanga et al., 2012; Woodman et al.,
2011; Sarkar et al., 2009; Rodriguez et al., 2009). However in these
geographic regions the regional MHAs used target less variants due
to a lower genetic diversity of HIV-1 strains.

Single genome amplification was done to confirm certain dual
infections identified by MHA. Some dual infections could not be
confirmed by SGA but it has to be noted that SGA is less sensitive
than methods using deep-sequencing to detect co-infections (Redd
et al., 2012). Importantly, it has to be noted that SGA of the dual
subtype C infected patient demonstrated that the minority subtype
C strain in vpu was identical to the majority strain carried by one
woman five years ago. This observation clearly confirmed the
intermixing of HIV-1 variants between different at-risk population
groups from HIV infection, i.e., low-risk women and high-risk men.
This was already previously suspected by behavioral data and fre-
quent heterosexual contact of MSM to hide their homosexuality
which is criminalized in Senegal (Poteat et al., 2011; Larmarange
et al., 2009). Given the anonymous nature of the survey among
MSM, it cannot be excluded that sample 478HALD is the female
partner of MSM1157.

Within subtype C, two major subclusters can be identifed, one
that contains almost all subtype C strains from East Africa and Bra-
zil and the other group that contains almost all strains from south-
ern African countries and India (Jung et al., 2012; Delatorre and
Bello, 2012). Both variants are present in Senegal, but the majority
of them, including the MSM cluster, are close to those circulating in
austral Africa, notably Zambia (Jung et al., 2012). In the gag region
our assay is able to discriminate among them with the C1 and C2
probes. Surprisingly, in contrast to bulk sequencing which reveals
always subtype C variants close to the southern African variants,
MHA results suggest that about 50% of the subtype C infected
MSM are also infected with the east African variant. The presence
of two subtype C subpopulations was confirmed for one patient
and the number of mismatches of the east-African subtype C probe
was always too high to allow hybridization with the other C vari-
ant. These high rates of dual subtype C infections, not detected

by bulk sequencing, suggest that the east-African variant could
be less fit and is outcompeted, however this needs to be studied
more in depth by future in vivo and in vitro studies.

5. Conclusion

Our study shows high rates of dual infections with HIV-1 strains
of different subtypes and/or CRFs but also within subtypes. Our re-
sults are minimal estimates. Comparison of dual infection rates be-
tween the general population and MSM in Senegal, show also
clearly the importance of high HIV prevalence and high risk behav-
ior in dual infections and subsequent intermixing of HIV-1 variants
which can lead to emergence and spread of new recombinants
(CRFs). We also showed intermixing of HIV-1 variants between
low risk women and MSM, most likely related to stigmatization
of MSM in Senegal. Efforts to support prevention programs target-
ing MSM and probably other risk groups in Senegal are still needed.
Dual infections have a considerable impact on the increasing ge-
netic diversity of HIV-1 worldwide, and represent an additional
challenge for the development of a preventive vaccine.
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Chapitre IV. Origine géographique et temporelle du sous-type C du VIH-

1 au Sénégal   
 

Ce quatrième objectif de la thèse a aussi fait l’objet de publication et l’article correspondant est 

exposé ci-dessous dans sa version finale telle que publiée (p120-131). 

 

Jung M, Leye N, Vidal N, Fargette D, Diop H, Toure Kane C, Gascuel O, Peeters M. The Origin and 

Evolutionary History of HIV-1 Subtype C in Senegal. PLoS ONE ; 7(3): e33579, (2012). 

 

IV.1. Introduction 

Comme décrit dans la partie II (Diversité génétique du VIH), les différents sous-types et 

recombinants du VIH-1 groupe M sont inégalement répartis à travers le monde. L'analyse de cette 

répartition mondiale révèle que le sous-type C est le variant le plus répandu dans le monde et 

représente près de la moitié (48%) des infections. Après la description de l’existence d’une 

communauté d’hommes ayant des rapports sexuels avec d’autres hommes (HSH) au Sénégal, la 

stigmatisation exercée sur eux a fait que près de 95% d’entre eux ont des partenaires sexuelles 

féminines. Ceci leur permet d’échapper à la répression et garder leur double vie secrète. La 

caractérisation moléculaire réalisée dans ce groupe à risque en 2009 avait montré une majorité du 

sous-type C (45%), contre moins de 5% dans la population générale. Ce niveau de sous-type C 

retrouvé chez les HSHs au Sénégal n’a jamais été atteint en Afrique de l’Ouest. Notre étude 

moléculaire avait pour objectif de documenter pour la première fois en Afrique de l’Ouest, l’origine 

géographique et temporelle de l’ancêtre commun aux souches du sous-type C du VIH-1 circulant 

dans la population générale, et chez les HSHs au Sénégal.  

 

IV.2. Méthodologie 

- Collection et préparation des séquences C 

Les séquences ont été collectées dans la base de données publique de Los Alamos 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/index). La pureté du sous-type C de toutes les séquences 

téléchargées a été vérifiée par l’application web REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool  (De 

Oliveira et al., 2005). Nous avons construit  un arbre NJ avec la référence HXB2 comme outgroup 

pour ne sélectionner qu’une séquence au hasard parmi celles qui étaient identiques ou ayant un lien 

épidémiologique proche (cas de prélèvements séquentiels de patients ou de transmissions intra-

couple ou mère-enfant). Un total de 18 nouvelles séquences a été isolé avec le système Biohiring et 

aligné avec celles provenant de la base de Los Alamos par la méthode L-INS-i (Katoh et al., 2005), 



	  
117	  

en utilisant le logiciel MAFFT version 6 (Katoh et al., 2002). Afin d’éliminer les sites contenant un 

nombre important de gaps, l’alignement a été manuellement édité à l’aide du logiciel MEGA version 

5 (Tamura et al., 2011). 

 

- Détermination de l’origine géographique du sous-type C au Sénégal 

Pour déterminer l’histoire évolutive de l’ensemble des séquences, nous avons construit un 

arbre de Maximum de vraisemblance avec le logiciel PhyML v3.0 (Guindon et Gascuel, 2003) sous 

le modèle general time reversible avec une proportion de sites invariables et une loi gamma de 

catégorie 4 (GTR+I+Γ4) (Posada et Crandall, 2001). L’option SPR (subtree pruning and regrafting) 

était choisie pour explorer l’espace des arbres. Les supports de branches ont été déterminés par la 

méthode approximate likelihood ratio test (aLRT) (Anisimova et Gascuel, 2006) pour évaluer la 

confiance dans la topologie. L’arbre PhyML obtenu était tiré du logiciel FigTree 

(tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Par la suite, avec les séquences du Sénégal et celles qui sont 

proches, nous avons inféré un deuxième arbre de vraisemblance où les supports de branche estimés 

étaient obtenus par la méthode du bootstrap. Un arbre bayésien calculé par MrBayes version 3.1 

(Ronquist et Huelsenbeck, 2003) a permis de vérifier la topologie et les résultats obtenus.  

 

- Détermination de la date d’introduction du sous-type C  

Sur les 56 séquences du Sénégal, les dates des ancêtres communs les plus récents (tMRCA) et 

les estimations des taux de substitution sont estimés avec la méthode Bayésienne MCMC à l’aide du 

logiciel BEAST v1.6.1 (Drummond et Rambaut, 2007). Ces estimations sont faites en adéquation 

avec le modèle GTR+I+Γ4 (comme pour les analyses phylogénétiques) sous l’hypothèse de trois 

horloges moléculaires : stricte, relâchée en log-normal et en exponentiel (Drummond et al., 2006). 

Sous le modèle Bayesian Skyride, nous avons calculé l’histoire démographique avec l’option Time-

aware (Minin et al., 2008). Enfin, la convergence était vérifiée avec le logiciel Tracer v1.5. 

L’extraction des résultats et les estimations des facteurs de Bayes étaient aussi vérifiées.  

 

IV.3. Présentation des résultats  

- Analyse globale des séquences 

Un total de 3081 séquences provenant de 4 continents et 61 pays dont 22 du continent 

Africain, 7 de l’Amérique, 9 de l’Asie et 23 de l’Europe a été analysé. Nous avons dans un premier 

temps exploré l’origine géographique de l’épidémie du VIH-1 de sous-type C au Sénégal à l’aide 

d’un arbre de maximum de vraisemblance. Ces séquences couvrent un fragment de 1011 pb entre les 

positions 2253 et 3263 sur le gène pol du HXB2. Parmi les séquences utilisées, un total de 56 

provenait du Sénégal: 24 séquences de HSHs et 14 de la population générale provenant de Los 
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Alamos, ainsi que les 18 nouvelles séquences. La majorité des séquences (67,7%) provenaient de 

l’Afrique et plus précisément du sud du continent. Pour l’Asie la majorité venait de l’Inde, et du 

Brésil pour l’Amérique. Quant à l’Europe aucune prédominance particulière n’a été notée selon un 

pays ou une zone donnée.  

Globalement, la plupart des séquences d’Asie et d’Amérique sont regroupées en clades, le 

reste étant sous forme de clades marginaux ou dispersés. Les séquences de l’Afrique de l’Est étaient 

aussi regroupées. Quant aux séquences de l’Europe et celles de la population générale du Sénégal, 

elles étaient dispersées dans l’arbre avec plusieurs origines géographiques, principalement en 

Afrique, en Asie et le sud de l’Amérique. Les souches des HSHs forment un clade net et distinct 

(support aLRT de 98,9%) avec à sa racine, celles de l’Afrique Australe, suggérant une introduction 

unique du sous-type C dans ce groupe. Les mêmes résultats ont été obtenus avec l’arbre où les 43 

codons connus pour être associés à des mutations majeures de résistance ont été supprimés. 

 

 - Origine géographique du C au Sénégal 

Pour mieux décrire l’origine géographique du sous-type C au Sénégal, un deuxième arbre 

contenant les 56 séquences du Sénégal et 121 autres séquences proches de celles-ci a été inféré. 

Parmi ces séquences, la plupart (83%) provenaient du continent africain. 

 L’analyse des arbres phylogénétiques obtenus soit par maximum likelihood (PhyML) soit 

avec la méthode Bayesienne (MrBayes) montre des résultats similaires. Elle confirme l’hypothèse 

d’introductions multiples du sous-type C du VIH-1 dans la population générale, qui semblent 

provenir d’une part de l’Afrique Australe et d’autre part de l’Afrique de l’Est. L’hypothèse d’une 

introduction unique du sous-type C dans le groupe des HSHs est aussi confirmée par le fait qu’à 

proximité du seul clade contenant les séquences de ce groupe, se placent les souches de l’Afrique 

Australe dont beaucoup de la Zambie. Cela suggère que l’ancêtre commun des C des HSHs serait 

originaire de l’Afrique australe. 

 

 - Origine temporelle du C au Sénégal 

Les estimations des dates des ancêtres communs faites avec le logiciel BEAST étaient assez 

similaires entre les horloges moléculaires stricte et relâchée en log-normal, et semblent avoisiner les 

substitutions par site et par année. Très peu de différences sont à noter entre les résultats des deux 

alignements (avec ou sans les sites associés aux mutations de résistance). La date de l’ancêtre 

commun des souches collectées au Sénégal est estimée à 1972 et celle des souches isolées chez les 

HSHs à 1988. Ainsi, la date de l’ancêtre commun aux souches du Sénégal est estimée au début des 

années soixante-dix et celle de l’ancêtre commun aux souches des HSHs au début des années quatre-

vingt, environ dix ans après. 
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IV.4. Conclusion  

Notre étude suggère plusieurs introductions des virus de sous-type C au Sénégal. D’une part, de 

multiples introductions dans la population générale et d’autre part, une introduction unique dans la 

population des HSHs. Toutefois, une expansion majeure de ce variant est observée chez ces derniers, 

soulignant l'importance des comportements à haut risque dans la propagation du virus. Par ailleurs, 

cette étude a mis en évidence un mélange entre les variants C des HSHs et ceux de la population 

générale pour quelques cas. Du fait que la plupart des HSHs du Sénégal a affirmé avoir des 

partenaires sexuelles féminines, ils peuvent servir de pont envers la population générale. Ceci 

pourrait être à l’origine de l’augmentation observée du sous-type C dans la population générale. Par 

conséquent, les programmes de prévention qui ciblent ces HSHs doivent aussi prendre en 

considération les pratiques hétérosexuelles de ces derniers, afin d’éviter la propagation d’épidémies à 

des populations plus larges. 
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Discussion générale 

Ces travaux de thèse ont porté sur quatres objectifs distincts et complémentaires les uns des 

autres et qui contribuent à l’amélioration des connaissances sur l’efficacité du traitement ARV dans 

les pays du sud et plus particulièrement au Sénégal, ainsi que sur la grande diversité génétique du 

VIH dans le pays et particulièrement chez les HSHs.  

Pour mieux évaluer l’efficacité du traitement ARV, l’émergence de nouveaux recombinants 

du VIH-1 et le risque d’éventuelles transmissions de souches entre groupes à risque et population 

générale, il était nécessaire d’évaluer les résistances transmises aux patients naïfs de traitement ARV, 

de documenter l’efficacité virologique et l’émergence de résistances du VIH-1 aux antirétroviraux 

chez les patients sous ART, de déterminer l’ampleur des infections multiples aux sous-types du VIH-

1 chez les HSHs ayant une prévalence au VIH extrêmement élevée, mais aussi de comprendre 

l’histoire évolutive du sous-type C du VIH-1 qui est majoritaire dans ce groupe à haut risque 

d’infection ainsi que la dynamique d’une éventuelle transmission de ce sous-type dans la population 

générale. 

La gratuité et l’élargissement du traitement ARV a suscité beaucoup d’espoirs pour la lutte contre le 

VIH/SIDA et l’amélioration de la qualité de vie des personnes infectées par le VIH dans les pays à 

ressources limitées. Aujourd’hui, le traitement ARV peut aussi contribuer à réduire la transmission de 

l’infection Cependant, les données préliminaires suggèrent que la résistance peut survenir dans les 

pays où les traitements antirétroviraux sont largement utilisés (Booth et Geretti, 2007; UK 

Collaborative Group on HIV Drug Resistance et al., 2012; Van de Vijver et al., 2010). L’émergence 

et la transmission de virus résistants pourraient compromettre l’efficacité de ces traitements, 

particulièrement dans les pays où les options thérapeutiques sont limitées. 

Les résultats de nos études, pris ensemble, ont montré une faible et stable fréquence (<5%) de 

la transmission de virus VIH-1 résistants aux ARVs dans le pays entre 1998 et 2007. Ceci pourrait 

s’expliquer par le fait qu’après une faible circulation anarchique d’ARV avant 1998, une large 

disponibilité des ARV grâce à l’ISAARV et un suivi clinique et biologique organisé ont 

probablement contribué à une meilleure observance. Des résultats similaires (taux de résistance 

primaire <5%) ont été décrits dans la plupart des premières estimations de résistance transmise en 

Afrique, juste après l’introduction des ARVs. C’est le cas des études faites au Cameroun entre 2001-

2004 (Vessière et al., 2006), entre 2002 et 2004 en Afrique du Sud (Pillay et al., 2008) et en 2005 au 

Mali (Derache et al., 2007). D’autres études ont par la suite confirmé cette tendance. C’est le cas des 

études faites en 2006 au Congo (Vidal et al., 2006) et en Tanzanie (Somi et al., 2008) et en 2011 au 

Botswana (Bussmann et al., 2011). Cependant, dans d’autres pays africains, le seuil de 5% fixé par 

l’OMS dans le cadre de la surveillance de la résistance a été largement dépassé (Bennett et al., 2008). 

Une prévalence de résistance de 7% a été rapportée chez des patients nouvellement infectés en 
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Afrique du Sud (Katoh et al., 2005), de 8,6% en Kampala (Ndembi et al., 2011).  

Par ailleurs, l’ensemble de ces données montre que les prévalences de la résistance primaire sont plus 

faibles dans les pays à ressources limitées comparés aux estimations entre 10 et 17%  dans les pays 

industrialisés tels l’Europe, les Etats-Unis, le Japon et l’Australie (OMS, 2012). Toutefois, il est 

important de noter que ces pays à ressources limitées ne sont qu’à leur début de l’utilisation accrue 

d’ARV. Pour la plupart des pays africains, l’introduction des ARV a eu lieu vers les années 2000, 

alors que pour les pays industrialisés les thérapies ont commencé plus tôt. Cependant, au Sénégal, 

avec peu d’expérience d’utilisation du traitement antirétroviral, ces résultats sont satisfaisants. 

 

Nous avons trouvé chez les patients sous première ligne de traitement ARV depuis 12 et 24 

mois selon les recommandations du programme national à Dakar, un taux élevé de succès virologique 

(81%, CV<50 copies/ml et 90,5%, CV<500 copies/ml), comparable aux 89% (CV<500 copies/ml) 

obtenus dans la plus vielle cohorte (ANRS 1215) du Sénégal (De Baudrap et al., 2013). Il était aussi 

comparable à d’autres études de cohortes dans d’autres pays (Braitstein et al., 2006; Messou et al., 

2011; Anude et al., 2013). Ce taux de suppression virologique était aussi comparable à ceux décrits 

dans d’autres études de programme dans des pays à ressources limitées (Bussmann et al., 2009; 

Hanson et al., 2009; Barth et al., 2010; Zhang et al., 2012; Elul et al., 2013), ainsi que dans des pays 

développés (Braitstein et al., 2006).  

Notre taux d’échec virologique (7,9% à M12 et 10,7% à M24) est plus élevé que le risque 

d’échec décrit dans la cohorte 1215 à Dakar à M12, mais plus faible que le risque d’échec décrit à 

M24 dans cette même cohorte (De Baudrap et al., 2012). Il est plus faible que les taux rapportés par 

plusieurs études dans les pays du sud comme les 31% obtenus au Togo à M12 (Dagnra et al., 2011), 

les 21% obtenus à M12 en Côte d'Ivoire (Messou et al., 2011) et les 28% (CV>5000 copies/ml) 

obtenus à M24 en République Centre Africaine (RCA) (Péré et al., 2012). 

Le taux global de résistance (6,1%) était plus faible que les 12% obtenus dans une première 

étude réalisée au sein de cette cohorte en 2005 (Laurent et al., 2005). Cependant, les 6,1% de 

résistance à M12 étaient 2 fois supérieurs au risque de résistance de 3% décrite dans cette cohorte en 

2012 (De Baudrap et al., 2012). Par contre, les 8,6% à M24 étaient compatibles aux risques de 

résistance de 11% obtenus à M24 dans cette cohorte (De Baudrap et al., 2012). Par ailleurs, le taux 

global de résistance de 80,4% parmi les patients en échec virologique est en accord avec les 72% 

décrits dans une étude récente chez des patients suspectés d’échec sous première ligne de traitement 

selon l’approche de santé publique à Dakar (Thiam et al., 2013).   

Par ailleurs, même si les taux d’échec décrits au Togo, en Côte d'Ivoire et en RCA sont plus 

élevés, les taux de résistance observés parmi les patients en échec virologique sont similaires (79% 

au Togo et 76% en RCA) ou relativement plus bas (46% en Côte d'Ivoire) que ceux trouvés dans 
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notre étude (Dagnra et al., 2011; Messou et al., 2011; Péré et al., 2012). Toutefois, nos taux de 

résistance parmi les patients en échec virologique restent compatibles avec d’autres études réalisées 

dans les pays à ressources limitées (Bennett et al., 2012; Hamers et al., 2013).  

 

Nos fréquences des résistances (77% à M12 et 84% à M24) parmi les patients en échec 

virologique étaient compatibles avec un grand nombre d’études réalisées dans des pays industrialisés. 

Une large étude conduite entre 2000 et 2004 chez 1988 patients en échec virologique dans 15 pays 

Européens a décrit près de 81% de résistance (Van de Vijver et al., 2010). C’est aussi le cas d’une 

autre étude dans 7 pays européens entre 1999 et 2008, qui montre 80% de résistance (Prosperi et al., 

2011). Un total de 70% et 66% de résistance parmi des patients en échec virologique a été décrit en 

Italie en 2007 et 2009 respectivement (Di Giambenedetto et al., 2011). C’est aussi le cas d’une étude 

réalisée en Colombie-Britanique chez 5422 patients sous ARV avec un taux de 88% (Gill et al., 

2010). Plusieurs études de cohortes avaient montré qu’avec un bon suivi virologique dans les pays à 

ressources limitées, le traitement ARV pouvait donner des taux d’efficacité similaires à ceux qui sont 

obtenus dans les pays développés (Braitstein et al., 2006; Seyler et al., 2007; Anudé et al., 2013; Elul 

et al., 2013).   

 

Les profils de mutations observés dans cette étude étaient compatibles avec l’utilisation 

généralisée de la Combivir (AZT+3TC) ou le Ténolam (TDF+3TC) associée à l’EFV ou la NVP 

comme première ligne de traitement dans le pays. Comme décrit par les études récentes au Sénégal 

(De Baudrap et al., 2013; Kebe et al., 2013) et dans d’autres pays africains (Dagnra et al., 2011; 

Hanson et al., 2009; Hamer et al., 2013), les mutations les plus fréquemment observées étaient la 

M184V/I et les TAMS pour les INTI, la K103N et Y181C pour les INNTI. Pour ces mutations, 

aucune différence significative n’a été retrouvée entre les deux temps de suivi, suggérant qu’elles 

apparaissent dès le début du TAR, puis se stabilisent dans la durée comme décrit dans d’autres études 

africaines (Barth et al., 2010; Muwonga et al., 2011; Aghokeng et al., 2013). L’autre mutation la plus 

importante de résistance aux INTI était la K65R (16% à M12 et 4% à M24) observée chez des 

patients sous TDF ou d4T dont le taux était légèrement plus élevé que les 11% décrits au Nigeria 

(Hawkins et al., 2009).  

 

Les taux de plus de 10% de résistances croisées à ABC et DDI (14,3% et 10,7% 

respectivement) suggèrent que l'utilisation de ces INTI dans les régimes de deuxième ligne d’ART 

pourrait être compromise. L'utilisation de l'ETR et RPV (nouvelle deuxième génération d'INNTI) 

semble aussi être compromise dans environ 17,9% et 33,9% des patients respectivement, en dépit du 

fait que ces molécules ne sont pas disponibles au Sénégal. Pour ces résistances, les mutations les 



	  
135	  

plus fréquemment observées étaient Y181C et K101E, seules ou associées à d'autres mutations. Ce 

résultat est conforme aux données obtenues dans d’autres études qui avaient décrit une sélection 

majoritaire de Y181C et G190A associée à la résistance à ETR et RPV (Wallis et al., 2010; Sigaloff 

et al., 2011; Hamers et al., 2013). Cependant, il était différent des résultats décrits dans une autre 

étude qui a montré que la mutation E138K était la plus fréquemment retrouvée au cours du traitement 

avec RPV (Schafer et Short, 2012). Ces résultats suggèrent que ces ARVs de deuxième génération 

ont peu de chances d'être efficaces dans un traitement ARV de deuxième intention pour un bon 

nombre de patients. 

 

Les différences observées selon les sites peuvent s'expliquer par la qualité du monitoring des 

PVVIHs. En effet, même la charge virale est gratuite et disponible dans la région de Dakar, 25% des 

patients inclus n'avaient pas de CV jusqu’à M12 ou M24. Cela était particulièrement très important 

dans les sites de HALD, IHS, CPS et Rufisque où 90%, 64%, 61% et 92% respectivement n’avaient 

aucune charge virale avant le recrutement et où les taux d’échec virologique étaient plus élevés. Dans 

le site de RB, même si seuls 4,5% des patients n'ont pas eu de CV avant, seulement 27% avaient un 

suivi virologique régulier avec au moins une CV avant M12 et 3 avant M24. Or il a été montré que 

l’utilisation de la CV dans le monitoring des PVVIHs sous TAR pouvait réduire l’accumulation des 

mutations de résistance (Reynolds et al., 2012). De même il a aussi été décrit que les stratégies de 

monitoring utilisant les CD4 sans la CV ne maximisent pas les bénéfices du TAR (Braithwaite et al., 

2011; OMS, 2013). 

Ainsi, la large disponibilité des ARV au Sénégal, associée à un suivi clinique et biologique gratuit et 

organisé, a certainement contribué à une bonne adhérence au traitement et à un faible taux d’échec 

parmi les patients suivis selon les recommandations du programme national. Cependant, les 

différences observées avec les autres études africaines peuvent être liées à des problèmes de 

management et de gestion des stocks d’ARVs, ou de disponibilité de la charge virale dans certains 

pays. Ces données suggèrent qu’en dehors des cohortes bien structurées, avec un suivi virologique 

régulier dans les pays à ressources limitées, le traitement ARV pouvait donner des taux d’efficacité 

similaires à ceux qui sont obtenus dans les pays du nord. 

 

Nos travaux de thèse ont montré une grande diversité des souches de VIH-1 circulant dans le 

pays avec une prédominance du CRF02_AG (64% chez les patients naïfs d’ARV et 47% chez ceux 

sous première ligne). Cette prédominance du CRF02_AG dans la population générale adulte 

confirme celle décrite précédemment dans le pays avec 77% en 2000 (Touré-Kane et al., 2000) et 

60% en 2013 (Thiam et al., 2013). Cette diversité génétique du VIH-1 dans la population générale 

reste aussi comparable à celle retrouvée chez les enfants (Kébé et al., 2013) et dans le groupe des 
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professionnelles du sexe (Hamel et al., 2007). Ces résultats pris ensemble montrent que le 

CRF02_AG est stable et maintient sa prédominance depuis près de 13 ans dans la population 

générale au Sénégal. Cependant, ils suggèrent une diminution dans le temps de cette forme du VIH-1 

dans la population générale au bénéfice de recombinants uniques (URFs). Ces nouvelles formes 

recombinantes pourraient refléter la diversification de l’épidémie de VIH-1 dans le pays et cela en 

raison de comportements à risque, d’échanges avec des pays voisins et d’événements de 

recombinaison au sein de la population locale. Ces résultats sont compatibles avec plusieurs études 

réalisées en Afrique de l’Ouest. Une diminution dans le temps de la fréquence du CRF02_AG a été 

décrite au Mali, accompagnée d’une émergence du CRF13_cpx et d’URFs (Derache et al., 2008; 

2007; Haidara et al., 2010). 

Nous avons aussi noté des différences sur la fréquence du sous-type C obtenue dans le pays. 

Une proportion importante du sous-type C (14,5%) a été retrouvée, comparée aux 4% en 2000 

(Touré-Kane et al., 2000); 7% en 2010 (Diop-Ndiaye et al., 2010) et 6,9% en 2013 (Thiam et al., 

2013). Or, il a été décrit que le sous-type C était majoritaire dans le groupe des HSHs parmi lesquels 

près de 90% ont affirmé avoir des partenaires sexuelles féminines, et pourraient donc servir de pont 

envers la population générale féminine (Larmarange et al., 2010; Wade et al., 2010; Jung et al., 

2012; Ndiaye et al., 2013). Par ailleurs, cette importante proportion du sous-type C pouvait être 

expliquée par la haute capacité de réplication du sous-type C comparée à celle des autres sous-types 

(Rodriguez et al., 2009).  

 

Actuellement, on ne peut parler d’éradication complète car le virus persiste sous forme latente 

comme le démontre le rebond spectaculaire de la charge virale lors d’interruptions du traitement. Le 

réservoir viral est donc un obstacle majeur dans le traitement de l’infection. Une diversité virale 

réduite pourrait être bénéfique pour le contrôle de l’infection à long terme par le système immunitaire. 

Cependant, en cas de doubles infections, la population virale composée d’une multitude de variants 

de VIH peut être à l’origine de la formation de nouveaux recombinants parfois difficiles à éradiquer.  

Par conséquent, dans notre troisième étude de la thèse, nous avons étudié dans quelle mesure, 

les infections multiples avec différents variants du VIH-1 se produisent dans un groupe de population 

ayant des comportements à haut risque, une forte prévalence du VIH-1 et dans une zone où plusieurs 

sous-types et CRFs du VIH-1 co-circulent. Le Sénégal est un pays où la prévalence de l’infection à 

VIH dans le groupe des HSHs est 27,6 fois plus élevée que dans la population générale, un fait 

existant dans de nombreux autres pays. Ces travaux de thèse suggèrent qu'au moins 32% à 36% des 

69 HSHs de cette étude sont infectés par plus d'une souche de VIH-1. Il s'agit d'une estimation 

minimale, car les sondes utilisées dans la MHA n’ont détecté que 79,7% des infections dans gag, et 

86,9% dans vpu. Ces taux de détection sont un peu plus bas que les 88,3% et 93,3% 
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précédemment rapportés dans les mêmes régions pour le développement de la MHA (Vidal et al, 

2013). Cependant, il est à noter que dans la population de HSH, une forte proportion de souches de 

VIH-1 sont groupées en chaînes de transmission (Ndiaye et al., 2009; 2013). Par conséquent, 

l’existence de mésappariements entre la sonde et les virus des patients dont les séquences sont 

regroupées en clusters pourrait être à l’origine du taux d'échec plus élevé des sondes. En outre cette 

sous-estimation pourrait aussi être due à la co-infection avec des variants du VIH-1 pour lesquels il 

n’existe pas de sondes dans notre test. C’est le cas des souches H, ou CRF09_cpx, qui ont été 

documentées au Sénégal (Touré-Kane et al, 2000; Diop-Ndiaye et al 2010). 

Dans la précédente étude sur le développement de la MHA (Vidal et al, 2013), le panel 

comportait 70 échantillons de la population générale du Sénégal fréquentant les hôpitaux de Dakar 

qui initiaient leur traitement antirétroviral. Parmi ces 70 patients (56 CRF02_AG, 3 A, 5 B, 5 C et 1 

CRF06_cpx), seuls trois échantillons (4,3%) ont été identifiés comme co-infectés par MHA (Vidal et 

al, 2013). Notre estimation globale de 34,8% d’infection par plus d'une souche parmi les 69 HSHs est 

huit fois plus élevée que ce taux de 4,3% obtenu parmi les 70 patients de la population générale, 

soulignant ainsi l’importance du comportement à risque dans les doubles infections. 

Nos résultats obtenus dans le groupe des HSHs étaient plus élevés que ceux d'autres études 

sur des groupes à haut risque qui ont décrit environ 20% de doubles infections chez les travailleuses 

du sexe en Afrique de l'Est ou des consommateurs de drogues injectables en Inde et 9% chez des 

femmes à haut risque d’infection en Afrique du Sud, infectées par le sous-type C (Herbinger et al., 

2006; Rodriguez et al., 2009; Sarkar et al., 2009; Woodman et al., 2011; Ssemwanga et al., 2012). 

Cependant, dans ces régions géographiques, la diversité génétique du VIH-1 est moindre qu’en 

Afrique de l’Ouest, les MHA régionales utilisées ciblent moins de variants, et les doubles infections 

avec des variants différents sont probablement moins nombreuses que les doubles infections avec le 

même variant, ce que ne détectent pas les MHAs utilisées. 

Un fait remarquable dans le groupe des HSHs est le taux important de doubles infections C+C 

retrouvé grâce aux deux profils de sondes C dans gag.  

La double infection par deux souches différentes de sous-type C n'a pas pu être confirmée par 

SGA dans le gène gag parce que nous n’avons obtenu qu'une seule souche, mais la SGA dans vpu a 

permis d’isoler chez un même patient deux variants du sous-type C. Ce résultat pourrait être 

surprenant, mais il est à noter que la SGA est moins sensible que les méthodes utilisant le deep-

sequencing pour détecter les doubles infections (Redd et al., 2012).  

Surtout, il est important de noter que cette SGA dans vpu a permis de démontrer que la souche 

du sous-type C minoritaire était identique à la souche majoritaire portée cinq ans auparavant par une 

femme de la population générale. Cette observation confirme clairement le brassage des variants du 

VIH-1 entre les femmes à faible risque et les hommes à haut risque. Du fait de l’illégalité de 
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l’homosexualité au Sénégal, les HSHs ont aussi une vie maritale ou hétérosexuelle classique, et 

l’éventualité d’un mélange des souches entre les 2 groupes de populations avait déjà été soupçonnée 

(Ndiaye et al., 2009; Wade et al., 2010 ; Poteat et al, 2011).  

 

Enfin, notre dernière étude a démontré une subdivision phylo-géographique importante des 

souches du VIH-1 de sous-type C circulant en Asie, en Amérique, en Afrique de l’Est contrairement 

à celles circulant en Europe. Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui ont aussi montré 

des clusters géographiques du sous-type C (Dalai et al., 2009; Shen et al., 2011; Thomson et 

Fernández-García, 2011). Elle a confirmé le lien épidémiologique existant entre les souches du VIH-

1 circulant au Brésil et en Afrique de l’Est (Bello et al., 2008; Fontella et al., 2008; Véras et al., 

2011). Elle confirme les liens épidémiologiques entre le Sénégal et les autres pays d’Afrique décrits 

lors de la première étude moléculaire (Toure-Kane et al, 2000). Cette étude a aussi montré que la 

majorité des souches du VIH-1/C du Sénégal, y compris celles qui circulent parmi les HSH, sont plus 

étroitement liées à celles provenant d'Afrique australe, principalement de la Zambie. Il était aussi 

important de noter que le clade des HSH contient également des souches infectant des hommes de la 

population générale, non identifiés comme HSHs. Cela suggère que ces derniers ont eu des rapports 

sexuels avec d’autres hommes ou ont été infectés via la population générale féminine.  

Notre reconstruction de l’origine et de l’évolution du VIH-1 du sous-type C au Sénégal a 

montré de multiples introductions de ce variant dans la population générale provenant de deux 

régions Africaines différentes (Afrique de l’est et Afrique australe), et une introduction unique dans 

le groupe des HSHs. Au Sénégal, plusieurs études préalablement citées ont montré qu’en plus du 

sous-type C majoritaire chez les HSHs et du CRF02_AG dans la population générale, plusieurs autres 

variants circulent (Ndiaye et al., 2009; Diop-Ndiaye et al., 2010; Thiam et al., 2013) suggérant aussi 

de multiples introductions du VIH dans le pays. Ceci est probablement lié aux activités commerciales 

importantes et aux migrations entre le Sénégal et de nombreux autres pays africains (Kane et al., 

1993).  

 Notre estimation de l’ancêtre commun du VIH-1 sous-type C circulant dans la population 

générale au Sénégal n’est pas spécifique, car plusieurs introductions de C ont eu lieu dans le pays. La 

date estimée est relativement proche à celles estimées dans d'autres pays africains. Elle est estimée en 

1966 en Éthiopie (Tully et Wood, 2010), à partir des années 70 pour le Zimbabwe (Dalai et al., 

2009), ou à la fin des années 60 pour le Malawi (Travers et al., 2004). Contrairement aux pays de 

l’Afrique Australe, ce sous-type n’est pas devenu la souche majoritaire dans la population générale 

au Sénégal. Toutefois, une diffusion importante a eu lieu dans le groupe des HSHs, soulignant 

l'importance des comportements à haut risque dans la propagation du virus (McDaid et Hart, 2010). 

Cette épidémie provient d’un évènement fondateur avec un ancêtre commun originaire d’un pays 
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d’Afrique australe, probablement de la Zambie. Elle est assez récente (début des années 80) 

comparée à celle en Éthiopie ou celle au Malawi. Selon l'analyse bayésienne, cette estimation 

coïncide avec la période où l'épidémie de VIH-1 C a commencé une rapide phase de croissance 

exponentielle au Sénégal. 

 Il a été décrit que le sous-type C pourrait se propager plus efficacement du fait de la 

prédominance de variants à tropisme R5 qui ont une forte prédisposition à se localiser dans la 

muqueuse génitale féminine. Il en résulte une capacité de transmission hétérosexuelle ou verticale 

plus importante qu’avec les autres variants du VIH-1 (Renjifo et al., 2004; John-Stewart et al., 2005; 

Abraha et al., 2009). En plus, il présente une forte capacité de réplication comparé à d’autres sous-

types (Rodriguez et al., 2009) notamment dans le tube digestif (Centlivre et al., 2006). Cette 

augmentation de la prévalence du sous-type C pourrait aussi avoir des répercussions sur le traitement 

ARV, en raison des mutations spécifiques et des problèmes de détection de ce sous-type par certains 

tests de résistance (Vergne et al., 2006; Martinez-Cajas et al., 2009). 

Globalement, le Sénégal est relativement peu touché par l’infection à VIH, contrairement à 

d'autres pays de l'Afrique Sub-saharienne. Depuis 1989, la prévalence de l’infection par le VIH y est 

restée stable, autour de 1% dans la population générale. Cette situation pourrait être due à une prise 

de conscience précoce du problème par les autorités du pays (un plan national de lutte a été mis en 

place dès l'année 1986) et à une politique efficace de prévention. Les prévalences restent néanmoins 

élevées dans les populations clés, comme partout ailleurs (PS, les HSHs et les UDI). Du fait que 

plusieurs HSHs ont rapporté avoir des partenaires sexuelles féminines, ils pourraient servir de pont 

entre le groupe à haut risque et la population générale surtout féminine. Ce brassage sexuel pourrait 

contribuer à une augmentation ultérieure du sous-type C dans la population générale. 

 

Conclusion  

Les travaux effectués dans cette thèse ont, en partie permis de documenter l’efficacité 

virologique du traitement ARV au Sénégal, après près de 15 ans d’utilisation; ainsi que 

l’épidémiologie moléculaire du VIH-1 chez les HSHs et la population générale au Sénégal. Nous 

retenons de cette thèse que le traitement ARV dans un contexte de vie réelle à Dakar présente une 

efficacité similaire à celle des pays industrialisés, avec un faible taux global d’échec virologique sous 

traitement ARV et de résistance transmise dans le pays. Nous avons documenté dans le pays, les 

doubles infections avec des variants différents du VIH-1 groupe M et avons montré que la prévalence 

est 8 fois plus élevée chez les HSHs que dans la population générale. Par ailleurs, nous avons aussi 

confirmé le mélange de variants C entre les deux groupes de populations. Notre reconstruction de 

l’origine et de l’évolution de ce dernier a montré de multiples introductions dans la population 

générale provenant d’Afrique de l’Est et australe dans les années 70, et une introduction unique 
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dans le groupe des HSHs qui provient d’un évènement fondateur avec un ancêtre commun originaire 

d’Afrique australe, probablement de la Zambie 10 ans après la population générale. 

 

Recommandations  

Face à la pandémie du VIH/SIDA, et devant les taux d’échec et de résistance importants observés, la 

forte prévalence d’infections multiples du VIH dans le groupe des HSHs et la grande diversité 

génétique du VIH-1 dans le pays, nous recommandons: 

- De renforcer l’éducation des patients avant la mise sous traitement ARV et de renforcer 

l’observance de ceux qui sont sous TAR; 

- De rendre accessible le bilan immuno-virologique à toutes les PVVIHs afin de permettre un 

meilleur suivi du TAR; 

- De coordonner les activités des différents sites de prise en charge;  

- D’accentuer l’utilisation du papier buvard pour le suivi des PVVIHs surtout en milieu décentralisé, 

en renforçant le circuit d’acheminement des prélèvements;   

- D’améliorer les programmes visant à soutenir les programmes de prévention ciblant les groupes à 

risque (HSH et probablement d'autres groupes) au Sénégal. Car, si les épidémies au sein de ces 

groupes ne sont pas prises en charge, elles peuvent se propager à toute la population, à travers leurs 

pratiques hétérosexuelles. 

 

Perspectives 

- La première partie de cette thèse a montré des résultats satisfaisants mais des études 

complémentaires dans d'autres régions du pays sont nécessaires pour évaluer les résultats 

virologiques et les taux de résistance aux médicaments à travers tous les sites décentralisés du pays;  

- Séquençage des variants minoritaires, surtout pour les patients ayant une CV comprise entre seuil et 

1000 copies/ml et ceux en échec virologique mais dont le virus majoritaire n’est pas résistant, pour 

avoir une image complète de la résistance; 

- De documenter le taux de résistance primaire aux molécules non disponibles comme les inhibiteurs 

d’intégrase; 

- Toutefois, une surveillance continue des variants du VIH semble nécessaire dans l'adaptation des 

traitements et des stratégies de vaccination pour une efficacité locale contemporaine; 

- Pour une amélioration de la caractérisation et une surveillance de la propagation des virus, il serait 

important de comprendre les origines et les modes de dispersion des sous-types du VIH-1 aux 

niveaux régional et national. Par conséquent, il est indispensable d’étudier l’origine géographique et 

temporelle du CRF02_AG qui constituent avec le sous-type C les variants les plus prévalents dans le 

pays; 
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- Il serait aussi important d’étudier les doubles infections dans d’autres populations clés comme les 

PS et les IDU. 
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