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INTRODUCTION

Le Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA) est la maladie causée par deux virus de la
famille des Retrovirideae et du genre des lentivirus, qui sont le VIH-1 et le VIH-2 (Barré-
Sinoussi et coll., 1983 ; Clavel et coll. 1986). Le VIH-1 est responsable de la pandémie
actuelle, tandis que le VIH-2 reste essentiellement localisé en Afrique de 1’Ouest. Les VIH-1
et VIH-2 sont apparentés aux lentivirus des primates, que I’on a appelé SIV pour simian
immunodeficiency virus. Les données de la littérature ont montré qu’au moins 40 espéces de
primates non humains sont infectées par des SIV. Trois de ces espéces sont impliquées dans le
franchissement de la barriere d’espéce, qui a donné les VIH (Virus de I’Immunodéficience
Humaine) chez les humains. En Afrique de 1’Ouest, les mangabeys enfumés ont transmis leur
SIV a I’'Homme a huit reprises, ce qui a conduit aux 8 groupes (A-H) connus pour le VIH-2
Peeters et coll.,, 2008 ; Etienne et Peeters, 2010). Cependant, une nouvelle lignée de
transmission, qui aboutirait au 9™ groupe de VIH-2, est décrite en Cote d’Ivoire et
phylogénétiquement liée avec les SIVsmm (Ayouba et coll., 2012). Dans la partie australe et
équatoriale de 1’ Afrique, ce sont les grands singes, chimpanzés et gorilles, qui sont a 1’origine
du VIH-1 (Etienne et Peeters, 2010). Quatre transmissions inter-especes indépendantes ont
donné naissance aux 4 groupes du VIH-1 (M, N, O et P) (Van Heuverswyn et coll., 2006 ;
Plantier et coll., 2009). Le groupe M (pour Major) représente 98% des infections dans le
monde avec une tres grande diversité de souches et son épicentre a été localisé plus
particulierement au Congo Kinshasa (Vidal et coll., 2000 ; Djoko et coll., 2011). Les groupes
O (Outlier ou divergent), le groupe N (non-M, non-O) sont retrouvés principalement en
Afrique du Centre-Ouest (Van Heuverswyn et coll., 2006). Enfin, le groupe P, proche des
SIVgor est récemment décrit. lls représentent trés peu de cas d’infections et leur épicentre se
situe essentiellement au Cameroun (Plantier et coll., 2009 ; Vallari et coll., 2010). Au sein
du groupe M, le VIH-1 de sous-type B prédomine dans les pays du Nord et il est responsable
de I’épidémie initiale dans les pays industrialisés, en particulier I’Amérique du Nord et
I’Europe de 1’Ouest. Par contre, a I’échelle mondiale, les VIH-1 non-B représentent au moins
90% des virus circulants (Geretti, 2006). La forme la plus répandue des VIH-1 est le sous-
type C, qui affecte les zones de I’ Afrique Australe et de I’Est, I’Inde, et circule aussi en Chine
et en Amérique du Sud (Hemelaar et coll., 2011). Selon le rapport de ’ONUSIDA de fin
2012, le nombre total de personnes vivant avec le virus de I'immunodéficience humaine en
2011 est estimé a 34.0 millions [31,4 millions—35,9 millions]. La prévalence des personnes
nouvellement infectées par le VIH est de 2,5 millions [2,2 millions—2,8 millions] en 2011. En



Afrique Sub-saharienne, le nombre total de personnes (adultes et enfants) vivant avec le VIH
est estimé & 23,5 millions [22,1 millions—24,8 millions] (UNAIDS, 2012).

La diversité génétique du VIH-1 aux Sénégal est caractérisée par la prédominance d’un virus
recombinant entre les sous-types A et G : le CRF02_AG, dans la population générale (Toureé-
kane et coll., 2000 ; Diop-Ndiaye et coll., 2010) et chez les professionnelles du sexe (Hamel
et coll., 2007). Cependant une forte prévalence du sous-type C a été démontrée chez les
hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH), ou MSM en anglais (Men who
have Sex with Men) (Dop-Ndiaye et coll., 2009). Au Sénégal, 1’épidémie est de type
concentré, avec une prévalence faible et stable (0,7% en 2009) dans la population générale.
Cependant, elle est beaucoup plus élevée dans les populations clés que sont les
professionnelles du sexe et les hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes (HSH)

(http://www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletin14.pdf).

La grande diversité et la prévalence élevée du VIH dans le monde, ont fait I’objet du
développement de plusieurs molécules antirétrovirales (ARV) approuvées par la FDA (Food
and Drug Administration) pour maitriser I’infection a VIH (Mehellou et De Clercq, 2010).
Selon le rapport de I’ONUSIDA, 14,8 millions de personnes sont éligibles au traitement
ARV. Cependant, 8 millions seulement sont effectivement sous ARV (UNAIDS, 2012).
L’objectif du traitement antirétroviral est de transformer I’infection virale en une infection
chronique, par [I’utilisation de molécules antirétrovirales efficaces avec différentes
combinaisons thérapeutiques (Tsibris et Hirsch, 2010). Cependant, la gestion de I’infection a
VIH est trés complexe et constitue un probleme majeur de santé publique, car il est
indispensable de concilier I’efficacité des ARVs avec une évaluation de la toxicité et de
I’adhérence au traitement pour éviter les échecs thérapeutiques liés a la sélection des
mutations de résistance (Tourmond et coll., 2010 ; Tsibris et Hirsch, 2010). Dans un souci
de standardisation et sur la base d’études de recherches biologiques et cliniques, des
recommandations sont périodiquement formulées pour la sélection des différents schémas
thérapeutiques contre D’infection a VIH-1. Selon les nouvelles recommandations de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) dans les pays a ressources limitées, tout patient
ayant un taux de CD4 inférieur & 500 celluless/mm?® doit étre mis sous ARV, quel que soit le
stade clinique de I’OMS. Ce traitement ARV doit comprendre deux INTIs et un INNTI pour
la premiére ligne et deux INTIs plus un IP boosté pour la seconde ligne en cas d’échec de la
ligne précedente. L’échec dans la gestion de I’infection a VIH peut étre clinique (apparition

d’infections opportunistes ou stade 4 de I’OMS aprés 6 mois de traitement ARV),


http://www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletin14.pdf

immunologique (un taux de CD4 qui reste inférieur & 100 cellulessmm? ou une réduction de
50% par rapport a la valeur initiale), virologique (charge virale supérieure a 1000 copies/ml a
deux mesures consécutives aprés 3 mois de traitement ARV chez un patient observant) et
thérapeutique occasionnant un changement de ligne
(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727_eng.pdf). Le suivi du

traitement antirétroviral se fait par une quantification de la charge virale plasmatique et une

numération du taux de CD4 tous les six mois plus des visites cliniques (Laurent et coll.,
2002). L’efficacité du traitement antirétrovirale est mesurée en termes de tolérance, de
toxicité a long terme mais surtout par 1’absence d’apparition de virus résistants (Delaugerre
et coll., 2007). A coté de ces facteurs liés aux molécules antirétrovirales, la diversité
génétique du virus peut aussi induire des difficultés dans la prise en charge des personnes
vivant avec le VIH (Vella et coll., 2012). Les techniques d’étude de la résistance aux ARV
ont été développées dans les pays occidentaux a partir des souches de VIH-1 de sous-type B,
qui ne circulent que trés rarement dans les pays en voie développement, notamment en
Afrique sub-saharienne (Chen et coll., 2007). Les molécules antirétrovirales ont amélioré la
qualité de vie et la santé des personnes vivant avec le VIH. Cependant, les bénéfices
cliniques peuvent étre compromis par I’émergence de virus résistants, due a la sélection de
mutations, sous pression médicamenteuse, au niveau des génes cibles des différentes
molécules antirétrovirales, plus particulierement, la transcriptase inverse et la protéase
(Tournoud et coll., 2010).
C’est dans ce contexte que nous nous proposons d’étudier la résistance secondaire du VIH-1
aux ARV chez les patients de I’Initiative Sénégalaise d’accés aux Antirétroviraux
(ISAARV) sur les plans épidémiologique et technique.
Pour repondre a ces préoccupations, le présent document s’articulera selon le plan suivant :

- Une premiere partie de rappels sur la biologie du VIH, la diversité génétique, le

traitement ARV, la résistance aux ARV et ses différentes techniques d’études,
- Une deuxiéme partie relatant les différents travaux et publications scientifiques,

- Une discussion des résultats obtenus, une conclusion générale et des perspectives.
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PEMIERE PARTIE : GENERALITES SUR L’INFECTION A VIH-1

I. Aspects épidemiologiques

1.1. Définition, classification des VIH

Le VIH est un lentivirus appartenant a la famille des Retroviridae et a la sous-famille des
Orthoretrovirinae. Les Retroviridae (ou Rétrovirus) constituent une vaste famille de virus a
ARN caractérisée par la présence d’une enzyme structurale, la transcriptase inverse (TI) et par
leur mode de réplication. La transcriptase inverse est capable de synthétiser, a partir de I’ARN
viral, un ADN double brin qui va s’intégrer dans le génome de la cellule hote. Il se réplique
alors en méme temps que le génome de la cellule hote (Coffin et coll., 1997).
Selon la derniére classification taxonomique, (Coffin et coll., 2003), la famille des Rétrovirus
est subdivisée en sept genres :

Les Alpharetrovirus (Rétrovirus type C aviaires)

Les Betaretrovirus (Rétrovirus type B des mammifeéres)

Les Gammaretrovirus (Rétrovirus type C des mammiferes)

Les Deltaretrovirus (BLV-HTLV)

Les Epsilonretrovirus (Rétrovirus type D)

Les Lentivirus (VIH, SIV ...)

Les Spumavirus.

Les Rétrovirus sont capables d’infecter toutes les espéces animales, notamment des vertébrés
parmi lesquels les bovins, les équidés, les chats, les caprins et les primates (Gifford et coll.,
2008). Le VIH est classé dans le genre des lentivirus des primate a I’instar des virus de
I’immunodéficience simienne ou SIV (Simian Immunodeficiency virus). Les lentivirus sont
des virus provoquant des pathologies a évolution lente c'est-a-dire avec une longue période de
latence. Les primates africains sont porteurs asymptomatiques et naturels de SIV et bien qu’ils
soient nommés virus de I’immunodéficience simienne, ces derniers n’entrainent pas de
maladie chez leur hdte naturel suggérant une adaptation depuis une longue période.
Cependant le transfert d’une espéce donnée a une autre peut, chez certaines espéces engendrer
I’immunodéficience comme dans le cas de I’infection du macaque rhésus par le SIVsmm du

Sooty mangabey (Silvestri et coll., 2005).



1.2. Origines des VIH

Les premiers cas d’infections liées au VIH ont été décrits aux USA avec une augmentation de
la fréquence des infections a Pneumocysti carinii pneumoniae et des sarcomes de Kaposi dans
la communauté des hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH) (CDC,
1981). Tres vite, il a été suggéré que le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) était
dd a un agent infectieux transmis par les voies sanguines et sexuellesLe SIDA est la maladie
causée par deux virus de la famille des Retroviridae et du genre lentivirus que sont : le VIH-1
et le VIH-2. En 1983, I’équipe de Barré-Sinoussi isole le VIH-1, baptisé dans un premier
temps LAV (pour Lymphadenopathy Associated Virus) (Barré-Sinoussi et coll., 1983). En
1986, un deuxiéme virus a été identifié par I’équipe de Montagnier, chez des patients
originaires d’Afrique de I’Ouest et il fut appelé VIH- 2 (Clavel et coll. 1986). Le VIH-1 est
responsable de 1’épidémie dans le monde entier. Cependant, le VIH-2 reste confiné en Afrique
de I’ouest. Les virus VIH-1 sont jusque-la classés en quatre groupes M, N, O et P (Van
Heuverswyn et coll., 2006 ; Plantier et coll., 2009). Le groupe M, qui représente 98% des
infections dans le monde, une grande diversité et son épicentre serait localisé en Afrique
Central (Vidal et coll., 2000), le groupe O (Outlier ou divergent), le groupe N (non-M, non-
O) retrouvé principalement en Afrique du Centre-Ouest (Van Heuverswyn et coll., 2006). La
mise en évidence du groupe P, qui serait proche des SIVgor a été décrite (Plantier et coll.,
2009 ; Vallari et coll., 2010).

La comparaison des positions phylogénétiques d’isolats représentatifs de I’ensemble des
souches de VIH avec celles d’isolats de virus simiens a mis en évidence I’existence de liens
génétiques entre les lentivirus des primates et les VIHs. Bien qu’il existe prés de 40 espéces
de primates non humains qui semblent étre infectés par un SIV, seules trois sont reconnues
comme étant impliquées dans le franchissement de la barriere d’espece. Il s’agit des
chimpanzés et des gorilles d’ Afrique Centrale ou de 1’Ouest avec la lignée SIVcpz/SIVgor qui
sont a ce jour connus pour héberger des SIV définitivement proches des VIH-1 et les
mangabeys enfumés en Afrique de 1’Ouest avec la lignée SIVsmm proche des VIH-2 (Peeters
et coll., 2008 ; Etienne et Peeters, 2010).

Les analyses phylogéneétiques représentées dans la figure 1 ont montré que I’ensemble des
chimpanzés collectionnés au Cameroun plus particulierement 1’espéce Pan troglodytes
troglodytes, forme un méme cluster avec les VIH-1 groupe M et N. Cependant les VIH-1,
groupe O sont associés a d’autres types a savoir les gorilles avec 1’espéce Gorilla gorilla.

(Van Heuverswyn et coll., 2006 ; Keele et coll., 2006).
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Figure 1 : Relation phylogénétique entre les SIVscpz, SIVgor et VIH-1 (Van
Heuverswyn et coll., 2007).

Les analyses phylogénétiques laissent suggérer que les gorilles auraient été infectés a partir
des chimpanzeés. Ceci laisse supposer que les VIH-1 proviendraient d’une seule et unique
lignée de SIVcpz/SIVgor mais par Dintermédiaire d’au moins quatre transmissions
indépendantes des virus de cette lignée, donnant ainsi les 4 groupes M, N, O et P (Neel et
coll., 2009). En effet, les relations phylogénétiques entre SIVcpz, SIVgor et VIH-1 indiquent
que les chimpanzés représentent le réservoir original des SIVs qui sont aujourd’hui présents
chez les chimpanzés, les gorilles et chez I’homme. Cependant de nombreuses questions

restent encore non élucidées, en particulier la maniere dont les gorilles ont été contaminés.
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Des études d’horloges moléculaires estiment la date de 1’ancétre commun de tous les VIH-1
groupe M et groupe P respectivement en 1930 et 1920 (Peeters et coll., 2008).

La figure 2 illustre la proximité phylogénétique entre les souches de SIVcpz et les VIH-1 des
groupes M et N d’une part et d’autre part, entre les souches de SIVgor et les VIH-1 des
groupes O et P (Plantier et coll, 2009).

— L | SIVepzPts
— MVP5180
100
ANT70
1o 98CMU5337 HIV-1
100 VAU group O
00 96CMABB009
0 RBF168 | HIV-1
—es.s gorBQ664 group P
0,481 100[—90rCP684 SIVgor
W[[gorCPm:&S
gorCP2139
— e,
cpGAB1
cpzUS
cpzMT145
cpzEKS505
YBF30
YBF106 HIV-1
DJOO0131
L| E04CM 1015 group N | gyepzpit
04CM_1131
—cpzMB66
e pzLB7
C_ETH2220
A_92UG037
F_MP411 HIV-1
I—l EB_HXBQ group M
0.05 D_ELI

Figure 2 : Arbre phylogénétique des VIH-1 et des SIVcpz et SIVgor (Plantier et coll.,
2009)

Une relation phylogenétique étroite, figure 3, a été également observée entre les SIVmm du
mangabey enfumé, Cercocebus atys et le VIH-2 d’Afrique de 1’Ouest. Les pays comme le
Sénégal et la Cote d’Ivoire constituent I’épicentre de ces mangabeys et coincident avec
I’apparition du VIH-2. Huit groupes de VIH-2 (A a H) ont été décrits a ce jour, mais seul les
groupes A et B sont responsables de 1’épidémie a VIH-2 et circulent principalement en
Guinée Bissau et au Sénégal pour le groupe A et en Cote d’Ivoire pour le groupe B (Damond
et coll., 2004). Les autres groupes n’infectent que peu d’individus et sont représentés dans des
pays comme le Libéria et la Sierra Léone (Santiago et coll., 2005). Les études d’horloge

moléculaire font remonter I’émergence du VIH-2 aux années 1940 pour le groupe A et en
7



1945 pour le groupe B (Lemey et coll., 2003). Une nouvelle transmission chez les VIH-2 a
été décrite en Cote d’Ivoire et présente des liens phylogénétiques avec les SIVsmm (Ayouba
et coll., 2012)

SIVsmm ST s

Cercocebus afys

Figure 3 : Arbre phylogénétique des différents groupes de VIH-2 (gauche) et leur
distribution géographique (droite) (Etienne et Peeters, 2010).

1.3. Le VIH dans le monde

Selon le rapport de ’ONUSIDA de 2012, le nombre total de personnes vivant avec le virus de
I’immunodéficience humaine en 2011 est estimé a 34.0 millions [31,4 millions-35,9
millions]. Le nombre des personnes nouvellement infectées par le VIH est de 2,5 millions [2,2
millions—2,8 millions] en 2011. En Afrique Sub-saharienne, le nombre total de personnes
(adultes et enfants) vivant avec le VIH est estimé a 23,5 millions [22,1 millions—24,8
millions] et les nouvellement infectées (adultes et enfants), a 1,8 millions [1,6 millions—-2,0

millions]. En 2011, 69% des personnes infectées et 70% des personnes nouvellement



infectées par le VIH vivent en Afrique sub-saharienne. Le nombre total de décés liés au SIDA
dans le monde entier, est estimé a 1,7 millions [1,5 millions — 1,9 millions] en 2011 donc, un
déclin de 24%, comparé aux donnéees de 2005 pour 2,3 millions de décés [2,1 millions—2,6
millions]. En Afrique Sub-saharienne, ce nombre de déces a diminué de 32% entre 2005 et
2011. Cependant, 70% des déceés en 2011, ont été enregistrés dans cette région (UNAIDS,
2012).

Au Sénégal, 1’épidémie du VIH est de type concentré avec une prévalence faible (0,7% en
2009) dans la population générale mais beaucoup plus élevée dans les populations clés a
savoir les professionnelles du sexe (18,5%), les MSM (21,8%) et les injecteurs de drogues

intraveineuses (9,2%) (http://www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletinl14.pdf). En

2011, PONUSIDA estime a 53 000 cas, le nombre de personnes vivant avec le VIH au
Sénégal dont 70% étant des adultes de 15 a 49 ans

(http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/senegal/). L’existence d’une

communauté de MSM a été révélée depuis 2002 et plus de 20% des nouvelles infections a
VIH au Sénégal survenaient dans la population des MSM (Wade et coll., 2005). Les résultats
des enquétes séro-épidémiologiques ont également montré la grande vulnérabilité de ce
groupe aux IST en général et au VIH en particulier, avec des prévalences de 22,4% en 2004 et
21,8% en 2007 (Wade et coll., 2010). La prévalence du VIH au Sénégal varie suivant les
localités, les sexes et I’état matrimonial. La prévalence du VIH-1 est plus élevée a Kolda
(2,4%), a Tambacounda (1,2%) et a Ziguinchor (0,9%). La prévalence est de 0,8% chez les
femmes et de 0,5% chez les hommes. Les femmes en rupture d’union ont une prévalence

supeérieure (4,6%) a celle des femmes en union (0,8%) (Gaye et coll., 2012).


http://www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletin14.pdf
http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/senegal/

Il. Aspects virologiques

I1.1. Morphologie et structure

Au microscope électronique, le virion mature se présente sous forme d’une particule
sphérique enveloppée de 80-120 nm de diamétre (Figure 4) (Coffin et coll., 1997).

Comme tous les lentivirus, I’enveloppe virale est constituée d’une bicouche lipidique dérivée
de la membrane cytoplasmique de la cellule héte. Cette bicouche lipidique comporte entre
autre deux types de glycoprotéines : la glycoprotéine externe (SU) gp120 exposeée a la surface
et la glycoprotéine transmembranaire (TM) gp4l (Turner et Summers, 1999). Cette
enveloppe contient également des protéines de membrane d’origine cellulaire incluant les
antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité, HLA classe I et classe II (Arthur et coll.,
1992). La matrice, collée sous 1I’enveloppe, est composée d’environ 2000 copies de la protéine
pl7, MA. Dans la matrice se trouve aussi d’autres protéines accessoires que sont Nef, Vif,
Vpr, Rev, Tat et Vpu. La matrice sépare ainsi physiquement 1’enveloppe de la capside virale.
Cette derniére, est localisée au centre de la particule virale et est formée d’environ 2000
copies de la protéine p24, CA. A I’intérieur de la capside se trouvent deux copies identiques
d’ARN simple brin, linéaire, de polarité positive et d’environ 9,2 Kb et associées a des
protéines pour former un complexe de nucléoprotéine. Parmi ces protéines, nous pouvons
citer : 2000 copies de la protéine p7, NC et trois principales protéines enzymatiques a savoir
la protéase, la transcriptase inverse et l’intégrase (Arthur et coll., 1992 ; Turner et
Summers, 1999).
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Figure 4 : La particule virale du VIH-1 (Coffin et coll., 1997)

11.2. Organisation génomique
Le génome du VIH-1 est d’une longueur de 9.2 kb et contenant des génes qui sont au nombre
de neufs. Ces genes sont classés suivant trois groupes fonctionnels en génes de structure : gag,
pol et env, génes régulateurs : tat et rev et genes accessoires : vpu, vpr, vif et nef. L’ARN viral
est flanqué de séquences non codantes contenant de nombreux sites potentiels de liaisons a
des protéines cellulaires : ce sont les LTR (Long Terminal Repeat) (Costin et coll., 2007).
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Figure 5 : Schéma du génome VIH-1 (Costin et coll., 2007)
11.2.1. Les LTR (Long Terminal Repeat)

Les LTRs sont composés de trois régions U3, R et U5 intervenant dans la transcription du
génome viral et dans son intégration au sein du génome cellulaire (figure 6). Le LTR 5” est
pour la plupart des rétrovirus, 1’équivalent des régions promotrices des génes cellulaires. La
région U3 comprend des sites de liaisons pour des facteurs de transcription cellulaire dont le
NFKkB (généralement en 2 sites successifs) et le Spl (3 sites de fixation), mais aussi la boite
TATA qui est le signal de démarrage de la transcription de I’ARN messager. Cependant, le
site de demarrage de 'ARNm se trouve a la jonction U3/R. Une interaction entre ces deux
facteurs s’aveére nécessaire pour I’expression des génes du VIH-1. Les sites de fixation du
facteur SP1 ont la propriété de réguler non seulement d’autres facteurs de transcription
cellulaire, d’interagir avec la protéine Tat, mais aussi avec le NFKB pour induire la
transcription (Perkins et coll., 1993).

Les régions R et U5 sont incluses dans le «leader RNA », figure 7, qui est constitué de
différents ¢léments (TAR, polyA, PBS, DIS, SD, y) présentant une structure en épingle a
cheveux. Ces éléments interviennent dans la régulation de I’expression des génes (activation
de la transcription, polyadenylation, translation...) et dans les fonctions associées au virion

(dimérisation, encapsidation et transcription inverse) (Berkhout, 1996).
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Figure 7 : Schéma du leader RNA du provirus (Berkhout, 1996).
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L’élément TAR (trans-activation responsive region) et le poly (A) sont situés dans les
premiers 97 acides aminés. L’¢lément TAR joue un rdle important dans la transactivation du
LTR pendant la réplication (Wei et coll., 1998). Il est également impliqué dans la régulation
par la protéine Tat, de la transcription de I’ADN proviral en ARN messager et ARN
génomique essentiel, dans 1’activation de la transcription et dans le processus de réplication
puisque la déstabilisation de la structure affecte les capacités de réplication (Vrolijk et coll.,
2008). Le signal poly (A) intervient dans la polyadenylation des ARNm viraux (Berkhout,
1996).

Le PBS pour Primer Binding Site, situé en aval de la région R, est le site de liaison
complémentaire & I'ARNt;™® (Berkhout et coll., 1997). Ce site est primordial pour la
transcription de I'ARN génomique en ADN proviral. En effet, c'est I'ARNt;"® qui sert de
premiére amorce a la transcriptase inverse lors du processus de rétro-transcription (Leiman et
coll., 2004)

Le DIS ou signal de dimérisation joue un role essentiel dans la dimérisation durant la
réplication virale (Girard et coll., 1999). Le processus de dimérisation qui est une étape
cruciale de la réplication virale, n’est pas entierement élucidé (Andersen et coll., 2004). 1l a
été déemontré que la dimérisation survenait durant la transcription des ARNm épissés dans le
noyau. Il joue ainsi un role dans 1’épissage et le transport des ARN ¢épissés qui devront former
des hétérodimeéres avec I’ARN génomique (Sinck et coll., 2007).

Le signal d’encapsidation PSI (y), spécifique des ARNs genomiques viraux sur lequel
s'accroche la nucléocapside, démarre a la fin du LTR 5' et recouvre les premiers acides aminés
de Gag. Il comprend 4 domaines (SL1 a SL4) et chacun forme une structure en boucle, le
domaine SL3 étant le plus conservé (Clever et coll., 2002). Le PSI joue un role
supplémentaire dans la dimérisation et I’encapsidation durant la réplication virale. Le leader
RNA se termine par le codon d’initiation AUG a la position 336, qui correspond a un cadre de
lecture (Berkhout, 1996).

11.2.2. Les genes de structure

11.2.2.1. Le gene gag (gene des antigenes de groupe)

C’est le premier cadre de lecture ouvert sur le génome du VIH. Il fait environ 1500 pb et code
pour la polyprotéine Pr55% N-myristylée qui comprend quatre domaines majeurs : la matrice
(MA), la capside (CA), la nucléocapside (NC) et la p6. Au cours de la maturation, le clivage
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de la Pr55°% par la protéase virale (PR) donne les protéines structurales du virion mature
pl7MA, p24CA, p7NC, p6 et deux petits fragments pl et p2, (figure 8) (Freed, 1998 ; Ono et
coll., 2009). La protéine Gag est essentielle a I’assemblage, le bourgeonnement et la libération

des particules virales de tous les rétrovirus a I’exception des spumavirus (Murakami, 2012).

Membrane Binding Targeting Multimerization Release
N : | | Functional Domains
le lilll‘il R unn

Pr55G29 - )

— MA — CA i b= NC— - p6-
¢ ¢ SP1 ‘ SP2 \
p17MA p24CA p2 p7NC p1 pé

EEN i

Figure 8 : Organisation du géne gag (Ono et coll., 2009)

La protéine pl7 (MA), est multifonctionnelle avec plusieurs fonctions complexes qui sont
responsables de la régulation des étapes tardives de la réplication virale (Manrique et coll.,
2004). Elle joue un role crucial dans I’assemblage des protéines Gag et dans 1’incorporation
des glycoprotéines d’enveloppe, le gp41 (de Marco et coll., 2010). Des mutations comme
V6R, L49D, et C86S au niveau des acides aminés de la MA entraine une réduction de la
virulence des virions (Marukami et coll., 2005). 11 a été¢ aussi démontré qu’un simple
changement d’acide aminé au niveau de I’extrémité N-terminale de MA, entraine une
défaillance de I’assemblage des protéines lors de la réplication (Zhou et coll., 1994).

La protéine p24 (CA) est essentielle aux interactions durant 1’assemblage des protéines Gag et
constitue la partie externe qui enveloppe le génome viral et les protéines associées apres
clivage par la protéase virale (de Marco et coll., 2010). Elle intervient aussi dans les
premiéres étapes de la réplication ainsi que dans la maturation des particules virales. La
protéine P24 est composée de deux parties : une extrémité N-terminale qui intervient dans la
maturation des virions et I’incorporation des protéines cellulaires et une extrémité C-terminale
intervenant dans la dimérisation et les interactions gag-gag protéines (Gamble et coll., 1996).
Elle est également impliquée dans 1’incorporation des précurseurs Gag-Pol qui est essentielle

au recrutement de la protéase, de l'intégrase et de la transcriptase inverse dans les virions
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(Huang et Martin, 1997). 1l a été démontré que des mutations dans I’extrémité C-terminale
entrainent une défaillance dans la réplication virale (Chazal et coll., 1994).

La Nucléocapside p7 (NC) est caractérisée par sa structure en doigts de zinc et par ses
diverses fonctions. Cette structure en doigts de zinc est tres conservée chez tous les rétrovirus
a I’exception des spumavirus (Maurer et coll., 1988). Parmi ces fonctions, nous pouvons
citer plus particuliérement son action dans 1’incorporation et I’encapsidation de I’ARN viral.
Elle intervient dans le cycle de réplication viral pour la dimérisation, les interactions entre
protéines, la reverse transcription et la stabilité du complexe génomique, comme toutes les
protéines Gag (Freed et coll., 1998). Des mutations au niveau des résidus Histidine et
Cysteine des doigts de zinc de la p7NC sont a I’origine d’un défaut d’incorporation et
d’encapsidation de I’ARN viral (Schwartz et coll., 1997). Elle favorise ainsi I’accrochage de
’amorce de transcription, PARN{™® (Hargittai et coll., 2001) et intervient dans la
stabilisation de I’ADN viral néo-synthétisé et le processus d’intégration. La p7NC, bien que
pas toujours indispensable, augmente 1’efficacité de chacune de ces étapes de fagon a
favoriser la formation de particules virales infectieuses (Thomas et Gorelick, 2008).

En plus des protéines MA, CA et NC qui sont tres conservées dans les différents rétrovirus, il
existe une autre protéine dont les fonctions restent moins étudiées, la protéine p6. Dans le cas
du VIH-1, cette protéine se situe dans 1’extrémité C-terminale de Gag et une étude a démontré
qu’une défaillance dans les fonctions de la P6 est a I’origine d’un défaut de libération des
particules virales et des mutations dans cette région, contribuent a la libération de particules
virale non infectieuses (Gottlinger et coll., 1991 ; Votteler et coll., 2011). La Protéine P6 ne
joue pas de role déterminant dans 1’assemblage des particules virales. Cependant, elle a la
facult¢ d’interférer avec la machinerie cellulaire requise pour le bourgeonnement et la
libération des particules virales (Weiss et Gottlinger, 2011).

Les peptides pl et p2 ne sont pas uniquement des produits de clivage qui permettent la
régulation de I’activité de la protéase. La p2 comprise entre les protéines de la capside et la
protéine de la nucléocapside, est essentielle a 1’assemblage et a la production de particules

virales infectieuses (Guo et coll., 2005).

11.2.2.2. Le gene pol (Polymerase)

Il code pour les 3 enzymes virales, protéase (PR), transcriptase inverse (TI) et intégrase (IN)
qui sont obtenues aprés clivage du précurseur Pr160%%"°' (Adamson, 2012). La Pr160%%°!

est une polyprotéine engendrée parallélement avec le Pr55%9 mais en moindre quantité. Ceci
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par un saut du cadre de lecture au niveau d'une structure particuliére de I’ADN proviral riche
en T (Krausslich et coll., 1991).

La protéase du VIH-1 (figure 9), joue un rdle indispensable dans le cycle de réplication. Elle
assure le clivage et la maturation des précurseurs Gag et Gag-Pol pour produire des protéines
matures et fonctionnelles (Darke et coll., 1988). L’incorporation et la maturation de ces
précurseurs Gag-Pol sont essentielles a 1’activité virale car intervenant dans la synthése et
I’intégration de I’ADNc dans le génome cellulaire (Wu et coll., 2001). La protéase se
présente comme une aspartyl-protéase qui, du point de vue structural, se présente sous forme
d’un homodimére de 99 acides aminés. Elle est essentielle a la maturité de la particule virale
infectieuse. C’est 1’enzyme indispensable au processus post-traductionnel, c’est-a-dire le
clivage des polyprotéines Pr55% et Pr160°%¢"° (Miller et coll., 1989).

L’activité enzymatique est assurée par deux molécules d’acide aspartique situées au cceur du
site catalytique de I’enzyme constituée par la triade Asp-Thr-Gly aux positions 25 a 27
(Copeland et Oroszlan, 1988). Cette triade conservée se trouve dans la jonction des deux
monomeres. Elle forme ainsi un tunnel, permettant une interaction avec 7 a 9 acides aminés,
dont P’activité aboutit au clivage de 9 séquences peptidiques différentes. Cela aboutit a la
synthése des protéines P17, P24, P6 et P7, a partir du géne gag, et des enzymes (protéase,
transcriptase inverse et intégrase) a partir de la polyprotéine Gag-Pol. Ce clivage semble
s’effectuer a des sites bien précis de ces protéines, grace a I’affinité qui différe d’un site a
lautre (Pettit et coll., 1993). La protéase est une des cibles de la thérapeutique
antirétrovirale. Les molécules ou inhibiteurs de cette famille ont donc une forte affinité pour

le site actif de la protéase, dont elles inhibent 1’activité enzymatique de maniére irréversible

(Boden et Markowitz, 1998).
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Les deux monomeres, représentés en rouge, sont liés de facon non covalente et symétrique par 4 chaines B.

antiparalleles, en violet et le site actif de [’enzyme est matérialisé en vers.

Figure 9 : Structure tridimensionnelle de la protéase du VIH-1 (Adamson, 2012)

La transcriptase inverse du VIH-1 (figure 10), comme chez tous les lentivirus, est codée par le
précurseur Pr160%%9*° durant la maturation et le bourgeonnement des particules virales. Le

précurseur Pr160%2F°!

est tout d’abord clivé par la protéase virale pour donner une unité de
66 KDa, la P66. Ensuite, cette P66 subit un autre clivage dans sa partie C-terminale pour
fournir une autre sous unité de 51 KDa appelée: P51. Ces deux sous unités P51/P66
déterminent la structure en hétérodimere de la transcriptase inverse (Cases-Gonzalez et
Menéndez-Arias, 2005). La P66, d’une longueur de 560 acides aminés, comprend les deux
domaines fonctionnels de la T1 que sont la polymérase et le domaine RNase H, essentiels a la
rétrotranscription de I’ARN viral en ADN double brin avant son intégration dans le génome
cellulaire (Sarafianos et coll., 2009). Le domaine polymérase de la P66 (ressemblant a une
main droite) est lui-méme divisé en 4 sous-domaines dénommés « doigts », « pouce »,
« paume » et un sous-domaine de connexion liant les domaines polymérase et RNase H
(Kohlstaedt et coll., 1992). La RNase H représente la partie C-terminale de la P66, d’une
longueur de 120 acides aminés, a pour réle d’hydrolyser le brin d’ARN a partir de I’hybride
ARN/ADN formé apres syntheése du brin d’ADN complémentaire par la transcriptase inverse.
Son activité est modulée par la sous-unité P51, probablement via des interactions avec le
domaine catalytique de la RNase H au niveau de la P66 (Bochner et coll., 2008). La petite
sous-unité, P51, contient les 440 premiers acides aminés de la P66 correspondant, mais pas

totalement au domaine de la polymérase. Bien que la sous-unité P51 contienne les mémes
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quatre sous-domaines retrouvés dans le domaine polymeérase de la P66, les relations physiques
entre les sous-domaines sont différentes (Sarafianos et coll., 2009). En effet, malgré la
présence dans le P51 des trois acides aminés (Asp 110, Asp 185 et Asp 186) du site
catalytique du domaine polymérase (au niveau de la paume), il n’y a pas d’activité de
polymeérase fonctionnelle au niveau de la petite sous-unité (Mulky et coll., 2004). La fonction
primaire de la P51 serait donc de maintenir la structure active de la P66 (Freed et coll.,
2001). La p51 intervient aussi dans la fixation du tRNAY* comme amorce et dans Dinitiation
de la rétrotranscription (Hottiger et coll., 1994). La figure 10 ci-dessous représente les

différentes unités de la transcriptase.

Les sous-domaines de la sous-unité p66 sont colorés en bleu pour les doigts, rouge pour la paume, vert pour le
pouce, jaune pour le domaine de connexion et orange pour la RNase H. La sous-unité p51 est en marron foncé

et l’acide nucléique est en gris. Le site actif de la polymérase est indiqué par une fleche.

Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la transcriptase inverse du VIH-1 (Sarafianos
et coll., 2009)

L’intégration de I’ADN viral néoformé dans le génome cellulaire, assurée par 1’intégrase
virale est d’une importance capitale dans la réplication virale (Vink et coll., 1993). Cette

étape clé du cycle de multiplication du virus est devenue depuis peu la cible de nouvelles
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molécules ARV (Dyda et coll., 1994). L’intégrase (figure 11) est une protéine de 32 kDa,
obtenue par clivage protéase-dépendante de la polyprotéine Gag-Pol et composée de trois
domaines structuraux et fonctionnels que sont :

- un domaine N-terminal avec un motif en doigt de zinc (de type HH-CC) (Zheng et coll.,
1996),

- un domaine central ou domaine catalytique impliqué dans la liaison avec les extrémités de
I’ADN viral avec son motif D, D-35-E qui est tres conserve chez tous les rétrovirus (Fayet et
coll., 1990). Ce domaine contient aussi un site catalytique caractérisé par ces trois résidus :
D64, D116 et E152 (Chen et coll., 2000),

- et un domaine C-terminal qui liec ’ADN viral de fagon non spécifique et qui participe
essentiellement & la stabilité du complexe ADN-IN (Eijkelenboom et coll., 1995).

A B C

Le domaine N-terminal en bleu (A), le domaine central en petites boules rouge (B) et le domaine carboxy-
terminal en rouge (C). N et C respectivement pour N-terminal et C-terminal.

Figure 11 : Représentation schématique de I’intégrase du VIH (Jaskolski et coll., 2009)

La figure 12 ci-dessous montre les différentes étapes de 1’intégration de I’ADN viral par
I’intégrase grace a ces deux activités catalytiques majeures : un premier clivage s’effectue au
niveau des extrémités 3’-OH du génome viral et ensuite I’intégration de ’ADN viral dans
I’ADN cellulaire cible. Nous avons ensuite un recoupement entre I’extrémité 5° de I’ADN
cellulaire et celle 3’-OH de ’ADN au moment de I’intégration. La fin de I’intégration est

caractérisée par la libération des nucléotides non fixés dans I’extrémité 5°, la réparation des
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gaps et I’appariement entre I’ADN virale et cellulaire. Ce mécanisme est assuré par des

enzymes d’origine cellulaires (Brown et coll., 1989).

- étape A-B, ligase de deux nucléotides GT au niveau des extrémités 3’ afin de libérer une molécule OH
dans chaque extrémité,

- étape B-C, ligase de I’ADN cellulaire en 5’ et intégration de I’ADN viral par son extrémité 3’OH tout
en gardant la polarité de I’ADN,

- étape D-E, c’est la fin de ['intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire. Cette étape est
caractérisée par l’élimination des gaps et brins non complémentaires pour donner un produit fini

montrant I’ADN viral bien intégré avec ses extrémités GT bien conservées en extrémités 5’

Figure 12 : Représentation de I’intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire
(Jaskolski et coll., 2009)

11.2.2.3. Le gene env (envelope)

Le gene env qui code pour la seule et unique glycoprotéine exprimée a la surface des virus et
nécessaire a la fusion puis 1’entrée du virus dans sa cellule héte (Arrildt et Joseph, 2012). La
glycoprotéine Env est synthétisée sous la forme d’un précurseur protéique fortement
glycosylé d’environ 845 a 870 acides aminés (Pancera et coll., 2005), la gp160, qui sera

clivée par la protéase cellulaire pour donner une glycoprotéine de surface gp120 (SU) et une
21



glycoprotéine transmembranaire gp4l (TM) (Chechley et coll., 2011). La gp120 et la gp4l
restent associées par des liaisons non covalentes et sont transportées vers les membranes ou
elles sont incorporées dans les virions lors du bourgeonnement. Elles forment les spicules du
VIH-1 et sont responsables de la liaison avec les récepteurs pour 1’entrée du virus dans la
cellule héte. Elles sont ainsi les cibles idéales pour les anticorps neutralisants (Pancera et
coll., 2005). Matures et fonctionnelles, elles se présentent sous forme de trimeres
d’hétérodimeéres gp120-gp4l a la surface du virus (Zhu et coll., 2003). La gp120 contient le
domaine de liaison qui lui permet de se lier au récepteur CD4 et au corécepteur (récepteur de
chimiokines, CCR5 ou CXCR4) sur la cellule cible ; la gp4l contient le domaine de
trimérisation et est responsable de la fusion des membranes virales et cellulaires (Miyauchi et
coll., 2009).

La figure 13 ci-dessous montre le mécanisme de synthése des glycoprotéines d’enveloppe a

savoir la gp120 et gp4l.
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La synthese commence au niveau du réticulum endoplasmique rugueux par une étape d’oligomérisation pour
donner la gp160. Cette derniere sera par suite clivée par la protéase cellulaire en gpl120 et gp4l qui seront
transportées au niveau du golgi sous forme de lysosomes pour subir d’autres étapes de glycosylation.
L’endocytose de ces lysosomes va contribuer a la libération de ces glycoprotéines liées de fagon non covalente
(gp120- gp41l) et fixées au niveau de la membrane plasmique. Elles vont ensuite, avec la membrane plasmique,
former [’enveloppe des virus nouvellement synthétisés par une étape de bourgeonnement (Land et Braakman,
2001 ; Chechley et coll., 2011).

Figure 13 : Mécanisme de synthése des glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41
(Chechley et coll., 2011)
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La glycoprotéine de surface gpl20 (SU) (figure 14) est composée d’environ 480 acides
aminés, neuf ponts disulfures et contient 20 a 24 sites de N-glycosylation qui contribuent a la
moitié de sa masse moléculaire (Leonard et coll., 1990). Elle est organisée en cing régions
constantes dont les séquences sont semblables parmi les différentes souches virales (C1-C5)
et cing régions variables qui different considérablement entre les souches, appelées boucles
variables (V1-V5). Les régions variables sont ancrées a leur base par des ponts disulfures et
masquent les sites de liaison du récepteur CD4 et des corécepteurs, CXCR4 ou CCR5
(Leonard et coll., 1990; Pancera, 2005). L’interaction gp120-gp41 est responsable d’un
changement important de conformation au sein de la gp120 qui déplace les boucles V1/V2
pour faire apparaitre le site de liaison du corécepteur CCR5 ou CXCR4. Un changement de
conformation au niveau de la boucle V1/V2 est a I’origine d’une augmentation du degré
d’affinité au niveau des liaisons induisant le CCR5 comme corécepteur (Kolchinsky et coll.,
2001). Des éléments de la boucle V3 et certains résidus de la région C4 participent a la
formation de ce site (Ashish et coll., 2006). La boucle V3 est responsable du tropisme du
virus car c’est elle qui détermine le choix du récepteur aux chimiokines, CCR5 ou CXCR4
(Speck et coll., 1997). Elle peut aussi empécher I’entrée du virus dans la cellule héte par la
formation d’un syncytium entre les cellules qui expriment les glycoprotéines d’enveloppe et
d’autres qui contiennent le récepteur CD4 et un corécepteur spécifique (CCRS ou CXCR4)
(Verrier et coll.,, 1999). D’un point de vue antigénique, la gpl20 induit la syntheése
d’anticorps dirigés contre les sites conservés de liaison du récepteur et des corécepteurs, qui
sont des cibles évidentes pour les anticorps neutralisants. Cependant, les boucles variables
peuvent aussi induire efficacement des anticorps neutralisants. Il a été démontré que des
délétions au niveau de cette boucle conduisent a une diminution de ’activité fonctionnelle des
protéines Env et une altération du tropisme mettant en jeu le corécepteur CXCR4 (Yang et
coll., 2004).

La glycoprotéine gp4l (TM) (figure 14), composée d’environ 345 acides aminés et composée
de trois domaines principaux : un domaine extracellulaire (512 a 683 acides aminés), un
domaine transmembranaire (TM, 684 a 705 acides aminés) et une région cytoplasmique,
située a I’intérieur de la membrane virale (CT, 705 & 856 acides aminés) (Gabuzda et coll.,
1992 ; Arrildt et Joseph, 2012). Le domaine extracellulaire contient un domaine N-terminal
fusogenique (FP), promoteur de la fusion membranaire entre le virus et la cellule héte et
d’autres régions comme : HR1, HR2 et MPER (Chechley et coll., 2011). Le FP est lié aux

régions hydrophobes des extrémités N-terminale de la gpl20SU par des liaisons non
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covalentes (Pancera, 2005). La fusion membranaire est sous la dépendance de ce peptide de
fusion qui va s’insérer dans la membrane cellulaire aprés la liaison de la gpl20 avec les
récepteurs, mais également d’un changement de conformation au niveau des régions HR1 et
HR2 qui permet de rapprocher les membranes virales et cellulaires (Chechley et coll., 2011).
La région HR1, qui contient une hélice nommée N36, est responsable de la trimérisation de la
gp41 (Chan et coll., 1997). Apreés la fusion de la gp41l a la cellule hote, la région HR2 vient
se positionner de fagon antiparalléle dans les sillons du faisceau d’hélice formé par le HR1.
Ces régions, HR1 et HR2, sont impliquées dans la fusion des membranes virales et cellulaires
(Pancera, 2005). le MPER intervient dans le degré de virulence des virus et la région
cytoplasmique (CT) est impliqué dans I’endocytose et I’internalisation des protéines Env
(Chechley et coll., 2011). La région CT montre qu’elle est composée de plusieurs motifs que
sont : YSPL, KS, LLP-2, LLP-3 et LLP-1. Ces différents motifs interviennent dans la stabilité

des protéines Env (Lee et coll.,, 2002), I’incorporation et 1’expression des protéines a la

surface de la membrane cellulaire (Piller et coll., 2000).
Du point de vue antigénique, la gp41 induit la formation d’anticorps non neutralisants au

niveau de la boucle immuno-dominante et de 1’extrémité N-terminale du HR2 (Chechley et

coll.,, 2011) mais aussi des anticorps neutralisants dirigés contre la région de 1’ecto-domaine

proche de la membrane (Montero et coll., 2008).

gp160
|

' gp120 : gp41
MPER
FP HR1  HR2 |TMD

(AEK T BCR XX TI0) DN

....
-
an"
am-
____

SP Vi V2
Funn
____________ site
( . ks ] LLP-2 l LLP-3 ‘ ‘ P4
1
gpd1 CT

Figure 14 : Représentation structurale des glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41

(Chechley et coll., 2011)
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11.2.3. Les genes régulateurs

En plus des genes de structure (gag, pol et env) cités ci-dessus, le VIH-1 code pour des génes
dits régulateurs (tat et rev) dont leurs produits sont chargés d’établir des interaction
complexes entre le virus et la cellule hote (Zuo et coll., 2006). Les genes et protéines de
structure sont identiques a tous les lentivirus. Cependant, les protéines des génes régulateurs

sont uniquement retrouvées chez les primate (Nomaguchi et coll., 2012).
11.2.3.1. Le gene tat (trans-activator of transcription)

Le gene tat (figure 15) est codé par deux exons et composé de cing régions. Il code pour une
petite protéine de 86 a 101 acides aminés (Zhou et Sharp, 1995). Les acides aminés de 1 a
72, constituent le premier exon qui est subdivisé en quatre régions dont les trois premiers
constituent le domaine d’activation de la protéine Tat, capable de se lier a la cycline T1
(Tahirov et coll., 2010). Domaine | est riche en Proline et le domaine Il en Cystéine. Le
domaine Il intervient dans la liaison avec les facteurs cellulaires comme la cycline T1 ou SP1
et le domaine IV hautement basique intervient dans la liaison avec TAR et domaine V qui
correspond au 2°™ exon (Liang et Wainberg, 2002). Le second exon, résidus 73 a 86, n’a
pas une fonction primaire dans la transcription mais peut avoir d’autres fonctions lors de la

réplication virale (Romani et coll., 2010).
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Figure 15 : Domaines fonctionnels de la protéine Tat (Liang et Wainberg, 2002)
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Les protéines Tat ont été les premieres a étre identifiées comme étant des protéines
régulatrices et essentielles a la réplication virale par leur capacité d’augmenter 1’expression
des genes du VIH-1 (Fisher et coll., 1986). La protéine Tat intervient plus particulierement
comme agent régulateur de 1’élongation avec le cofacteur P-TEFb qui est composé de la
cycline T1 et la sous unité Cdk9 (D’Orso et Frankel, 2010). La protéine Tat interagit avec
I’¢lément TAR du leader RNA pour exercer son action favorisante de I’élongation pendant la
réplication virale (Marshall et Price, 1992). L’interaction entre Tat, 1’élément TAR et le
cofacteur P-TEFb entraine une hyperphosphorylation au niveau de la région C-terminale de
I’ARN polymérase II favorisant ainsi son activité dans le cycle viral (Parada et Roeder,
1996). La protéine Tat peut agir comme une toxine virale contribuant & la pathogenése du
SIDA tel que le sarcome de Kaposi (Ensoli et coll., 1990). Elle est responsable de
I’infectiosité des cellules dites réservoirS et constitue un facteur d’échec au traitement
antirétroviral (Ramratnam et coll., 2000). La protéine Tat, sécrétée par les cellules infectées,
peut non seulement activer la transcription de ces cellules en état de latence, mais aussi
induire 1’apoptose des cellules voisines non infectées (macrophages, lymphocytes T) qui sont
essentielles a la réponse immunitaire (Westendorp et coll., 1995). Elle aurait également une
activité, tres largement controversée, de régulation sur la transcription inverse de I’ARN en
ADNc (Kameoka et coll., 2002). Tat bloquerait la transcription inverse prématurée qui
pourrait survenir avant la formation de particules virales matures en s’associant aux molécules
d’ARN néoformées. Ceci permet d’assurer I’intégrité¢ des molécules d’ARN a incorporer dans
les futures particules virales en empéchant leur dégradation précoce par ’activit¢é RNase H
associée a la RT (Liang et Wainberg, 2002). Une étude a aussi mis en évidence une
possibilité de méthylation de Tat au niveau des résidus de lysine 50 et 51 qui aurait comme
conséquence une réduction des interactions entre TAR et la cycline T1 pour atténuer son réle
dans la transcription (Van Duyne et coll., 2008). Tat supprimerait également 1’élongation de
I’ADN non spécifique dans la phase tardive de la transcription inverse mais favoriserait
I’hybridation de I’amorce ARN;{"® au niveau du primer binding site sur la matrice d’ARN au

cours des étapes précoces de la transcription inverse (Kameoka et coll., 2002).

11.2.3.2. Le géne rev (regulator of expression virus)

C’est le second geéne régulateur nécessaire a 1’expression des virus. Il code pour une protéine
de 116 acides aminés et exprimée durant la phase précoce de la réplication virale (Malim et
coll., 1989). Elle s’accumule dans le nucléole de la cellule hote et intervient dans la régulation

post transcriptionnelle des genes de structure en assurant le transport des transcrits primaires
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du noyau au cytoplasme (Daly et coll., 1989). La figure 16 montre la structure de la protéine
Rev avec trois motifs fondamentaux : deux motifs d’oligomérisation séparés par un motif
riche arginine et un dernier dénommé NES (Nuclear Export Sequence). Le motif riche en
arginine présente une tres grande affinité pour les interactions Rev-RRE (Battiste et coll.,
1996). Les oligomérisations au niveau du dit motif permettent a la protéine Rev de former un
complexe de nucléoprotéine (Malim et coll., 1989) qui va assurer les exportations nucléaires
de ’ARN viral et des ARNm a travers le NES (Suhasini et Reddy, 2009). Le site de
reconnaissance de la protéine sur I’ARN est le domaine RRE (Rev Responsive Element) qui
est une séquence du gene env, et ce sont plusieurs monomeres de Rev qui vont de fagon
séquentielle se lier au RRE. L’association de ces monomeéres de Rev au domaine RRE régule
I’exportation de I’ARN viral du noyau vers le cytoplasme et des ARNm partiellement épissés,
codant pour les protéines structurales de virus (Pond et coll., 2009). A c6té de cette activité
régulatrice de I’expression de génes, la protéine Rev pourrait intervenir dans 1’intégration de
I’ADN proviral en contrdlant I’activité de I’intégrase. Deux courts peptides a savoir les
résidus 13-23 et 53-67 sont impliqués dans 1’interaction entre Rev-Intégrase pour inhiber
I’activité enzymatique de ce dernier et interférent ainsi dans la réplication virale (Rosenbluh
et coll., 2007). La protéine LEDGF/p75 (Lens epithelium-derived growth factor/p75) est aussi
un facteur essentiel dans 1’intégration de I’ADN proviral grace a son interaction avec
I’intégrase. Cependant, la protéine Rev entre en compétition avec I’intégrase au niveau du
méme site de fixation sur la protéine LEDGF/p75. Cela détermine ainsi un ménage a trois qui
régule la fréquence d’intégration de I’ADN proviral pendant la réplication. L’association de
Rev avec la protéine LEDGF/p75 a la place de 'intégrase limitera I’intégration de ’ADN
d’un nouveau virus dans le cas des surinfections (Grewe et Uberla, 2010). Il a été aussi
démontré que la mutation M10 au niveau de Rev peut inhiber les fonctions de cette derniére
durant la phase tardive de la réplication virale (Levin et coll., 2010). Elle jouerait également
un réle de régulateur dans la traduction des ARN (Groom et coll., 2009) et dans le processus
d’encapsidation de I’ARN (Brandt et coll., 2007).
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Figure 16 : Domaines d’organisation de la protéine Rev (Dimattia et coll., 2010)
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11.2.4. Les genes accessoires

IIs forment le troisieme et dernier groupe de genes fonctionnels codés par le génome du VIH-
1 avec les geénes de structure et les genes régulateurs (Zuo et coll.,, 2006). Ces genes
accessoires jouent un role important dans les interactions virus-héte et ont un fort impact dans
les conséquences de I’infection a VIH. Par conséquent, la présence ou I’absence des protéines

de ces geénes accessoires peut considérablement modifier le cours et la gravité de I’infection

virale (Li et coll., 2005).
11.2.4.1. Le gene vif (virion infectivity factor)

Le géne vif, découvert dans les années 1980 a été initialement dénommé sor et par la suite
renomme Vvif. Il code pour une protéine basique de 23kD qui intervient dans 1’infectiosité des
particules virales (Strebel et coll., 1987). En I’absence de la protéine Vif, les particules
virales produites sont défectueuses alors que la transmission des virus d’une cellule a une
autre n’est pas significativement affectée. Cette protéine existe a des taux élevés et sous une
forme libre dans le cytosol (Li et coll., 2005). La protéine Vif est requise pendant la
multiplication des cellules exprimant un facteur antiviral dénommé APOBEC3G. Ce dernier
est une cytidine désaminase qui, en entrainant la désamination des desoxycitidine, va induire
la formation d’ADN contenant un codon stop et qui va étre éliminé par la machinerie
cellulaire (Zhang et coll., 2003). Cependant, le virus a mis en place une stratégie pour
supprimer 1’action antivirale de I’APOBEC3G. La protéine Vif, en se liant directement a
APOBEC3G, favorise sa dégradation par le recrutement d’une ligase spécifique appelée E3
(Conticello et coll., 2003).
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Figure 17 : Mécanisme de la dégradation de PAPOBEC3G induite par la protéine Vif

(Goila-Gaur et Strebel, 2008)
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La figure 17 ci-dessus montre le mécanisme de la dégradation de ’APOBEC3G par la
formation d’un complexe APOBEC3G-Vif-E3 (Goila-Gaur et Strebel, 2008). Les cellules
exprimant I’APOBEC3G sont appelées cellules non permissives et comprennent les
lymphocytes T et les macrophages, qui different des cellules dites permissives (Gabuzda et
coll., 1992).

Nous avons ici représenté dans la figure 18 ci dessous, I'impact de l’interaction Vif-

APOBEC3G dans la réplication virale chez les cellules non permissives.
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Figure 18 : Interaction Vif-APOBEC3G dans la réplication du VIH-1 chez les cellules
non permissives (Argyris et Pomerantz, 2004)

Cette figure montre que la protéine Vif, par sa capacité de dégrader ’APOBEC3G, empéche
son encapsidation dans le génome viral et permet ainsi au virus de se répliquer
convenablement (Argyris et Pomerantz, 2004).

I a été démontré que ’incorporation de I’APOBEC3G dans le génome viral est facilitée par
I’interaction avec NCp6 du précurseur gag (Schéafer et coll., 2004). D’autres auteurs ont aussi
rajouté I’autre sous unité de gag, la NCp7 dans les interactions avec APOBEC3G pour inhiber

la transcription inverse lors de la réplication virale (Guo et coll., 2007).



Vif est encapsidé de fagon spécifique dans les particules virales et interviendrait tardivement
dans la réplication en modulant les étapes d’assemblage et/ou de maturation en interagissant
de facon spécifique avec la protéase virale (Guo et coll., 2007). Elle joue également un réle
dans la stabilisation du complexe nucléoprotéique par une interaction avec I’extrémité 5 de
I’ARN génomique. Elle régule aussi la transcription inverse grace a sont extrémité C-
terminale en stimulant ’activit¢ de la Tl ou en favorisant son degré de polymeérisation
(Cancio et coll., 2004).

11.2.4.2. Le gene vpr (viral protein R)

Le gene vpr (figure 19) code pour une petite protéine de 14 KDa constituée de 96 acides
aminés et retrouvée dans le noyau ou incorporée dans I’enveloppe nucléaire des cellules
infectées (Le Rouzic et coll., 2002). L’incorporation de la protéine Vpr dans la particule

virale nécessite 1’interaction de la région p6 des précurseurs p55 Gag (Bachand et coll.,
1999).

(55-77)Vpr

(17-33)Vpr

La protéine Vpr est constituée de :
- trois régions sous forme d’alpha hélice constituées respectivement des acides aminés 17-33, 38-50 et
55-77 et situées autour d’un noyau hydrophobe,
- Une extrémité N-terminale chargée négativement et celle chargée positivement, la C-terminale,

délimitent les trois régions en alpha hélice.

Figure 19 : Structure tridimensionnelle de la protéine Vpr du VIH-1 (Morellet et coll.,
2003)
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Malgré sa petite taille, la protéine Vpr joue plusieurs roles durant le processus de la

réplication virale (figure 20). Parmi ces rbles essentiels, nous pouvons citer :

un effet sur la modulation de la transcription inverse : en plus de son role dans

I’initiation de transcription inverse, Vpr module la survenue des erreurs ou mutations

occasionnées par la transcriptase inverse (Stark et Hay, 1998),

- PI’importation de I’ADN viral comme composant du complexe de pré-intégration : la
protéine Vpr présente une grande affinité avec les pores nucléaires car faisant partie du
complexe de pré-intégration, ce qui facilite I’importation de I’ADN viral dans le noyau
a travers ces pores nucléaires (Fassati et coll., 2003),

- une action cytotoxique induisant I’apoptose, qui est un processus homéostatique

utilisé par les organismes multicellulaires pour éliminer certaines cellules d’ou une

perturbation architecturale ou fonctionnelle des tissus concernés (Danial et

Korsmeyer, 2004). La protéine Vpr a été identifiee comme agent provoquant

I’apoptose par le stress intracellulaire (Muthumani et coll., 2002),

- et une action activatrice de la LTR du VIH-1 ainsi que I’expression des génes de la
cellule hote (Le Rouzic et Benichou, 2005).
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Figure 20 : Les différentes fonctions de la protéine Vpr dans la réplication virale (Le
Rouzic et Benichou, 2005)
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11.2.4.3. Le gene vpu (viral protein U)

Dans les années 1988, une protéine dont on ignorait encore le nom a été identifiée, d’une
longueur de 81 acides aminés et d’un poids moléculaire de 9kD (Strebel et coll., 1988). Cette
protéine est ensuite dénommeée Vpu et codee par le gene viral (vpu) retrouvé chez le VIH-1 et
les SIV (Cohen et coll., 1988). La figure 21 ci-dessous, nous montre la structure de la

protéine Vpu.
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La protéine Vpu est composée de sites de phosphorylation (Ser-52 et Ser-56) qui sont matérialisés sous forme de
petites boules bleues et plusieurs régions dénommées hélices. Nous avons la région N-terminale (hélice 1), H-2
et H-3 respectivement hélice 2 et 3 et enfin, une partie C terminale aussi sous forme d’hélice. La région N-

terminale constitue la partie transmembranaire (TM) et les autres régions, la partie C-terminale.
Figure 21 : Représentation de la structure de la protéine Vpu (Fischer, 2003)

La protéine Vpu a été identifiée comme ayant deux fonctions principales. La premiéere sous
forme d’interactions protéine-protéines et la deuxiéme sous forme de canal ionique. La
premiére fonction constitue la régulation négative du nombre de CD4 et la seconde se résume
a l’assemblage et la libération des particules virales (Fischer, 2003). Les sites de
phosphorylation Ser-52 et Ser-56 ne sont pas essentiels a la fixation de la protéine a la
molécule CD4. Cependant, ces élements permettent la localisation du complexe Vpu-CD4
lors de sa dégradation par les protéosomes (Tiganos et coll., 1997). La region responsable de
la liaison Vpu-CD4 se trouve dans la partie C-terminale et correspond aux résidus 28-47 et
76-81 (Margottin et coll., 1996). La protéine Vpu synthétisée durant la phase tardive de la

réplication intervient dans la dégradation des nouvelles molécules de CD4 au niveau du
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réticulum endoplasmique grace aux protéosomes (Schubert et coll., 1998). Le mécanisme par
lequel Vpu induit la dégradation des CD4 est différent du processus de ’ERAD (Endoplasmic
Reticuluum associated Degradation) (Meusser et Sommer, 2004). Une autre protéine appelée
CD74, faisant partie du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) interagit
avec la protéine Vpu. Cette hypothése montre que Vpu a aussi un réle d’atténuation de la
réponse immunitaire (Hussain et coll., 2008). La libération des particules par la Vpu par
I’intermédiaire d’un canal ionique correspond a sa partie transmembranaire (Schubert et
coll., 1996). La protéine Vpu est antagoniste a celle appelée BST-2 (tetherin), qui a la capacité
de retenir les particules a la surface des cellules (Mitchell et coll., 2009). En effet Vpu
diminue légerement le taux de BST-2 a la surface des cellules par I’intermédiaire d’une
ligase. Cette suppression de BST-2 par la Vpu nécessite 1’interaction d’une protéine cellulaire,
B-TrCP (Margottin et coll., 1998).

11.2.4.4. Le gene nef (negative expression factor)

La protéine Nef de 25 a 35 kD est codée par un cadre de lecture correspondant au géne nef et
entre en chevauchement avec la partic 3’LTR du génome du VIH-1, VIH-2 et des SIV
(Simian Immunideficiency Virus). Cette protéine est synthétisée durant la premiére phase de
la réplication virale car essentielle a la progression de la maladie (Kestler et coll., 1991). La
protéine est constituée d’une partie N-terminale suivie d’une section sous forme d’hélice et
riche en proline et enfin une région, la C-terminale qui est une boucle flexible et nécessaire a
la plupart des fonctions de la protéine (Geyer et coll., 2001). Nef se retrouve essentiellement
dans la membrane plasmique des cellules infectées. Cependant, elle est aussi retrouvée dans le
cytoplasme, la membrane nucléaire et dans le noyau (Ranki et coll., 1994). Cette diverse
localisation de la protéine Nef dans la cellule est probablement liée a ses trois fonctions
principales que sont :

- une régulation négative du taux de CD4 a la surface des cellules et du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I (Greenway et coll., 2000). Cette régulation n’a
pas d’impact sur la réponse immunitaire. Cependant, comme les CD4 sont les
récepteurs spécifiques du VIH, cette régulation aura un impact sur 1’infectiosité et la
réplication virale (Landi et coll., 2011). Cette régulation du taux de CD4+ requiert un
motif spécifique de trois acides amineés Valine-Glycine-Phénylalanine (VGF) dans la
partie N-terminale de la protéine Nef et toute mutation au niveau de ce motif interfére
avec les fonctions de la protéine, plus particulierement chez les VIH-1, groupe O

(Meuwissen et coll., 2012),
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- la modulation des voies de signalisation cellulaire au niveau des lymphocytes CD4 et
des macrophages (Greenway et coll., 2000). La région N-terminale de Nef, au niveau
des résidus 1-57 contient un site de fixation a la protéine p53 pour inhiber la fonction
de cette derniére dans un processus induisant 1’apoptose (Greenway et coll., 2002).
Nef interagit avec les endosomes AP-1 et AP-2, modifiant ainsi leur morphologie et
leur distribution. Nef réduit également le taux de recyclage de la transferrine (TfR) au
niveau de la membrane plasmique, occasionnant son accumulation au niveau des
endosomes et diminuant ainsi leur expression a la surface cellulaire (Madrid et coll.,
2005),

- une possibilité d’augmenter I’infectiosité du virus (Greenway et coll., 2000). La
protéine Nef a une action négative sur le taux d’expression des HLA (Human
leukocyte Antigen) A et B mais n’affecte pas les HLA-C et E (Cohen et coll., 1999).
Cette action de Nef sur les HLA protége les cellules de 1’hdte contre la toxicité des
NK (Natural Killer) & défaut de celles qui expriment les HLA-C et E. En outre, Nef a
la capacité d’inhiber, I’expression a la surface des cellules, de molécules activatrices
qui peuvent déclencher la fonction cytotoxique des NK (Fausther-Bovendo et coll.,
2009). La protéine Nef aussi, interagit avec la Vpu pour éviter I’action des cellules NK
par une diminution du taux de NTB-A & la surface des cellules infectées (Shah et
coll., 2010). Il a été aussi démontré que la protéine Nef favorise la transmission du
VIH-1 aux CD4+ a travers les cellules dendritiques et la prolifération des CD4+, ce

qui peut contribuer a la pathogénése de I’infection virale (St. Gelais et coll., 2012).

11.3. Cycle de réplication du VIH-1

La production de particules virales infectieuses implique de nombreuses interactions entre les
protéines virales et cellulaires a chaque étape du cycle de la réplication du VIH-1 (Bauby et
coll., 2008). L’ensemble de ces étapes peut étre subdivisé en deux phases essentielles : une
phase précoce et une phase tardive, conférer figure 22 ci-dessous (Turner et Summers,
1999).

34



Recognition Fusion and

and Binding Penetration
- —>
& 5
SY . q o
L
Chemokine Receptor s

CD4 Receptor -L,

Uncoating

N

Reverse g
Transcription = <
“>»

0

- . Early Phase
Late Phase

- .- E ..
Expression Rev
e e

> Riosomal Spliced RNA  Unspliced RNA

Translation z & Ribosorr.lal
: Nef 4ranslatuon
7 s Endoplasmic ‘ (N
o
£y »
© ©
& < Gag-Pol

Gag

l( Genome
Recognition
o n

Figure 22 : Cycle de réplication du VIH-1 (Turner et Summers, 1999)
11.3.1. La phase précoce

Elle commence depuis I’attachement du virus sur son récepteur spécifique jusqu’a

I’intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire (Turner et Summers, 1999).

I1.3.1.1. Fusion et entrée de I’ARN viral

La premiére étape de la réplication virale est la fixation de la particule virale a la surface de sa
cellule cible (Sharma et coll., 2000). Le mécanisme utilisé par le VIH pour entrer dans la
cellule cible est un processus séquentiel qui fait intervenir trois grandes étapes : 1’interaction
gpl120/CD4, la liaison de la gp120 aux corécepteurs CCRS et CXCR4 et enfin, 1’activation
des propriétés fusogénes de gp41 qui permet la fusion des membranes virales et cellulaires,
conférer figure 23 (Doms et Peiper, 1997).
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Figure 23 : Mécanisme d’entrée du VIH-1 dans la cellule cible (Doms et Peiper, 1997)

Tout d’abord, le dimere gp41/gp120 du virus reconnait son récepteur spécifique, le CDA4.
L’interaction entre CD4 et gp120, entraine un changement de conformation a la fois sur le
CD4 et le gp120, plus I’intervention des corécepteurs de la famille des chimiokines a savoir le
CCRS5 chez les macrophages et le CXCR4 chez les lymphocytes T CD4 (Berger et coll.,
1999). Pour les changements de la gp120, nous avons un déplacement des boucles V1/V2
pour faire apparaitre le site de liaison du corécepteur CCR5 ou CXCR4. Ce changement de
conformation au niveau de la boucle V1/V2 est a I’origine d’une augmentation du degré
d’affinité au niveau des liaisons, induisant le CCR5 comme corécepteur (Kolchinsky et coll.,
2001). Une seconde interaction entre gp120 et les corécepteurs, entraine d’autres changements
de conformation au niveau des glycoprotéines d’enveloppe (Kwong et coll., 1998). Ces
modifications de conformation sont a I’origine de la dissociation entre gp41 et gp120, ensuite
la fusion des membranes cellulaire et virale et enfin, la libération du génome viral dans le
cytoplasme de la cellule (Moore et Doms, 2003). La fusion membranaire est sous la
dépendance du FP, peptide de fusion qui va s’insérer dans la membrane cellulaire aprés la
liaison de la gp120 avec les récepteurs, mais également d’un changement de conformation au
niveau des régions HR1 et HR2 de la gp41 (Chechley et coll., 2011). La région HR2 se
repositionne pour interagir avec la HR1 et former un faisceau de six hélices. Cette formation
en faisceau entraine le mélange des lipides des deux membranes et conduit a la libération du
génome viral dans le cytoplasme de la cellule (Pierson et Doms, 2003). Le VIH utilise aussi

les vésicules d’endocytose comme voie d’entrée dans les macrophages (Maréchal et coll.,
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2001), mais également des structures particuliéres appelées synapses virologiques dans les
contacts cellules a cellules, comme la transmission du VIH des cellules dendritiques aux
lymphocytes T (Piguet et Sattentau, 2004).

Il a été aussi démontré que le VIH-1 utilise le GalCer (galactosyl ceramide) comme récepteurs
spécifique pour infecter les cellules neuronales (Harouse et coll., 1991). Les VIH-1, VIH-2 et
SIV sont reconnus par le fait d’utiliser une lectine de type C, le DC-SIGN (Dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin) & la surface des cellules
dendritiques. Ces dernieres permettent au virus d’échapper a la réponse immunitaire avant sa
transmission aux clymphocytes T gréace a la fixation du DC-SIGN a la gp120 (Geijtenbeek
et coll., 2000). Les DC-SIGN ne peuvent pas étre considérés comme récepteurs spécifiques a
I’instar des CD4 car ils n’entrainent pas une infection, raison pour laquelle, ils sont utilisés

comme facteurs de fixation du virus aux cellules dendritiques (Lue et coll., 2002).

11.3.1.2. Décapsidation et transcription inverse

La fusion des membranes virales et cellulaires libére un complexe de rétrotranscription ou
RTC dans le cytoplasme (Fassati et Goff, 2001). Plusieurs protéines virales, a savoir la
capside (CA), la matrice (MA), la protéase (PR), la transcriptase inverse (TI), I’intégrase (IN)
et la Vpr ont été signalées comme composantes du RTC (lordanskiy et coll., 2006). La
présence de la capside dans le RTC permet de conserver la structure et de le protéger de la
dégradation contre des facteurs cellulaires (Warrilow et coll., 2008). La transcription inverse
a lieu apres la libération du RTC de son nucléocapside et dés lors, il se traduit en complexe
de pré-intégration ou PIC (Fassati et Goff, 2001). Ce processus d’obtention du PIC au début
de la transcription inverse est appelé : la décapsidation (Zhang et coll., 2000). Des facteurs
cellulaires sont essentiels a la décapsidation a savoir : le pinl, le cyclophilin A (CypA) et le
tRNA;"™* (Friedrich et coll., 2011).

Il a été démontré que la phosphorylation de la CA a un effet stimulateur du processus
d’encapsidation. Le Pinl est un facteur cellulaire qui, en se fixant sur la région phosphorylée
de la CA, facilite ce processus de décapsidation (Misumi et coll.,, 2010). Le CypA
initialement identifié comme une protéine cible des molécules immunosuppresseurs, a été
connu comme facilitateur du processus de décapsidation (Li et coll., 2009). Le tRNA;" est
utilisé comme amorce durant la réaction de rétrotranscription (Leiman et coll., 2004).

Apres son entrée dans la cellule, I’ARN viral est converti en double brin d’ADN durant le
processus de la rétrotranscription grace a la transcriptase inverse, la RNase H et des

nucléotides cellulaires. Cette réaction de rétrotranscription est entierement achevée avant
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I’import dans le noyau et son intégration dans la chromatine (Arhel et coll., 2007). La figure
24 ci-dessous montre les différentes étapes de la rétrotranscription. Elle est initiée par la
synthése du brin (-) d’ADN (en rouge) au site PBS (primer binding site) en 5°, aprés la
fixation de I’amorce tRNA3™* (Berkhout et coll., 2001). La fixation de I’amorce tRNA3z™* et
I’initiation de la rétrotranscription requierent la présence de NCp7 (Lapadat-Tapolsky et
coll., 1995). Cependant une interaction entre I’APOBEC3G et NCp7 peut inhiber la fixation
tRNA;"® et initiation de la transcription inverse (Guo et coll., 2007). La protéine Vif peut
aussi remplacer NCp7 dans cette fonction (Isel et coll., 2010). Une nouvelle étude a aussi
démontré que la transcriptase inverse a la possibilité¢ de se fixer sur ’APOBEC3G entre les
acides aminés 65-132 et atténuer son action inhibitrice dans la réaction de rétrotranscription
(Wang et coll., 2012). Apres déplacement de brin, ce fragment d’ADN s’associe alors par
complémentarité de la région R (Repeated) a I’extrémité 3° du génome. La synthése complete
du brin (-) d’ADN s’accompagne de la dégradation progressive de I’ARN matrice par la
RNase H (Berkhout et coll., 2001). La synthése du brin (+) d’ADN (en bleu) est initiée au
site PPT (polypurine tract) en 3’ du génome. Chez les lentivirus, I’initiation s’effectue aussi a
un site PPT central. Aprés un second transfert de brin, la synthése du brin (+) se poursuit pour
générer le double brin d’ADN final (Basu et coll., 2008).
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Figure 24 : Les différentes étapes de la rétrotranscription (Basu et coll., 2008)

I1.3.1.3. Intégration de I’ADN viral

Le complexe de pré-intégration (PIC) ainsi formé devra étre transporté depuis le cytoplasme
vers le noyau avant d’étre intégré dans le chromosome cellulaire (Suzuki et Craigie, 2007).
L’enzyme spécifique qui catalyse ce processus d’intégration est I’intégrase (Vink et coll.,
1993) et sa présence est essentielle au maintien de la structure du PIC et son transport dans le
noyau (Dobard et coll., 2007). Les différentes étapes de 1’activité enzymatique de 1’intégrase

dans le processus d’intégration ont ét¢ développées dans le chapitre 11.2.2.2 et représentées
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par la figure 12. La Protéine Rev pourrait intervenir dans I’intégration de I’ADN proviral en
controlant 1’activité de I’intégrase (Rosenbluh et coll., 2007).

Ce PIC inclut aussi des proteines cellulaires, a savoir : BAF, HRP-2 et LEDGF/p75, qui
jouent un role essentiel dans le déplacement des grosses molécules vers le noyau (Al-
Mawsawi et Neamati, 2007). Ce transport actif est assuré par le cytosquelette de la cellule,
qui comporte des filaments d’actine et des microtubules (Nathalie et Charneau, 2009). Des
nucléoporines et importines qui se déplacent entre la face cytoplasmique de la membrane
nucléaire et le nucléoplasme ont été identifiées comme composants dans I’import nucléaire
(Ebina et coll., 2004).

Le BAF pour Barrier-to-Autointegration Factor est intégré au PIC et peut empécher 1’auto
intégration de I’ADNc avant 1’intégration proprement dite (Lee et Craigie, 1998) et participe
aussi a I’orientation du PIC vers la chromatine (Shun et coll., 2007). Le HRP-2 (Hepatoma-
derived gowth factor releated protein 2), a un effet favorisant sur I’activité de 1’intégrase
(Vandegraaff et coll., 2006). La protéine LEDGF/p75 agit comme protectrice de la
dégradation protéasomique de I’intégrase (Llano et coll., 2004) et comme facteur essentiel
dans I’intégration de I’ADN proviral grace a son interaction avec I’intégrase (Krishnan et
Engelman, 2012). Cependant, la protéine Rev entre en compétition avec I’intégrase au niveau
du méme site de fixation sur la protéine LEDGF/p75. Cela détermine ainsi un ménage a trois
qui régule la fréquence d’intégration de I’ADN proviral pendant la réplication. L’association
de Rev avec la protéine LEDGF/p75 a la place de I’intégrase va limiter 1’intégration de
I’ADN d’un nouveau virus dans le cas des surinfections (Grewe et Uberla, 2010). Un autre
composant du PIC, non pas une protéine cette fois-ci, est un résidu d’ADN inhabituel
dénommé DNA flap, résultant de la transcription inverse et présent dans I’ADN viral des
lentivirus (Zennou et coll., 2000). 1l a été démontré que les ADNc dépourvu de DNA flap
s’accumulent a la périphérie du noyau alors que d’autres le comprenant, entrent facilement
dans le noyau (Van Maele et coll., 2003). A coté de ces facteurs et protéines a effet favorisant
dans le processus d’intégration, il existe des protéines, a savoir le RADS1 et KAPI ou TIF,
qui ont un effet négatif sur ce processus d’intégration (Suzuki et coll., 2012). Le RAD1 peut
empécher 1’intégration par des interactions physiques avec ’intégrase (Desfarges et coll.,
2006 ; Cosnefroy et coll., 2012). Le KAP1 ou TIF (transcription intermediary factor), en se
complexant avec le HDAC (histone deacetylase) réduit 1’efficience de 1’intégration et ceci
parce que le traitement des particules virales au HDAC améliore leur capacité d’intégration

(Allouch et coll., 2011).
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11.3.2. La phase tardive

La phase tardive du cycle de la multiplication du VIH-1 correspond a la transcription,
I’assemblage, le bourgeonnement, la maturation et a la libération de virus infectieux dans le

milieu extracellulaire (Bauby et coll., 2008).

11.3.2.1. Transcription de ’ADN viral en ANRm

Apreés D’intégration, le provirus intégré du VIH-1 peut rester latent ou alors démarrer une
transcription active en se comportant comme un géne cellulaire. La transcription du provirus
se fait grace a I'ARNpol Il cellulaire et est en grande partie régie par les facteurs de
transcription cellulaires. Les sites de régulation des LTR permettent l'initiation de cette
transcription, mais la protéine Tat joue un rdle primordial (Turner et Summers, 1999).
L’interaction entre Tat, 1’élément TAR et le cofacteur P-TEFb entraine une
hyperphosphorylation au niveau de la région C-terminale de I’ARN polymérase 11, favorisant
ainsi son activité dans le cycle viral (Parada et Roeder, 1996). L’ARN polymérase II
cellulaire est généralement activée suite a une interaction entre la protéine Tat, un motif
particulier au niveau de 1’élément TAR et différents facteurs cellulaires dont le NFkB (Brady
et Kashanchi, 2005). Cependant, I’activation de la transcription peut également se faire par la
suite d’une liaison directe entre Tat et les protéines cellulaires (Vardabasso et coll., 2008).

Malgre la petite taille de son génome, plus de 30 différentes espéces d’ARN ont été
identifiées et subdivisés en trois catégories principales: ARN génomique (environ 9 kb),
ARNmM mono-épissé (environ 4 kb) et des ARNm multi-épissés (environ 2,2 kb). L’ARN
génomique code pour les précurseurs Gag et Gag-Pol, les ARN mono-épissés codent pour le
précurseur Env et pour les protéines Vpu, Vif et Vpr et les ARNm multi-épissés codent pour
les protéines Tat, Rev et Nef. La transcription aboutit a la production de transcrits primaires,
équivalents aux messagers précoces qui vont donner les protéines de régulation Tat et Rev.
Ces dernieres, retournant dans le noyau, vont amplifier la production des différents messagers
viraux, de I’ARN génomique et favoriser I’expression des protéines dites tardives Gag, Pol,

Vif, Vpr, Env et Nef (Freed, 2001).

11.3.2.2. Assemblage des particules virales

L’assemblage des particules virales dépend principalement du précurseur polyprotéique
Pr55%9 11 a été démontré que, seule I’expression du gene gag est suffisante pour permettre la

production de pseudo-particules virales en I’absence des glycoprotéines d’enveloppe, de la T,
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de la protéase et de ’ARN génomique (Boulanger et Jones, 1996). Ce précurseur Pr55%9
contient donc, en dehors des autres composants viraux, toute I’information nécessaire a la
formation des particules virales. Il constitue ainsi la veritable clé de volte de la particule

virale, permettant 1’incorporation de tous les composants indispensables et participant a

’¢élaboration de particules virales [infectieuses, a|savoir : les glycoprotéines d’enveloppe,

I’ARN génomique et les protéines auxiliaires (Vif, Vpr et nef) (Wills et Craven, 1991). Cette
capacité d’assemblage du Pr55%9 est liée a ses propriétés intrinséques avec différents
domaines fonctionnels :

- un domaine M (membrane binding domain), contenant les 32 premiers acides aminés
et correspondant a la zone MA, permet 1’adressage sous la membrane des précurseurs
Pr55%9,

- un domaine | (Interaction domain), compris dans NC, qui interagit avec I’ARN viral et
catalyse la réaction d’assemblage,

- un domaine L (late domain), contenu dans la région p6, est impliqué dans la taille des
particules virales mais aussi et surtout dans le processus de détachement de la particule
virale bourgeonnante de la membrane plasmique (Garnier et coll., 1998).

Ces domaines M, I et L agissent en synergie pour permettre 1’assemblage et le
bourgeonnement de la particule virale. Cependant, la région essentiellement impliquée dans le
transport a été localisée au niveau du domaine M (Krausslich et Welker, 1996). La région
MA intervient également dans le transport lors de 1’incorporation des glycoprotéines
d’enveloppe (Boulanger et Jones, 1996).

L’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe semble étre un mécanisme sélectif faisant
intervenir des interactions spécifiques entre le gp4l et le domaine MA (Garnier et coll.,
1998). Cependant, malgré cette spécificité relative d’interactions entre le Pr55% et les
glycoprotéines d’enveloppe, le domaine MA peut se lier de fagon non covalente a la gp4l1,
permettant ainsi 1’incorporation au sein de la particule virale, d’éléments responsables du
tropisme cellulaire (Chazal et coll., 2001). Un cofacteur cellulaire, TIP47 (tail-interacting
protein) a été identifié et joue un rdéle de connecteur entre le précurseur Gag et les
glycoprotéines d’enveloppe, permettant ainsi l’incorporation de ces dernieéres lors de
I’assemblage des particules virales (Bauby et coll., 2008). L’incorporation de ces
glycoprotéines d’enveloppe met en jeu deux modes différents :

- une incorporation passive, n’impliquant aucune interaction entre les protéines Gag et

Env
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- et une incorporation régulée de deux maniéres: d’une part, par des interactions
directes entre la région MA de Gag et le domaine CT de Env et d’autre part, par des
interactions indirectes grace a une protéine de liaison, la TIP47 (Checkley et coll.,
2011 ; Murakami, 2012).

Lors de ’assemblage, le précurseur Pr55%% se lie a I’ARN viral et permet son encapsidation
dans le virion. Cette étape semble étre le veéritable catalyseur de la morphogénése de la
particule virale et nécessite une interaction entre les protéines virales et I’ARN génomique,
mettant en jeu des régions spécifiques du précurseur et des séquences de sélection localisées
sur ’ARN génomique. Il a ét¢ ainsi démontré que la région impliquée dans la reconnaissance
de I’ARN génomique, dans sa dimérisation et dans son encapsidation, est localisée au niveau
de NC (Cimarelli et Darlix, 2002). Toutefois, il est probable que d’autres signaux
secondaires soient nécessaires a 1’encapsidation (Russell et coll., 2004). La région NC et celle
de la T1 contenue dans le précurseur Pri60%%9° semblent étre responsables de I’hybridation et
I’incorporation de ’ARNT™®® qui est un élément indispensable dans la formation de virions
(Kleiman, 2002).

Au cours des différentes étapes de la réaction d’assemblage, de multiples partenaires viraux et
cellulaires ont été identifiés et parmi eux :

- la protéine Vif, elle est incorporée grace a des interactions entre son domaine C-
terminal et la partie N-terminale de la p6 du précurseur Pr55%% (Steffens et Hope,
2001),

- la protéine cellulaire HP68, qui facilite la conversion des intermédiaires d’assemblage
en particules virales immunitaires (Zimmerman et coll., 2002),

- la protéine Nef, elle est aussi retrouvée dans le core de la particule virale suggérant
une interaction avec la protéine Vif (Arora et coll., 2002),

- la cyclophiline A, protéine ubiquitaire qui est localisée dans le noyau et est incorporée
spécifiquement dans la particule virale naissante grace a I’interaction avec le domaine
riche en proline de la région CA du Pr55% (Luban et coll., 1993).

Les précurseurs Gag et Gag-Pol se retrouvent au niveau de la membrane plasmique de la
cellule infectée pour former des virions immatures d’environ 120 nm de diameétre grace au

degré d’affinité des différentes protéines qui la composent (Lee et coll., 2012).

11.3.2.3. Bourgeonnement et maturation de particules virales

Lorsque I’ensemble des éléments nécessaires a la constitution de la particule virale est réuni et

que la réaction d’assemblage amorcée, 1’étape du bourgeonnement commence. Cette étape
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correspond au moment précis ou la particule virale complétement formee va se détacher de la
cellule (Chazal, 2005). Il a été démontré que, la séparation du virus de la cellule requiert une
interaction avec le domaine L de la p6 du Pr55°% (Freed, 2002). Bien que ce processus de
bourgeonnement soit initié par la protéine Gag, il est accompli par la famille des ESCRT
(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) (Carlson et coll., 2008), grace a des
interactions avec la protéine p6 (Usami et coll., 2009). Chaque virus immature contient
approximativement 120 molécules Gag-Pol et 2400 monomeres de Gag (Jacks, 1990).
Cependant, pour que la particule virale devienne infectieuse, une étape de maturation par la
protéase s’avére indispensable (Freed, 1998). La protéine Gag est capable d’empécher
I’activation précoce de la protéase durant I’assemblage et cette derniére n’est active qu’apres
une étape de dimérisation, une fois que les molécules de Gag aient fusionné avec la
membrane plasmique (Sundquist et Krausslich, 2012). Cette maturation se traduit par des
changements morphologiques pour la formation de core (NC et ARN viral), de la capside
(CA) et la libération des protéines virales de leurs précurseurs (Ganser-Pornillos et coll.,
2012). En effet, en 1’absence d’activité de la protéase, les particules virales obtenues
présentent une morphologie anormale et une absence totale d’infectiosité (Scarlata et Carter,
2003 ; Adamson, 2012).

I11. La diversité génétique

Une des caractéristiques majeures du VIH est sa grande variabilité génétique. C’est elle qui
est responsable de la classification du virus en types, groupes, sous-types, sous-sous-types et
formes recombinantes circulantes (Ndung'u et Weiss, 2012). L’un des facteurs le plus
important pour la propagation des VIH dans le monde entier est sa grande diversité genétique
(Hamelaar, 2011).

I11.1. Origine de la diversité génétique

L’¢évolution extrémement rapide du VIH est a I’origine d’un grand nombre de variants actuels
(Hamelaar, 2011). En dehors des facteurs propres au virus lui-méme, d’autres facteurs
comme : la migration, les changements culturels et sociaux, le commerce et les réactions
immunitaires peuvent influencer la répartition mondiale et la prévalence des souches de VIH
dans le monde (Kijak et McCutchan, 2005). Cette grande variabilité genétique du VIH est
essentiellement liée a un taux de réplication trés élevé, source de mutations aléatoires,
combiné a la recombinaison génétique imputable a la transcriptase inverse (Roberts et coll.,
1988).
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I11.1.1. Les mutations aléatoires

Le taux de mutations trés important est lié a la faible fidélité de la transcriptase inverse, en
moyenne une mutation ponctuelle par cycle infectieux (Ho et coll., 1995) et au fort taux de
réplication, allant jusqu’a plus de 10™ particules par jour (Mansk et Temin, 1995 ;
Bakhanashvili et coll., 2005). La transcriptase inverse est cependant, le principal facteur
générateur de variabilité du génome viral du fait de 1’absence d’activité 3°-5" exonucléasique
(Roberts et coll., 1988), mais aussi par 1’intermédiaire de mutagénes, facteurs cellulaires
comme I’APOBEC3G (Zhang et coll., 2003). Les erreurs sont ainsi fréquentes et sont
estimees a une, tous les 10000 nucléotides produits. Les estimations suggérent prés d’une
mutation pour tous les trois génomes produits (Abram et coll., 2010). C'est surtout lors de la
rétrotranscription de I'ARN en ADN que surviennent ces erreurs. Elles concernent le plus
souvent la transition (substitution entre deux bases puriques ou deux bases pyrimidiques), la
transversion (substitution entre bases puriques et pyrimidiques) et les sauts (-1) du cadre dans
les suites de A et de T de méme que I'hyper-mutabilité G-A (Vartanian et coll., 1991). Ces
mutations ont été globalement classées en deux groupes, a savoir, les mutations synonymes et
les non synonymes. Une mutation synonyme (conservation de l'acide aminé) est en général
considérée comme une position qui n'est pas soumise a une pression de sélection, liée a la
présence des molécules antirétrovirales (Kijak et McCutchan, 2005). Une mutation non
synonyme (changement de I'acide aming) peut avoir un effet immédiat positif (résistance aux
antirétroviraux, échappement a la réponse immune) ou négatif (mutation létale) (Brown et
Holmes, 1994).

111.1.2. La recombinaison génétique

En plus des erreurs de la transcriptase inverse, nous avons aussi les phénomenes de
recombinaison (Saag et coll., 1988). Par conséquent, les isolats de VIH représentent une
population de virus liés génétiquement mais avec des différences géenomiques, c’est ce qui
détermine la notion de «quasi espéce»» dont les phénotypes biologiques peuvent varier
(Steinhauer and Holland, 1986).

La recombinaison joue un role majeur dans I’évolution des rétrovirus et avec sa fréquence
élevée, elle est considérée comme partie intégrante du cycle infectieux du VIH (Simon-
Loriere et coll., 2006). L’étendue de la variation produite par recombinaison dépend du degré

de similitudes entre les deux particules virales dans la premiere infection (Kijak et
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McCutchan, 2005). Elle peut se produire dans les deux semaines qui suivent 1’infection
(Wooley et coll., 1997) et le VIH subirait 2 & 3 événements de recombinaison par génome et
par cycle de réplication (Jetzt et coll., 2000). Ce phénoméne de recombinaison peut intéresser
des virus d’un méme sous-type (recombinaison intra sous-type), mais elle est plus évidente
quant elle se produit entre sous-types différents (recombinaison inter sous-types). Le génome
des rétrovirus est constitu¢ d’une molécule d’ARN de polarité positive, présente en deux
copies dans chaque particule virale. Pour qu’une recombinaison génétique ait lieu, les deux
copies de I’ARN génomique, présentes dans la capside doivent étre génétiqguement différentes
(Clavel et coll., 1989). Une infection cellulaire résulte de I’introduction du génome virale,
composé de deux copies de I’ARN, dans le cytoplasme de la cellule. Une réaction de
rétrotranscription permet a la transcriptase inverse (TI) de convertir ’ARN génomique en sa
copie d’ADN double brin. La recombinaison est la conséquence de la génération, pendant la
transcription inverse, d’'un ADN chimérique portant une partie de I’information génétique de
chacun des deux ARN génomiques. La formation de molécules chimériques pourrait avoir
lieu, soit lors de la synthése du premier brin d’ADN (le brin de polarité négative, brin -), soit
lors de celle du second brin d’ADN (brin d’ADN de polarité positive, brin +), par différents
mécanismes. Pour que deux ARN génétiqguement distincts soit présents dans la méme
particule virale, certaines conditions doivent étre remplies, conférer figure 25. Tout d’abord,
les deux virus parentaux doivent étre capables d’infecter le méme patient et le méme
répertoire cellulaire, a 1’occasion soit d’une co-infection (infection simultanée), soit d’une
surinfection (infections successives). La co-infection est la survenue de deux infections chez
une personne pendant la période de séroconversion due par la premiére infection et la
surinfection se produit quand la nouvelle infection a eu lieu apres le séroconversion due a la
premiere (Van der Kuyl et Cornelissen, 2007). L’intervalle de temps entre la premiére et la
deuxiéme infection peut varier de 3 a 32 mois (Smith et coll., 2005). Ensuite, au niveau de
I’assemblage des particules virales, les différents ARN génomiques doivent étre capables de
former un dimére fonctionnel reconnu par la machinerie d’assemblage. Enfin, un dernier point
concerne le fait que, lorsque deux provirus sont présents dans la méme cellule, il est probable
que des protéines structurales des deux virus puissent étre recrutées pour 1’assemblage des
mémes particules chimériques. Cela pourrait conduire en principe a des interférences entre ces
protéines durant I’assemblage. Pour qu’une recombinaison ait lieu, il est en effet necessaire
que les virions hetérozygotes de ce pro-génie viral soient fonctionnels (Simon-Loriere et
coll., 2006).
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Figure 25 : Processus de recombinaison (Simon-Loriere et coll., 2006).

La surinfection est un phénomene le plus souvent rencontré dans un groupe de population
dénommeé, population clés, a savoir : les utilisateurs de drogue intraveineuse, les travailleuses
du sexe et les hommes ayant des rapports sexuels avec les hommes (MSM, Men who have sex
with men). La période de surinfection coincide le plus souvent a un rebond de la charge virale
et un déclin du taux de lymphocytes CD4 (Blackard et Mayer, 2004). Les conséquences de
la recombinaison peuvent avoir un effet sur le tropisme cellulaire, la pathogénicité virale, la
sensibilité aux médicaments antirétroviraux, la précision des tests courants du diagnostic
sérologique et des tests de biologie moléculaire et la progression de la maladie (Blackard et
coll., 2002). Les conséquences de la surinfection sont encore plus graves dans le cas des virus
résistants, le résultat étant la formation d’un recombinant multi-résistant souvent associé a un
double tropisme et une progression rapide vers la phase SIDA. Ce cas illustre I’'impact des
rapports sexuels non protégés chez les couples sérodifférents et séroconcordants (Blick et
coll., 2007).

Le VIH, de par sa grande capacité réplicative, la présence de mutations et la fréquence des
phénomenes de recombinaison mettant eu jeu diverses variants de VIH-1 chez les personnes
infectées dans le monde entier, présente une circulation de variants diverses d’une localité a

une autre.
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111.2. Epidémiologie moléculaire du VIH dans le monde

Le VIH-1 est responsable d’une pandémie globale alors que le VIH-2 n’est confiné qu’en
Afrique de 1I’Ouest (McCutchan, 2000). L’épidémiologie moléculaire du VIH-1 est un
processus dynamique avec une distribution et des prévalences qui varient selon les localités.
Cependant, le groupe M représente 98% des infections dans le monde (Vidal et coll., 2000) et
le sous-type C est responsable d'environ 48% des infections mondiales (Hemelaar et coll.,
2011). La recombinaison joue un role majeur dans 1’épidémiologie mondiale du VIH bien que
la prévalence des formes recombinantes varie considérablement selon les régions du globe.
Les zones présentant une grande diversité de sous-types, telle que I'Afrique subsaharienne, ont
un grand taux de recombinaisons en raison des phénomenes courants de co-infections et de
surinfections avec deux ou plusieurs souches virales (Li et coll., 1998). En revanche, dans les
zones comme I'Amérique du Nord ou circule un nombre limité de sous-types, un faible taux

de recombinants a été retrouve (Kijak et McCutchan, 2005).

111.2.1. Les différents groupes et sous-types du VIH

Les VIH-1 est jusque-la classé en quatre groupes M, N, O et P (Van Heuverswyn et coll.,
2006 ; Plantier et coll., 2009). Le groupe M du VIH-1 comprend neuf différents sous-types
purs (A-D, F-H, J et K). La divergence des nucléotides entre les sous-types du VIH-1 est de
25-30% au niveau du géne env alors que dans le géene pol, partie la plus conservée chez les
rétrovirus, elle est d'environ 9-11% (Santos et coll., 2010). Le sous-type A est subdivisé en
sous-sous-types Al, A2 (Gao et coll., 2001) et plus récemment A3, A4, A5 et A6 (Meloni et
coll., 2004 ; Vidal et coll., 2006 ; Bartolo et coll., 2009 ; Vidal et coll., 2009). Le sous-type
F est lui-méme subdivisé en sous-sous-types F1 et F2 (Triques et coll., 1999).

Le VIH-2 quant a lui, comprend neuf groupes (de A a I), mais seul les groupes A et B sont
responsables de 1’épidémie a VIH-2 et circulent principalement en Guinée Bissau et au
Sénégal pour le groupe A et en Cote d’Ivoire pour le groupe B (Damond et coll., 2004 ;
Ayouba et coll., 2012). Les autres groupes sont documentés individuellement. C’est le cas
des groupes C, D, E et F isolés en Sierra Leone et au Libéria (Santiago et coll., 2005).

111.2.2. Les formes recombinantes circulantes

Les formes recombinantes circulantes ont été subdivisées en deux groupes : ceux qui sont
retrouvés dans une population, avec au moins trois personnes sans lien épidémiologique

présentant les mémes points de recombinaison, sont appelés formes recombinantes circulantes
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(CRF) et ceux qui ont été isolés chez moins de 3 individus sont appelés formes recombinantes
uniques (URF).

Le premier cas de CRF identifié a concerné le sous-type E qui formait un cluster unique
particulier dans I’analyse du géne env, alors que sur I'analyse du gene gag, il se regroupait
dans le cluster du sous-type A. Ainsi, le "Sous-type E» était le résultat d'un événement de
recombinaison entre le sous-type A d'une région gag et de la région env du sous-type E
(McCutchan et coll., 1996). Ce virus a été rebaptis¢ CRFO1_ AE du nom des sous-types qui
le composent et pour refléter sa nature de premier virus VIH-1 recombinant circulant
identifié. Cependant, il aurait été suggéré que ce CRFO01_AE ne soit pas une forme
recombinante, mais plutdt un sous-sous-type du clade A dont la région env aurait muté plus
rapidement que les régions gag ou pol. Des analyses de bootscanning et des statistiques sur
des génomes de sous-type E en provenance de la Thailande et de 1I’Afrique Centrale, ont
montré que les sous-types A et E sont monophylétiques. Cependant, s’ils sont associés, ils
forment un groupe monophylétique. Le lien apparent sur différentes régions du génome est
statistiquement faible pour parler de recombinaisons. Les relations évolutives des sous-types
A et E sont comparables a celles qui existent entre les sous-types B et D, qui ne sont pas
considérés comme un recombinant (Anderson et coll., 2000). C’est aussi le cas du sous-type |
qui est en fait un recombinant complexe impliquant les sous-types A, G et | (Nasioulas et
coll., 1999). Ce n’est qu’en 2001, que ce complexe nommé CRF04 _cpx a eté défini comme
formé des sous-types A, G, H, K et U (Unknown) étant donné que le | a été enlevé de la
nomenclature (Paraskevis et coll.,, 2001). Pour le VIH-1, a ce jour, 55 CRFs ont été

caractérisés (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html, consulté le

05/07/2013) et le VIH-2, ne compte qu’un seul CRF décrit en Cote d’Ivoire et dénommé
HIV2_CRFO01_AB (lbe et coll., 2010).

Par contre, les URFs ne constituent pas les grandes épidémies ; elles sont plut6t le sous-
produit de brassage de multiples sous-types/CRF circulant dans une région donnée (Janssens
et coll., 1997).

111.2.3. La répartition du VIH-1 dans le monde

La distribution mondiale du VIH-1 est trés hetérogene avec une prévalence variable et des
variants spécifiques en fonction des localités.
Le groupe M, représente 98% des infections dans le monde, figure 26, avec une grande

diversite, son épicentre serait localisé en Afrique et plus particulierement au Congo Kinshasa
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(Vidal et coll., 2000). L’¢pidémie a VIH-1, groupe O est restreinte a la partie ouest de
I’ Afrique Centrale et sa prévalence est stable et peut étre légerement en baisse au Cameroun
(Ayouba et coll., 2001; Brennan et coll., 2008). Des cas anecdotiques sont décrits dans des
pays comme le Gabon (Delaporte et coll., 1996), le Sénégal et le Togo (Peeters et coll.,
1997). Le VIH-1, groupe O est également trouvé dans des pays Européens comme la Belgique
(Peeters et coll., 1995) et I’ Allemagne (Hampl et coll., 1995). Le groupe N a été identifié en
1988 (Simon et coll., 1998). 11 a été retrouvé principalement en Afrique de 1’Ouest et du
Centre (Van Heuverswyn et coll., 2006). Ce variant est originaire du Cameroun et avec une
prévalence extrémement faible qui est de 0,1% dans la population générale infectée (Ayouba
et coll., 2000). Le groupe P a été décrit au Cameroun et a ce jour, seulement deux cas ont été
identifiés, confirmant la circulation de ce variant qui pourrait exister a 1’état latent au
Cameroun (Plantier et coll., 2009 ; Vallari et coll., 2011).

Le VIH-1 sous-type B prédomine dans les pays du nord et il est responsable de I’épidémie
initiale dans les pays industrialisés, en particulier I’Amérique du Nord et I’Europe de 1’Ouest,
dont la France. Par contre a 1’échelle mondiale, le VIH-1 non-B représente au moins 90% des
virus circulants (Geretti, 2006). Les six autres sous-types du VIH-1 (D, F, G, H, J et K) sont
relativement peu représentés avec seulement 10% des nouvelles infections en 2004
(Hemelaar et coll., 2006). La forme la plus répandue de VIH-1 est le sous-type C qui en
2011, a été responsable d'environ 48% des infections mondiales. Ensuite nous avons : 12%,
sous-type A ; 11%, sous-type B; 5%, sous-type E; 2%, sous-type D et 22% pour les
recombinants (Hemelaar et coll., 2011). Le sous-type D prédomine en Afrique de I’Est et le
CRF02_AG en Afrique de ’Ouest. Le sous-type C est prévalent dans les pays de I'Afrique
Australe ou il représente les 2/3 des cas de VIH, dans les pays de 'Afrique de I’Est, dans la
région sud du Brésil, en Inde (zone de forte densité de population) et dans les pays
avoisinants. Le sous-type A est trés répandu en Europe Centrale, en Afrique, en Iran et
Europe de 1'Est et en Asie Centrale. C’est le sous-sous-type Al qui est la forme la plus
répandue, alors que les sous-sous-types A2 et A3 se trouvent principalement en Afrique et
rarement en Europe (Peeters et coll., 2008).

Concernant les CRFs, certains ont un grand impact sur les épidémies locales de VIH/SIDA,
tels que le CRFO1_AE en Asie du Sud et le CRF02_AG en Afrique de 1’Ouest. Le
CRFO06 cpx est la deuxieéme forme recombinante circulante en Afrique de 1’Ouest alors que
les autres CRF ont une implication beaucoup plus faible (Ramirez et coll., 2008). C’est le cas
du CRFO3_AB en Russie, le CRFO7_BC et CRF08_BC au chine, le CRF14_BG en Espagne
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et le CRF15_01B au Thailande (McCutchan, 2000). Diverses recombinants, impliquant ces
CRF ont été également décrits, bien qu’en de faibles proportions, en Afrique de I’Ouest ; c’est
le cas du CRF02_AG/CRFO06_cpx au Niger (Mamadou et coll., 2003) et du
CRF02_AG/CRF09_cpx en Cote d’Ivoire (Toni et coll., 2005).

En définitive, I’épidémiologie moléculaire du VIH-1 est un processus dynamique dans le
temps. Pour exemple, le sous-type C qui ne serait entré au Brésil qu’au milieu des années
1980 (Bello et coll., 2008), représente 50% des nouvelles infections dans la région sud du
Brésil et une prévalence qui augmente de 5 a 30% dans les pays voisins (Locatelli et coll.,
2007). De méme, dans la partie sud de 1’Afrique, le sous-type C prédomine sur les autres

sous-types (A et B) qui sont Iégerement représentés (Jacobs et coll., 2009).
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Figure 26 : Distribution géographique des sous-types et CRFs du VIH-1, groupe M
(Santos et Soares, 2010).

La plus grande diversité est retrouvée en Afrique sub-saharienne avec des tendances
géographiques variables d’une région a une autre. L’ Afrique Centrale en particulier présente
la plus grande diversité de souches, traduisant une infection plus ancienne. Tous les sous-
types connus, de nombreux CRFs et une variété de recombinants uniques circulent dans cette
zone (Vidal et coll., 2000). Beaucoup de sous-types et des souches non typées (unclassified)

sont retrouvés dans cette localité (Kita et coll., 2004). Le CRF02_AG représenterait jusqu'a
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60% des echantillons positifs au Cameroun et dans les pays avoisinants (Montavon et coll.,
2000) a I’exclusion de la République Démocratique du Congo (RDC) ou la diversité du VIH-
1 dépasse celle de tous les autres pays combinés. En effet, comme le montre la figure 26, tous
les sous-types, des CRFs comprenant les sous-types A, B, G, D, C, F, H, J, CRF01_AE ainsi
que de nombreuses formes non identifiées, circulent dans toute la RDC (Vidal et coll., 2000).
L’Afrique de 1'Ouest présente un modele épidémiologique similaire a celui de 1I’Afrique
Centrale avec une prévalence du CRF02_AG allant de 37% au Nigeria, 66% au Ghana et
jusqu’a 71% au Sénégal (Peeters et coll., 2003). Le CRF02_AG représente plus de 50% des
souches qui circulent au Cameroun avec une mixture de sous-type G, CRF (CRFO1_AE,
CRF11 _cpx et CRF13 cpx) et des URFs (McCutchan, 2000). Tous les sous-types du groupe
M ont été documentés depuis 2000 au Sénégal avec 84,6% de sous-type A (Toure-Kane et
coll., 2000). Une étude, menée en 2002, a montré une prédominance de CRF02_AG (Laurent
et coll., 2002), plus de dix autres variants qui circulent, a savoir: C, B, D, G, A, Al,
CRF06_cpx, CRF11 cpx, CRF45_cpx et plusieurs URFs (Diop-Ndiaye et coll., 2010).
L’émergence du sous-type A3 a été notée en 2004 dans une cohorte des professionnelles du
sexe (Meloni et coll.,, 2004). Cependant une étude menée chez les MSM montre une
prévalence élevée du sous-type C qui s’éléeve a 40% dans cette population, suivi du
CRF02_AG a 24,3%. (Ndiaye et coll., 2009). L’origine des sous-types C du Sénégal montre
plusieurs introductions vers les années 1970 en provenance de I’Est et du Sud de 1I’Afrique
(Jung et coll., 2012).

En Afrique de I'Est, I’épidémie est dominée par les sous-types C, D et le variant Al. Le sous-
type C est particulierement répandu dans la Corne de I'Afrique ou il constitue les 90% des
deux millions de cas de VIH en Ethiopie (Kassu et coll., 2007) et 73% des cas a Djibouti
(Maslin et coll., 2005). Le sous-type A au Kenya, le C en Tanzanie (McCutchan, 2000) et le
D en Ouganda (avec des prévalences allant de 40-70% selon les régions) ou il co-circule avec
le sous-type A et des recombinants A/D (Collinson-Streng et coll., 2009).

L’épidémie en Afrique Australe est largement dominée par le sous-type C, qui représentait
plus de 90% des cas de VIH, suivi du sous-type B avec 7% des cas retrouves essentiellement
dans la communauté homosexuelle. Des études ont montré une évolution de cette diversité
avec I’introduction des sous-types G (3,7%), CRF37_cpx (6,7%) et de formes recombinantes
(7,7%) au Mozambique (Bartolo et coll., 2009) mais aussi d’autres sous-types tels que le
sous-type A (3,1%) en Afrique du Sud (Jacobs et coll., 2009).
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L’épidémie en Asie, largement dominée par les sous-types B, C et le CRFO1-AE, a subi une
importante évolution depuis les premiers cas de VIH décrits. En Chine, plusieurs
recombinants B/C dont deux CRF ont été identifiés avec une distribution régionale, le
CRF08_B/C et le CRF01_AE sont répandus dans le Sud et le CRFO7_BC plus localisé dans le
Nord (Weniger et coll., 1994 ; Li et coll., 2010).

En Inde, nous avons une prédominance du sous-type C suivi du sous-type B et du CRF08_BC
(Sahni et coll.,, 2002 ; Neogi, 2009). Cependant, les sous-types Al, B, CRF01_AE et
CRFO06_cpx de méme que des recombinants A/B et A/C ont également été identifiés
(Deshpande et coll., 2009).

En Europe et en Russie, le sous-type B prédomine avec une prévalence atteignant
97%, mais l'immigration en provenance de régions endémiques non-B, a permis 1’introduction
d'autres souches de VIH. La proportion des souches non-B est en perpétuelle augmentation
chez les MSM, allant de 11% en France, 13.5% en Italie, 23% au Royaume Unis, 24% en
Espagne et & plus de 33% au Portugal (Semaille et coll., 2008 ; Cuevas et coll., 2009). Ce
brassage entre sous-types a conduit a 1’émergence du CRF14 BG (Delgado et coll., 2002).
En France, plus de 25 a 50% des souches sont des non-B et plus particulierement du
CRF02_AG (Descamps et coll., 2005 ; Peeters et coll., 2008) et on constate également une
augmentation de la fréquence de recombinaisons B/ CRF02_AG chez les MSM (Leoz det
coll., 2011).

En république Tcheque, c’est le B qui est prévalent avec 76.6%. Il y a aussi un nombre
croissant de sous-types non-B (Al, C, D, F1, G) et certaines formes recombinantes
(CRFO1_AE, CRF02_AG et CRF06_cpx) (Linka et coll., 2008).

En Amérique central et du Sud, ce sont les sous-types B et F ainsi que leurs recombinants qui
prédominent avec un gradient Nord-Sud. Le sous-type B est responsable de 100% des cas a
Mexico et au Bahamas, 80% des cas en Equateur et en Bolivie, 61-80% des infections au
Brésil et 30% des cas colligés en Argentine (Gomez-Carrillo et coll., 2006). Au Brésil, la
plupart des autres cas sont dus au sous-type F (Véras et coll., 2007), mais aussi les sous-types
B, C et des recombinants. A Sao Paulo, les 90% des infections sont dues au sous-type B et 4%
au sous-type F (Sa Filho et coll.,, 2005). La dynamique de 1’épidémie est a ’origine de
I’émergence d’une dizaine de recombinants circulants B/F et B/C avec une prévalence de 56,9
-70% des recombinants BF en Argentine (Gomez-Carrillo et coll., 2006). En Amérique du

Nord, le sous-type B reste majoritaire avec plus de 95% des cas d’infection. La plupart des
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cas de souches non-B, majoritairement du sous-type C est retrouvé dans les populations
d’immigrants (Akouamba et coll., 2005).

En Australie et en Océanie, bien que le sous-type B reste majoritaire (74% des cas), d’autres
sous-types liés a I’immigration, sont aujourd’hui décrits en des proportions non négligeables
12% de C, 9% de CRFO1_AE et des cas limités de A et G (Womack et coll., 2001). Cette
grande diversité et la distribution inégale des différents variants de VIH dans le monde auront
certainement des conséquences sur les divers aspects de la prise en charge de I’infection a
VIH.

111.3. Conséquences de la diversité génétique

Les incidences de la diversité génétique du VIH vont avoir un impact sur tous les aspects de la
prise en charge de I’infection. Elles sont perceptibles sur le diagnostic, la quantification de la
charge virale, la transmission et la progression de la maladie, la réponse au traitement

antirétroviral et le développement de vaccins.
111.3.1. Impact sur le diagnostic et le monitoring

La diversité du VIH-1 a un impact énorme sur le diagnostic et le monitoring virologique car,
les tests sérologiques et les techniques de quantification de la charge virale ne sont pas
toujours en mesure de détecter de la méme maniere tous les différents variants connus du VIH
(Lal et coll., 2005). 1l a étée démontré que les tests ELISA et tests rapides ont des capacités de
diagnostic variables entre les sous-types non-B (Peeters et coll., 2003) et surtout que les
antigénes utilisés pour ces techniques étaient basés sur le sous-type B (Louis et coll., 2008).
La performance de ces tests sérologiques de 4™ génération peut étre influencée par la grande
diversité du VIH dans les pays Africains. Cependant, le diagnostic moléculaire par
I’utilisation d’amorces géneriques, permet de détecter I’infection de tous les sous-types et
groupes du VIH-1 (Yang et coll., 2000).

La quantification de la charge virale est maintenant possible, aussi bien sur le plasma qu’a
partir de spots de sang séchés (DBS, Dried Blood Spot) avec des trousses commerciales pour
tous les sous-types du VIH-1. Mais les tests basés sur la technique de PCR (Polymerase Chain
Reaction) ont montré des difficultés dans la quantification de I’ARN viral des VIH-1, groupe
O (Rouet et coll., 2010). La technologie de Abbott real Time, TagMan v.2 parvient a
quantifier le VIH-1, groupe O et le Nuclisens EasyQ des laboratoires de Biomérieux arrive a
quantifier le VIH-2, groupe A (Rodés et coll., 2007 ; Sizmann et coll., 2010). Cependant
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jusqu’a ce jour, il n’y a pas de technique commerciale qui parvient a détecter les differents
groupes du VIH-2. Le challenge repose alors sur la mise a disposition de nouvelles techniques
de détection et de quantification (Hemelaar, 2012).

111.3.2. Impact sur la transmission et la progression de la maladie

Le VIH-2 comparé au VIH-1 montre : une phase asymptomatique plus longue, une charge
virale faible, un déclin tres ralenti du taux de CD4 et un faible taux de mortalité en faveur du
VIH-2 (Marlink et coll., 1994). La diversité influe sur le niveau de transmission des sous-
types de VIH-1 comparés entre eux. Il a été démontré que le sous-type C était plus
transmissible comparé aux autres sous-types. Une étude a montré que cette différence peut
étre liée a une forte production du VIH-1 sous-type C au niveau vaginal comparé aux autres
sous-types (Hemelaar et coll., 2012). Des études menées en Ouganda, Tanzanie et au Kenya
ont montré que le sous-type D est responsable d’une progression vers la phase SIDA plus
rapide, comparé au sous-type A (Kaleebu et coll., 2002 ; Vasan et coll., 2006 ; Easterbrook
et coll., 2010). Cependant une étude menée en Tanzanie, montre que les sous-types A et C,
ainsi que les recombinants sont plus transmissibles que le sous-type D durant la période
prénatale (Renjifo et coll., 2001).

La progression vers la phase SIDA est aussi influencée par le type de corécepteur et du
tropisme cellulaire et il a été démontré que les souches qui utilisent les corécepteurs CCR5
des chimiokines sont plus transmissibles que celles utilisant le CXCR4 (Berger et coll.,
1999). Chez les personnes infectées par le VIH-1, sous-type B, la forte utilisation du CXCR4
est associée a une progression rapide vers la phase SIDA comparé au sous-type C
(Tscherning-Casper et coll., 2000). Ainsi, les souches dénommeées ««dualtropic», utilisant
les deux corécepteurs ont une progression plus rapide vers la phase SIDA et c’est le cas du

VIH-1, sous-type D (Huang et coll., 2007).

111.3.3. Impact sur la prise en charge thérapeutique

La diversité genétique constitue un Véritable frein pour [D’efficacité des molécules
antirétrovirale. C’est la raison pour la quelle, la monothérapie instaurée depuis 1980 a eté
remplacée par la trithérapie a partir de 1996 et des bénéfices sur le plan clinique ont été notés
(Vella et coll., 2012). 1l a été établi que les souches de VIH-1 du groupe O et le VIH-2 sont
naturellement résistantes aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

(Descamps et coll., 1997). Plusieurs études menées en Afrique et en Asie ont montré qu’il
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n’y a pas de différence de sensibilité entre les sous-types du groupe M, utilisant des schémas
thérapeutiques diverses dont les molécules ont été synthétisées a partir du sous-type B
(Kantor, 2006). En revanche, il y a des différences concernant les mutations de résistance
entre les souches B et non-B. Toutes les 55 positions clefs de mutations de résistance pour les
B ont été trouvées chez les non-B. Cependant, pour les 67 positions clefs de mutations de
résistance pour les non-B, seulement 61 ont été retrouvées chez les VIH-1, sous-type B
(Kantor et coll., 2005). Les souches non-B acquierent tres rapidement les mutations de
résistance, comparées au sous-type B (Kosakovsky et Smith, 2009). Une caractérisation
génétique de la protéase a montré la présence de mutations mineures chez les souches non-B.
Ces mutations n’ont pas d’effet sur la sensibilité par rapport a une molécule antirétrovirale,
mais associées, elles peuvent améliorer la réplication virale et augmenter le niveau de la
résistance une fois associées avec une ou plusieurs mutations majeures (Vergne et coll.,
2000). Cette différence entre les souches B et non-B se manifestent aussi au niveau des
mutations de polymorphisme pour la protéase, qui fait supposer la possibilité d’acquisition de
mutations précoces en faveur des non-B. Cependant, I’influence de ce polymorphisme sur le
traitement antirétroviral n’a pas ét¢ démontrée sur le pln clinique (Velazquez-Campoy et

coll., 2002)
111.3.4. Impact sur la recherche vaccinale

La diversité du VIH au niveau mondial en dehors des facteurs individuels, est I'un des
véritables obstacles a la découverte d’un vaccin efficace contre le VIH. A cause de son
évolution rapide et le développement de mutations chez chaque personne infectée, il est tout a
fait difficile pour le systtme immunitaire des personnes infectées de maitriser 1’infection
virale (Hemelaar, 2012). De ce fait, la découverte d’un vaccin efficace sera la solution
durable contre la pandémie du VIH et des exemples d’études vaccinales a titre préventif ont
éte développés :

- L’étude dénommée RV 144 qui consistait a I’administration d’un vecteur recombinant,
«avipox» avec une protéine d’enveloppe, <«aidsvax B/E» sur 16400 sujets
Thailandais, a montré une réduction du risque d’infection a 31% (Rerks-Ngarm et
coll., 2009),

- L’étude sur la prophylaxie prés exposition, dénommée PrEP, a montré des résultats
satisfaisants dans différents groupes et divers parametres : le tenofovir utilisé comme

gel vaginal entrainait une réduction a 39% de la transmission du VIH (Karim et coll.,
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2011). Cependant, le tenofovir peut étre utilisé par voie orale, seul ou associé avec de
I’emtricitabine. Le tenofovir, utilisé¢ seul, a entrainé chez des couples sérodifférents
une réduction a 62% de la transmission du VIH-1, et associé avec 1’emtricitabine, cette
transmission est réduite a 44%, 63% et 73% respectivement chez un groupe d’hommes
ayant des rapports sexuels avec des hommes, un groupe d’hétérosexuel et des couples
séroconcordants (Ruffin et coll., 2012).
Ces procédes cités ci-dessus, se basent sur la réponse a médiation cellulaire. Des études ont
montré qu’en plus de cette médiation cellulaire, 1’utilisation d’anticorps spécifiques serait un
plus dans la découverte d’un vaccin efficace. C’est ainsi qu’une étude a mis en évidence des
anticorps (VRCO01 et VRCO02), qui sont capables de neutraliser a 90% des souches de VIH-1
circulantes (Wu et coll., 2010). Un procédé de synthése chimique a été aussi développé dans
le but de mimer la fonction de liaison du CD4 a la gp120. La liaison de ce peptide a la gp120
peut diminuer I’infection de nouvelles cellules (Baleux et coll., 2009). Malgré ces importants
résultats d’études vaccinales dans différents pays et sur des variants de VIH différents,
I’évolution du virus pose toujours le probléme d’un vaccin efficace. Le travail dans le cadre
d’un réseau, incluant les différents pays africains a grande variabilité génétique du VIH
pourrait améliorer les résultats de prévention et la couverture en termes de souches virale
(Gaschen et coll., 2002).

111.4. Méthode de détermination des groupes et sous-types du VIH-1

La détermination des groupes et sous-types du VIH-1 est essentiellement basée sur deux
techniques : la sérologie et les techniques moléculaires.

111.4.1. Détermination du génotype par sérotypage

Les tests serologiques sont faciles a utiliser, peu onéreux et peuvent tester a la fois un grand
nombre d’échantillons (Peeters et coll., 2000). De nombreuses techniques de serotypage ont
¢té mises en ceuvre et sont le plus souvent utilisées dans le cas de large enquéte
épidemiologique. Nous pouvons citer les techniques immuno-enzymatiques (ELISA), utilisant
des peptides synthétiques de la boucle V3 de I’enveloppe. Ces tests ont ¢été utilisés avec
succes pour diagnostic des infections dues au VIH-1, groupes M, N et O (Mauclere et coll.,
1997). Cependant, ces tests ont des difficultés pour différencier les sous-types du groupe M

(Plantier et coll., 1999) et le sérotypage est source d’erreurs dans I’identification des

S7



génotypes, plus particulierement dans les pays Africains, a grande variabilité génétique
(Nkengasong et coll., 1998)

111.4.2. Détermination du génotype par des techniques moléculaires

Les techniques moléculaires sont essentiellement basées sur la méthode de la PCR (Plymerase
Chain Reaction). Le principe de base repose sur une amplification génique d’un ou de
plusieurs genes a partir de I’ADN proviral ou de I’ARN viral aprés une étape de

rétrotranscription.

111.4.2.1. Séquencage et phylogénie moléculaire

Le séquencage est la méthode la plus précise et fiable pour identifier les variants du VIH-1.
La méthode de séquencage la plus utilisée actuellement, est celle de Sanger réalisée avec des
didéoxynucléotides ou terminateurs de chaine (Sanger et coll., 1977). Aprés la PCR, les
séquences obtenues (génome complet ou partiel) sont analysées par phylogénie pour
déterminer leurs liens avec des séquences antérieurement carctérisées et disponibles dans les

bases de données (http://www.ebi.ac.uk/embl/, http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/).

Plusieurs méthodes phylogénétiques sont utilisées pour I’analyse des séquences : la méthode
du plus proche voisin (Neighbor Joining) et la méthode du maximum de vraisemblance
(Maximun Likelihood) et I’analyse des recombinaisons (Rip, Blast subtyping et le
bootscanning (Salminen et coll., 1995).

La méthode du plus proche voisin est trés rapide et permet d’obtenir de maniere efficace un
arbre correct. Elle compare de maniére séquentielle les taxons deux a deux pour obtenir un
arbre dont la longueur totale sera la plus courte possible (Saragosti, 1997).

La méthode du maximum de vraisemblance procure une estimation de la probabilité associée
a chaque embranchement et la distance entre les nceuds. C’est une méthode un peu lente car
associant les nucléotides et ne peut étre utilisée que pour un nombre limité de taxons
(Saragosti, 1997). L’arbre construit sera celui dont les embranchements positionnant les
differentes sequences seront les plus probables (Felsenstein, 1981)

L’analyse de recombinaison est effectuée pour les branches dont les liaisons ne sont pas
fiables. Cette fiabilité est appréciée grace a une valeur statistique dénommée «bootstrap»», qui
traduit la fréquence d’obtenir le méme embranchement. Cette valeur est estimée bonne

lorsqu’elle est supérieure a 70%. Au cas contraire, la branche n’est pas considérée comme
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fiable (Sitnikova, 1996), raison pour la quelle, il faudra faire des études de recombinaison en

utilisant les différentes méthodes citées ci-dessus.

111.4.2.2. Multi-region Hybridization Assay (MHA)

C’est une technique qui permet de caractériser les sous-types, recombinants et les doubles
infections par amplification de plusieurs régions du génome (Hoelscher et coll., 2002). La
technologie utilise le principe de la PCR en temps réel avec des sondes spécifiques. Cette
technique est largement utilisée dans les pays a grande variabilité génétique (Vidal et coll.,
2007). Une étude récente a montré 1’utilisation du MHA pour I’identification de huit variants
communs entre I’Afrique de I’Ouest et du Centre. Elle a aussi démontré la capacité de cette
technique de mettre en évidence les doubles infections et par conséquent, elle peut étre
utilisée comme outil de surveillance de la variabilité génétique et le suivi des doubles

infections dans les pays africains (Vidal et coll., 2012).

111.4.2.3. Single Genom Amplification (SGA)

Il a été démontré que les techniques de PCR et de séquencage classiques ne détectent que les
variants majoritaires, supérieurs a 20% de la population virale chez un individu infecté
(Gunthard et coll., 1998). Cependant, certains aspects de la recherche nécessitent la mise en
place d’une nouvelle technique pour I’amplification des variants minoritaires (Johnson et
coll., 2008). Le SGA initialement appelé SGS (Single Genom Sequencing) a été utilisé pour
démontrer les limites des techniques de la PCR classique et de séquencgage dans I’étude de la
diversité génétique et la détection des mutations associées a la résistance aux antirétroviraux
(ARV). Le principe est basé sur une cascade de dilution de la matrice de la réaction de PCR
selon la loi de Poisson afin d’obtenir des produits de PCR a partir d’un seule copie, molécule
unique (isolat). Le SGA permet de détecter 10% des mutations de résistance en plus de celles
détectées par la technique de séquencage classique. Ces résultats montrent que le SGA, non
seulement plus sensible que les autres techniques dans le suivi de la variabilité génétique,
mais aussi plus adéquat dans la détection des mutations associées a la résistance aux ARV
(Palmer et coll., 2005). Le SGA est aussi utilise dans 1’analyse moléculaire de la transmission
du VIH-1 et son évolution dans les populations clés. Ces résultats qui ont été obtenus en
appliquant le SGA sur le géne env, montrent aussi sa faisabilité sur d’autres génes du génome
viral en entier (Salazar-Gonzalez et coll., 2008). C’est ainsi que cette technique a été utilisée
pour documenter les multiples infections et la présence de quasi-espéces dans une population

infectée par le sous-type C. Cette étude prospective a montré une augmentation progressive
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du nombre de quasi-espéces en utilisant les génes accessoires et regulateurs que sont : vif, vpr,
vpu, tat et rev (Rossenkhan et coll., 2012). Une autre étude effectuée sur 50 femmes de la
Tanzanie a aussi montré I’importance du SGA dans I’étude da la distribution des sous-types,
des infections multiples et la fréquence des recombinaisons. A partir de la région V1-C5 du
gpl20, 8% de recombinaisons inter sous-types incluant les sous-types C/A et D/A plus
plusieurs complexes de recombinaisons ont été documentés. Cette fréquence des infections
multiples et le taux de recombinaison contribuent de fagon significative a la diversité
génetique et ont un impact réel dans la conception de vaccin et le développement des

stratégies thérapeutiques (Kiwelu et coll., 2012).
IV. Le traitement antirétroviral et la résistance du VIH-1 aux ARV

Depuis que le VIH-1 a eté identifié comme virus responsable du syndrome de
I’immunodéficience acquise, plusieurs molécules pour le traitement antirétroviral (TARYV)
approuvees par la FDA (Food and Drug Administration) ont vu le jour (Mehellou et De
Clercq, 2010). L’objectif du traitement antirétroviral est de transformer I’infection virale,
pouvant aboutir au SIDA, en une infection chronique par ['utilisation de différentes
combinaisons thérapeutiques (Tsibris et Hirsch, 2010). En effet, depuis la création de la
premiére molécule antirétrovirale dénommée la Zidovudine (AZT) en 1987, comme un
inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse (INTI), la palette des antirétroviraux n'a
cessé de s'élargir. Le développement de molécules a cibles virales différentes, a permis
d'obtenir des résultats tres encourageants dans le cadre des associations thérapeutiques et
d'améliorer considérablement la qualité de vie des patients. L’année 1995 a marqué
I’avénement des inhibiteurs de protéase (IP) (Wensing et coll., 2010) et en 1998, une
nouvelle classe d’ARV a vu le jour avec les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase
inverse (INNTI) permettant ainsi I’obtention de nouveaux schémas de trithérapie ou de
quadrithérapie, connus sous le nom de HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy). Cette
trithérapie a révolutionné la thérapeutique antirétrovirale par sa capacité a diminuer la
morbidité et la mortalité liées a I’infection a VIH/SIDA et d’accroitre 1’espérance de vie des
patients (Palella et coll., 1998). Cependant, la gestion de I’infection a VIH est trés complexe
et demeure un probléme lié au monitoring et a 1’efficacité des ARV, la toxicité et la mauvaise
tolérance des ARV et enfin, les échecs thérapeutiques et le développement des mutations de
résistance (Tourmond et coll., 2010 ; Tsibris et Hirsch, 2010). L’ensemble de ces facteurs

montrent, la nécessité de rechercher de nouvelles molécules et de nouvelles cibles
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thérapeutiques avec plusieurs possibilités de combinaisons thérapeutiques (Ghosh et coll.,
2010).

1V.1. Les molécules antirétrovirales

La synthése des molécules antirétrovirales a commencé depuis 1’instauration de la
monothérapie dans les années 1987 et ensuite, vers 1995, le schéma standard de traitement
des infections a VIH fut la combinaison de plusieurs molécules dénommé HAART (Palella et
coll., 1998).

IV.1.1 Les différentes classes et molécules actuelles

Les molécules antirétrovirales approuvées par la FDA sont au nombre de 24, réparties en six
classes : les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse, les
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse, les inhibiteurs de la protéase, les
inhibiteurs d’intégrase, les inhibiteurs d’entrée et les inhibiteurs de fusion (voir tableau I)

(Tang et Shafer, 2012).
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Tableau I : Les différentes classes et molécules antirétrovirales (Tang et Shafer, 2012)

Dénomination Commune Internationale (DCI)

Abréviation Nom de spécialité

Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse

Zidovudine

Didanosine

Stavidune

Lamivudine

Emtricitabine

Abacavir

Inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse

Tenofovir
Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

Névirapine

Efavirenz

Delavirdine

Rilpivirine

Etravirine

Inhibiteurs de la protéase

Saquinavir

Ritonavir

Indinavir

Amprenavir
Fosamprenavir
Lopinavir/ritonavir
Atazanavir
Tipranavir

Darunavir
Inhibiteurs de fusion

Enfurvitide (T20)
Inhibiteur du corécepteur CCR5

Maraviroc
Inhibiteurs de I'intégrase

Raltegravir
Elvitegravir

AZT
ddl
DAT
3TC
FTC
ABC

TDF

NVP
EFV
DLV
RPV
ETV

SQV
RTV
IDV
APV
Fos-APV
LPV/r
ATZ
TPV
DRV

ENF

MRV

RVG
ELV

Rétrovir®
Videx®
Zérit®
Epivir®
Emtriva®
Abacavir®

Viread®

Viramune®
Efavirenz®
Rescriptor®
Edurant®
Intelence®

Invirase®
Norvir®
Crixivan®
Agénérase®
Telzir®
Kaletra®
Reyataz®
Aptivus®
Prézista®

Fuzéon®
Celsentri®

Isentress®
Stribild®

IV.1.1.1. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse (TI)

Chez tous les rétrovirus, la transcriptase inverse est essentielle pour la synthese de I’ADN

génomique avant son intégration dans le chromosome cellulaire (Sarafianos et coll., 2009).

Cette fonction primordiale de la transcriptase inverse dans le cycle de la réplication fait d’elle,
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une cible dans la thérapie antirétrovirale. Les molécules inhibitrices de ’activité de la T sont
subdivisées en deux classes : les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la TI (INTIs)
et les inhibiteurs non nucléosidiques de la TI (INNTIs) (Menéndez-Arias, 2002).

IV.1.1.1.1. Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques
delaTI (INTIs)

Les INTIs sont les premiéres molécules commercialisées dans la thérapie antirétrovirale
(Young, 1988). Les INTIs sont des analogues aux nucléotides naturels, a la seule différence
qu’ils leur manquent le groupe 3’-OH. Cette caractéristique leur donne le nom de terminateur
de chaine. Etant des analogues aux nucléotides naturels, ils agissent par compétition et comme
ils n’ont pas le groupement —OH en position 3’°, leur fixation va entrainer un arrét de la
transcription. Cependant, I’ensemble des ces inhibiteurs, a I’exception du Tenofovir, nécessite
une tri-phosphorylation avant de devenir actifs. lls sont ainsi appelés les inhibiteurs
nucléosidiques de la TI (Mehellou et De Clercq, 2010). La forme active du tenofovir est plus
rapide car il ne demande que deux phosphorylations supplémentaires et il est le seul inhibiteur

nucléotidique de cette classe (Tsibris et Hirsch, 2010).

IV.1.1.1.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques de la TI
(INNTIs)

Les INNTIs forment la seconde classe de molécules inhibitrices de I’activité de la
transcriptase inverse, mais pas comme compétitrices aux nucléotides naturels a I’instar des
INTIs. La quasi-totalité des INNTIs de premiere génération ont le méme mécanisme d’action,
en se fixant au niveau d’une poche hydrophobe. Ce qui fait qu’une seule mutation a ce point
entraine une déficience dans 1’activité de ces molécules (Tsibris et Hirsch, 2010). La poche
hydrophobe se trouve dans la p66, principalement dans la paume de I’enzyme, a une distance
environ de 10 Angstrom du site actif de ’ADN polymérase et de 60 Angstrom a celui de la
RNase H (Kohlstaedt et coll., 1992). La poche a une configuration fermée en absence
d’INNTIs, comblée par les chaines latérales des acides aminés Y181 et Y188. L ouverture de
cette poche hydrophobe est induite par la fixation des INNTIs (Zhou et coll., 2006). Lors de
la fixation d’un INNTIL les acides aminés Y181 et Y188 sont déplacés, ce qui empéchera
I’activité enzymatique de la TI (Sluis-Cremer et coll., 2004). La fixation de I’'INNTI entraine
un changement de position du pouce, qui prend une position encore plus extréme que celle
qu’il devrait prendre pour la liaison a I’amorce. Ce positionnement pourrait altérer les

changements de conformation, nécessaires a la polymérisation (Sluis-Cremer et coll., 2004).

63



La fixation de I'INNTI dans la poche hydrophobe entraine par un mécanisme allostérique, une
perturbation des résidus D185 et D186 (motifYMDD) qui coordonnent avec les ions Mg2+, la
polymérisation. Ce changement pourrait positionner le dNTP (désoxynucléotides
triphosphates) d’une maniére impropre a 1’incorporation (Esnouf et coll., 1995). C’est une
région moins conserveée, ce qui explique certainement la prédisposition du virus a développer
rapidement des résistances vis a vis de ces molécules (De Clercq, 1998). Cette notion de
faible nombre de mutations pour que le virus devienne résistant aux molécules antirétrovirales
définit la barriére génétique et c’est ce qui est ’origine de la distinction des INNTIs en trois
générations. La premiére génération est composée de la nevirapine et de la delavirdine
approuvé par la FDA en 1996 et 1997 respectivement. En 1998, I’efavirenz est approuvé
comme appartenant a la seconde génération des INNTIs. Ces molécules de 1°¢ et 2"%
génération ont une faible barriére génétique car une seule mutation peut entrainer la résistance
a ces molécules (Jochmans et coll., 2009). Elles sont alors administrées aux patients des le
début du traitement ARV, période pendant laquelle, le virus n’a pas encore accumulé des
mutations de résistance a cette classe (Tsibris et Hirsch, 2010). Cependant, ’etravirine, qui
est une molécule de 3™ génération, a une barriére génétique élevée et demande une
accumulation de plusieurs mutations pour devenir inefficace, raison pour laquelle, elle est
souvent utilisé pour le traitement des patients ayant accumulé plusieurs mutations de
résistance aux INNTIs et dont les molécules des générations précédentes ne sont plus

efficaces (www.intelence-info.com/intelence/fullprescribing-info.html). L’ensemble des

INNTIs ont une demi-vie longue (25-55h). Ils sont meétabolisés par le foie et constituent un
substrat pour le cytochrome P. Bien que la structure de la T1 du VIH-2 présente de fortes
homologies avec la Tl du VIH-1, les INNTIs n’ont pas d’activité sur le VIH-2 et non plus sur
le VIH-1, groupe O (Tsibris et Hirsch, 2010). Cette perte d’activité est causée par un
changement au niveau des résidus des codons 181 et 188 (Tyr181, Tyr188 pour le VIH-1 et
[1e181, Leul88 pour le VIH-2), ce qui empéche la liaison des INNTIs a la Tl du VIH-2
(Sluis-Cremer et coll., 2004).

IV.1.1.2. Les inhibiteurs de la protéase

Le role de la protease dans les processus de maturation des particules virales, fait d’elle une
véritable cible pour la thérapie antirétrovirale. Les molécules de cette famille ont donc une
forte affinité avec le site actif de la protéase, dont elles inhibent I’activité enzymatique de
maniere irréversible (Boden et Markowitz, 1998). Les inhibiteurs de la protéase agissent par

compétition aux substrats naturels de la protéase, a I’exception du tipranavir, ils sont donc
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peptidomimeétiques. Ils sont souvent associés avec une faible dose de ritonavir et on parlera
d’IPs boostés, pour améliorer la demi-vie des molécules grace a I’activité inhibitrice du
ritonavir sur le cytochrome P450 (Kempf et coll., 1997). Les IPs sont subdivisés en deux
groupes selon Pefficacité, la tolérance et la durée de la demi-vie. Ainsi, les IPs de 1¥ groupe
(IP de 1" génération) comprennent : saquinavir, ritonavir, indinavir et nelfinavir. Ils sont
caractérisés par une demi-vie courte, ce qui augmente le nombre de prises journaliére, une
barriere genétique faible et une efficacité réduite. Par contre, la majeure partie des IPs de

second groupe (2"*

génération) que sont : fosamprenavir, lopinavir, atazanavir, tipranavir et
darunavir, sont boostés et permettent ainsi d’augmenter la durée de la demi-vie et la barriere

génétique de ces molécules (Danner et coll., 1995).

IV.1.1.3. Les inhibiteurs d’intégrase

Les inhibiteurs d’intégrase constituent une nouvelle famille de molécules antirétrovirales. La
fonction essentielle de I’intégrase dans le transfert et 1’intégration de I’ADN viral dans le
génome de la cellule hote, fait des inhibiteurs d’intégrase, une nouvelle option thérapeutique
chez les patients infectés, aussi bien par le VIH-1 comme par le VIH-2 (Garrett et coll.,
2008). Deux molécules sont actuellement disponibles : le raltegravir et ’elvitegravir. Elles
appartiennent a la famille des inhibiteurs sélectifs du transfert de brin et agissent en se fixant
sur le complexe de pré-intégration. Il en résulte un blocage sélectif du transfert de brin et par
conséquent un arrét du processus d’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule
hdte (Mouscadet et coll., 2007). Le raltegravir est la premiére molécule a étre
commercialisée en 2008 et les résultats d’une étude, dans le cadre d’un traitement optimisé,
ont montré une faveur du raltegravir, puisqu’a 48 semaines, 72% des patients inclus dans ce
bras ont une charge virale inférieure a 400 copies/ml contre 37% des patients dans le bras
placebo (Steigbigel et coll., 2008). L’elvitegravir est le second inhibiteur d’intégrase, qui
contrairement au raltegravir, est métabolisé par le cytochrome 34A et présente la particularité
de devoir étre co-administré avec du ritovavir pour augmenter sa concentration plasmatique
(Bonnard et Pialoux, 2009). Les inhibiteurs d’intégrase ont plusieurs avantages par rapport
aux différentes classes citées ci-dessus car leur activité n’est pas affectée par le tropisme, leur
tolérance digestive est bonne et ils n’ont pas de toxicit¢é métabolique. Cependant, leur
utilisation précoce demande une observance parfaite en raison de leur barriere génétique
faible. De plus, les résistances sont largement croisées entre ces deux molécules, ce qui

limiterait les possibilités thérapeutiques en cas d’échec (Véronique et Yeni, 2009).
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IV.1.1.4. Les inhibiteurs d’entrée et de fusion

L'entrée du VIH-1 dans les cellules cibles est un processus a plusieurs étapes qui nécessite
une interaction entre la glycoprotéine d’enveloppe du virus, le récepteur CD4 de la cellule
hote et les corécepteurs (CCR5 et/ou CXCR4). Ces corécepteurs représentent aussi une cible
de la thérapie antirétrovirale. Cependant, seules deux molécules sont aujourd’hui disponibles :
le maraviroc et ’enfuvirtide (T-20). Elles ont une action allostérique car leur fixation entraine
un changement de conformation. Le maraviroc est responsable de modifications au niveau de
I’interaction gpl120-CCRS5 et I’enfuvirtide au niveau de la gp41 (Kuritzkes, 2011). Ces
modifications de conformation auront comme conséquence I’inhibition de I’entrée du génome
viral dans la cellule héte. Le maraviroc est le premier antagoniste de CCR5 approuvé mais
son utilisation est trés limitée car il n’est actif que sur les virus a tropisme R5, utilisant le
CCR5 comme corécepteur (Gulick et coll., 2008). Des résistances a 1’enfuvirtide sont
occasionnées par des substitutions dans la région HR1 de la gp41 (Kuritzkes, 2011).

IV.1.2 Les molécules antirétrovirales en développement

L’efficacité des différentes molécules antirétrovirales est limitée par plusieurs facteurs : les
interactions entre molécules de la méme classe et de classes différentes, la toxicité,
I’hypersensibilité et la résistance du VIH-1 aux différentes molécules des différentes classes.
Compte tenu de ces différents facteurs limitants, la synthese de nouvelles molécules avec des
mécanismes d’action différents, demeure indispensable pour minimiser encore la résistance
du VIH-1 aux ARV et les effets secondaires liés au traitement antirétroviral (Cihlar et Ray,
2010).
Les INTIs qui existent actuellement sont des terminateurs de chaine qui agissent en
compétition par rapport aux dANTP naturels. Il y’a d’autres INTIs en développement qui ont le
méme mécanisme d’action que les précédants mais avec des différences capitales et d’autres
dont le mécanisme d’action differe des INTIs actuels. Parmi ceux qui ont le méme mécanisme
d’action que les précédants, nous pouvons citer :
- Tapricitabine, ATC ; c¢’est une molécule qui ne manifeste pas de toxicité et est trés
recommandée pour le traitement des patients ayant développé des résistances a la 3TC
et au FTC. Cependant, elle présente des interactions négatives, si elle est co-

administrée avec ces derniéres (Bethell et coll., 2007),
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- T’elvucitabine, L-d4T ; cette molécule, non seulement n’a pas d’effet de toxicité, mais
elle a un effet régulateur sur la toxicité causée par d’autres molécules antirétrovirales
(Hammond et coll., 2005),

- I’amdoxovir, DAPD ; c¢’est une molécule qui, méme pendant sa tri-phosphorylation,
est déja active et elle a une barriére genétique élevée (Mewshaw et coll., 2002).

Pour les nouvelles molécules de la classe des INTIs avec un nouveau mécanisme d’action,
nous pouvons citer : les TDRTIs (Translocation-Defective RT Inhibitor), les DCTRTIs
(Delayed Chain Terminator RT Inhibitor) et les LMRTIs (Lethal Mutagenesis RT Inhibitor)
(Esposito et coll., 2012).

- Les TDRTIs sont des INTIs qui ont la capacité de bloguer la translocation de la
transcriptase inverse aprés leur fixation. Ce sont des analogues des nucléotides
naturels et différes des premiers INTIs car ils possedent la liaison OH en position 3’.
Ils ont aussi la possibilité d’inhiber la survenue des mutations de résistance qui
affectent la quasi-totalité des autres INTIs (Hayakawa et coll., 2004).

- Les DCTRTIs, a I’instar des TDRTISs, ont la liaison 3°-OH et permetent la fixation des
nucléotides naturels. Cependant, leur fixation bloque 1’élongation par encombrement
stérique entre I’ARN et I’ADN en cours de formation (Esposito et coll., 2012).

- Les LMRTIs sont des inhibiteurs dont leur fixation entraine la survenue de plusieurs
mésappariements, des mutations en nombre tres élevé qui ont comme effet la
répression de la réplication virale (Esposito et coll., 2012).

Les INNTIs sont caractérisés par leur faible barriére génétique, leur forte toxicité et des
réactions d’hypersensibilité. La recherche de nouvelles molécules est surtout basée sur leur
capacité de rester actifs devant certaines mutations spécifiques de résistance aux INNTIs qui
existent déja et qui auront une capacité de modifier la conformation du site actif de la TI.
C’est sur cette base que |’etravirine, molécule déja approuvée a été synthétisée plus la
dipavirine, molécule en cours d’investigation (Zhan et coll., 2009). 1l y’a aussi des INNTIs
de 4*me génération en cours d’évaluation, a savoir le rilpivirine et le lersivirine (Alcaro et
coll., 2011).

Une nouvelle classe de molécule est en cours d’investigation. Il s’agit d’inhibiteurs de la TI a
travers I’activité de la RNase H. Ces molécules sont donc des inhibitrices de la RNase H. Ce
sont des chélateurs d’ion magnésium qui ciblent le site actif de la RNase H. Cependant, elles

sont a I’origine d’une forte toxicité cellulaire (Lansdon et coll., 2011).
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La faible barriere génétique des inhibiteurs d’intégrase actuels est a [’origine du
développement d’une deuxiéme génération d’inhibiteurs de cette classe et deux molécules
sont en cours d’évaluation : le MK-2048 et le dolutegravir.

- Le MK-2048 est une molécule qui a montré sont efficacité dans le traitement des
HTLV-1 (Human T-lymphotropic Virus 1) et peut étre utilisée dans la prévention de
I’infection & VIH. Elle n’a pas d’effet de toxicité et peut étre actif chez les virus ayant
développé des résistances au raltegravir et a I’elvitegravir (Al-Mawsawi et coll., 2008,
Goethals et coll., 2011).

- Le dolutegravir, en évaluation clinique de phase 11 est un potentiel candidat qui inhibe
les réactions de transferts durant ’intégration (Yoshinaga et coll., 2010).

Vu que, la transcriptase inverse et 1’intégrase ont de fortes similarités fonctionnelles, le
développement d’inhibiteurs de classe hybride, pouvant inhiber, a la fois la TI et I’intégrase
est en cours d’investigation (Tang et coll., 2011).

Le développement de virus resistants a la suite de mutations liées a la faible barriere génétique
des inhibiteurs de fusion actuels, la synthése de nouvelles molécules qui sont des peptides,
plus performantes que la T-20 chez les virus résistants ont vu le jour (Miyamoto et Kodama,
2012). Parmi ces peptides, nous avons :

- la C34, un dérivé peptidique qui a montré plus d’efficacité dans I’inhibition de la
fusion compareé a la T-20 (Nameki et coll., 2005),

- la T-1249, une séquence de polypeptides de 39 acides aminés, obtenue a partir du
VIH-1, VIH-2 et VIS. Cette molécule a été parfaitement optimisée de telle sorte
qu’elle garde son activité dans le traitement des virus résistants a la T-20 (Lalezari et
coll., 2005),

- la T-2410, un polypeptide de 38 acides aminés qui a la particularité d’étre actif a la
fois sur le virus sauvage que sur les variants mutés dont la T-20 ne montre plus
d’efficacité (Dwyer et coll., 2007).

1V.2. La résistance aux ARV

L’objectif du traitement antirétroviral est de transformer 1’infection virale, pouvant aboutir au
SIDA, en une infection chronique (Tsibris et Hirsch, 2010). La thérapie antirétrovirale
repose sur 1’association d’inhibiteurs des différentes enzymes virales nécessaires a la
réplication du virus. Un traitement ARV efficace doit contribuer a une charge virale
plasmatique indétectable, inférieure a 50 copies/ml (Gazzard et coll., 2008). Cette inhibition

de la réplication virale est associée une remontée des CD4, cellules de défense du systeme
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immunitaire et a une amélioration clinique par le contréle des infections opportunistes, dues a
la reconstitution immunitaire (Delaugerre et coll., 2007). La multiplicité des molécules
antirétrovirales permet aux les cliniciens a prendre des décisions plus appropriees et un bon
choix des molécules en poly-thérapie (Damond et Descamps, 1998). Dans un principe de la
standardisation et sur la base des résultats de recherches biologiques et cliniques, des
recommandations ont été développées dans le choix de différents schémas thérapeutiques
contre I’infection a VIH-1. Selon les nouvelles recommandations de 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) dans les pays a ressources limitées, tout patient ayant un taux de CD4
inférieur & 500 cellulessmm? doit étre mis sous ARV, quel que soit le stade clinique de
I’OMS. Ce traitement ARV doit comprendre deux INTIs et un INNTI pour la premiere ligne
et deux INTIs plus un IP boosté pour la seconde ligne en cas d’échec de la ligne précédente.
Le monitoring du traitement antirétroviral se fait par une quantification de la charge virale
plasmatique et une numération du taux de CD4 tous les six mois avec une visite clinique
mensuelle (Laurent et coll., 2002). Pour maintenir un schéma thérapeutique, il faut qu’il soit
efficace. Cette efficacité est mesurée en termes de tolérance, de toxicité des ARV a long terme

mais surtout, de I’apparition de virus résistants (Delaugerre et coll., 2007).
IV.2.1. Définition de la notion de résistance

La résistance du VIH aux ARV est définie comme étant la capacité du virus a se répliquer en
présence d’inhibiteurs. Cette résistance est le résultat d’une grande diversité génétique par la
présence de quasi-especes, due principalement aux erreurs de la transcriptase inverse lors de
la réplication virale. Trois types de résistance ont été définis :
- la résistance naturelle, c’est le cas du changement au niveau des résidus des codons
181 et 188, qui cause la résistance naturelle du VIH-2 aux INNTIs (Sluis-Cremer et
coll., 2004),
- la résistance primaire ou résistance transmise, comme son nom 1’indique, c’est quand
la personne s’infecte d’emblée par un virus déja résistant et que cette personne n’est
pas encore sous thérapie antirétrovirale (Delaugerre et coll., 2007),
- la résistance secondaire (acquise ou induite), elle est liée a I’émergence de souches
comportant des mutations dans les genes qui codent les cibles des antirétroviraux sous
I’effet de la pression de sélection d’un traitement non optimal. On considere que les
mutations de résistance préexistent a 1’instauration de la thérapie. Ce traitement va agir

sur les virus sauvages et si la réplication persiste pour une cause quelconque, les virus
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mutants vont étre sélectionnés et deviendront progressivement la population
majoritaire (Damond et Descamps, 1998). Les différentes causes de la persistance de
la réplication virale sont: I’effet de I’antirétroviral non suffisant, une mauvaise
observance du traitement, une absorption insuffisante et les interactions

médicamenteuses (figure 27) (Delaugerre et coll., 2007).
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Figure 27 : Mécanisme de sélection de virus résistants sous traitement ARV (Delaugerre

et coll., 2007)

1VV.2.2. Les mutations associées a une résistance aux ARV

L’identification des mutations pouvant étre associées a une réduction de la sensibilité des

souches virales aux antirétroviraux, se fait par des tests génotypiques (conférer chapitre

IV.3.1). La caractérisation des ces mutations de résistance est basée sur des résultats de

corrélation entre : mutations et sensibilité des ARV sur des échantillons cliniques, mutations

et histoire thérapeutique des patients sous ARV et enfin mutations et réponse virologique par

rapport a une nouvelle molécule antirétrovirale (Shafer, 2002). Il convient cependant de

distinguer différentes catégories de mutations :
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- les mutations primaires (mineures) : ce sont des mutations qui, a elles seules, ont un
impact direct sur la sensibilité des virus a une ou plusieurs molécules antirétrovirales,

- les mutations secondaires (majeures) : ces mutations auront un impact sur 1’efficacité
des ARV que quand elles sont associées aux mutations primaires (Shafer, 2002).

- les mutations accessoires polymorphes et non polymorphes, qui peuvent entrainer
une diminution de la sensibilité du virus aux molécules antirétrovirales (Bacheler et
coll., 2000).

1VV.2.2.1. Les mutations de résistance aux INTIs

Les molécules antirétrovirales ont été synthétisées dans le but de stopper la réplication virale.
Cependant, le virus a la possibilité de déevelopper des mécanismes de résistance lui permettant
de se multiplier en présence de ces inhibiteurs. Pour les INTIs, deux mécanismes impliqués
dans la résistance ont éte distingués :

- Pexcision de I’analogue nucléosidique déja incorporé. Elle est conférée par les
mutations appelées TAMs (Thymidine Analog Mutations). Elles sont sélectionnées
séquentiellement par les analogues de la thymidine, la zidovudine et la stavudine, et
comprennent : M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E. Ces mutations favorisent
I’acces de ’ATP au site de polymérisation qui réagit avec 1’analogue nucléosidique en le
détachant de la chaine d’ADN viral en formation. Les TAMs sont responsables d’une
résistance a I’ensemble des INTIs, sauf a la lamivudine, et cela a des niveaux divers. Cette
résistance croisée est variable en fonction du nombre de TAMs et de I’INTIs. Par ailleurs, les
mutations K70R et K219Q/E ont moins d’impact que les quatre autres dans cette résistance
croisée. La mutation M184V, en présence de TAMSs, augmente la résistance in vivo a
I’abacavir et n’a pas d’impact sur le ténofovir et la didanosine (Menéndez-Arias, 2008 ;
Yeni, 2010).

- la diminution d’incorporation des nucléosides ou nucléotides artificiels au profit de
nucléotides naturels, est observée avec certaines mutations. Ce mécanisme a été décrit pour
les mutations M184V, Q151M et son complexe (mutations A62V, V751, F77L, F116Y), ainsi
que pour les mutations L74V, K65R et K70E. La mutation Q151M entraine une résistance de
haut niveau a tous les INTIs sauf au ténofovir et a la lamivudine (Menéndez-Arias, 2008 ;
Yeni, 2010).

La liste des mutations associées a une résistance aux INTIs, selon 1’algorithme de stanford est

mentionnée dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I Les différentes mutations de résistance aux INTIs
(http://hivdb.stanford.edu/, Novembre 2011)

'Ii\)/lilsjzi;[rlr(:&satives TAMs 'C\:/Iour;agllsstjs

184% 65 74 115 41 67 70 210 215 219 69 151
ConsensusM” K L Y MDKT Y K T O
3TC VI R Ins M
FTC VI R Ins M
ABC VI. R VI F L W FY Ins M
ddI VI. R VI L W FY Ins M
TDF ek RO*F L R W FY Ins M
DAT *ex R L NR W FY QE Ins M
ZDV Hhk ek K L NRW FY QE Ins M

&: la position de la mutation sur le géne pol (transcriptase inverse),

Y 'acide aminé correspondant a une position donnée sur le virus sauvage,

¢ : I’acide aminé correspondant a une position donnée sur le virus muté,

d- Ja molécule antirétrovirale a la-quelle le virus devient résistant a la suite d 'une mutation donnée,
Gras : résistance de haut niveau,

Italique : résistance de faible niveau.

Les mutations discriminatives sont celles dont, la survenue entraine 1’inhibition de la fixation
des INTIs. La mutation M184V est une des plus fréquentes de ce groupe car elle est causée
par des molécules de premicre ligne selon les recommandations de I’OMS. Et par conséquent,
cette mutation entraine une résistance de haut niveau au FTC et 3TC. Cependant, elle
augmente la sensibilité a I’AZT et au TDF (Whitcomb et coll., 2003). Les effets cliniques de
cette mutation sont influencés par la présence ou I’absence d’autres mutations. Par exemple,
la présence des mutations K65R ou L74V en plus de la M184V, suffit pour causer une
résistance élevee au ddl et ABC. Par contre la M184 nécessite la présence de trois TAMSs pour
entrainer une résistance élevée a I’ABC et au ddI (Rhee et coll., 2004). L’apricitabine, qui est
une nouvelle molécule de la classe des INTIs est une bonne alternative pour les patients qui
ont des résistances a la lamivudine et a I’emtricitabine (Cahn and Wainberg, 2010).

Les TAMs sont des mutations, qui sont responsables d’une excision des INTIs incorporés et
d’une continuation de la réplication. Elles sont sélectionnées par les analogues de la
thymidine a savoir : I’AZT et le d4T et elles provoquent une résistance élevée (Whitcomb et

coll., 2003). Ces mutations sont aussi responsables de résistance du virus aux molécules
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comme : ABC, ddl et TDF. Les TAMs sont ainsi subdivisés en deux types : TAMs de type |
(M41L, L210Y et T215Y), qui sont responsables de résistance de haut niveau a I’ABC, ddI et
TDF, et les TAMs de type Il (D67N, K70R, T215F, et K219QE) qui n’entrainent pas de
résistances de haut niveau mais conduisent a une réduction de la sensibilité du virus aux
analogues de la thymidine (Cozzi-Lepri et coll., 2005).

Les mutations complexes sont responsables de résistances multiples aux INTIs et sont souvent
associées a la M184V ou aux TAMs. L’insertion au codon 69 est souvent associée aux TAMs
et entraine une résistance croisée, plus particulierement au FTC et 3TC mais aussi a
I’ensemble des INTIs (Prado et coll.,, 2004). Le complexe Q151M, a elle seule, est
responsable d’une résistance élevée a I’AZT, d4T, ddI et ABC (lversen et coll., 1996).
D’autres mutations non polymorphes ont également été décrites dans le domaine de la
polymérase (K43E/Q/N, H208Y, D218E, K223Q et L228H/R) qui sont souvent associées aux
TAMs et ont un effet sur la sensibilité du virus aux INTIs (Rhee et coll., 2004)

1VV.2.2.2. Les mutations de résistance aux INNTIs

Les INNTIs de 1* génération bloguent la transcriptase inverse (T1) en se fixant au niveau
d’une poche hydrophobique étroite et proche du site actif de I’enzyme (Tsibris et Hirsch,
2010). Une seule mutation a ce niveau peut entrainer une résistance de haut niveau a ’INNTL
Ce sont typiquement des molécules dont la «barriere génétique» est basse puisqu’une seule
mutation leur confeére généralement une résistance élevée et croisée a I’ensemble des INNTIs
(Deeks, 2001). Le tableau ci-dessous présente la liste des mutations associées a une résistance
aux INNTIs.

Les mutations K103N et Y181C sont les plus fréquentes des mutations qui émergent a la suite
d’échec thérapeutique sous INNTIs (Dykes et coll., 2001). Elles entrainent une résistance
croisée et élevée a tous les INNTIs (Deeks, 2001). Les mutations au niveau des positions 103,
106, 181, 188 et 190 sont qualifiées de primaires car elles apparaissent tres tot pendant 1’échec
virologique, comparées aux mutations en positions 100 et 101 (Kovalet coll., 2006). La
mutation M230L fait partie des plus rares mutations et elle est souvent associée a la E138K
chez les patients sous rilpivirine (Rimsky et coll., 2012). Chacune de ces mutations est a
I’origine de résistance de haut niveau, mais, les patients avec ces mutations peuvent étre sous
etravirine. Cependant, les mutations aux positions 181 et 190 compromettent 1’efficacité de
I’etravirine (Madruga et coll.,, 2007). La mutation Y181I/V isolée, réduit de maniére
significative la réponse virologique a 1’étravirine (Marcelin et coll., 2010). Pour les INNTIs,

a coté des mutations primaires et secondaires, il faut aussi distinguer les mutations accessoires
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non polymorphes et polymorphes. Les mutations accessoires non polymorphes (V90I, A98G,
V108, V179D/E/F et H221Y) peuvent entrainer une diminution de la sensibilité aux INNTIs,
en association avec d’autres mutations. Les accessoires polymorphes (V90I, V108I, et
V179D), sont souvent retrouvées chez les sujets naifs et modulent les effets des autres
mutations de résistance aux INNTIs (Bacheler et coll., 2000). C’est ainsi que les associations
de mutations suivantes : E138A+V179l, Y181C+H221Y et V90I+Y181C, entrainent une

réduction de la sensibilité du virus a Petravirine qui est un INNTI de 2"* génération (Maiga
et coll., 2009)
Tableau i : Les différentes mutations de résistance aux INNTIs

(http ://hivdb.stanford.edu/, Novembre 2011)

Mutations majeures de résistance aux INNTIs

100* 101 103 106 138 181 188 190 230
Consensus L° K K V E Y Y G M
NVP! K EP NS AM CIV LHC ASE L
EFV I EP NS AM CIV LHC ASE L
ETR | EP AGKQ CIV L ASE L
RPV | EP AGKQ CIV L ASE L

&: la position de la mutation sur le géne pol (transcriptase inverse),

T ., \ . , .
: lacide aminé correspondant a une position donnée sur le virus sauvage,

¢: I’acide aminé correspondant a une position donnée sur le virus muté,

¢: Ja molécule antirétrovirale a a la-quelle le virus devient résistant a la suite d’'une mutation donnée,

Gras : résistance de haut niveau,

Italique : résistance de faible niveau.

1VV.2.2.3. Les mutations de résistance aux inhibiteurs de protéase

La résistance aux IPs est liée a des mutations situées d’une part au niveau du site actif de
I’enzyme (mutations primaires) et d’autre part a distance de celle-ci (mutations secondaires).
Il a été demontre que la résistance aux IPs est un phénomene graduel avec une accumulation
progressive de mutations, ce qui est a I’origine de la distinction des mutations primaires aux
secondaires (Delaugerre et coll., 2007). Le tableau IV ci-dessous montre les différentes

mutations associées a une résistance aux IPs
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Tableau 1V: Les différentes mutations de résistance aux IPs
(http ://hivdb.stanford.edu/, Novembre 2011)

Mutations majeures de résistance aux IPs

30° 32 46 47 48 50 54 76 82 84 88 90
Consensus D° V M I G (. L V I N L
ATV/r I IL V. VM L VTALM ATFS V S M
DRV/r I VA V LM V F \Y
FPVI/r 1 IL VA VvV VTALM V ATSF V M
IDVI/r I IL V VTALM V AFTS V S M
LPVI/r I IL VA VM V VTALM V AFTS V M
NFV N 1L V. VM VTALM AFTS V DS M
SQVIr VM VTALM AT V S M
TPVIr I IL VA VAM TL \Y/

a

: la position de la mutation sur le géne pol (protéase)

> - I’acide aminé correspondant & une position donnée sur le virus sauvage,

¢: Iacide aminé correspondant a une position donnée sur le virus muté,

d- Ja molécule antirétrovirale a la-quelle le virus devient résistant a la suite d 'une mutation donnée,

Gras : résistance de haut niveau,
Italique : mutations accessoires,

Gras et surligné : résistance possible.

Les positions de mutations en gras sont responsables d’une résistance de haut niveau et celles
en gras et surlignées, sont a I’origine de résistance possible. Pour ces mutations, d’autres
molécules en alternative, peuvent étre utilisées (Schapiro et coll., 2010). Les positions en
italique par contre, sont des mutations secondaires qui ont un effet de résistance que si elles
sont associées aux autres mutations (Descamps et coll., 2009). Parmi les mutations primaires,
la V82A/F/TIS est la plus fréquente et survient chez les patients sous IDV/r (Martinez-Cajas
et Wainberg). Une résistance croisée a I’IDV/r et au SQV/r est observée chez les virus ayant
développé les mutations suivantes : N88D et L90M. Il faut aussi noter que la mutation L9OM
suffit a elle seule pour engendrer une résistance a tous les IPs (Dronda et coll., 2001). Parmi
les mutations secondaires, celle a la position 63 est la plus fréquente et la L63P est retrouvée a
45% chez les sujets naifs de traitement antirétroviral (Kantor et coll., 2001). Les mutations
accessoires, sélectionnées par les IPs, comprennent des mutations polymorphiques (113V,
D60ON, 162V, V771 et 193L) et non polymorphiques (V11l, K20T/V/I, L23I, L241/F, L33F,
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K43T, F53L, Q58E, A71V/T/I/L, G73S/TICIA, T74P/S, N83D, et L89V) (Descamps et coll.,
2009).

IV.2.2.4. Les mutations de résistance aux inhibiteurs d’intégrase

Les résistances aux inhibiteurs d’intégrase sont dues a des mutations au niveau du site actif de
I’enzyme (Hare et coll., 2010). Le tableau V ci-dessous donne la liste des mutations de

résistance aux inhibiteurs d’intégrase.

Tableau V : Les différentes mutations de résistance aux inhibiteurs d’intégrase

(http ://hivdb.stanford.edu/, Novembre 2011)

Mutations majeures de résistance aux inhibiteurs d’intégrase

66° 92 140 143 147 148 155
Consensus T E G Y S Q N
Raltegravir (RAL)?  A° Q SA RCH G HRK H
Elvitegravir (ELV) IAK Q SA G HRK H
Dolutegravir (DTG) Q SA HRK

#: la position de la mutation sur le géne pol (I’intégrase),

: Dacide aminé correspondant a une position donnée sur le virus sauvage,

¢ : I’acide aminé correspondant a une position donnée sur le virus muté,

d: Ja molécule antirétrovirale a la-quelle le virus devient résistant a la suite d 'une mutation donnée,

Gras : résistance de haut niveau,
Italique : résistance de faible niveau.

Il a été démontré que la présence d’une seule mutation peut entrainer la résistance du virus au
RAL ou au ELV, ce qui atteste de la barriere génétique faible de ces molécules (Véronique et
Yeni, 2009). La résistance au RAL est causée par trois principales mutations aux positions
Y143, N155 et Q148. En plus de ces mutations primaires, nous avons d’autres mutations
secondaires que sont : E92Q, Q148K/R/H et G140S/A. Les mutations comme le N155H et
Q148H sont responsables de résistances croisées entre le RAL et le ELV (Blanco et coll.,
2011). Les mutations & la position 148 entrainent aussi une baisse de 1’efficacité d’un

traitement sous dolutegravir (Clotel et coll., 2010)

1VV.2.2.5. Les mutations de résistance aux inhibiteurs de fusion

Des résistances a I’enfuvirtide sont occasionnées par des substitutions dans la région HR1 de

la gp41. 1l n’existe pas de résistances croisées entre I’enfuvirtide et les inhibiteurs de CCRS5
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comme le maraviroc (Kuritzkes, 2011). Une liste des mutations associées a une résistance a

I’enfuvirtide est disponible dans 1’algorithme de stanford (tableau V1)

Tableau VI: Les différentes mutations de résistance a I’enfuvirtide
(http ://hivdb.stanford.edu/, Novembre 2011)

Mutations de résistance a I’enfuvirtide

36° 37 38 40 42 43 44 45
Consensus G° Y/ Q N N L L
Enfuvirtide® DEVS® V EAMG H T DKS M M

a

: la position de la mutation sur le géne env

: Dacide aminé correspondant a une position donnée sur le virus sauvage,

¢: I'acide aminé correspondant d une position donnée sur le virus muté,

d- Ja molécule antirétrovirale a la-quelle le virus devient résistant a la suite d 'une mutation donnée,

Gras : résistance de haut niveau,

Italique : résistance de faible niveau.

L’enfuvirtide est une molécule a faible barriere génétique puisqu’une seule mutation suffit
pour causer la résistance a cette molécule et parmi ces mutations, nous pouvons citer :
G36D/E/V, V3BA/E, Q40H, N42T et N43D (Cabrera et coll., 2006). Contrairement a
I’identification des mutations de résistance pour les molécules des différentes classes
thérapeutiques, il n’y pas de liste de mutations définies comme étant associées a la résistance
aux anti-CCRS5 du fait que le profil des mutations varie d’un virus a un autre (McNicholas et
coll., 2010).

1VV.3. Méthodes d’étude de la résistance aux ARV

L’étude da la résistance du VIH-1 aux molécules antirétrovirales se fait principalement par
deux tests différents mais complémentaires, a savoir : les tests génotypiques et les tests

phenotypiques (Yeni, 2010).

IV.3.1. Les tests génotypiques

Ils permettent d’analyser les mutations présentent au niveau des différents genes cibles des
molécules antirétrovirales (TI, protéase, intégrase, env). Les tests génotypiques sont
subdivises en deux types: le séquengage nucléotidique et la detection des variants

minoritaires (Yeni, 2010).
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IV.3.1.1. Le séquencage nucléotidique

Elle représente la technique de référence pour I’amplification génomique et la détermination
des mutations de résistance apres séquencage selon la technique de Sanger. Ces tests sont
basés sur la détection de la population majoritaire, c'est-a-dire, la population virale présente a
plus de 20% chez un individu infecté (Yeni, 2010). Les mutations sont mises en évidence par
séquencage des génes d’intérét et migration €léctrophorétique sur séquenceur. Des logiciels
traduisent les séquences nucléotidiques en acides aminés et une analyse de chaque position
connue comme étant associée ou non & une mutation de résistance par comparaison a une
séquence de référence qui est une souche du sous-type B (HXB2, numéro d’accession :

KO3455) (http://www.hiv.lanl.gov). L’interprétation des mutations associées a la résistance

aux ARV est effectuée en utilisant les différents algorithmes disponibles que sont:
I’algorithme de 1’IAS (https://www.iasusa.org/), celui du groupe ACI11 de I’ANRS

(http://www.hivfrenchresistance.org/), celui de Rega (http://regaweb.med.kuleuven.be/) et

celui de I"université de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/). L’utilisation de ces tests a permis

le développement de kits commerciaux approuvés par la FDA, a savoir : le ViroSeq HIV-1
genotyping system v2.0 (Celera, Alameda, Californie, USA) et le Trugene HIV-1 genotyping
kit (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY) mais aussi, de techniques dites
«maison»  comme  celle du groupe Résistance  AC11  de I’ANRS

(http://www.hivfrenchresistance.org) et celle décrite par Djoko et collaborateurs en 2011

(Djoko et coll., 2011). L’utilisation de ces techniques commerciales, approuvées a partir du
sous-type B, dans les pays en voie de développement ou prédominent des souches non-B,
nécessite une évaluation en continue en les comparant surtout aux techniques « maisons» qui
seraient plus adaptées sur ces souches non-B (Chen et coll., 2007)

Le ViroSeq HIV-1 geneotyping system v2.0 est une technique validée a partir des souches B
dont la charge virale est supérieure a 2000 copies/ml. Il permet une amplification de la
protéase et les 335 premiers codons de la transcriptase inverse. Aprés une extraction des
acides nucléiques (ARN), une étape de rétrotranscription précede une seule étape de PCR afin
de génerer une sequence de 1800 paires de base. Les réactions de séquences sont effectuées
en utilisant sept amorces dont quatre sens (A, B, C et D) et trois antisens (F, G et H). Les
produits de sequences seront purifiés et analysés sur le séquenceur avec la technique des
terminateurs de chaine (Dye Terminator v3.1) d’Applied Biosystems (Courtaboeuf, France).
Le profil des différentes mutations de résistance est généré par le logiciel du systeme avec la

version 2.8 selon les instructions du fabricant
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(http://www.nearmedic.ru/upload/files/ViroSeq HIV 1 GenotypingSystem.pdf). Des études

antérieures ont démontré les performances de cette technique pour 1’étude des mutations de
résistance chez des souches B (Cunningham et coll., 2001) et non B du VIH-1 (Mracna et
coll., 2001). Cependant une étude qui a été menée au Cameroun, a montré une différence de
performance du ViroSeq sur des souches non B qui est liée a des différences de
polymorphisme entre les souches B et non B du VIH-1 (Aghokeng et coll., 2011).

Le Trugene HIV-1 genotyping kit est associé au systeme OpenGene DNA Sequencing pour la
détection des mutations de résistance des souches de VIH-1, sous-type B pour les genes de
protéase (codon 1-99) et de la transcriptase inverse (codon 40-247) a partir de prélevements
de patients dont la charge virale est supérieures a 1000 copies/ml. Le Kit permet une
rétrotranscription a partir d’extrait d’ARN selon une technique de notre choix, une étape de
PCR et séquengage a partir d’amorces spécifiques des souches B, des CLIP reaction
(Coupled AmpLIfication and sequencing steP) et une détection des bases apres une migration
éléctrophorétique sur gel de polyacrylamide. Le OpenGene DNA Sequencing est un systéme
automatisé qui donne une séquence d’ADN spécifique apres la migration sur gel et le logiciel
associé permet de générer un rapport de résistance contenant les différentes mutations par
comparaison au VIH-1 de référence
(http://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodProducts/ApprovedPro
ducts/SubstantiallyEquivalent510kDevicelnformation/UCM088974.pdf). Une étude effectuée

sur des souches de VIH-1 sous-type B, a montré une bonne précision dans I’identification des
bases (98,7%), et une bonne détection des positions de mutations associées a une résistance
aux ARV (97,6%). Aucune différence significative n’a pas été€ notée pour des résultats issus
de plusieurs laboratoires, utilisant différents lots et & des intervalles de manipulation
différents ; ce qui atteste de la bonne reproductibilité de cette technique (Grant et coll.,
2003). Les performances de cette technique ont été approuvées par comparaison
d’échantillons originaux a ceux dilués jusqu’a 100 copies/ml. Aucune différence dans
I’identification et la sensibilité de détection des mutations de résistance et des bases mixtes
n’a été notée entre les échantillons et les dilués (Gale et coll., 2006). 1l a été démontré que les
succes d’amplification et de séquengage a partir de cette technique sont plus élevés pour les
sous-types B que chez les non-B du VIH-1. Les analyses des séquences obtenues par Trugene,
comparees a celles du ViroSeq, ont montre des différences en faveur du dernier. Cependant,

ces différences n’ont pas d’impact dans 1’interprétation clinique des mutations de résistance.
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L’utilisation de ces techniques a amélioré 1’étude de la résistance du VIH-1 sous-type B aux
ARV, mais leur performance est moindre sur les souches non-B (Beddows et coll., 2003).

La technique de I’ANRS utilise le kit QIAmp Viral RNA (Qiagen, Valencia, Espagne) pour
I’extraction des acides nucléiques (ARN). Ensuite, il faut une étape de rétrotranscription
couplée a une étape de PCR nichée avec quatre amorces, pour amplifier la protéase en entier
et les 2/3 de la transcriptase inverse. Aprés une purification par migration éléctrophorétique,
les réactions de séquences sont effectuées avec quatre amorces dont deux sens et deux anti-
sens. Les sequences obtenues seront analysées selon le principe du terminateur de chaine a
travers le séquenceur et le profil des mutations de résistance est fourni selon I’algorithme

choisi. Le protocole complet de cette technique est décrit dans le site dédié

(http://www.hivfrenchresistance.org). Cette technique permet de rechercher des mutations sur
des cibles plus larges (différents genes) et a un codt moindre. Les résultats obtenus sont bien
corrélés avec ceux des tests commerciaux (Bigaillon et coll., 2010).

La technique développée par Vergne et collaborateurs, comme celle de I’ANRS utilise le kit
QIAmp Viral RNA (Qiagen, Valencia, Espagne) pour I’extraction de I’ARN génomique. Une
étape de rétrotranscription avec le kit Expand transcriptase inverse de Roche (Roche
Diagnostics, Meylan, France) permet 1’obtention d’un brin d’ADNc. Ensuite, une étape de
PCR nichée utilisant quatre amorces permet d’obtenir un fragment de 1865 paires de bases
couvrant la protéase et les 440 premiers acides aminés de la transcriptase inverse avec le kit
Expand Long Template PCR system de Roche. Le produit de PCR est ensuite purifié avec le
kit Geneclean Turbo (Q-Biogen, MPbiomedicals, France). Les réactions de sequences se
feront avec sept amorces dont quatre sens et trois anti-sens et 1’analyse des séquences sur le
séquenceur selon le principe du terminateur de chaine. Le profil des mutations de résistance
est fourni selon les différents algorithmes disponibles (Vergne et coll., 2000 ; Djoko et coll.,
2011).

1VV.3.1.2. la détection des variants minoritaires

Contrairement au séquencage nucléotidique qui ne détecte que les variants majoritaires, il
existe différentes méthodes qui permettent de détecter les variants minoritaires, la population
virale présente a moins de 20% chez un individu infecté. Parmi ces tests nous pouvons citer :
la PCR alléle spécifique, le single génome amplification (SGA, conférer 111.4.2.4.) et les
nouvelles techniques de séquencage a haut débit comme le pyroséquencage (ultradeep

sequencing) (Yeni, 2010).
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Avec I’avénement de la PCR en temps réel, des techniques de détection des mutations
ponctuelles par des PCR spécifiques d’alléles ont vu le jour. Il s’agit de techniques
extrémement sensibles permettant de détecter des variants minoritaires. Cependant, chaque
mutation nécessite une sonde individuelle, ce qui constitue une limite dans leur utilisation en
routine, vu le nombre élevé des positions de mutations associées a une résistance aux ARV.
C’est ainsi que la technique a été utilisée pour documenter la prévalence des mutations L9OM
(protéase), K103N et M184V (transcriptase inverse) chez une population en séroconversion
en Angleterre. L’étude a montré que pour 50% des patients dont le virus est résistant, les
mutations de résistance étaient portées par un variant minoritaire qui n’a pas été détecté par
les techniques de séquencage classiques (Metzner et coll., 2005). En plus de ces trois
positions de mutation, 1’impact des positions de mutations suivants : M41L, K70R, Y181C et
T215T/Y, au niveau de transcriptase inverse a été étudié. Les résultats ont démontré une
prévalence relativement élevée des ces mutations portées par les variants minoritaires chez les
patients en échec virologique, comparés a ceux avec succes thérapeutique. Ces résultats
montrent que 1’étude de la transmission des mutations de résistance par des techniques plus
sensibles est d’une importance capitale surtout dans un contexte ou I’histoire thérapeutique
des patients n’est pas assez bien documentée (Johnson et coll., 2008).

La technique de pyroséquencage grace a sa capacité de séquencage massif en parallele
pourrait également offrir des applications dans la détection des variants minoritaires en
particulier pour la surveillance de la résistance transmise. Elle constitue aussi une application
prometteuse dans la détection et la caractérisation moléculaire des différentes souches de
VIH-1 comparée aux techniques de séquencage nucléotidique (Wang et coll., 2007). L’ultra-
deep sequencing est une technique de pyroséquencage qui a montré une bonne précision et
une reproductibilité. Cependant son automatisation et la diminution du délai pour obtenir un
résultat sont indispensables pour son utilisation en routine (Stelzl et coll., 2011). L’utilisation
de I'ultra-deep sequencing a montré une bonne alternative aux tests phénotypiques pour
I’étude de tropisme afin de prédire la réponse du VIH-1 au traitement antirétroviral (Kagan et
coll., 2012). Il existe des techniques de séquencage a haut débit qui ont été commercialisées
comme le 454 Life Sciences de Roche (Basel, Switzerland), le Solexa/Genome Analyser
d’Illumiba (San Diego, California, USA) et le SoLiD d’Applied Biosystems (Carlshad,
California, USA). Elles constituent un nouveau challenge en bioinformatique par leur grande
capacité a fournir des données en temps réel et le risque assez limité de la survenue des

erreurs, comparées au séquencage classique, technique de Sanger (Balzer et coll., 2010).
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IVV.3.2. Les tests phénotypiques

Contrairement aux tests génotypiques, les tests phénotypiques ne sont pas utilisés en routine
mais leur intérét persiste dans 1’évaluation de nouvelles molécules et chez les patients multi-
traités. Ils consistent a mesurer la croissance virale en systéme cellulaire sous I’effet de
concentrations croissantes d’ARV. Ils permettent ainsi de définir la concentration de
I'antirétroviral inhibant 50% et 90% (Clso et Clgy exprimées en UM ou en nM) de la
réplication virale in vitro (Damond et Decamps, 1998 ; Bigaillon et coll., 2010). La
résistance d’une molécule antirétrovirale se définit comme la capacité du virus a se multiplier
en présence d'un compose, a des concentrations qui inhibent la réplication d'un virus sensible.
Ainsi, la diminution de la sensibilité d'une souche virale va se traduire par une augmentation
des Clsg et Clgo. Il existe deux types de tests : les tests phénotypiques classiques et les tests
utilisant des virus recombinants ou Recombinant Virus Assay (RVA) (Damond et Decamps,
1998).

Les tests phénotypiques classiques ont débuté depuis 1992 aux Etats Unis (Japour et coll.,
1993). Ce sont des techniques qui nécessitent un isolement préalable du virus du patient, en
général a partir des lymphocytes du sang peériphérique. Cet isolat est ensuite cultivé, a
différentes dilutions, en présence d'une gamme de concentrations croissantes de la molécule
antirétrovirale, sur des lymphocytes d'un donneur sain séronégatif pour le VIH. L'inhibition de
la réplication virale est évaluée apres 5 a 10 jours de culture sur la diminution, dans le
surnageant des cultures, de la production d'antigene p24 viral ou de l'activité transcriptase
inverse (Damond et Decamps, 1998). La durée pour la réalisation de ces tests est assez
longue (3 & 4 semaines) et leur codt est trés élevé. Ceci constitue des limites pour ces tests qui
ont conduit a la conception de nouveaux tests phénotypiques utilisant des virus recombinants.

Les tests utilisant des virus recombinants ont été décrits pour la premiére fois par Kellam et
larder en 1994 au Royaume Uni. Ces tests ont I’avantage d’une courte durée de réalisation
(moins de trois semaines) et non sélectifs a la population non représentative pendant les
cultures (Kellam et Larder, 1994). lIs sont similaires aux tests génotypiques par 1’utilisation
de virions isolés a partir du plasma. L’ADNc de la zone d’intérét, généralement la partie du
géne pol codant pour la protéase et la transcriptase inverse, est amplifié puis inséré dans un
virus non infectieux, dont la région codante correspondante a été enlevée. Une intégration de
ce matériel dans les cellules réceptrices conduit a une recombinaison homologue, produisant
un virus infectieux dont la transcriptase inverse et/ou la protéase proviennent du virus du

patient. Les mesures de Clsg et Clgg s'effectuent ensuite en cultivant le virus recombinant en
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présence de plusieurs concentrations d'antirétroviraux, sur des systemes de cultures cellulaires
divers. Ce processus permet de raccourcir d’environ une semaine la durée du test qui reste
encore long a realiser (Damond et Decamps, 1998). Classiquement, la concentration
inhibitrice 50% est déterminée pour un panel d'ARV. La résistance est mesurée comme le
taux de modification du Clsp, calculé en comparant la Clso du virus recombinant du "patient”
avec le Clso d'une souche de laboratoire. Les seuils cliniques sont basés sur le taux de
modification associé a la suppression de la réplication virale dans les études cliniques

(www.monogrambio.com). Trois tests phénotypiques commerciaux sont disponibles :

Antivirogram® (Virco, Mechelem), PhenoSense® (Monogram, Biosciences) et Phenoscript®
(Viralliance) (Bigaillon et coll., 2010).

L’ Antivirogram® (Virco, Mechelem), repose sur ce qu’on appelle le phénotype «virtuel» qui
n’est rien d’autre qu’une interprétation du génotype. Le phénotype est «estiméy» a partir des
données du génotypage a partir d’isolat d’un patient, appari¢ a des génotypes semblables pour
lesquels les phénotypes sont connus et enregistrés dans une base de données. Les résultats du
phénotype virtuel sont rendus comme une estimation calculée d’un phénotype théorique.
Cette interprétation, proposée par la firme Virco, pose les mémes problémes d’interprétation
que le phénotype réel, en particulier pour les INTIs, et est inapplicable aux nouvelles
molécules (Bigaillon et coll., 2010). De plus, sa fiabilité peut étre mise en doute quand le
profil génotypique est rare, avec pour conséquence un faible nombre de phénotypes
correspondants analysables dans la base de données, ce qui fait qu’il n’est pas recommandé
dans la pratique clinique (Hales et coll., 2006).

Le PhenoSense® (Monogram, Biosciences) détermine la «capacité de réplication» qui se
traduit par le taux de la réplication virale in vitro en I'absence d'antirétroviraux. Une étude a
démontré que le PhenoSence était plus sensible que 1’Antivirogram dans la détection des
mutations de résistance a 1’abacavir, la didanosine et la stavudine et il n’y avait pas de
differences entre les deux tests pour la détection des mutations de résistance aux IPs et
INNTIs (Zhang et coll., 2005). Le coefficient de corrélation est assez faible si nous
comparons I’ Antivirogram au PhenoSence (0,36) (Wang et coll., 2004).

Le Phenoscript® (Viralliance) ou la détermination du tropisme viral CCR5 (R5) ou CXCR4
(R4) est un préalable impératif avant 1’administration d’inhibiteurs de CCR5. Ce test a les
mémes limites que les tests phénotypiques pour la détection des mutations de résistance car il
nécessite une charge virale supérieure a 1000 copies/ml et il ne permet pas de différencier les

souches ayant un double tropisme R5/X4 d’un mélange de deux populations distinctes. Leur

83


http://www.monogrambio.com/

colt et leur durée de réalisation réduite font que la détermination du tropisme par génotypage
de la boucle V3 de la gp120 et par I’utilisation d’algorithmes génotypiques est de plus en plus
utilisée. Le génotypage a une concordance de 74 a 81 % avec les tests phénotypiques mais ne
permet pas non plus de différencier les virus X4 des virus mixtes (Bigaillon C et coll., 2010).
Une bonne précision et une reproductibilit¢ de ces tests ont été démontrées dans la
caractérisation du tropisme aussi bien pour les CCR5 que pour les CXCR4 (Whitcomb et
coll., 2007).

Un nouveau parametre aussi utilisé depuis I’instauration de la classe des IPs, est la
détermination du Quotient d’Inhibition Génotypique (QIG). Le QIG permet de moduler la
concentration plasmatique des IPs en fonction de leur faible barriére génétique. Le QIG est le
rapport de la concentration plasmatique résiduelle de I’IP par rapport au nombre de mutations
associées a une résistance a I’IP. Il serait plus prédictif de la réponse virologique que le sont,
séparément, les paramétres qui servent a le calculer. Il n’est pas actuellement utilisé en
routine du fait d’un manque de standardisation (Bigaillon et coll., 2010).

L’importance des tests phénotypiques a été notée dans la caractérisation des mutations de
résistance et leur impact sur la sensibilité du VIH aux molécules antirétrovirales. C’est ainsi
qu’il a été démontré que les mutations : N348l, T369V et A371V au niveau de la région C-
terminale de la T, entrainent une diminution de la sensibilité du VIH-1 & la zidovudine et une
résistance & la nevirapine, en association avec les TAMS de type | et/ou de type II
(Lengruber et coll., 2011).
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DEUXIEME PARTIE : ANALYSE DES TRAVAUX

Les résultats de nos travaux de recherche sont issus de la collaboration Nord-Sud entre I’Unité
Mixte Internationale de recherche (UMI 233) a I’'IRD de Montpellier et le laboratoire de
Bactériologie-Virologie du CHU Aristide Le Dantec et aussi entre le dit laboratoire et les

differents sites cliniques de la région de Dakar.
I. Contexte et justificatif de I’étude

l1.1. Contexte

Le Sénégal est un pays situé a I’ouest de 1I’Afrique au Sud du Sahara, limité au nord par la
Mauritanie, au sud par la République de Guinée et la Guinée Bissau, a I’Est par le Mali et a
I’Ouest par 1’océan Atlantique. Le territoire sénégalais est compris entre 12°8 et 16°41 de
latitude nord et 11°21 et 17°32 de longitude Ouest.

Le Sénégal compte 14 régions, 45 départements, 46 communes d’arrondissement, 113
communes de ville et 370 communautés rurales (http://www.cnls-senegal.org/pdf/PSN_2011-

2015.pdf)
Le pays s’étend sur 196 722 km? et sa population est estimée a 12.969.606 millions

(estimation de Juillet 2011) avec une densité de 64 habitants au kilométre carré et une
croissance démographique annuelle de 2,53%. Une répartition de cette population selon 1’age
donne les proportions suivantes : 43,3% ont moins de 15 ans, 53,9% pour la tranche d’age
comprise entre 15 et 64 ans et enfin, 2,9% pour ceux ayant plus de 65 ans. Les taux de natalité
et de mortalité sont respectivement: 36,19 naissances pour 1.000 habitants et 9,05
déces/1.000 habitants (http://www.indexmundi.com/fr/senegal/population_profil.html).

Le systeme de santé du Sénégal se présente sous forme de pyramide a 3 niveaux. Il est
composé des structures publigues suivantes : 25 hépitaux dont 23 fonctionnels, 76 districts
sanitaires, 89 centres de santeé, 1.240 postes de santé, 129 maternités, 2.098 cases de sante, 06
établissements publics de santé non hospitaliers. Outre ces structures publiques, le systeme de
santé sénégalais comprend 555 cabinets médicaux privés, 37 cliniques privées, 570 cabinets
para médicaux privés, 23 structures d’entreprise et 77 postes de santé privés. Cependant, en

termes de couverture en infrastructures sanitaires, le Sénégal n’a pas encore atteint les normes

préconisées par I’OMS (http://www.cnls-senegal.org/pdf/PSN_2011-2015.pdf). Il y a un
centre de santé pour 165.878 habitants, ce qui est largement supérieur a la norme de I’OMS
qui recommande 1 centre de santé pour 50.000 habitants).

(http://www.keewu.com/article320.html).
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Les données épidémiologiques sur I’infection a VIH au Sénégal ont ét¢ documentées grace a
I’existence d’un programme de surveillance sentinelle couvrant plusieurs sites dans le pays
depuis 1989. Ce programme a pour mission d’établir les prévalences annuelles de I’infection a
VIH et de la syphilis, mais aussi de donner les tendances évolutives et de faire des estimations
en ciblant les populations clés. Ce programme a permis de caractériser le Séneégal comme
pays a épidémie concentrée avec une prévalence faible (0,7%) dans la population générale,
mais élevée dans les populations clés que sont les professionnelles du sexe (18,5%), les HSH
(21,8%) et les injecteurs de drogues intraveineuses (9,2%)

(http://www.orlysoft.com/sites/rars/images/stories/Bulletin14.pdf).

1.2. Justificatif

Depuis 1998, le Sénégal fut 1'un des premiers pays africains a disposer d’une initiative
gouvernementale d’accés aux ARV dénommée ISAARV (Desclaux et coll., 2002). En 2012,
18 352 patients  sont  sous  traitement  hautement actif (HAART)
(http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012count
ries/ce_SN_Narrative_Report[1].pdf).

Des études prospectives ont montré un bon suivi thérapeutique des premiers patients sous
HAART de 1°® ligne dans les pays & ressources limitées (Weidle et coll., 2002 ; Laurent et
coll., 2005 ; Etard et coll., 2006 ; Braitstein et coll., 2006). Cependant, le nombre insuffisant
de laboratoires pour le suivi virologique, les propriétés intrinséques du virus (taux élevé de
multiplication et grande variabilité génétique) et les facteurs liés au traitement antirétroviral
(tolérance, toxicité et interactions médicamenteuses) compromettent le succes thérapeutique a
long terme (keiser et coll., 2009 ; keiser et coll.,, 2011). L’étude des conséquences du
traitement ARV a long terme a travers le projet ANRS 1215, cohorte de patients sous
HAART pendant plus de 10 ans, contribuera a une meilleur appréciation les programmes
d’acces aux ARV dans les pays a ressources limitées comme le Sénégal. Pour pallier ce
déficit de suivi virologique, 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) autorise, dans une
approche de santé publique, un changement de ligne thérapeutique en utilisant seulement les
parametres cliniques ou immunologiques lorsque la charge virale plasmatique n’est pas

disponible  (http://www.who.int/hiv/pub/arv/adult2010/en/). Cependant, des études ont

démontré qu’en se basant sur ces recommandations, on est confronté a un nombre élevé de
patients porteurs de virus résistants aux molécules antirétrovirales (Kantor et coll., 2004 ;
Cozzi-Lepri et coll., 2009) et une forte accumulation de mutations de résistance denommeées

TAMs (Thymidine Analog Mutations) (Hosseinipour et coll., 2009). Au Sénégal, les
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données disponibles en termes de résistance du VIH-1 aux ARV proviennent d’études
prospectives utilisant des conditions standards de suivi virologique (Laurent et coll., 2002 ;
Laurent et coll., 2005 ; Wallis et coll., 2009). Cependant, nous n’avons pas de données sur
un certain nombre de patients sous HAART et suivis selon 1’approche santé publique avec les
recommandations de ’OMS. Documenter la prévalence des mutations de résistance et la
diversité génétique chez les patients suivis selon I’approche santé publique au Sénégal, serait
essentiel pour mieux comprendre I’importance des paramétres virologiques dans la prise en
charge thérapeutique de ces patients. L’étude de la résistance du VIH-1 aux molécules
antirétrovirales avec le programme de I’ISAARV a commencé depuis 2003 avec différentes
techniques, qui ont été développées sur les VIH-1 de sous-type B (Chen et coll., 2007). A
partir de 2009, le laboratoire de Bactériologie Virologie de I’hopital CHU Le Dantec, a été
accrédité par ’OMS comme étant le laboratoire de référence dans le monitoring de la
résistance aux ARV, utilisant la technique commerciale d’Applied Biosystems, le ViroSeq
HIV-1 Genotyping System V2.0 (Celera, Alameda, CA, USA). L’utilisation de cette
technique sur des souches de VIH-1 non-B est souvent confrontée a des échecs
d’amplification et/ou de séquencage, ce qui oblige souvent a effectuer des reprises ou
d’utiliser une technique alternative pour générer un rapport de résistance. L’analyse des
performances de cette technique sur des souches de VIH-1 non-B serait indispensable dans la
maitrise des parametres virologiques de suivi des patients infectés par le VIH-1 au Sénégal.
La thérapeutique antirétrovirale (TARV) a long terme non efficace, due a une mauvaise
observance ou a I’acquisition de souches résistantes, peut favoriser la survenue de
surinfections (Blackard et Mayer, 2004). La surinfection est souvent documentée chez les
populations clés, mais aussi chez les couples séroconcordants qui pratiquent des rapports
sexuels non protégés. Les conséquences de la surinfection deviennent plus graves si elle
implique des virus résistants, avec la formation d’un recombinant multi-résistant (Blick et
coll., 2007). La cohorte de I’ANRS 1215 est constituée de patients sous HAART pendant plus
de 10 ans dont certains forment des couples séroconcordants. Cette cohorte a fait 1’objet de la
documentation d’un cas de surinfection, dont les conséquences pourront avoir un impact sur
le suivi virologique et thérapeutique des patients, la diversité génétique et la progression de la
maladie (Blackard et coll., 2002).

L’ensemble des ces interrogations ont fait 1’objet d’études et de publications scientifiques

suivantes :
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Evaluation de la réponse virologique et de la survenue de résistances du VIH-1 aux
ARV aprés 10 ans de traitement ARV au Sénégal, cohorte ANRS 1215 (article 1),
Détermination de la prévalence des mutations de résistance aux ARV et la variabilité
génetique du VIH-1 chez une population sous ARV et suivie selon 1’approche santé
publique de I’OMS au Sénégal (article 2),

Evaluation des performances d’une technique génotypique face a la variabilité
génétique des souches de VIH-1 qui circulent au Sénégal : le ViroSeq HIV-1
Geneotyping System V2.0 (article 3),

Documentation d’un cas de surinfection, qui est une des conséquences d’un traitement

ARV sous-optimal dans le long terme (communication affichée).
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Article 1 :

De Beaudrap P, Thiam M, Diouf A, Toure-Kane C, Ngom-Gueye NF,
Vidal N, Mboup S, Ndoye I, Sow PS, Delaporte E, for the ANRS 1215
study group. Risk of virological failure and drug resistance during
first and second-line antiretroviral therapy in a 10-year cohort in
Senegal: results from the ANRS 1215 cohort. J Acquir Immune Defic
Syndr. 2013, 62 (4): 381-87
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I1. Publications scientifiques

11.1. Evaluation de la réponse virologique et de la survenue de résistance du VIH-
1 aux ARV apres 10 ans de traitement ARV au Sénégal, cohorte ANRS 1215

11.1.1. Problématique

Le Sénégal fut I'un des premiers pays africains a disposer, depuis 1998, d’une initiative
gouvernementale d’acceés aux ARV, denommé ISAARYV et les patients sont sous traitement
hautement actif, Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) (Desclaux et coll., 2002).
Des études prospectives ont montré un bon suivi thérapeutique des premiers patients sous
HAART de 1% ligne dans les pays a ressources limitées (Weidle et coll., 2002 ; Etard et
coll., 2006 ; Braitstein et coll., 2006). Cependant, les données sur la réponse virologique et la
réponse au traitement ARV chez les patients sous HAART de 2" ligne sont rarement

documentées au Sénégal.
11.1.2. Objectif

L’objectif de cette étude consistait a analyser les résultats virologiques a long terme chez les
patients sous 1" ligne et la réponse au traitement ARV chez des patients sous HAART de
2"* Jigne dans la cohorte observationnelle de I’ANRS 1215.

11.1.3. Méthodologie

> Population d’étude :
La cohorte ANRS 1215 était composée de 444 patients infectés par le VIH-1 et ayant débuté
un traitement ARV entre Aout 1998 et Décembre 2004 puis suivis jusqu’en Juin 2010. Les
patients inclus dans cette analyse sont :

- ceux sous ARV avec 2INTI + 1INNTI ou bien 2INTI + 1IP,

- suivis pour au moins pendant six mois avec, a la limite une valeur de charge virale

(CV) en plus de celle a I’inclusion.

Un suivi clinique a été effectué tous les deux mois et un suivi biologique comprenant la
numeration des CD4 et la détermination de la CV, tous les six mois.

> Définition :
Le succes virologique initial a été défini comme une CV inférieure a 500 copies/ml et 1’échec

virologique comme deux mesures successives de la CV supérieures a 1000 copies/ml aprées un
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succes virologique. A défaut d’un deuxiéme point de CV, une seule valeur de CV supérieure a
1000 copies/ml et accompagnée d’un échec immunologique (taux de CD4 toujours inférieur a
100 cellules/mm?® ou une réduction de 50% du taux d’origine) ou une seule valeur de CV
supérieure a 5000 copies/ml, est considérée comme un échec virologique. Un rebond
virologique a été défini comme une CV supérieure a 1000 copies/ml sans les autres critéres
d’échec cités ci-dessus. Un changement majeur de traitement a été défini comme 1’utilisation
d’une nouvelle association d’ARV contenant au moins deux molécules ou une nouvelle
classe. L’observance a été estimée a partir du rapport entre le nombre de comprimés utilisés
sur le nombre de comprimés remis. Le niveau d’observance moyen a été calculé comme la
moyenne de I’observance estimée a chaque visite a la pharmacie entre la mise sous ARV et le
premier évenement (échec virologique, décés ou changement de traitement).
> Analyses biologiques

La charge virale plasmatique a été initialement mesurée a 1’aide du test Bayer bDNA HIV-1
Quantiplex (Bayer Diagnostics, Emeryville, California, USA) version 2.0, puis a 1’aide du test
Amplicor HIV-1 1.5 ou 2.0 (Roche Molecular Systems, France). Le taux de lymphocytes T
CD4 a été mesuré avec le FACSCount (Becton Dickinson, Mountain View, California, USA).
Les tests génotypiques de résistance aux ARV ont été réalisés lorsque la charge virale était
supérieure a 1000 copies/ml a I’aide de la technique développée par Vergne et collaborateurs
Vergne et coll., 2000 ; Djoko et coll., 2011). Les résistances mineures et majeures ont été
déterminées avec la derniere version de la base de données de Stanford
(http ://hivdb.stanford.edu/). Les tests ont ensuite été interprétés a 1’aide de 1’algorithme de
I’ANRS version V2011.05.

» Analyses statistiques
Les critéres statistiques considérés dans I’analyse des données ont été :
- la probabilité de succes virologique,
- la probabilité d’échec virologique,
- laréponse immunologique en fonction de la réponse virologique,
- la proportion de résistances aux ARV et les profils de résistance trouvés chez les
patients en échec virologique,
- la probabilité de changement de traitement et la réponse immunologique et virologique
sous traitement ARV de seconde ligne.
La proportion de patients avec résistance aux ARV a été calculée a partir des tests de

résistance disponibles dans une fenétre de 6 mois a 12 mois apres 1’échec virologique (Gupta
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et coll., 2009). 1l a été fait I’hypothése que, les patients sans échec virologique n’avaient pas
de résistance. Méme si le résultat d’un test de résistance au moment de 1’échec n’était
disponible que pour deux tiers des patients en échec virologique, 1’ensemble de la population
d’étude a été incluse dans 1’analyse afin d’éviter un biais de sélection grace a I’imputation
multiple des données manquantes (Little et Rubin, 2002 ; Abraham et coll., 2011). Par
ailleurs, les mesures de la charge virale et les tests de résistances n’ont été réalisés que de
facon intermittente et étaient, par conséquent, censurés par intervalle. Aussi, les probabilités
cumulées de succés virologique, d’échec et de résistance ont été estimées a 1’aide d’une
méthode non paramétrique basée sur 1’algorithme de Turnbull (Turnbull, 1976). Les
caractéristiques des patients a I’inclusion (sexe, age, stade clinique, nombre de lymphocytes T
CD4, charge virale), le type de traitement ARV recgu (contenant un IP ou un INNRT) et le
niveau moyen d’observance ont été considérés comme des facteurs prédictifs potentiels de la
réponse virologique. L’association entre ces variables et la survenue d’un échec virologique
ou d’une résistance a ¢été évaluée a 1’aide de modéles linéaires généralisés comme décrit par
Farrington et Carstensen (Carstensen, 1996 ; Farrington, 1996). Les intervalles de confiance
a 95% (IC 95%) ont été estimés par bootstrap (Efron et Tibshirano, 1993). L’évolution des
CD4 au cours du temps a été modélisée a I’aide d’un modé¢le non linéaire a effets. L’ensemble

des analyses a été réalisé a I’aide du logiciel R (www.R-project.org).

11.1.4. Résultats

> Caractéristiques des patients
Le tableau VII ci-dessous montre les caractéristiques des 366 patients qui répondaient aux
critéres d’inclusion parmi les 444 suivis. Un nombre de 78 patients était exclus dans I’analyse,
comprenant 18 patients recevant une bithérapie, 48 patients suivis pendant moins de six mois

et 12 patients sans CV aprés la mise sous ARV.

91


http://www.r-project.org/

Tableau VII : Caractéristiques de la population d’étude a I’inclusion (N=366)

Femme, n (%) 206 (56)
Age, mediane (11Q) 38 (31 -44)
Charge virale (log), médiane (11Q) 52(4.7-5.6) n = 304
SIDA, n (%) 191 (52)
Lymphocytes CD4, médiane (11Q) 135 (68 — 223) n = 356
Traitement ARV de premiére ligne

IP INNRT
3TC + AZT 48 (13) 69 (19)
3TC + D4T 13 (3) 13 (3)
3T7C + DDI 10 (3) 66 (18)
AZT + DDI 3(1) -
D4T + DDi 64 (17) 45 (12)
TDF + FTC - 35 (10)

11Q : Intervalle Interquartile ; ARV : antiretroviral ; IP : inhibiteur de la protéase ; INNRT : inhibiteur non nucléosidique de la réverse transcriptase ;

Les patients ont été suivis sous HAART de 1" ligne pour une médiane de 69 mois. Les

patients sous schéma thérapeutique avec les INNTIs sont plus fréquents (n=228, 62%) que

ceux avec un IP non boosté (n=138, 38%). Comparés aux patients recevant un INNTI, ceux

sous IP ont été inclus plus tét, avant 2001 et avaient un nombre de CD4 plus bas (p<0,001).

» Probabilité cumulée chez les 366 patients

La figure 28 ci-dessous montre la probabilité cumulée chez les 366 patients en termes de

succes virologique initial (1), échec virologique (2), résistance (3) et changement de

traitement (4).
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Figure 28 : La probabilité cumulée chez les 366 patients en termes de : 1) succes

virologique initial, 2) échec virologique, 3) résistance et 4) changement de traitement

1) Un succes virologique initial a été observé chez 324 patients, soit 89%. La probabilité
cumulée d’obtenir une CV<500 copies/ml a 3, 6, 12 et 24 mois était respectivement de 78%
[74-82], 78% [74-82], 86% [83-89] et 89% [86-92].

2) Parmi les 324 patients ayant obtenu un succes virologique initial, 127 (39%) ont eu un
simple rebond durant leur suivi et 79 (24%) un échec virologique. La probabilité cumulée
d’échec a 12, 24 et 60 mois était respectivement de 5% [3-7], 16% [13-20] et 25% [21-30].

3) La probabilité cumulée de résistance était de 3% [1-5] a 12 mois, 12% [8-15] a 24
mois, 16% [13-21] & 48 mois et 18% [13-21] & 72 mois.
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4) Durant le suivi, 129 changements majeurs de traitement ont été observés, soit une
probabilité cumulée de changement de 3,5% [2,0 - 5,9] a 12 mois, 5,8% [3,8 - 8,8] & 24 mois,
11,8% [8,8 - 15,8] a 48 mois et 30,8% [25,9 - 36,5] a 72 mois. La probabilité de changement
de traitement était plus élevée chez les patients recevant une IP (8,21, [5,28-12,77]. Seuls 52
(60%) patients en échec virologique ont eu un changement de traitement, et ceci aprés un
délai médian de 36 mois [18-54]. Ce délai entre I’échec virologique et le changement de
traitement était significativement plus important pour les premiers patients inclus dans la
cohorte (p<0.001).

» Réponse immunologique
La dynamique des lymphocytes T CD4, figure 29, a été modélisée a 1’aide de la technique
d’Ornstein-Uhlenbech.
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Figure 29 : Modélisation de la dynamique du taux de lymphocytes T CD4 apreés la mise
sous traitement ARV

Les valeurs observées en médiane par intervalles de 6 mois sont représentées en points gris et
les valeurs modélisées en tirets noirs pour les patients avec un taux de CD4 <100

cellules/mm?®, compris entre 100-200 cellulessmm® et supérieur & 200 cellules/mm® a
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I’inclusion. La courbe rouge indique la trajectoire simulée pour un patient présentant un échec

virologique persistant apres 36 mois de traitement ARV.

Le modéle indique que le taux moyen de lymphocytes T CD4 chez les patients avec un succes
virologique, a augmenté entre la mise sous traitement et le plateau a long terme, de 138 [125-
150] a 543 [513-577] cellules/mma3.

> Relation entre I’échec virologique, la résistance et I’observance
Une relation entre la probabilité cumulée de 1’échec virologique, de la résistance et de

I’observance est représentée par la figure 30 ci-dessous.

—
= |
-
- -m - NMRT (échec)
2 - e T~ -=- P (échec)
---- Row edees INNRT (R)
SN S PR
~ > “og
a = - -~ ~ W
= — ~ - " a
= — -
= = ~ N &\ o
= ~ RS
1 - Y
= -~ -
= - ™ -
o .
s = SO~
[ ~ = -
‘\ S -
~ "--\_“\ _ _‘-‘*’_' =
_ -~ - *
&I ] *_ w“-_. o -
Sooo e JURPRR P e e A
=
T T T T T T
(0] 20 A0 =18} 20 100

Observance (%)
Figure 30 : Relation entre la probabilité cumulée d’échec virologique, de résistance et
d’observance (par catégorie de traitement ARV)
La figure montre que la relation entre 1’observance et le risque d’échec virologique d’une part

et entre I’observance et le risque de résistance d’autre part, était non linéaire.

» Résistance chez les patients en échec virologique
La fréquence des mutations de résistance aux différentes molécules antirétrovirales, chez les

patients en échec virologique, est représentée dans la figure 31 ci-dessous.
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Figure 31 : Fréquences des principales résistances aux différents ARV chez les patients
en échec virologique

Parmi les patients ayant eu un échec virologique, 48 (60%) ont eu un test de résistance avant
la mise sous traitement, et une seule mutation de résistance a lamuvidine (3TC) a été
observée. Un résultat de test de résistance était disponible pour 53 (67%) patients dont 22
recevant un INNRT et 31 un IP. Trente deux patients (60%) avaient au moins une mutation de
résistance et 21 (40%) avaient une résistance a deux classes d’ARV. Dix sept mutations de
résistance a ’'INNRT (77%) et 7 mutations de résistance a I’IP (23%) ont été observees parmi
les patients recevant ces molecules. La mutation de résistante aux INRT la plus fréquente était
la mutation M184V (n=24, 45%).
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11.1.5. Conclusion

Les données issues des premiers patients infectés par le VIH-1 avec un traitement hautement
actif (HAART), nous ont permis d’analyser les aspects virologiques chez des patients sous
1" ligne de traitement ARV pendant plus de cing ans et la réponse virologique pour ceux en
2" Jigne. Cette étude a démontré un succes virologique chez les patients en 1" ligne avec
80%. Cependant, le délai existant entre le moment de 1’échec virologique et le changement de
ligne thérapeutique, fait que les mutations de résistance deviennent plus fréquentes ensuite.
L’échec virologique durant la mise sous ARV de 2"® ligne apparait trés tot aprés le
changement de ligne thérapeutique. L’échec virologique chez les patients en pnde ligne montre
la nécessité de disposer d’un schéma thérapeutique de troisieme ligne dans les pays a
ressources limitées. Cette étude est la premiére dans les pays a ressources limitées, a
documenter le taux d’échec virologique et le développement de mutations de résistance pour
des patients suivis sur une longue durée. Elle donne des résultats chez les patients avec un
suivi standardisé dans le projet de I'ANRS 1215. A coté de ces patients a suivi structurg, il y’a
des patients suivis selon I’approche santé publique, c'est-a-dire sans un accompagnement
rapproché, mais ces patients bénéficient aussi gratuitement, tous les six mois, d’une
numeération du taux de CD4 et de la détermination de la CV. Chez ces derniers, des échecs de
TARV ont été reportés (Kantor et coll., 2004 ; Cozzi-Lepri et coll., 2009). Le travail
présenté dans D’article suivant avait comme objectif d’étudier les caractéristiques de la

résistance aux ARV dans ce groupe.
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Risk of Virological Failure and Drug Resistance During First
and Second-Line Antiretroviral Therapy ina 10-Year Cohort
in Senegal: Results From the ANRS 1215 Cohort
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Background: In 1998 Senegal bunched one of Africa’s first anti-
retrowviral therapy { ART) programs. Since then, the number of treated
patients in Africa has substantially increased thanks o simplification
in treatment management. Although good ouicomes over the first
years of ART have been observed in sub-Saharan Africa, litthe is
kmowm about the long-term { =35 yeams) risks of virological failure
and drug resistance and about second-line treatment nesponse,

Methods: Patients from the ANRS-1215 cohort in Senegal, staried
with either one nonnucleoside meverse transcriptase imhibitor or
indinavir, a first-generation nonboosted protease inhibitor, followed
for =6 monts and having =1 viral load (VL) measurement were
included. Vimlogical failure was defined as 2 consecutive VL meas-
urements =1 (0K copies'mL.

Results: Of the 366 patents included, §9% achieved 3 VL
<500 copiesmL. The risk of virological failure at 12, 24, and
&0 months was 3%, 16%, and 253%, being higher in younger patients
{P=003), those receiving a proiease inhibitor-containing regimen
{P=10.05), and those with lower adherence {P = 003). The risk of
resistance o any drug at 12, 24, and 60 months was 3%, 11%, and
18%. After virological failure, 60% of the patients were switched to
seeond-line treatments. Although &1 % of the patients achieved viro-
logical success, the risk of vimlogical failure was 27% at 24 months,
mostly in patients with multiple resistances.

Received for publication July 5, 2012; accepied Oclober 19, 2012,

From ihe *LiMI 233, Instihil de Rechenche pour le Devdoppermeant (IR, Uni-
verale de Monipeliar 1, Monipelber, France; tLaboraome de Badénokipe-
Vimdne, Himtl Le Dmisc, Dakar, Smegl (Multseciornal AIDS
Program, Dalar, Senegal; §Cenie Regima de Recherche el Fonmation
ar ke VIHSIDA, Umvesié Chekh Ant [Dhop (LCAD) LUMI 233,
Dedar, Sénépl; and ||Centre de toolemend smbulsome, CHU de Fam,

Supporied by the French Nabiomal Agency fr Research on ATDS amd Viral
Hepatils (AMNRS) (Projects 1215 and 1290, the Evropean Umnion {Project
B7-62119%5), the Instiul de Rechexche pour le Développement (IRD.

The authars have no confhicts af indered i disclose.

Supplemental digilal content & availahle for thi anticle. Direc LRL cistions
appear in the ponied exi axd are provided m the full texd and PDF
vemknms of he amcle on the joumal's Web sile (wwwjads com).

Comegpondence in: Pierme De Bemudop, UM 233 “Toms VIHMIL™ Instint de
Redherche pour ke Deveoppamend (IRD), 911 Avemue Agropals, BP 64501,
33 Monipd her calex (05, France je-mal: pieme debemulomiiinl 7.

Copyright € 2012 by Lippincot. Willams & Wikmns

| Acguir immune Defic Syndr « Volume 62, Mumber 4, April 1, 2013

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited

Conclusions: In this cohort, virclogical owteomes for first-line
treatments were gond compamsd with those from hig h-resounce
settings. However, the rate of virological failure for second-line
treatment was high, probably because of acoumulation of resistances,

Key Wards: HIV, antiretroviral therapy, vimlogical response, drug
resistance, sub-Saharan Africa

W Acguar Tmmune Defic Sypndr 2013;62:381-387)

INTRODUCTION

In 1998, Senegal was one of the fist African countries
to launch a natiomnal antietroviral treatment program, the
Senegaless Initiative for Antinstroviral Access (ISAARV)!
Smoee then, highly active antietroviral therapy (HAART)
has been rolled out all over African countnes,” and a sub-
stantial increase m the number of HIV-infected patients treated
has been observed.® Although good oukomes over the first
wears of HAART have been mepoded in low-mesource set-
tings, 257 limited access to laboratory monitoring, the we of
poody tolerated antiretroviml combinations, and the numerous
logistical challengss to treatment delivery may compromise
long-term outcomes ™" Further evidence to Justify this con-
cem is therefore of utmost importance. However, data on the
long-term virological outcomes and on the response to second-
line HAART in resource-limited settings ane scarce,

An observational mesearch ohort (ANRS 1215) was
started in Senegal with the fist patients mduded m he ISAARY
I assess the feasbility, acceptability, and effectiveness of starting
a ART.? In this study, we aimed to anabyze long-term virolog-
wal outcomes and responses to second-line HAART treatment

METHODS

Study Population

The soume population consisted of 444 HIV-1 mfected
adults enmlled between Augst 1998 and Demmber 2004 and
followed up untl June 20010, Study design and inclusion
criteria have been previously reported in detail ***'-® Patients
wene included in this analysis if (1) they had been started with
an ART megimen contaming 2 nucleoside reverse transcriptass
inhibitors (WRTIs) and either one first-generation nonboosted
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protease inhibitor (PI) or one nonnucleoside reverse tanscnp-
tse inhibitor (WNRTT), (2) they had been followed up for at
keast 6 months and had had at kast one viral load (VL) mea-
suremnent after their baseline measurement at cohort mclusion.
All patients had a comprehensive clinical and biological eval-
wtion at inclusion. Follow-up with a climical examination
oceumal every 2 months and biological evahations—imncluding
CDdcell count and VL measurements—were performed every
6 momths, Other monitoring details have been previously pub-
ished ™ The study was approved by the Senegakse National
Committee for Health Resarch,

Definitions

WVimlogical success and falune wens defined, mespectively,
5 4 patient achisving a VL <2500 copies'mL and 2 consecutive
VLs = 1000 copies L afier achieving imitil virological suceess. ™
When the second VL measurament was unavalable, the following
criteria were used to define vimlogical failure: one VL mesure-
ment = L copies'mL along with documented immunologc
fulure {fll in CD4-cell count below pre-ART level ar =50%
decrease) or one VL measurement =5000 copiesml.
An altemative definition of virological fwlure as any VL
=000 copies/mL was also considered in this analvsi to assess
the sensitivity of the results to the citeria used. Finally, a major
treatment switch was defined as intiating anew HAART regimen
comtaining either a new dug class or at kst 2 drugs not used in
the filel regmen,

Adherence

Pill counts of untaken ARV returned by patients wens
performed at each pharmacy visit. Adherence was therefore
computed for each different ARV as the ratio of pills actually
consumed to the nunber that had been preseribed between 2
consecutive pharmacy visits, The avemge adherence level was
calculated as the mean adherence for all ARV until virological
filure, trestmentswitch, censormng, ordeath, whichever ime first

Laboratory Procedures

VL was measurad using the Amplicor HIV-1 15 or 2.0
wssay | Roche Molecular Systems, Meylan, Fance) or the Bayer
BOMA HIV-1 Quantiplex 2.0 or 30 assay (Baver Diammostics,
Tarrvtown, NY) CDdcell counts were measured with the
FACSCount technique (Becton Dickinson, San Jose, CA)
Crenotypic dug resistance testing was performed on samples
with VL = 1000 copies'mL, using a previously described m-
house H.‘iHH.}'.E Briefly, a pol pene frapment spanning te pmo-
ease and two-thinds of the meverse trmscriptase regions was
generated by nested pobmerase cham rasction and then directly
sequanced. HIV-1 subtvpes'CRFs were determined by phylo-
genetic tree and recombination anabysis. Amino acid sequences
wire wsal to identife minor and major resistance mutations in
protease and neverse transcriptase genes, based on the
latest updated onling Stanford Resistance Database HIValg
program  Chtp: sierra 2 stanfond edu/sierra’serviet/ J5ierra?
action=al gSequencelnput). Mutatons wens inkerpreted using
the ANRS algorithm version V2011.05, HIVDE algorithm
version 6.1.1, and the REGA algorithm version VE.0.2.

352 | WwW. s, com

Statistical Analysis

The following end points wens considersd in this
analysis: (1) the probability of virological success, (2) the
pwbability of sirologeal Eolure, (3) the mmunologic
response in melation to the vimlogical response, (4) the
proportion of drug resistance and the resistance pattem among
patients with virological Gulure, (5) the probability of switch-
ing to second-line HAART, and (6) virological response after
switching to second-line HAART.

For patients who experienced virological failure, results
of genotypic dmyg resistance tests were considered in the
arulysis if the tests wene performed i a window of & months
before md 12 months after virological Gilure. It was ssumed
that patients with virologeal suppression did not have dmug
resstmes, As results of the resistance tests were available for
only twothirds of the patients with virological failure, 2 muhiple-
imputation method was used to stimate te pobability of
mesistance from the fall dat set.™"” VL and resistance tests were
performed mtermittently msultmg i nterval-censored data that
wene amalvesd using the mterval censoring framework.”® The
cumulative probabibities of virological suecss, virological fal-
e, amd resistance over time were computed with a nonparametric
estimaior derived Fom Tunbull dgorihm.® A bootstrap mesan-
pling procadurs was wed to compuks mbust confidence inter-
varls, ™ Virighles assessed potential risk factors of vimlogical
fuilure or msistance induded those messued o baseline (age,
sen, CDC stare, CDd-cell conmt, and pre-HAART VL), the tvpe
of HAART mgmen received (PI- or NNRT-hased) and the
avernge adhemnce level. The rdationship between covariaes,
the owumence of vimkbgmeal Gl and drg resistance, was
assessed wing generalized lnear models® Nonlinear relation-
ships were modelad using splines with peneralizad additve
model models. ™ Immunologic response before nd after vimlog-
il fahre was assesed by companng the CD4-cell count just
before and then 6 months after vimlogical filue between pa-
tients who experienced vimlogical Gilure, and control patents
matched for follow-up duration, sex, are, hasehne dinical stage,
and haseling CDdbcell count All statistical analvses wene per-
formad with the open source software B

RESULTS

S5tudy Population

A total of 366 patients wers mcluded in the study affer
excluding the following: 18 patients who were receiving a dual-
therapy regimen, 48 patients who had been followed up for <26
minths, and 12 patients who had no VL results after baselne,
The mortality mte in these excluded patients was high (60%q).
The median follow-up duration on firt-line HAART was 69
manths [inter guartile range (KJR) = 42-94]. NNRTI-hased
mregimens were mons common than Pl-based ones [228 (62%)
patients rsceiving an NNRETI vs, 138 (38%) patients receiving
a PI). Compared with patients started with an NNRTI, those
receiving a Pl had been enmlled eadier in the cohort (88% of
them had been enrolled before 2000 vs. 64% of those receiving
an NNRTL, P <2 0.001) and had lower CDd-cell count (P <
0000 ). The other chameteristics of the study population and the
other drugs recaved are provided in Table 1.
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Virologic Outcome in Senegalese Patients

TABLE 1. Study Population Chamcteristics at Baseline
(= 366), ANRS 1215

Female, n %) 206 {56)

Age, median (IQR) 3 (31-4)

Lagio-¥L, medien (R} 52 (4.7-5.6) n=73M
Previows AIDS, n (%) 191 (53)

€D, median (IR} 135 (S8-223) n=35
First Line Regimen FI NNRTI
ITC + AET 48 (13) & (19)
ITC + MT 133 13 (3)
ITC + &l 103 66 (18)
AZT + ddi I

AT+ el 64 (17) 51
TOF + FTC 35 (10

Virological Response
Initial Virological Response

A total of 324 (B9%) patients achieved virological
success. The probahility of virological success at 6, 12, and
24 months was 78% (95% CI: 74 to 82), 86% (95% CL 83 to
89), and 9% (95% CI: 86 to 92), respectively (Fig. 14). In
adjusted analysis, the probability of vimlogical success was

as

[al-]

Curraplstive: probabiity of VS

lower in patients receiving a Pl-hased megimen [melative nsk
(RE) = 0.57, 95% CL: 0.4 t0 0.74] and was higher in older
patients (RR = 1.19, 95% CL 1.11 to 1.27). OF the 42 (11%)
patients who did not achieve initial virological success, 23
(55%) died The most common canse of death was tubercu-
losis (6 patients). Baseling resistance tests were available for
16 {38%) of these 42 patients, and no primary drug resistance
mutation was found. Receiving a Pl-hased regimen and being
vounger were the 2 independent risk factors for not achieving
virological success (odds ratio = 2.23, 95% CI: 110 to 4.59
for Pl compared with NNRETI and 0,65, 95% CL: 04410 0.98
per 10-vear memease). Patients who did not achisve vimlogi-
cal suceess had significantly lower adherence than those who
did (P = 0.005).

Virological Failure After Initial Virological Success

The 324 patients who achieved imitial virological
success wene followed up for a total of 1530 person-vears
until censoring or first vimlogical failure, OF these, 79 (24%)
experienced virological failure, and 127 (39%) patients
asmgle increase of their VL = 1000 copies'mL not confirmed
by a consecutive test. The overall comulative risk of vimlog-
ical fiilure was 5% (95% CL 3to T)at 12 months, 16% (95%
CI: 13 to 20) at 24 months, and 25% (95% CI: 21 to 30) at
&0 months (Fig. 1B). Restricting the subset to patients who
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meoeived an NNRTHbased mgimen, this risk was 3% (95%
CIL: 1 to 5) at 12 months, 12% (95% CL 9 to 17) at 24 months,
16% (95% CL: 12 to 21) at 48 months, and 18% (95% CL: 13
to 23 ) at 60 months. If the definition of vimlogical Gilure was
changed to any VL =1000 copies/mL, the estimated risk
imcreased to 7% at 12 months, 22% at 24 months, and 39%
at 60 months. In adjusted analvsis, the risk of virological
failure was higher in patients who were receiving a Pl-based
megimen, were vounger, and had a mean adherence <Z80%
(Table 2). When adherence was considered as a continuous
variable, a nonlinear relationship with the risk of virological
filure was found (Fig. 2, P = 0.05).

The mean CD4cell count at vimlogical filure was
MO cells/mm® (IR = 178-481) versus 410 cells'nm?® (IQR =
257-525) in patients with no virological failure and matched
for follow-up duration, age, sex, baseline CD4, and clinical
stage (P <2 0.001). The mean change m CD4-cell count over
the first 6 months after vimlogical Gilure was also poorer com-
pared with matched control patients (+4 cellsmm® versus +30
cells'mm? in controls, P = 0.04). Interastingly, only 28 patients
(35%) met the WHO criteria for immunologic Silure at the time
of vimologeal fahins,

Drug Resistances

The results of a penotvpic resistance test performed
before HAART initiation were available for 48 (60%) of
those who experienced virologcal failure, Only one drug
resistance mutation was detected (resistance to lamivudine).
Conclusive genotypic resistancs tests were available for 53
(67%0) patients (31 patients receiving a Pl-based regimen and
22 an NNETI). Among these 53 mdividuals, 32 (60%) wens at
keast resstant to one drag (77% and 48% of those receiving an
NMWRTI and a Plbased regimen, respectively). Seventeen
(77%%) NNRTI mutations and 7 (23%) Pl mutations wens
found in patients receiving these drugs. Twenty-ome patients
(40P ) had duakclass resistinees. The most commaon resistance
o NRETE was the mutation M1V to lamivedine (n = 24,
45%). A sunmnary of the different resistances detected is gven

in Figure 3 and Figure 51 (see Sup plemental Digital Content,
httpelinks vw comQALAIAS). It should be notad that no
remistance mutation was found in patents with a smgle VL
Z1000 copiesmL

At the population kevel, the estimated comulative nsk of
msBtmes to any drug was 3% (95% CL 1 to 5) at 12 months,
1% (95% CE 8o 15) o 24 months, 16%(95% CL: 13t 21)at
48 months, and 18% (95% CI: 13 to 21) at 60 months (Fig. 1C).
The nsk of resistance to any drug was positively assodated with
AIDS history at haseling and negatively associaed with age,
haseling CDd-cell count, and adherence (Table 2). As displaved
in Figure 2, the rebitionship betwesn the nsk of resistance and
adherence level was nonlinesr (P = 0.05).

Outcomes After Switching to
Second-Line HAART

Forty-gight (604) patients with vimological falure and
17 (40%%) with no virological suppression were switched to
second-line HAART. In the former, the median time between
the first VL =1000 copies/mL and the treatment switch was
36 months (IQR = 18-54). This delay was larger for the fimst
patients errolled in the cohort (median delay was 33 months
for those enrolled before 2001 versus 18 months for those
enmolled after 2001, P = 0.01).

Afier exduding 7 patients who had been followed up for
<f months and'or had no VL mensurement after switching to
asecond-ine reginen and 5 others who achieved an undetectable
WL hefore switching, 53 patients were eventually included in the
subanalysis of vimlogical response to second-line HAART. Ther
regmmens included an NWRTL in 30/(57%0) patients or a P@other-
wise, Amomng the latter, lopimair boosted with ntonavir, indina-
vir, md nelfinavir were wsed by 39%, 48%, and 13%,
mespectively. The medim folow-up dumton for these 53 patients
wis 45 months, and the median tme on fst-line HAART was
5 months (IR = 44-70). Their median COdcell count and
log 10 VL just before or af treatment switch wene 239 celbiinm
(I0R = 103-332) and 447 logld copies'mL (IQR = 4.04-5.00),

TABLE 2. Factors Associated With the Probability of Virdlogical Failure and Drug Resistance Mutation in Univariate and

Multivariate Analysis

Viroligical Failure Dirug Resistance Mutation

Univariate

Mulivariate

U nivariate

Multivariate

Age®

Sex (famale vi. male)
AIDS hisory ot baselinet

CIM-cell count}

VL <TI0 copiesml.
Pl= versus NNRTI-hased HAART

(L8 (083 10 0.93)
.88 (0,66 1o 1.20)
176 (13310 233)
0.94 {088 10 1.01)
155(1.11 10 2.15)
223161 lo 308

B%e-95% 131 (0,71 0 2.43)
=HiF% 408 (201 o B3)

B0 {065 1o 0.95)

178 {1.05 10 3.02)
204 (12816327

125 (068 1o 2.32)
364 (177 10 7.51)

(L85 (1M & 097)
LI% {078 & 177)
209 (1.42 & 307)
086 (.76 & 0.96)
154 {094 & 251)
L& {097 i 263)

205 (1.47 ko 286)

082 (068 o 0.99)

188 (L5 i 3.41)
057 (074 i 1.01)

21 {0LE5 o 5.18)

*Par 10 yers incraiss

HDCAL sage vemes Aor B
e 50 cally/mm® moress

$C ompared with adbemenoe =98t
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FIGURE 2. Cumulative rsk of virological failure and drug
resistance mutation with respect to adherence level in patients
receiving a Pl or MNRTI-based first-line HAART. VF, virologicl
failure; R, resistance.

respedively. OF these 53 patients, 43 (B1%) achieved viral
suppression <500 copies'mL within a medan time of 6
months. All those who did not achieve virological suppression
were meceiving an NNRTIbased second-line regimen and 9
(900 ) were documented as being resistant to at least one drug
in their regimen before switching. After achieving virological
suppression, 12 patients expenenced a second episode of
virological failure, which resulted in a cumulative risk of
vilogical falure of 18% (95% CI: 8 to 28) at 6 months,
200 (95%CL: 10 to 30) at 12 months, and 27% (95% CI: 15
to 41 at 24 months (Fig. 10). All of these patients (except one
with no resistance data available) had dual-class resistances
before or at the time of virologeal Silure, and 8 (67%0) of them
were nesistant to at least one of their second-ling regmen dmgs
at vimological filure, By contrst, their average adherence level
was similar to that of patients who did not experience a secomnd
episode of virological Falure (95% s, 94.5%, P = (.6).

DISCUSSION

In this study, using data from one of the first African
coharts of HIV-1-nfected adults started on HAART, we
were able to analyee together the virological outcomes for
patients who wene on fist-line HAART for over =35 vears
and the virologmeal response o second-line HAART. As the
rollout of HAART in resource-limited countries continues,
such results are impotant o inform calculations on the
expected rate of vimlogcal failure and the effectiveness of
second-line regimens.

We found that the ovemll virological response for patients
on first-line HAART was good, with =84 of patients achiev-
mg vrologeal success. This mesult is similar 1 those observed
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FIGURE 3. Frequency of the main residances observed among
patients started on a MMNRTI or a Plbased imen who
expenenced virological failure (cohort ANRS 1215). ABC,
abacavir; AZT, azidothymidine; d4T, savudine; ddl, didano-
sing; EFZ, efavirenz ETR, etravirne; FTC/3TC, emtridtabine/
lamivudine; 10V, indinavii, LPV/r, lopinavir boosted with rito-
navir; NVP, nelfinavir; R, resigance; TDF, tenofovir; VF, viro-
logical failure.

in other African md non-Aficn setings. ™= The risk of vim-
logical failure mse shaply dunng the first 24 months of
HAART then leveled off. This result confirms the importance
of montoring the initial response o teatment more clossly,
Although the proportion of patients with virological Silure esti-
mated was dependent of the defintion adopted, dmg resistances
ware ohserved only when a VL = 1000 copies/mL was found in
2 comsecutives tests, which sugpests that this definition might
have more climcal significance. Restricted to the fist 2 vears of
follow-up, the estimated proportion of people with isstmes to
at least one dmg in this cohort was similar to those fom studies
with intensive mmiturh%g (more frequently than every 2 weeks)
reporied by Gupta o al® Overa longer follow-up tme (up to 5
vears), we found that the cunulative risk of vimlogical fadune
nd resistance was lower than or similar to those reported in
th—mmm‘ucmmh‘icﬁ.luﬁms However, because of the delay
between virological failure and treatment switching, it is Hely
that mesistances” mutatons were actually more frequent when
the patients wene staried on seoond-lme HAART. This delay
may be attibutable to several factors. Frst of all, the patients
included in this cohont were among the first patients started on
HAART in Senegal, and the number of drugs available at the
begmning of cohort was very limiked. Second, although VL and
CDd<cell count wene used for the monitoring, they were mea-
sured only twice a vear. This resubed in a delay before a con-
fimatory VL was obtained, and a decision of switch to a
second-lme regmen made.
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In 1998, indmavir was the only Plbased regimen
available, Because it was poorly tolemted and several pills
had to be taken daily, mpamed adherence and conssquently,
early vimlogical filure or switches were commonly observed
in patients recetving this regimen. Morsover, stavudine that
was usad in most mgimen of this cohont resulted also in
frequent adverse events.™ Although our results should be
cautiously interpreted, as patients who recsive wen: mon
likely to be sicker compared with those who meesive an
WNRTI, they are in line with the results from the PEARLS
(ACTG AS175) trial¥ However, it should be noted that
despite the higher rate of virological Gilures, proportionally
less mesistance mutations were detected in patients receiving
a Pl-based regimen. The nonlinear relationship between
adherence to Pl-based mgimens and the risk of virological
failure or drug resistance found in this studv—which is sim-
ilar o mesults from other studies™*®—sugpests a greater
mwhusmess of Plbased regmens to dmg resistance at low to
modemte levels of adherence, although it is mportant to note
that pills count is a very imperfect proxy for adherence ®
Therefore, antiretroviral regimens based on boosted P regi-
mens which are more efficient and better tolerated compared
with their nonboosted Pl counterparts, might be a better alter-
mutive to NNRTRhased regimens when adherence is imper-
fect and when VL maonitoring is infrequent, as is the case in
many HIV programs in resource-limited settings

Outcomes for second-line HAART were not as good as
those observed for first-lime HAART. Although the pro-
portion of virological success in the former was only slightly
lower than that in the latter, the probahility of filure while
receiving the former was more than twice as high. These
wesults from a cohort of patients from West Africa fall within
the range of those reported in a recent meta-analvsis by Ajose
et al® Likewise, we found that virological failure while
meoeiving  secondine megimens oowurred early on after
switching, An mmportant concem 15 that virological failune
occurred in a context of multiple resistances, which under-
seores the necessity of improving access to third-line regi-
mens in resource-limited settings.

To our knowledge, this is the first study i a resource-
limited setting to provide estimates of the risk of virological
filure and drug resistance over such a long period Momover,
because the data were prospectively collected, our estimates
ans mem tor bias compared with those from cross-sectional

* How ever, several study limitations should be noted
when u‘du‘pmtmgum’ results. First, this study had a small pop-
ulation size limiting the precision of our estimates especially
over the long term. A relatively large amount of data was
missing, including penotvpic tests for one-third of those
who expenenced virologeal failurs. Such a situation s not
uncomman, '™ and we used a multiple-imputation appmach
o accourt for the missing data.'” Nevertheless, it is important
0 keep in mind the assumptions made with such a statistical
approach: first, it was assumed that all patients with VL <1000
copiesmL had no resistance mutation. Sscond, multiple i impu-
tion only works under the assumption that dd.td. WETE MBS
at random, conditionally on the observed variables. ™ Although
it cannot actually be checked, this assumption seems reasonable
s most of the tests were missing because of logistc problems,
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In conclusion, this study shows good vimlogical out-
comes for patients on first-line HAART for over =35 vears,
However, outcomes for second-line HAART were not as
good and most of the vimlogical failure observed with sec-
ond-lme regimens ocourred m the context of multple resis-
tances, emphasizing the importance of intensive monitoring
and early adherence support, and the need to improve access
to and availability of third-line regimens.
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11.2. Détermination de la prévalence des mutations de réesistance aux ARV et la
variabilité génétique du VIH-1 chez une population sous ARV et suivie selon

I’approche santé publique au Sénégal
11.2.1. Problématique

Aprés la mise en place de 'ISAARYV depuis 1998 (Desclaux et coll., 2002), il a été démontré
que le HAART accompagné d’un suivi clinique et biologique, réduisait 1’émergence des
souches résistant au traitement ARV chez des patients infectés par le VIH-1 au Sénégal
(Vergne et coll., 2003). Cependant, le nombre insuffisant de laboratoire fait que les données
biologiques, plus particulierement la charge virale, ne sont pas toujours accessibles. Ainsi,
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande un changement de 1% ligne en 2"%
ligne de thérapie antirétrovirale en se basant seulement sur les criteres cliniques et/ou
immunologiques, lorsque la charge virale n’est pas disponible

(http://www.who.int/hiv/pub/arv/adult2010/en/). Des études ont montré une prévalence élevée

de virus résistants aux ARV (Kantor et coll., 2004 ; Cozzi-Lepri et coll., 2009) et une forte
accumulation des TAMs en utilisant ces recommandations (Hosseinipour et coll., 2009). La
plupart des données sur la réponse au traitement ARV au Sénégal, provient d’études
prospectives incluant un suivi virologique dans les conditions standards (Laurent et coll.,
2002 ; Laurent et coll., 2005 ; Wallis et coll., 2009). Cependant, nous n’avions pas de
données sur la résistance aux ARV chez des patients sous traitement et suivis selon 1’approche

santé publique de I’OMS.

11.2.2. Objectif

Le but de cette étude etait de documenter la diversité genétique et de déterminer la prévalence
des mutations de résistance chez des patients infectés par le VIH-1 et suivis selon 1’approche

santé publique au Sénégal.

11.2.3. Méthodologie

» Population d’étude, Charge virale et étude de résistance
L’¢étude a été effectuée chez des patients de la cohorte de 'ISAARV mis sous ARV entre
2001 et 2012. Un prélevement de sang total a été effectué sur tube EDTA chez ces patients

suivis au niveau des sites cliniques de Dakar. L’étude a été approuvée par le comité éthique
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du gouvernement Sénégalais. Il s’agit d’une étude transversale chez des patients en échec
virologique parmi ceux supposes avoir développé un échec thérapeutique. Les échantillons
ont été sélectionnés sur la base d’une CV > 3 log;o copies/ml, déterminée par la technique de
Abbott RealTime HIV-1 m2000rt (Abbott Laboratories, Chicago, IL). La technique de
génotypage développée par I’ARNS AC 11 (http://www.hivfrenchresistance.org/) et/ou celle
du ViroSeq HIV-1 Genotyping System (Celera Diagnostic, San Francisco, CA), ont été
utilisées pour I’étude des mutations de résistance. Pour la technique maison de I’ANRS, apres
une extraction avec le kit Qlamp Viral RNA (Qiagen, Valentia Spain) et une purification, les
produits de PCR ont été directement séquencés utilisant I’ABI 3100-Avant avec la technique
des terminateurs de chaine. Les séquences obtenues, ont été éditées avec Segman grace au
logiciel DNAStar v.5.08 (lasergene, Madison, WI). La base de données de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu/) a été utilisée pour déterminer les différentes mutations de

résistance sur la totalité de la protéase et les 240 premiers acides aminés de la transcriptase
inverse. Pour le ViroSeq, aprés extraction, I’ARN plasmatique est amplifié par une réaction
de rétrotranscription, suivie d’une seule étape de PCR pour générer un ADN double brin de
1800 pb. Les produits de PCR seront ensuite purifiés et séquencés grace a I’ABI 3100-Avant
avec la technique des terminateurs de chaine. Le séquencage des produits de PCR a été
effectué sur la totalité de la protéase et 320 premiers acides aminés de la transcriptase inverse.
Les séquences ont été ensuite analysées avec le logiciel ViroSeq HIV-1 Genotyping Systel
v2.8 (Celera Diagnostic, San Francisco, CA) afin de générer un rapport de résistance.
» Analyse phylogénétique

Les séquences obtenues ont été analysées avec le logiciel Seaview v.4.3.0 pour déterminer les
différents sous-types, CRFs et URFs dans la population d’étude. L’ensemble des sous-types
purs et CRFs qui circulent en Afrique de 1’Ouest et disponibles dans la base de donneées de

Los Alalmos (http://www.hiv.lanl.gov) a été inclus dans 1’analyse phylogénétique. La

présence d’éventuels recombinants, a été confirmée par bootscanning avec le Simplot v.3.5.1.
L’arbre phylogénétique final a été élaboré avec un nombre minimum de référence grace au

PhyML V.3.
11.2.4. Résultats

» Caractéristiques de la population d’étude
L’étude a porté sur un nombre de 72 patients dont I’age était compris entre 20 et 57 ans. Le
sexe ratio était de 0,60 comprenant, 45 (60,81%) femmes et 27 (37,50%) hommes.
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Le tableau VI1II ci-dessous résume les données virologiques, de résistances et thérapeutiques

des patients.

Tableau V111 : Les caractéristiques de la population d’étude

1°" Ligne ARV 2"® Ligne ARV

(n=54) (n=18)

Parametres n % n %
Charge Virale (log)

3-3.67 13 22,22 2 11,11
3.67-4 8 14,81 1 5,56
4-5 22 40,74 7 38,89
>5 12 22,22 8 44,44
Traitement
AZT+3TC+NVP/EFV 38 70,37 - -
D4T+3TC+NVP/EFV 8 14,81 - -
DDI+3TC+EFV 4 7,41 - -
TDF+3TC+NVP/EFV 3 5,56 - -
3TC+DDI+NVP 1 1,85 - -
TDF+ABC/DDI/3TC/FTC+LPVIr - - 12 66,67
AZT+3TC/ABC+LPV/r - - 4 22,22
ABC+DDI+DRV/r - - 1 5,56
DDI+3TC+IDV/r - - 1 5,56
Bilan (M=mois)

M=12 11 20,37 - -
12<M<24 10 18,52 4 16,67
M>24 33 61,11 15 83,33
Résistance aux ARV

NRTIs 1 1,85 1 5,56
NNRTIs 5 9,26 2 11,11
NRTIs+Pls - - 4 22,22
NNRTIs+NRTIs 31 57,41 7 38,89
All drugs 2 3,70 2 11,11
Any drug 15 27,78 2 11,11
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La médiane de suivi était de 40 mois [12-123] et la charge virale médiane de 4,73 logso
copies/ml. Les schémas thérapeutiques étaient composés d’une e ligne avec
INTI+EFV/NVP (54/72, 75%) et une 2" ligne avec INTI+11P/r (18/72, 25%). Cinquante sept
(76,39%) des patients ont eu au moins une mutation de résistance aux ARV. Les taux de
résistance étaient de 72,22 et 88,89 respectivement chez les patients sous 1*° ligne et 2"%
ligne de traitement ARV.

> Analyse phylogénétique

La figure 32 ci-dessous montre la variabilité génétique au sein de la population d’étude.

Rgggorﬁ- gfd’f wuitcom %}
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Figure 32 : La variabilité et relation phylogénétique au sein de la population d’étude
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Les séquences de référence sont représentées en tiret et celles de la population d’étude en trait
plein. Les signes (*) et (y) ont été utilisés pour symboliser respectivement la présence de
recombinants et une probable chaine de transmission entre deux patients dont un homme et
une femme.

La variabilité génétique est caractérisée par la prédominance du CRF02_AG (59,72%), la
présence d’autres sous-types/CRFs a savoir : C (6,94%), A3 (4,17%), B (2,78%), D (2,78%),
CRF06_cpx (5,56%),), CRF09_cpx (1,39%) et CRF01_AE (1,39%) et enfin 11 URFs.

> Analyse des mutations de résistance aux ARV
Les différentes positions de résistance aux INTIs retrouvées chez les patients, sont

représentées dans le tableau 1X ci-dessous.

110



Tableau IX : Les mutations de résistance au niveau de la T1 associées a une résistance aux INTIs

Sous-types No. de
séquences M4l D67 K70 L210 T215 K219 K65 L74 Y115 M184 E44 V118 69
A3 3 Vi
B 2
C 5 V4
CRF01_AE 1 A1 F1 E1 V1 Ny
Rs, K/Ng, Ys, Fg 11, E4 Q3 Ny,
CRF02_AG 43 L; NgG: G/R.G: Wi SIYLINV: Ni Vs F.  Vxli, Dy 13 P
CRF02_AG/A 2 L; V,
CRF02_AG/A3 3 V1 V3
CRF02_AG/CRFO06_cpx 1
CRF02_AG/U/CRF02_AG 1 N, o) Vi
CRF06_cpx 4 \'Z
CRF09 _cpx 1
CRF09_cpx/CRF02_AG 1
D 2 Ny R1 Q1 V1
G/CRF02_AG/A 1 L W, I V1 I
CRF02_AG/C/A 1 R1 F1 Vi
CRF11_cpx/CRF02_AG 1 SIY; V2
TOTAL 72 9 11 9 5 19 11 1 5 2 44 3 4 3
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Le tableau montre que les CRF02_AG ont développé toutes les positions de mutations
associées a une résistance aux INTIs a I’exception de la position K65. Cependant, le sous-type
B et les URF (CRF09 cpx, CRF02_AG/CRF06_cpx et le CRF09 cpx/CRF02_AG), n’ont
développé aucune position de résistance aux INTIs. Parmi les différentes mutations de
résistance aux INTIs, nous avons la prédominance des TAMs (50,79%), suivie de la mutation
M184V avec 34,92%.

Le tableau X ci-dessous montre les différentes positions de résistance associées a une

résistance aux INNTIs chez les patients etudiés.
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Tableau X : Les mutations de résistance au niveau de la T1 associées a une résistance aux INNTIs

Sous-types No. de séquences L100 K101 K103 V108 Y181 Y188 G190 P225
A3 3 P E: N1 Iy As
B 2 N1
C 5 N> Az
CRF01_AE 1 C1 Cy
Cy, As
CRF02_AG 43 I, N21 I ClY, L, AlG; Hs
CRF02_AG/A 2 N Cy H;
CRF02_AG/A3 3 N
CRF02_AG/CRF06_cpx 1
CRF02_AG/U/CRF02_AG 1 !
CRF06_cpx 4 N; Cy
CRF09_cpx 1
CRF09_cpx/CRF02_AG 1
D 2
G/CRF02_AG/A 1 ! Iy
CRF02_AG/CIA 1 Cy Ly
CRF11_cpx/CRF02_AG 1
TOTAL 72 2 2 31 10 6 3 7 5
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Les CRF02_AG ont développé toutes les positions de mutations associées a une resistance
aux INNTIs a I’exception des positions K101 et V106. Le sous-type D, et les URFS:
CRFO09_cpx/CRF02_AG, CRF11 cpx/CRF02_AG et CRF02_AG/CRF06_cpx et le
CRF09 cpx n’ont développé aucune position de résistance aux INNTIs. Nous avions aussi
noté une prédominance de la mutation K103N avec 46,27%, suivie des mutations aux
positions V108, G190 et Y181.

Contrairement au taux éelevé de positions de résistance aux INTIs et aux INNTIs, nous avons
un nombre limité de positions associées a une résistance aux IPs, comme indiqué dans le

tableau XI ci-dessous.
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Tableau XI : Les mutations de résistance au niveau de la protéase associées a une résistance aux IPs

No. de
Sous-types séquences V32 D30 M46 147 G48 150 I54 Q58 T74 L76 V82 184 N88 L90
A3 3
B 2
C 5
CRFO1_AE 1 LV Vi A Vi
CRF02_AG 43 TRV Vs Vo, Vi M,
CRF02_AG/A 2
CRF02_AG/A3 3
CRF02_AG/CRF06_cpx 1
CRF02_AG/U/CRF02_AG 1
CRF06_cpx 4
CRF09_cpx 1
CRF09_cpx/CRF02_AG 1
D 2 A F
GICRF02_AG/A 1 Iy Vi
CRF02_AG/C/A 1
CRF11_cpx/CRF02 AG 1
TOTAL 72 6 3 2 3 3 6 1 1

Nous avions documenté 25 positions de résistance chez les 57 patients qui ont montré une résistance aux IPs. Plusieurs mutations de résistance

ont été notées avec la prédominance de M461 et L76V/E représentant chacune 24%.
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11.2.5. Conclusion

Cette étude transversale réalisée chez des patients suivis selon 1’approche de santé publique,
montre qu’un taux élevé (76,39%, soit 55/72) de patients développe au moins une mutation
de résistance aux ARV aprés une médiane de suivi de 40 mois. Les taux de résistance chez
les patients en échec virologique de 1" et de 2" ligne sont respectivement : 72,22 et
88,89%. Pour les patients en 1 ligne, le taux élevé de résistances est lié aux schémas
thérapeutiques incluant les INTIs et les INNTIs (57,41%). Cependant, les taux de résistance
chez les patients en 2"® ligne sont de 36,84 et 21,05%, respectivement pour les combinaisons
de molécules associant : INTIs + INNTIs et INTIs + IPs. Parmi les mutations associées a une
résistance aux INTIs, nous trouvons une prédominance des TAMs (50,79%), suivis de la
mutation M184V/1 (34,92%). Pour les mutations associées a une résistance aux INNTIs, nous
obtenons la prédominance du K103N (46,27%), suivi des mutations aux positions V108,
Y181 et K101. Contrairement aux mutations associées a une résistance aux INTIs et aux
INNTIs, nous ne trouvons qu’un faible nombre de mutations associées a une résistance aux
IPs. Parmi ces mutations, nous notons la prédominance de M461 et L76V, présentes chacune
a 24%. Malgré sa population d’étude relativement faible, cette étude pose le probleme d’une
prévalence élevée de résistances aux ARV et une accumulation des TAMs quand la charge
virale n’est pas effectuée régulierement. Ces résultats démontrent la nécessité d’améliorer le
monitoring virologique des patients sous ARV dans les pays a ressources limitées. L'étude
des mutations de résistance a été effectuée en utilisant & la fois, la technique maison de
I’ANRS et la technique commerciale du ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0. Cette
derniére étant optimisée a partir des souches de VIH-1 sous type B, est souvent confrontée a
des échecs d'amplification et/ou de séquencage pour certaines souches non-B. Dans le but
d’optimiser le suivi virologique des patients sous ARV, nous avons ainsi consacre le
troisieme objectif de notre travail de thése sur 1’é¢tude des performances de cette technique

chez les souches de VVIH-1 non-B qui circulent au Sénegal.
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HIV-1 Genetic Diversity and Drug Resistance among Senegalese
Patients in the Public Health System

Moussa Thiam,” Halimatou Diop-Mdiaye,” Aminata Diaw Diouf,” Nicole Vidal” Ousseynou Ndiaye,” Ibrahima Ndiaye,"

Ndeys Fatou Mgom-Gueye,” Sada Diallo,” Oumy Diop Diongue,* Makhtar Camara,” Abdoulaye Seck ® Souleymane Mboup,®

Coumba Toure-Kane®

Laboratoiee de Bactérioiogie-Virologie, Hjpital Le Danter, Dakar, Sanegal UMI 233, IAD, Mantpellier, France®; Centre Ragional de Recherche et Formation surle VH/SD8,
Unhversits Chelkh Anta Diog, Dakar, Sanegal’; Centre de Traltement Ambiulatoire, CHU de Fann, Dekar, Senagal”

I this study, we investignted the prevalence of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) drug resistance mutations and
genetic variability among Senegalese patients undergoing highly active antiretroviral therapy (ART] in the public health system.
We conducted a cross-sectional study of 72 patients with suspected therapeutic failure, HIV-1 genotyping was performed with
Viroseq HIV-1 Genotyping System v2.0 or the procedure developed by the ANRS AC11 resistance study group, and a phyloge-
netic analysis was performed. The median follow-up visit was at 40 {range, 12 to 123) months, and the median viral load was 4.67
(range, 3.13 to 6.94) log, , copies/ml. The first-line therapeutic regimen was nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs)
phus efavirenz (EFV) or NRTIs plus nevirapine (NVP) (34/72 patients; 75%), and the second-line therapy was NRTIs plus a pro-
tease inhibitor (PLr) (18/72; 25%). Fifty-five patients (35/72; 76.39% ) had at least one drug resistance mutation. The drug resis-

tance rates were 72,22 and 88.89% for the first-line and second-line ARTs, respectively. In NRTI mutations, thymidine analog
mutations (TAMs) were found in 50.79% and the M184V mutation was found in 34.92% of the samples. For non-NRTI resis-
tance, we noted a predominance of the K103N mutation (46.27%). For P1/r, several cases of mutations were found with a pre-
dominance of M46] and L76V/F at 24% each. The phylogenetic analysis revealed CRF02_AG as the predominant ciroalating re-
combinant form (43/72; 59.72%). We found a high prevalence of resistance mutations and a high rate of TAMs among Senegalese
patients in the public health system. These findings emphasize the need to improve virological monitoring in resource-limited

settings.

hylogenetic analyses of many HIV-1 strains isolated from di-

verse geographic origins have revealed four distinct groups of
viruses, namely, groups M, N, O, and P. Group M. which is re-
sponsible for the global pandemic, can be further subdivided into
subtypes (A to [, F to H, 1. and K}, subsubtypes, and numerous
circolating recombinant forms (CRE0D to CRF54; httpsfwww hiv
Janlgowicontent/sequenceHIV/CRES/CRFhiml). In Senegal,
circulating HIV-1 strains have been characterized and show a high
level of genetic diversity, with the predominance of CRF0Z_AG
amaong members of the general population (1, 2) and female sex
workers (3). However, a high prevalence of subtype C was noted
amaong men who have sex with men (4).

In developing countries where non-B subtypes are predomi-
nant, antiretroviral therapy (ART) has become increasingly avail-
able, resulting in the improved health and survival of patients
infected with HIV-1. The emergence of HIV resistance, due to
mutations in the viral protease and reverse transcriptase (RT)
genes, is the major canse of ART failure. The development of drug
resistance requires the ocozrrence of both antiretroviral drog ex-
posure and ongoing viral replication (5). One of the first ART
initiatives sponsored by an African government was launched in
Senegal in 1996. Patients were monitored clinically and biologi-
cally by plasma HIV-1 RNA load determination, CD4 cell count-
ing at the baseline and at 6-month time intervals, and monthly
medical examinations (6). According to the 2010 World Health
Organization (WHO) guidelines, the first-line drog regimen for
adults and adolescents in resource-limited settings should contain
two nudeoside BT inhibitors (NRTIs) and one non-NRTI
(NNRTT). After first-line ART failure, a hoosted protease inhihi-
tor with two NRTIs has been recommended for second-line ART

578 jcmasmoaorg Joumral of Clinical Microbiology

(7). In a prospective observational cohort study, it was shown that
the implementation of highly active ART (HAART), in combina-
tion with clinical, binlogical, and logistical monitoring, reduced
the emergence of resistant strains in Africa (8). The WHO guide-
lines also suggest that the first-line ART regimen should be
switched after immunological or clinical faihere when plasma
HIV-1 BNA Ioad tests are not available (7). However, previous
studies reported the development of resistance mutations when
the switch was performed solely on the basis of immunological or
clinical monitoring of patients (9, 10). A similar study of patients
receiving first-line ART in Africa revealed a high rate of thymidine
analog mutation (TAM) acoumulation in patients with immuno-
logical or dinical failure when following the WHO guidelines
(11). Most published data on ART treatment in Senegal have re-
sulted from structural prospective studies, including a biological
follow-up study according to the best standards of care (8, 12, 13).
However, no data on HIV drug resistance (HIVDR) was available
from patients undergoing HAART in the public health system.
The aim of this study was to investigate the prevalence of HIVDER
mutations and the genetic diversity in a routinely treated general

population group.
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MATERIALS AND METHODS

Specimen collection and viral load and resistance testing. We obtained
blood samples by venipuncture from patients at three different clinical
sites im Drakar, the capital of Senegal, and collected them in EDTA tubes.
The patients were enrolled in the Senegalese Antiretroviral Dmg Access
Initiative (ISAARY) from 2001 to 2012, We conducted a cross-sectional
study of patients with known virological failore among patients suspected
to have experienced therapentic faihore. The samples were selected on the
basis of a viral load of =3 log,, copies'ml by the Abbott RealTime HIV-1
m2000rt quantitative assay (Abbott Laboratories, Chicago, IL). Resistance
testing was performed on the plasma samples using Celera Diagnostics
ViroSeq HIV-1 Genotyping System version 2.0 according to the mamafac-
turer’s instractions (Celera Diagnostics, San Francisco, CA) or the proce-
dure developed by the ANRS ACI1 resistance study groap (http:!www
[hivfrenchresistance.org’). For ViroSeq, RNA was amplified by reverse
transcription, followed by a one-step PCR to generate a fragment of 1,800
bp. The PCR products were then purified and used for direct sequencing
on an ABI 3100-Avant system using the BigDye Terminator v3.1 kit (Ap-
plied Biosystems, Courtaboeuf, France). Sequencing was performed to
cover the entire protease gene and BT amino acids 1 to 320. Sequences
were analyzed using the ViroSeq HIV -1 Genotyping System software v2.8
{Celera Diagnostics, San Francisco, CA), which generated a dmog resis-
tance report. For the ANRS ACII resistance method, RMA extraction
from plasma was performed using the QlAamp Viral RNA kit (Qiagen,
Valencia, Spain) according to the manufacturer’s instructions. The PCR
products were purified (Qiagen, Valencia, Spain) and directly sequenced
on ABI3100-Avant using BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
Courtaboenf, France). The sequences generated were edited using the
SeqMan 11 software program from the DNAStar package v.5.08 (Laser-
gene, Madison, WI). To determine the resistance mutations, the entire
protease gene and atleast the first 240 amino acids encoded by the BT gene
were analyzed with the Stanford HIVDR database tools (http:/Thivdb
stanford.edu).

Phylogenetic anabysis. HIV -1 subtype and CRF designations were de-
termined by phylogenetic tree analysis. The nucleotide sequences gener-
ated were aligned, and a neighbor-joining tree was drawn with 100 boot-
strap replicates, as implemented in the Seaview software (14). All pure
subtypes and CRFs available in the Los Alamos database and circolating in
West Africa were inchuded in the analysis. To determine whether the vi-
ruses were recombinant or not, similarity analysis and bootscanning were
performed with the Simplot version 3.5.1 software. The final tree was
drawn with the minimal number of references, ie., exchiding those that
were not represented in the data set. Phybogenies over trimmed alignment
were inferred by using PhyML version 3 under the GTR+1+G model of
nucleotide substimtion. An approximate likelihood ratio test was used to
assess confidence in topology.

Kudeotlde sequence accesslon numbers. The sequences of the
HIV-1 isolates nsed in this study have been deposited in GenBank under
accession  numbers  JME73567, [MeT3SE0, IMGTISTY,  IMGTIATE,
INGT3570, INETISHS, INGTI5EL, TNETIS05 to INGTI508E, TNGT3603 to
ING73618, IN6736ZL, JN6T3628, IN6T363T, IM6TI6d7, INGT36TT,
INGT36TE, INGT36E3 to INGT3686, INGT3688, INGT3601 to INGT3603,
INGT360T, TNGTIG0R, INGTIT03, IN&T3ITO8, JQB55853 to DOBSSESS,
TX137611 to X 187622, [XI27040, IX 187624 to IX 187630, and KCI176534
to KC178537.

RESULTS

Patient group characteristics. Table | summarizes the virologi-
cal, drug resistance, and therapeutic patient group data. The sex
ratio was 0,60, induding 45 (60.81%) women and 27 (37.50%)
men. The 72 participants’ ages ranged from 20 to 57 years in the
selected group. The median follow-up visit was at 40 (range, 12 to
123) months, and the median viral load was 4.73 (range, 3.13 to
6.94) log,, copies'ml. The first-line therapentic regimen was
NRTIs plus efavirenz (EFV)/nevirapine (NVP) (NRTIs-EFV/
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TABLE 1 Virclogical, dmg resistance, and therapeutic patient group
data

Mo. (%) of patlents

First-line ART Sacond-line ART

Parameter® {m = 54} [m= 18]
Viral loads (log,,)

3367 12 (22217} 2(001.01)

34674 B (14.81) 1(5.56]

4-5 12 (40.74) 7 [3B5G)

=5 12 (22.22) B(44.44)
Treatments

AET 4 3TC + NVPFEFY 38 (70.37)

04T + 3TC + NVIFEFV B(14.81)

DD + 3TC + EFY 4. (7410

TODF 4 3TC + NVP/EFY 3 (5.56)

ITC + DDI + KVP 1(1.85)

TOF + ABC/DDATCY 12 (BE6T)

FTC + LPVIT
ALT + 3TCABC + 4 (22.22)
LPVIT

ABC + DM + DRVIT 1(5.56)

DD + 3TC + IDNVIT 1(5.56]
ART Hmes (mo)

12 11 (20,37}

12-24 10 (18.52} 31667)

=M 33 (6111} 15 (B3.33)
g resistance

MNRTIS 1(1.85) 1(5.56)

MNETIs 5(8.26) 200101}

MNRTIs + PUT 4 (2222}

MMETIs + NRTIS 31 (57.41) 7 (3B.55)

All dmugs (3700 200101}

Any drag 15 (27.78) 2000101}

2 YL, viral load; AZT, sidovudine 3TC, lamivadine; FTC, emtricitabine 4T,
stavisding: NVP, nevirapime; EFV, sfavirenz: DD, didanosine: TDF, tenofovie ARC,
abacavis; LPVir, lopinavir/ritanavir; DRV, daronavin'ribonavin; [V,
indinavir'ritomavir.

WVTP; 54/72 patients; 75%) (where a slash [ /] indicates that either
EFV or NVP was used), and the second-line therapy was NRTIs
plus a protease inhibitor (NRTIs-PLr 19/73; 23%).

Phylogenetic analyses. As indicated in Materials and Meth-
ods, sequences were aligned with HIV-1 references and also with
sequences from ART-naive patients who were inchuded in the
[SAARV cohort and collected since 1997 or who were diagnosed as
newly infected since 2003 (not shown). These sequences were used
to report on resistance mutations in naive patients from Senegal
by Diop-Ndiaye et al. (1). Also, some of the earliest samples from
the [SAARV cohort were used to document, for one of the first
times, the minor mutations in non-B subtypes (15). Our goal was
to check any duplicate patient samples between the ART-namwe
patient samples and the 72 samples from the present study to
avoid any sequence overlap in database accessions. We found five
patients who were previously induded in the above studies under
accession numbers FN599718, FN599740, FN 599686, FN399697,
and AJ286986. However, 7 to 10 years later, the patients harbored
severdl drug resistance mutations and consequently, we submitted
the corresponding sequences.

The overall subtype distribution was as follows: CRF02_AG

kmasmory 579
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FIG 1 Maximum-likelthood tree depicting the phylogenetic relationships be-
tween the sequences In this study. The tree was constructed as indicated 1n
Matertals and Methods. a1 BT stattstics were nsed to suppaort the tree topology
and are Indicated on the main branches. The letter ¥ indicates 3 very probable
transmission chain between two sequences collected from one man and one
woman. Asterisks Indicate unlque recombinant strains. HIV-1 reference se-
quences from the Los Alamos database are indicated by dashed lines, and
sequendces from the present study are indicated by solld lines.

(n=4359.72%),C{n=5694%), A3 (n=34.17%),B(n =
2;2.78%), D (n = 2; 2.78%), CRF06_cpx (n = 4; 5.56%), and
one each of the CRE0%_cpx and CRF01_AE strains (1.359%). [n
addition, 11 unigue recombinant forms {URFs) were also found,
incheding CRF0Z_AG/A3 (n = 3 4.17%), CRF0Z_ AG/A (n =
178%), and one (1.3%%) each of CRFARZ_AGCRFS cpx,
CRE0z_AGIUFCRFO2_AG, CRFS opu/CRF0Z_AG, GACRF02_
AGIA, CRF02_AGICIA, and CRF11_px/CRF02_AG. Unique re-
combinants with the same profile, ie, CRF02_AG/AZ and
CRF02_AGIA, did not custer together in the phylogenetic tree. Fig-
ure | shows the phylogenetic relationships between the sequences in
the present stady. We found one very probable transmission chain
between two strains originating from one man and one woman.

Drrug resistance analysis. Table 1 summarizes the findings on
drug resistance mutations among the 72 HIV-1-infected patients
known to have experienced virological failure (=3 log,,, copies/
ml) during first-line (n = 54) and second-line (n = 18) ART. The
first-line therapeutic regimen was NRTIs-EFVINVE (5472
73% , and the second-line therapy was NRTIs-PUr (18/72; 25%).
Fifty-five patients (55/72; 76.3%%) had at least one drug resistance
mutation. The drug resistance rates were 72.22 and £8.89% for the
first- and second-line ARTs, respectively. For patients on the first-
line ART . the high rate of resistance mutations was associated with
MNRTI-NNRTI combinations (n = 31; 57.41%). However, the
rates of resistance mutation with second-line ART were 38.89 and
22.22% with the NRTI-NNRTI and NRETI-PI/r combinations, re-
spectively.

For NRT] mutations (Table 2}, the CRF02_AG strain con-
tained all of the mutations associated with resistance to NRTIs,
except the K65R mutation. However, the subtypes B, CRF0?_cpx,
CRFo2_AG/CRF06_cpx, and CRF0S_cpx/CRE0Z_AG displayed
no mutations associated with resistance to NRTIs. Among the
mutations associated with resistance to NRTIs (126 mutations),
we observed a predominance of TAMSs (n = 64) which was equiv-
alent to 50.79% of the set. We also observed a high rate of muta-
tions at the M184 pasition, which represents 44 (34.92%) of the

TABLE 2 Mutations in the BT gene at key postions associated with MRT] resistance®

No. of
Sublype strains M4l D7 K7D L2130 TIIS K219 K65 LT Y115 MIS4 Edd VIIE &9
A3 3 v,
B 2
C 5 v,
CHRFO1_AE 1 AT, E, v, N,
CRF02_AG 43 Ly MG, R.EMN, W, YgF,l, Eq Qye M, v, F Vipl, Dy Iy N, PIT,
GR, G, 5T, W,
CRF02_AGIA 2 L, Vs
CRF02_AGIA3 3 v, vy
CRFOZAGICRFDG_cpx 1
CHRF02_AG/UNCHFOI_AG 1 N, Q v,
CRF06_cpx 4 v,
CRF0S_cpx 1 _
CRF0S_cprfCRFO2_AG 1
D 2 N, K, Q v,
GICRFDZ_AGIA 1 L, W, I, v, I,
CRFOI_AGICIA 1 R, F,v,
CHF11_CpriCRFOZ_AG 1 Y, v,
Total 72 4 11 a 5 1% 11 1 5 2 a4 3 i i

* For example, in ¥';, the letter represents the amino acid sobstitution and the somber indicates the sumber of strains with that mtation.
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TABLE 3 Mutations in the BT gene at key postions associated with NNETI resistance®

sublype No.ofstrains  L1D0 Kol KI03  VIOE  VIDE  YIEI YISE  Gl9D P25
A3 3 P E, M, I, A,

B z N,

C s N, A,

CRFOL_AE 1 C, c,

CHF02_AG 43 I My, I O, Ly Ay, AIG, H,
CRF02_AGIA z N, , H,
CHF02_AGIA3 ] M,

CRF02_AGCRFO6_cpx 1

CHF02_AG/UICHFOZ_AG 1 M,

CRF06_cpx 4 N, c,

CELFO9_cpx 1

CEFO9_CPL/CRFOZ_AG 1

D 2

GICRFOZ_AGIA 1 M, I

CHF0I_AGICIA 1 c, L,

CEF11_cpr/CRFO_AG 1

Total 7 2 z 3l 10 6 3 7 5

“Fnrﬂample.'in Iy, thee betier represents the amine acd substibotion and the number indicates the mumber of strains with that smtation.

total of 126 mutations. The CRF02_AG form alse displayed mu-
tational combinations, including several cases of TAMs-M 184V,
two cases of TAMs and an insertion at position &9, three cases
of TAMs-E44D, and five cases of M184V-L74V. The M184Y mu-
tation was also found in only two variants.

Table 3 displays all of the mutations in our study population
that are associated with resistance to NWRTIs. The CRF0Z_AG
strains showed all of the mutations associated with resistance
to WNRTIs, except mutations at positions K101P/E and V 1061
The subtype I, URFs (CRF0%_cpx/CRF0Z_AG, CRF11_xpx/
CRF0Z_AG, and CRF02_AG/CRF06_cpx) and CRF09_cpx
contained any mutations that were associated with resistance
to NNRTIs. In addition, we observed a predominance of mu-
tations at position K103N (31/67; 46.27%), followed by addi-
tional mutations at positions V108, G190, and Y181, Several
cases of K103N combined with other mutations (e.g., L100]
and P225H) were noted. The mutation K103N was also found
once in each of 10 patients.

In contrast to the high rate of mutations associated with resis-
tance to NRTIs and NNRTIs, there were few mutations associated
with PI'r resistance. We documented 23 positions of mutations
among 57 HIV-1-infected patients who developed this type of
resistance. Several cases of mutations were found with a predom-
inance of the M46l and L76V/E mutation types, and each repre-
sented 24% of the total. The CREF01_AE and CRED2_AG strains
harbored most of the mutational positions. One subtype I and
one URF (GICRF0Z_AG/A) developed two mutations, at posi-
tions [50 and L76 and positions M46 and 184, respectively. Sub-
types A3, B, C, and D, CRF06_cpx, CRF0%_cpx, and the URFs
(CRF02_AGPA,  CRF02_AG/A3,  CRFD2_AGICRFS cpx,
CRF02_AG/U/CRF0Z_AG, CRF09_cpx/CRF02_AG, CRF02_AG/
CiA, and CRF11_cpn/CRF0Z_AG) contained any mutations asso-
ciated with PL'r resistance.

DISCUSSION

In this study, we investigated the prevalence of HIV-1 drug resis-
tance mutations and the genetic variability among Senegalese pa-
tients undergoing HAART in the public health system. This work

February 2013 Volume 31 Mumber 2

is in contrast to structural prospective studies, as we conducted a
cross-sectional study of 72 patients with known virological failure
(=3 logy, copies’ml) while undergoing treatment. This study
identified a predominance of the CRF02Z_AG strains (4372,
58.72%), the circulation of eight subtypes/CRFs, and 11 URFs,
representative of 2 very high level of genetic diversity, in accor-
dance with previously published studies (16). However, the sub-
type/CRF distribution can change over time in some high-risk
groups, such as female sex workers (3). A very high level of genetic
diversity with a substantial number of URFs and an increased
prevalence of subtype C strains was previously described in un-
treated Senepalese patients from 1998 to 2007 (1).

In a structural cohort in Senegal, an increase in AIDS-defining
illnesses was noted in patients with immunological and virological
failure or with only virological faibare (17). Studies in Senegal have
demonstrated a low rate of dmg resistance mutations in patients
in a structural cohort (6, 12, 13). In the present study, we exam-
ined patients frem the public health system and found a high rate
of drug resistance mutations: 76.3%% of the samples tested (55/72)
had at least one drug resistance mutation after a median follow-up
perind of 40 months. This rate of drug resistance mutation is sim-
ilar to that recently reported in studies in decentralized areas of
Senegal (18) and in other countries such as the Central African
Republic (1%) and the Republic of South Africa using the same
first-line regimens (20). In contrast, a relatively low prevalence of
resistant viruses has been reported in Cameroon after 12 and 24
months, probably because of the shorter median follow-up period
of 17 months (21). The drug resistance rates among patients with
virological failure were 72.22 and 88.89% for first- and second-
line ART, respectively. For patients on first-line ART, the highest
rate of resistance mutations was associated with a combination of
METIs-NMRTIs (n = 315 57.41% ). This finding confirms the need
to increase the mumber of patients on second-line ART, but the
financial cost is higher than that of the first-line drugs (22). At sites
with viral load monitoring, the patients are switched earlier than
at sites without viral load monitoring (23). While expensive, viral
load monitoring has the potential to save costs on expensive sec-
ond-line drugs by confirming that they are needed (7). However,
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TAEBLE 4 Mutations in the protease gene at key positions associated with resistance to PLIr*

No.of

Subtype siralps V32 030 MdE 7

GHB 150 154

Q58 T/ L7 VBI B4 NBE 19D

A3 3
B 1
o 5
CHFO1_AE 1
CHF02_AG a3 I Vi
CRF02_AG/A 2
CHF02_AG/A3 3
CHF02_AG/CRF06_cpx 1
CRF0Z_AG/U/CRFOZ_AG 1
CHFO6_cpx 1
CHF09_cpx 1
CHF09_Cpr/CRFOZ_AG 1
D 1
GICRFIZ_AGIA 1
CRF02_AGICIA 1
CHF11_Cpr/CRFDZ_AG 1

Tatal 7z & 3

v, v, oW, M,

Vi

2 3 3 & 1 1

* For example, in [, the letter represents the amine acid substitation and the mumber indicates the mumber of strains with that mmtation.

the rates of resistance mutations for second-line ART were 36.84
and 21.05% with combinations of NETls-NNRTIs and NRTIs-
Plir, respectively. This high level of patients who harbored resis-
tance to WRTIs-NNRTIs was due to the re-emergence of archived
mutations as a resolt of filure of first-line ART with NRTI- or
MNNRTI-containing regimens. These results showed a high rate of
HIV-1 drug resistance among patients undergoing first- and
second-line therapeutic regimens, while third-line regimens are
more expensive and not yet available in our countries. The main
solution for those patients resistant to both first- and sacond-line
regimens is to use another boosted PLr and etravirine, a second-
generation NNRTT (13). In the public health system, as ART avail-
ability continues to increase throughout Africa, the monitoring of
HIV drug resistance mutations should be a priotity (24). In Senegal, a
total of 18352 patients were undergoing HAART from 1998 to
2011 (httpsfwww unaids.org/en/dataanalysi urresponse
{countryprogressreports/ 201 2oountries/ce_SN_Narrative Report[1]
pdf} and the few data available showed a high rate of HIV-1 drug
resistance among treated patients (18 ). HIV infection cohorts should
have an excellent and important platform to preserve current first-
line dmigs for the long term. There is also a need for some form of
cheap and practical viral load monitoring and drug resistance testing
for wrban and rural environments in resource-limited settings
(24,25).

As mentioned in Tables 2 and 3, the CRE02_AG strains har-
bored all of the mutations associated with resistance to NRTls,
except the KA5R mutation, and all of the mutations associated
with resistance to NNRTTs, except those at positions K101P/E and
V1081 Most of the mutated positions associated with PI'r resis-
tance (Table 4) were harbored by the CRF0I_AE and CRF02_AG
viruses. These findings indicate that the rate of antiretroviral drug
resistance mutation selection appears to be influenced by viral
genetic diversity, as previously observed (26), despite the fact that
the prevalence of patients carrying the CRFI2Z_AG strain was
higher than that of patients in the study set carrying other sub-
types, CRFs, and URFs. Mutations associated with NRTI, NNRTTI,
and PUr resistance have already been reported in CRF0Z_AG
strains from Burkina Faso (26).

582 jcmasm.arg

Among the mutations associated with resistance to NETls, we
observed a predominance of TAMs (n = 64; 50.79%), followed by
the M184V/] mutation, which represents 44 (34.92%) of the total
of 126. The higher rate of TAMs and the M184V/T mutation ob-
served in this study has previously been described in Malawi and
could be related to the duration of treatment failure before geno-
typing in patients being treated in a public health system (27). A
high rate of TAM accumulation in patients with immunological
or dinical failure in response to WHO-recommended treatment
has also been described in South Africa (28], and it is higher than
that observed in the Central Africa Republic (24%). These treat-
ment guidelines may also be associated with a higher frequency of
the M184Y mutation, conferring increased sensitivity to ridovu-
dine (AZT) and stavodine (d4T) (29). CRF02_AG strains also
revealed several cases of mutational combinations of TAMs and
M184V, two cases of TAMs phus an insertion at position 6%, three
cases of TAMs plus E44D0, and five cases of M184V plus L74V. The
M184V mutation was also found solely in CRF0&_cpx. These mu-
tations have been identified in limited-resource settings, where
the first-line regimen drgs contained AZT or d4T (28). The
M184V mutation alone does not significantly affect the in vive
virological responses to abacavir (ABC) (30). In adults infected
with HIV-1 subtype B, the M184V mutation in the presence of
additional TAMs increased the susceptibility to AZT (31). Fur-
thermore, this mutation has been demonstrated to delay the
emergence of TAMs, suggesting that it would remain advanta-
geous to maintain emtricitabine (FTC)-containing treatment
even for patients with a detectable viral load (32). The presence of
amino acid insertions at codon &9 generally ocourred in the pres-
ence of multiple TAMs, as observed in this study. The combina-
tion of TAMs phus an insertion at position &9 is associated with
intermediate resistance to lamivudine (3TC) and FTC and high-
level resistance to each of the remaining NRTIs (33). The E44D
mutation may have an accessory role in increasing resistance to
MNRTIs in the presence of TAMs (34). The presence of the L74V
mutation in combination with the M184V mutation is enough to
get high-level resistance to both ABC and didanosine (DDI) (35).

For resistance to NNRTIs, we have reported a predominance of
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K103N mutations (31/67; 46.27%, followed by mutations at po-
sitions V108, Y181, and K101. A higher prevalence of the K103N
mutation and resistance to NNRT1s have also been observed after
24 months of first-line ART treatment in adults in Bangui (19).
The Y181C mutation confers high-level resistance to nevirapine
{36). However, combined with the K103N mutation or K103N/
V108, it may confer significant cross-resistance to all of the car-
rently approved NNETIs {37). Several cases of combination of the
K103N nmutation with another mutation, such as L1000 or P225H,
have been reported and resulted in lower susceptibility and a
poorer virologic response than the K103N mutation alone (38).

In contrast to the high rate of mutations associated with resis-
tance to NETls and NNRTIs, there are only a few mutations asso-
ciated with PI't resistance. The antiretroviral regimens based on
boosted P/t might be a better alternative to NNRTI-based regi-
mens when patient compliance is imperfect and viral load moni-
toring is infrequent, as in many HIV programs conducted in re-
source-limited settings (3%). We identified mutations at 25
positions among the 57 HIV-1-infected patients who developed
resistance to PU'r, with a predominance of the M4él and L7aV/E
mutations, each representing 24% of the total. These common
mutations have been associated with a decrease in susceptibility to
lopinavir {LPV)/ritonavir and indinavir (IDV)/ritonavir but an
increase in susceptibility to ataranavir and saquinavir (40).

Deespite the low mumber of genotyped samples, this study
points out the problem of the high prevalence of HIV-1 drug
resistance and the high rate of TAMs when viral load monitoring is
not done regularly. These findings emphasize the need to improve
the monitoring of ART in resource-limited settings.
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11.3. Evaluation des performances d’une technique génotypique : le ViroSeq, face

alavariabilite génétique des souches de VIH-1 qui circulent au Sénégal
11.3.1. Problématique

La caractérisation des mutations associées a une résistance du VIH-1 aux ARV a été
développée a partir des souches de VIH-1, sous-type B et spécifiquement pour les techniques
commerciales, a savoir le Trugene HIV-1 genotyping kit (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY) et le ViroSeq HIV-1 Genotyping System V2.0 (Celera, Alameda, Californie,
USA). L’utilisation de ces techniques sur les souches de VIH-1 non-B, nécessite une
évaluation, a la différence des techniques maisons qui sont plus spécifiques sur ces dernieres
(Chen et coll., 2007). L’étude des résistances aux ARV, qui a accompagné le programme
ISARRYV, avait commencé depuis 2003 avec les techniques « maison » de génotypage

comme celle de ’ANRS AC 11 (http://www.hivfrenchresistance.org/). A partir de 2009, avec

I’accréditation du laboratoire de Bactériologie et Virologie, comme laboratoire de référence
pour le monitoring des résistances du VIH-1 aux ARV utilisant le ViroSeq, cette derniére a
commencé a étre utilisée. Cependant, I’utilisation de cette technique est souvent confrontée a
des reprises et des échecs d’amplification et/ou de séquengage, ce qui nous mene a utiliser
une autre technique alternative pour rendre un rapport de résistance. Les performances du
ViroSeq ont été démontrées sur des souches de VIH-1 sous type B (Cunningham et coll.,
2001), non-B et des recombinants (Mracna et coll., 2001). Tout récemment, une étude qui a
été menée au Cameroun, a montré que ces performances peuvent étre influencées par des

différences de polymorphisme entre les sous type B et non-B (Aghokeng et coll., 2011).

11.3.2. Objectif

L’objectif de cette étude consistait a évaluer les performances du ViroSeq HIV-1 Genotyping

System V2.0 au niveau des souches de VIH-1 qui circulent au Sénégal.

11.3.3. Méthodologie

> Population d’étude, Charge virale et etude de résistance
L’¢étude a porté sur 150 échantillons provenant de 98 patients naifs de tout traitement ARV et
52 patients sous ARV. Un préelevement de sang total a été effectué sur tube EDTA chez ces

patients suivis au niveau des sites cliniques de Dakar. L’étude a été approuvée par le comité
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¢thique du gouvernement Sénégalais. Les échantillons ont été sélectionnés sur la base d’une
CV > 3 logio copies/ml, déterminée par la technique de Abbott RealTime HIV-1 m2000rt
(Abbott Laboratories, Chicago, IL). L’étude des mutations de résistance a été effectuée en
utilisant la technique du ViroSeq HIV-1 Genotyping System v.2.0. Apres extraction, I’ARN
plasmatique est amplifié par réaction de rétrotranscription, suivie d’une seule étape de PCR
pour générer un ADN double brin de 1800 paires de bases. Les produits de PCR seront
ensuite purifiés et séquencés grace a I’ABI 3100-Avant avec la technique des terminateurs de
chaine. Le séquengage des produits de PCR a été effectué sur la totalité de la protéase et 320
premiers acides aminés de la transcriptase inverse. Pour le séquencage, le Kit utilise sept
amorces dont quatre sens (A, B, C et D) et trois anti-sens (F, G et H). L’amorce D a ét¢é
rajouté dans le kit pour suppléer I’amorce A en cas d’échec. Les séquences ont été ensuite
analysées avec le logiciel ViroSeq HIV-1 Genotyping Systel v2.8 (Celera Diagnostic, San
Francisco, CA) afin de générer un rapport de résistance. En cas d’échec d’amplification et/ou
de séquencage apres des reprises, utilisant le kit du ViroSeq, la technique « maison » de

I’ANRS AC 11 a été utilisée (http://www.hivfrenchresistance.org/). Les séquences genérées

avec cette derniére technique, ont été soumises dans la base de données de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu/) afin de générer un rapport de résistance.

» Analyse phylogénétique
La détermination des différents sous-types, CRFs/URFs présents dans la population d’étude a
été effectuée en utilisant la méthode du plus proche voisin avec un bootstrap de 100 gréace au
ClustalX v.1.8.3. L’ensemble des sous-types purs et CRFs qui circulent en Afrique de 1’Ouest

et disponibles dans la base de données de Los Alalmos (http://www.hiv.lanl.gov), a été inclus

dans I’analyse phylogénétique. La présence d’éventuels recombinants a été confirmee par
bootscanning avec le Simplot v.3.5.1. Afin d’identifier toutes différences de polymorphisme
au niveau de la région probable de fixation de chaque amorce de séquengage, pouvant
influencer leur performance, les séquences générées, ont été analysées en ligne avec
SeqPublish et Sequence Locator dans Los Alamos. Des séquences VIH-1, sous-type B
incluant le HXB2 (accession N°: KO3455) ont été utilisees comme réferences.
L’identification de ces régions probables de fixation des différentes amorces dans la partie
gag-pol, a été basée sur une premiere estimation effectuée par Aghokeng et collaborateurs
(Aghoken et coll., 2011).
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11.3.4. Résultats

» Caractéristique de la population d’étude
La population d’étude était composée de 96 femmes et 54 hommes, soit un sexe ration de 0.7
et ’age médian était de 39 ans [20-70]. Les charges virales médianes étaient de 5,12 logig
[3,01-6,55] et 4,75 logio [3,12-6,13] copies/ml respectivement chez les 98 naifs et les 52 sous
ARV. Parmi les 98 naifs, un seul cas de mutation de résistance primaire a été noté a la
position V108l et conférant une résistance aux INNTIs. Chez les 52 sous ARV, nous avions
une 1%¢ ligne avec INTI+EFV/NVP (37/52, 71,15%) et une 2" ligne constituée de
INTI+IP/r (15/52, 28,85%). Parmi ces patients, 41/52, soit 78,88% ont développé au moins
une mutation de résistance aux ARV. Sept patients ont eu des résistances pour une seule
classe dont 2,4% aux INTIs et 14,6% pour les INNTIs. Vingt huit patients ont développé des
résistances a deux classes avec 68,3% (INTI+INNTI) et 7,3% (INTI+IP/r) et enfin, 7,3% ont
eu des mutations de résistance aux trois classes thérapeutiques.

» Analyse phylogénétique
La diversité génétiqgue de cette population est caractérisée par la prédominance du
CRF02_AG (88/150, 58,7%), 11 autres sous-types/CRFs : C (16/150, 10,7%), A3 (10/150,
6,7%), B (4/150, 2,7%) et CRF06_cpx (4/150, 2,7%), G (3/150, 2,0%), CRF09_cpx (2/150,
1,3%), D (2/150, 1,3%), CRF01_AE, CRF49 cpx, K et CRF45 _cpx représentant chacun
1/150, soit 0,7%. Nous avions aussi trouvé 16 URFs et une séquence non classée parmi les
différents sous-types et CRFs connus.

» La performance des amorces et la diversité génétique
Le résultat d’une amorce est considéré positif, Si nous avons une séquence de bonne qualité
couvrant la région définie. Cependant, ce résultat est négatif si la région voulue n’est pas bien
amplifiée ou quand la séquence n’est pas de bonne qualité. Les taux d’amplification et de
séquencage sont respectivement 98% (147/150) et 96,6% (142/147). Les 8 échantillons non
amplifiés et/ou non séquencés par le ViroSeq HIV-1 Genotyping System v.2.0 ont eté
analysés avec la technique « maison » de I’ANRS. Leur analyse phylogénétique a montré :
CRF02_AG (n=4), A3 (n=2) CRF49_cpx (n=1) et un URF (CRF02_AG/A3).
Toutes les informations relatives a la performance des différentes amorces sur les

échantillons testés, sont ainsi représentées dans le tableau XII ci-dessous.
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Tableau XI1 : Performance des amorces du ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 sur les différents sous-types, CRFs and URFs

% d’échec de chaque amorce

VIH-1 Sous-types/CRF/URF N A B C D F G H
E S % E S % E S % E S % E S % E S % E S %
A3 9 1 8 1111 0 9 0 0 9 0 7 2 7778 3 6 3333 0 9 0 1 8 1111
B 4 0 4 0 0 4 0 0 4 0 13 25 0 4 0 o0 4 0 0 4 0
C 16 3 13 1875 0 16 0 0 16 0 15 1 9375 0 16 0 1 15 625 0 16 0
CRFO01_AE 1 0o 1 o 0 1 0 0 1 0 0 1 o o0 1 0 1 0 100 0 1 0
CRF02_AG 86 6 8 698 0 8 0 1 8 116 62 24 7209 6 80 698 4 82 465 12 74 1395
CRF02_AG/A 2 1 1 5 o0 2 o0 1 1 50 2 0 100 0 2 0 0 2 0o 1 1 50
CRF02_AG/A3 3 1 233 0 3 0 0 3 0 30 100 1 2 3333 0 3 0o o0 3 0
CRF02_AG/CRF06_cpx 1 0o 1 o 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0o 0 1 0 0 1 0
CRF02_AG/CRF06_cpx/U 1 1 0 10 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 o0 1 0 0 1 0
CRF02_AG/U 1 0o 1 o 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0o 0 1 0 1 0 100
CRF02_AG/U/CRF02_AG 1 1 0 10 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 o0 1 0 0 1
CRF06_cpx 4 2 2 5 0 4 0 0 4 0 3 1 75 0 4 0o 1 3 25 0 4
CRF09_cpx 2 0 2 0o 0 2 0 0 2 0 2 0 100 0 2 0 0 2 0 0 2
CRF09_cpx/CRF02_AG 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0 o 1 0 0 1
CRF36_cpx/CRF02_AG 1 1 0 10 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0o o0 1 0 1 0 100
CRF43_02G/G 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0 o0 1 0 0 1 0
CRF45_cpx 1 1 0 10 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0o o0 1 0 0 1 0
CRF49_cpx 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 0 1 o o0 1 0 o0 1 0 1 0 100
D 2 0 2 0o 0 2 0 0 2 0 0 2 0o 0 2 0 0 2 0 0 2 0
G 3 0 3 0o 0o 3 0 0 3 0 1 2 333 0 3 o o0 3 0 1 2 333
GICRF02_AG/A 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0o o0 1 0 0 1 0
GICRF06_cpx/CRF02_AG/CRF06_cpx 1 0 1 o 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0 1 0 100 0 1 0
K 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0o o0 1 0 0 1 0
UIAJUIA 1 0o 1 0o 0 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0o 0 1 0 0 1 0
U/CRF45_cpx 1 0 1 0o 0o 1 0 0 1 0 10 100 0 1 0 o0 1 0 1
Unclassified 1 0o 1 o 0 1 0 0 1 0 10 100 1 0 100 0 1 0 1 0
Total 147 18 129 1224 0 147 O 2 145 136 105 42 7143 11 136 748 8 139 544 18 129 12.24
Amorces: A, B, C, D, F, G, H S = Succés E = Echec N = Nombre d’échantillons testés % = Pourcentage du taux d’échec

128



Les taux d’échec pour les différentes amorces sont : D (105/147, 71,4%), A et H (18/147,
12,2%), F (11/147, 7,5%), G (8/147, 5,4%) et C (2/147, 1,4%). L’amorce B n’a démontré
aucun cas d’échec sur I’ensemble des échantillons. L.’amorce C est la seconde en termes de
performance car elle n’a montré que 1,2% d’échec aux CRF02_AG, plus un seul URF qui est
le CRFO2 AG/A. Les amorces D, A et H ont présent¢ des taux d’échec élevés, plus
particulierement aux sous-types C et A3 et le CRF02 AG. L’amorce D qui a été congu pour
suppléer I’amorce A en cas d’échec, a présenté les plus importants taux d’échec dont 94%
pour le sous-type C, 78% pour le sous-type A3, 72% pour le CRF02_AG et entre 0 et 100%
pour les autres sous-types/CRFs/URFs. Pour les 18 échantillons non séquencés par 1’amorce
A, 5 seulement (5/18, 27,8%) I’ont été avec le D. L’analyse phylogénétique de ces séquences
a montré : CRF02_AG (n=2), A3 (n=1) et deux URFs: CRF02_AG/U/CRF02_AG et
CRF02_AG/CRF06_cpx/U. Les CRF02_AG et les sous-types C représentent environ les
70% de notre population d’étude. Par conséquent, les taux d’échec ¢élevés des amorces A et
H, pourrait avoir comme conséquence, un défaut de séquencage de la majorité des
échantillons, respectivement au niveau de la protéase et de la transcriptase inverse. Un
nombre limité d’échantillons, a savoir B (n=3/4), D (n=3/3) et K (n=1/1), a été parfaitement
séquence par I’ensemble des amorces du kit.

Les séquences non amplifiées ou non séquencées par le ViroSeq ont été ensuite comparées
d’une part avec des séquences de référence et d’autre part entre elles afin de trouver des
différences de polymorphisme pouvant expliquer ces performances différentielles entre
amorces. Cette analyse visait aussi a voir 1’impact du traitement ARV dans la performance
des amorces de séquencage. Les figures 33, 34 et 35 montrent les différences de
polymorphisme entre des sous-types B de référence et 24 séquences de la population d’étude
qui sont bien couvertes au niveau des différentes régions probables de fixation des amorces
A, D et H, qui ont présenté des taux d’échec élevés. Ces régions sont comprises entre les
nucléotides 2154-2235, 2238-2304 et 3462-3553 sur le HXB2 respectivement pour les
amorces A, D et H.
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2154-2235 sur HXB2, comme région probable de fixation de I’amorce A
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Les sous-types analysés sont mentionnés a droite des figure, les échantillons non séquencés sont encadrés en noir et ceux non amplifiés sont surlignés, ... : Points de gap

entre les références et les séquences de la population d’étude, --- : Similitude entre les références et les séquences de la population d’étude, Lettre :

polymorphisme entre les références et les séquences de la population d’étude.

Différence de

Figure 33 : Alignements compareés entre des sous-types B de référence et 24 séquences non-B au niveau de la région probable de fixation

de ’amorce A
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Les sous-types analysés sont mentionnés a droite des figure, les échantillons non séquencés sont encadrés en noir et ceux non amplifiés sont surlignés, ... : Points de gap

entre les références et les séquences de la population d’étude, --- : Similitude entre les références et les séquences de la population d’étude, Lettre : Différence de

polymorphisme entre les références et les séquences de la population d’étude.

Figure 34 : Alignements comparés entre des sous-types B de référence et 24 séquences non-B au niveau de la région probable de fixation

de ’amorce D
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3462-3553 sur HXB2, comme région probable de fixation de I’amorce H
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entre les références et les séquences de la population d’étude, --- : Similitude entre les références et les séquences de la population d’étude, Lettre : Différence de

polymorphisme entre les références et les séquences de la population d’étude.

Figure 35 : Alignements comparés entre des sous-types B de référence et 24 séquences non-B au niveau de la région probable de fixation de I’amorce H

132



L’analyse des figures 33 et 35 ne montre aucune différence de polymorphisme pouvant
expliquer pourquoi certains échantillons en échec avec 1’amorce A, sont positivement
séquencés avec I’amorce D. Parmi les 8 échantillons en échec avec le ViroSeq, 6 provenaient
de patients sous ARV ayant développé des mutations de résistance aux INNTIs et aux INTIs.
Le niveau de polymorphisme était plus elevé chez les sous-types non-B, compares aux VIH-1
de sous-type B. Cependant, nous n’avions pas trouvé des différences de polymorphisme
(figures 33, 34 et 35) d’une part entre les sous-types non-B de 1’échantillonnage et d’autre
part entre les échantillons de patients sous ARV, comparés aux autres provenant des naifs.

11.3.5. Conclusion

Les résultats montrent la necessité de mieux considérer les souches de VIH-1 non-B dans
I’évaluation des tests de génotypage qui sont utilisés dans les régions ou circulent ces

souches, particulierement en Afrique de 1’Ouest. Ils montrent aussi le besoin de disposer

d’une technique alternative, ou d’amorces pupplémentaire§ associées ou non a des

changements des conditions spécifiques des PCR pour les VIH-1 non-B qui sont toujours
plus ou moins mal séquencés avec le ViroSeq HIV-1 Genotyping System. A coté de la
diversité génétique des souches de VIH-1 qui pourrait influencer sur la performance des
techniques génotypiques et par conséquent sur le suivi virologique des patients sous ARV, la
thérapeutique antirétrovirale a long terme non efficace, due a une mauvaise observance ou a
I’acquisition de souches résistantes, peut aussi avoir des conséquences d’ordre virologique.
Parmi ces conséquences, nous pouvons citer la surinfection qui est souvent retrouvée chez les
populations clés et les couples séroconcordants qui pratiquent des rapports sexuels non
protégés (Blackard et Mayer, 2004 ; Blick et coll., 2007). La cohorte de I’ANRS 1215,
constituée de patients sous HAART pendant plus de 10 ans dont certains formaient des
couples séroconcordants, a fait 1’objet de la documentation d’un cas de surinfection,

constituant ainsi le dernier objectif de ce travail de these.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the performance of the ViroSeq HIV-1 Genotyping System
v2.0 on HIV-1 non-B strains identified in Senegalese patients. The study involved 150 patients, and geno-
typing was performed using the ViroSeq HIV-1 Genotyping Systemv2.0 or an in-house method developed
by the French National Agency on AIDS Research AC11 when the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0
failed. The sequences were edited to assess the performance of sequencing primers at their presumed
binding regions. The Polymorphism was studied in the regions between the sequences of Senegalese
patients and the subtype B strains used as references. The phylogenetic analysis showed a predominance
of CRFO2_AG (88/150; 58.7%) and the circulation of 11 subtypes/CRFs, 16 unique recombinant forms
(URFs) and one unclassified sample. The amplification and sequencing rates were 98% (147/150) and
06.6% (142/147), respectively. This study showed that only primer B exhibited 100% success, while the
failure rate ranged from 1.4% to 71.4% for the other primers (D: 71.4%, A and H: 12.2%, F: 7.5%, G: 5.5%
and C: 1.4%). These findings suggest the need for an alternative method or alternative primers for non-B

strains that were not sequenced successfully using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0.

@ 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Phylogenetic analyses of many human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1) strains isolated from diverse geographic
origins have revealed four distinct groups of viruses, ie.,
groups M, N, O and, recently, P. Group M, which is respon-
sible for the global pandemic, can be further subdivided
into subtypes (i.e., A-D, F-H, ] and K), subsubtypes and
numerous circulating recombinant forms (CRFs-01 to -52)
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html).
In addition, recombination is ongoing in many areas of the world
where different HIV-1 viruses circulate, continuously giving rise to
unique recombinant forms (URFs). The global distribution of HIV-1
subtypes/CRFs is not uniform: subtype C is responsible for of the
half of HIV-1 infections and is largely spread in austral Africa, Asia
and, more recently, South America; subtype B is the main genetic
form in Europe, North America and Australia. The importance of

* Corresponding author at: Université Cheikh Anta Diop, Dakar, and Laboratoire
de Bactériologie-Virologie, Hopital Aristide Le Dantec, Dakar, Senegal.
Tel.: 221 33 821 64 20; fax: +221 33 821 64 42.
E-mail address: ctourekane@yahoo.co.uk (C. Toure-Kane).

0166-0934/$ — see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http:f/dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2012.11.044

CRFs in the global pandemic is increasingly recognised, represent-
ing the major local forms in Southeast Asia and China (CRF0O1_AE)
and in West and West-Central Africa (CRFO2_AG), or spreading
in high-risk groups (CRFO7_BC or CRF33_01B) in Asia (Tee et al.,
2006). In Senegal, circulating HIV-1 strains are characterised by
high diversity, and CRF02_AG is the predominant strain in the
general population (Toure-Kane et al., 2000; Diop-Ndiaye et al.,
2010) and in female sex workers (Hamel et al., 2007). However,
a high prevalence of subtype C has been noted among men
who have sex with men in Senegal (Diop-Ndiaye et al., 2009).In
the developing world, where non-B subtypes are predominant,
antiretroviral treatment (ART) has become increasingly available,
resulting in the improved health and survival of patients infected
with HIV-1. This clinical benefit could be compromised due to
the emergence of drug-resistant viruses (Tournoud et al., 2010).
Drug testing and the characterisation of mutations that confer
resistance to drugs have been developed using subtype B isolates
primarily for commercial tests such as Trugene (Siemens) and
ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 (Celera, Alameda, CA, USA).
The use of these assays on non-B subtype drug resistance testing
requires continuous evaluation and comparison to in-house meth-
ods that could be more specific for non-B variants (Chen et al.,
2007).
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In Senegal, where ART has been available since 1998, geno-
typing using sequencing methods was developed from 2003 until
2005 in the laboratory of Bacteriology and Virology (LBV) in Dakar
using in-house methods. Since 2005, the ViroSeq HIV-1 Genotyping
System v2.0, a commercial method, has been used for drug resis-
tance testing. NIH/WHO accredited the laboratory as a National
Reference Laboratory in 2009 for monitoring drug resistance in
HIV-infected patients using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System
v2.0 from Applied Biosystems. However, several cases of misampli-
fication or sequencing failures have been noted, inducing repeated
tests or the use of an alternative assay to generate the required
sequence lengths for performing the analysis. Previous studies have
demonstrated the success of the ViroSeq HIV-1 Genotyping Sys-
tem v2.0 for analysing HIV-1 B subtypes in plasma (Cunningham
et al., 2001) and non-B subtypes, such as A, C, D and A/D recom-
binant HIV-1 in clinical plasma samples (Mracna et al., 2001).
Recently, a study suggested that the performance of the HIV-1
ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 method may be influenced
by polymorphism between B and non-B subtypes (Aghokeng et al.,
2011). To better understand the causes of ViroSeq HIV-1 Geno-
typing System v2.0 failures that we have noted, we conducted
this study to assess the performance of primers on Senegalese
strains.

2. Materials and methods
2.1. Specimen collection, viral load and resistance testing

Blood samples were collected by venipuncture using ethylene
diamine tetra acetic (EDTA) tubes from three different clinical sites
in Dakar, the capital city. This study included 150 samples from
98 treatment-naive patients and 52 patients undergoing treat-
ment with suspected therapeutic failure. This study was approved
by the Senegalese Ethics Committee. The samples were selected
based on a viral load greater than 3 Logyg copies/ml determined
using a m2000rt Abbott Real Time HIV-1 quantitative assay (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA). Resistance testing was performed
on plasma samples using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System
version v2.0, according to the manufacturer's instructions (Celera,
Alameda, CA, USA). Briefly, after extraction, RNA was amplified
via reverse transcription, followed by a one-step PCR to generate
a fragment of 1800 base pairs. PCR products were then puri-
fied and used for direct sequencing on ABI 3100-Avant using Big
Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France)
to cover the entire protease gene and reverse transcriptase (RT)
from amino acids 1 to 320. For sequencing, the ViroSeq HIV-1
Genotyping System v2.0 used seven primers, A, B, C, D (forward
primers) and F, G, H (reverse primers). Primer D is intended to
replace primer A in case the latter fails. Sequences were ana-
lysed using the ViroSeq HIV-1 genotyping system software v2.8
(Celera, Alameda, CA, USA), which generated a drug resistance
report. In case of sequencing failure or misamplification, after
repeating the assay twice, an in-house method developed by the
French National Agency on AIDS Research AC11 resistance study
group (http:/fwww.hivfrenchresistance.org/) was used. For this
assay, after extraction from plasma using the QIAmp Viral RNA
kit (Qiagen, Valencia, Spain), the PCR products were purified and
directly sequenced on an ABI3100-Avant using Big Dye Termina-
tor v3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). The generated
sequences from twooverlapping small fragments were edited using
the SeqMan Il program from the DNAStar package v.5.08 (Laser-
gene, Madison, WI, USA). To detect resistance mutations, the entire
protease gene and at least the first 240 amino acids of the RT gene
were then analysed using the Stanford HIV drug resistance database
(http://hivdb.stanford.edu/).

2.2, Phylogenetic analysis

HIV-1 subtypes and CRFs designation were determined through
phylogenetic analysis. The newly generated nucleotide sequences
were aligned, and a neighbour-joining tree was drawn with 100
bootstrap replicates, implemented in ClustalX 1.83. All pure sub-
types and CRFs available in the Los Alamos database were included
in the analysis in a first intention. To determine whether the viruses
were recombinant, a similarity analysis followed by bootscanning
was performed using the Simplot version 3.5.1 software. When a
recombinant pattern was found or suspected, individual phylo-
genetic trees were processed for each segment constituting the
mosaic strain, and these trees were used to confirm the Simplot
analyses. To identify any polymorphic differences in the sus-
pected primer binding area that could influence their performance,
generated sequences were analysed online using the SeqPublish
and Sequence Locator from Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov).
HXB2 (accession no. KO3455) and some B subtypes from GenBank
were added as references and aligned. Those regions identified
within gag-pol that are speculated to contain primer binding sites
are based on estimates by Aghokeng et al. (2011).

3. Results
3.1. Patient characteristics

The general characteristics of the 150 infected patients were
as follows: 96 women and 54 men (sex ratio: 0.7), aged from
20 to 73 (median: 39 years). The median viral load for the 98
untreated patients was 5.12 Logyg copies/ml [3.01-6.55] and 4.75
Logyp copies/ml [3.12-6.13] for the 52 infected patients under
antiviral drugs.

Among the 98 naive patients, no major mutation conferring
resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTIs) or
protease inhibitor (Pls) was detected. However, one case of muta-
tion at position V108I, conferring resistance to non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NNTIs), was found (1.0%).

Of the 52 patients under antiviral drugs, the first-line therapeu-
tic regimens were NRTIs + EFV/NVP(37/52; 71.15%) and NRTIs + PI/r
(15/52; 28.85%) for the second-line. Among them,41/52(78.8%) had
at least one major mutation associated with drug resistance. Seven
samples had mutations conferring resistance to one ART class only,
with 1/41(2.4%) to NRTIs and 6/41 (14.6%) to the first generation of
NNRTIs. Twenty-eight patients had mutations conferring resistance
to two classes, with 28/41 (68.3%) to NRTI+NNRTI and 3/41 (7.3%)
to NRTI+PL Finally, 3/41 (7.3%) harboured resistance mutations to
the three classes.

3.2. Phylogenetic analysis

The phylogenetic analysis showed that CRF02_AG was predom-
inant (88/150; 58.7%), and the overall subtype distribution was
as follows: C (16/150; 10.7%), A3 (10/150; 6.7%), B and CRFO6_cpx
each (4/150; 2.7%), G (3/150; 2.0%), CRF09_cpx and D each (2/150;
1.3%), CRFO1_AE, CRF49_cpx, K and CRF45_cpx each (1/150; 0.7%).
Sixteen unique recombinant forms (URFs) were also found,
represented by CRFO2_AG/A3 (3/150; 2%), CRFO2_AG/A (2/150;
1.3%), and (1/150; 0.7%) for the following: CRFO2_AG/CRFO6_cpx,
CRF02_AG/CRFO6_cpx/U, CRFO2_AG/U, CRF02_AG/U/CRF02AG,
CRF09_cpx/CRFO2_AG,  CRF36.cpx/CRF02_AG,  CRF43.02G(G,
G/CRF02_AG/A,  G/CRFO6_cpx/CRF02_AG/CRFO6.cpx, U/AJUJA,
and U/CRF45_cpx. Subtypes/CRFs were assigned according to
the precise clustering of the strain in individual phylogenetic
trees for each segment defining a mosaic strain. For example,
URFs CRF02_AG/A3 differed from URFs CRFO2_AG/A in that the

135



Table 1
Performance of the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 primers for each subtype, CRF and URF.

HIV-1 subtypes/CRF/URF N % of failure rate of each primer

A B C D F G H

F 5 % F 5 % F 5 x F 5 x F 5 % F 5 % F 5 x
A3 9 1 8 11.11 ] 9 0 0 9 0 7 2 77.78 3 3] 3333 ] 9 0 1 g 11.11 E
B 4 0 4 0 ] 4 0 0 4 0 1 3 25 0 4 0 ] 4 0 0 4 0 =
C 16 3 13 1875 ] 16 0 0 16 0 15 1 93.75 0 16 0 1 15 6.25 0 16 0 2
CRFO1_AE 1 1} 1 1] 1] 1 0 0 1 0 1] 1 1] 1} 1 1] 1 0 100 0 1 0 =
CRFO2_AG 86 G 80 6.98 ] 86 0 1 85 1.16 62 24 72.09 G 80 6.98 4 82 4.65 12 74 13.95 =
CRFOZ_AG/A 2 1 1 50 ] 2 0 1 1 50 2 0 100 0 2 0 ] 2 0 1 1 50 :é:
CRFO2_AG/A3 3 1 2 3333 0 3 0 0 3 0 3 0 100 1 2 3333 0 3 0 0 3 0 E
CRFO2Z_AG/CRFO6_cpx 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 =}
CRFO2_AG/CRFO6_cpx/U 1 1 0 100 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 =3
CRFOZ_AG/U 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 1 0 100 5
CRFO2Z_AG/U/CRFO2_AG 1 1 0 100 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 %
CRFOG_cpx 4 2 2 50 ] 4 0 0 4 0 3 1 75 0 4 0 1 3 25 0 4 0 0.’-!;
CRFO9_cpx 2 0 2 0 ] 2 0 0 2 0 2 0 100 0 2 0 ] 2 0 0 2 0 =
CRF09_cpx/CRFO2_AG 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 %
CRF36_cpx/CRFO2_AG 1 1 0 100 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 1 0 100 =
CRF43.02G/G 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 &
CRF45_cpx 1 1 0 100 1] 1 0 0 1 0 1 0 100 i} 1 1] 1] 1 0 0 1 0 E
CRF49_cpx 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 1 0 100 (%]
D 2 0 2 0 ] 2 0 0 2 0 ] 2 ] 0 2 0 ] 2 0 0 2 0 =
G 3 0 3 1] 1] 3 0 0 3 0 1 2 3333 0 3 1] 1] 3 0 1 2 333 1
G/CRFO2_AG/A 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 |£
G/CRFO6_cpx/CRFO2_AG/CRFO6.cpx 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 1 0 100 0 1 0 =
K 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 ] 1 ] 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 w
U/AJU/A 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 0 1 0
U/CRF45_cpx 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 0 1 0 ] 1 0 0 1 0
Unclassified 1 0 1 0 ] 1 0 0 1 0 1 0 100 1 0 100 ] 1 0 0 1 0
Total 147 18 129 1224 ] 147 0 2 145 1.36 105 42 7143 11 136 7.48 8 139 5.44 18 129 12.24

Primers: A, B, C, D, F, G, H. §=Successful, F- Failure, N= Number of strains tested, % - percentage of failure rate.
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Region 2154-2235 on HXB2 potentially containing the primer A binding site
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Fig. 1. Comparative alignment with 24 non-B and B strains in the suspected binding region of primer A. The fragment was from HXB2 nucleotide regions 2154-2235. Subtypes
are indicated on the right of the alignment, and the sequences that failed with primer A are boxed. Samples not amplified or sequenced with the ViroSeq HIV-1 Genotyping
System v2.0 were highlighted. . . .: Gap between our sequences and the reference subtype B sequence HXB2. —: Similarity between our sequences and the reference subtype
B sequence HXB2. Letter: difference between our sequences and the reference subtype B sequence HXB2.

second segment was clearly branched within the A3 subsubtype
references, whereas in CRF02_AG/A URFs, the second segment
was inside the large subtype A cluster without precise localisation
inside either the Al or A3 subsubtype strains. Finally, the results
showed one case of an unclassified sequence that did not cluster
with known subtypes/CRFs even with bootscanning and for which
blast searches were uninformative. In addition, all sequences were
distributed without forming any particular cluster within the
phylogenetic tree.

3.3. Primer performance and genetic diversity

Primers were considered positive when the sequencing was suc-
cessful and negative when sequencing failed or gave heterogeneous
signals on the chromatograms, either for the full fragment or in a
subregion of the read. At the global level, ViroSeq HIV-1 Genotyp-
ing System v2.0 primer amplification and sequencing success were
08% (147/150) and 96.6% (142/147), respectively. The 8 samples
that failed using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 were
subsequently analysed using nested PCR, according to the French
National Agency on AIDS Research AC11 in-house method. Phy-
logenetic analysis revealed that the 8 strains included CRF02_AG
(n=4),A3 (n=2), CRF49_cpx (n=1) and one URF (CRF02_AG/A3).

All information on the primer performance is presented in
Table 1.

The failure rate according to the sequencing primers were as fol-
lows: D(105/147,71.4%),Aand H (18/147,12.2%), F(11/147,7.5%),
G (8/147, 5.4%) and C (2/147, 1.4%). Failure for primer B was not
detected. The performance of primer C was the second-best, with
a 1.2% failure for only the CRF02_AG samples (1/86) and no failure
for the other strains of the panel, except one CRF02_AG/A unique
recombinant. The third-best primer (G) showed approximately

a 6% failure for subtype C strains (1/16) and a 5% failure for
CRF02_AG strains (4/86), but primer G sequenced all other variants,
except 3 samples (1 CRFO1_AE, 1 CRFO6_cpx, 1 URF). Primer F had
a nearly 7% failure for sequencing CRFO2_AG strains (6/86), a one-
third failure for both sub-subtype A3 (3/9) and the CRFO2Z_AG/A3
unique recombinants (1/3), but no failure for the other HIV-1 vari-
ants, except the undetermined sample. Primers A and H had the
second-highest failure rates, although the profiles differed based on
subtype/CRF. Primer A exhibited a 31% failure for the URFs (5/16),
19% for subtype C strains (3/16), 11% for A3 sub-subtype (1/9), 7%
for CRFO2_AG strains (6/86), and between 0% and a one-time 100%
failure for the other variants. Primer H exhibited a 19% failure for
the URFs (3/16), 14% for the CRFO2_AG strains (12/86), and 11% for
sub-subtype A3 (1/9), but no failure was noted for the other vari-
ants (including subtype C), except one subtype G and the CRF49_cpx
sample. The accessory primer D exhibited a 100% failure for 12 of
16 unique recombinants, 94% failure for subtype C strains (15/16),
78% for A3 sub-subtype (7/9), 72% for CRF02_AG strains (62/86),
and between 0% and 100% for the other subtypes/CRFs. Primer D
had the highest failure rate, but it was included in the ViroSeq
HIV-1 Genotyping System v2.0 as a supplementary product in cases
when primer A failed. Of the 18 samples that failed using primer A,
only five were successfully sequenced using primer D (27.8%; 5/18).
Phylogenetic analysis of these five strains revealed that they were
CRFO2_AG (n=2), A3 (n=1) and two UFRs (CRF02_AG/U/CRF02_AG
and CRFO2_AG/CRF06_cpx/U). The sequences were inspected to
identify any polymorphic differences in the suspected binding
regions of primers A and D. We did not find any difference or poly-
morphism that could explain why samples that failed with primer
A were successfully sequenced with primer D.

As over 10% of the studied samples were classified as URFs, the
positions of the breakpoints were mapped onto the HIV-1 HXB2
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Region 2238-2304 on HXB2 potentially containing the primer D binding site
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Fig. 2. Comparative alignment with 24 non-B and B strains in the suspected binding region of primer D. The fragment was from HXB2 nucleotide regions 2238-2304. The

rest of the legend is similar to that of Fig. 1.

genome relative to the speculated binding positions of the ViroSeq
HIV-1 Genotyping System v2.0 primers. Most of the breakpoints
were located around position 3000 on the HXB2 genome, which
may correspond to the binding regions of primers C and G. These
primers were, respectively, the second- and third-best primers
of the assay. However, each of them failed to sequence a unique
recombinant virus. Other breakpoints were located around position
2600 on the HXB2 genome, which may affect the binding of primers
F and B. Indeed, primer F failed to sequence one URF CRFO2_AG/A3.
However, primer B never resulted in failure.

Any effect of treatment and/or resistance mutations on the per-
formance of sequencing primers was studied. Of the eight samples
that failed the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0, six were
from patients under treatment who harboured resistance muta-
tions to both NNRTI and NRTI. However, among these patients, we
did not find any difference or polymorphism that could explain the
failure of the sequencing primers compared to the sequences from
the other patients.

Globally, except for primer D, we noted high failure rates of 7%
and 14% for primers A and H, respectively, with CRF02_AG strains,
and a higher failure rate of primer A on subtype C (19%). How-
ever, the ideal identification of drug resistance mutations requires
successful sequencing of both forward and reverse sequences to
confirm mixture peaks (Huang et al, 2003). CRFO2_AG and C
together represented almost 70% of the HIV-1 strains in the panel.
The failure of primer A could result in sub-optimal genotyping of the
protease region for significant proportions of Senegalese strains,
and the failure of primer H may yield a similar result for the sec-
ond part of reverse transcriptase. A few subtypes were perfectly

sequenced with all primers: B (n=3/4) and D (n=2/2), consistent
with the development of the ViroSeq HIV-1 Genotyping System
v2.0 on subtype B strains, and K (n=1/1).

Figs. 1-3 show the polymorphism between subtype B strains
as references and 24 sequences that largely cover the presumed
binding regions for primers A, D and H, which had the highest fail-
ure rates. The eight samples that were not amplified or sequenced
using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 are highlighted.

4. Discussion

This study found a predominance of CRF02_AG (86/147, 58.5%)
and found that there was the circulation of 11 subtypes/CRFs, 16
unique recombinant forms and one unclassified sample, which is
representative of a very high genetic diversity. The predominance
of CRF02_AG has been previously described, particularly in Senegal
and generally in West Africa ( Peeters et al., 2010). The prevalence of
subtype C strains and unique recombinants was higher than previ-
ously described in the general population of Senegal (Toure-Kane
et al., 2000). However, subtype/CRF distribution can change over
time in some high-risk groups, such as female sex workers (Hamel
et al., 2007). The high prevalence of subtype C among men who
have sex with men in Senegal and their unsafe links with women
might lead to an increase of subtype C strains in the low-risk popu-
lation (Diop-Ndiaye et al., 2009). Furthermore, a very high level
of genetic diversity, with susbstantial numbers of URFs and an
increased prevalence of subtype Cstrains, was previously described
in untreated Senegalese patients from 1998 to 2007 (Diop-Ndiaye
etal, 2010).
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Region 3462-3553 on HXB2 potentially containing the primer H binding site
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Fig. 3. Comparative alignment with 24 non-B and B strains in the suspected binding region of primer H. The fragment was from HXB2 nucleotide regions 3462-3553. The

rest of the legend is similar to that of Fig. 1.

HIV-1 genetic diversity can affect the performance of drug resis-
tance genotyping assays. ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0
efficiency is linked to the performance of the sequencing primers.
However, the primers have been optimised for subtype B strains
in the commercial assay (Eshleman et al., 2005). Here, we eval-
uated the performance of the ViroSeq HIV-1 Genotyping System
v2.0 primers on non-B strains circulating in Senegal. The global
ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 amplification and sequenc-
ing rates were 98% (147/150) and 96.6% (142/147), respectively.
The sequencing rate was similar to rates described in Uganda (97%)
and Cameroon (99.3%) (Mracna et al., 2001; Aghokeng et al., 2011)
and to the 98% success rate previously observed for a panel of
diverse HIV-1 strains (Eshleman et al., 2004). Eight samples failed
using the ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0, and their phy-
logenetic analyses revealed that they were CRF02_AG (n=4), A3
(n=2), CRF49_cpx (n=1) and one URF (CRFO2_AG/A3). No obvious
pattern of polymorphisms was observed among these samples.
However, because multiple factors can influence primer perfor-
mance, including template concentration or conservation and the
assay conditions, particularly PCR temperatures, it would be pre-
sumptive to assume that the observed primer failures for those
samples are due solely to HIV-1 genetic diversity (Eshleman et al.,
2004). However, of the failed samples, the four CRF02_AG and one
A3 subsubtype patients who were currently under treatment and
harboured mutations that conferred resistance to both NNRTI and
NRTI. However, in previous studies in Cameroon and Belgium, only
one sample was not amplified (Aghokeng et al., 2011; Maes et al.,
2004). The performance analysis showed that primer D had the
highest failure rate (71.4%) and that primer B had the highest
success rate (100%). Similar results have been observed in non-B
subtypes for primer D (52.6% failure) (Aghokeng et al., 2011) and
in B and non-B subtypes for primer B (Maes et al., 2004; Aghokeng
etal., 2011). Primer D was added for cases in which primer A failed

and obviously did not completely resolve the issue. In addition
to its high failure rate, particularly for CFRO2_AG and subtype C
strains, primer D could sequence only 5 of 18 samples that failed to
be sequenced by primer A (27.8%; 5/18). The performances of the
other primers (i.e., A, C, F, G and H) were significantly correlated
with results obtained in Cameroon on non-B subtypes (Aghokeng
etal.,2011)but were very different from those on B subtype strains,
for which the success rate ranged between 90 and 99% (Mracna
et al., 2001; Eshleman et al., 2005). The failure rates of several
primers (i.e., A, D, H) were higher on CRF02_AG and the subtype C
strains predominant in Senegal. Globally, this will result in inade-
quate genotyping of the protease and the second part of the reverse
transcriptase regions for some Senegalese patients.

To determine what could explain the differences in primers
performances with regard to the subtypes/CRFs, we investigated
the differences in natural polymorphisms between B and non-B
subtypes in the presumed binding regions of primers A, D, and
H. Polymorphism was higher in HIV-1 non-B strains than in B
strains. However, globally, no particular polymorphism pattern was
associated with failure or success, and there were no common
polymorphic pattern or mutations between the represented non-B
subtypes that could predict the primer performances, as was true
in Cameroon (Aghokeng et al., 2011). One limitation of the cur-
rent study is that the precise primer binding sites are not known.
This complicates the interpretation of the natural polymorphism
data. It is possible that the inability to identify differences between
sequences that are successfully sequenced as opposed to those that
are not occurs because the primer binding sites are not encom-
passed by the regions examined. These findings demonstrate the
need to consider non-B subtypes in the evaluation of drug resis-
tance assays used in areas where these strains circulate, such as
Africa and particularly West and Central Africa. These results also
suggest the need for an alternative method or additional primers
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and/or changes in the PCR conditions for non-B strains that are
not successfully sequenced using the ViroSeq HIV-1 Genotyping
System v2.0.

Sequence accession numbers

The 150 new sequences of the HIV-1 isolates characterised in
this study have been deposited in GenBank under the following
numbers: JN673567 to JN673713 and JQ855853 to JQ855855.
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11.4. Documentation d’un cas de surinfection chez une patiente VIH-1 groupe M
sous ARV au Sénégal (cohorte ANRS 1215)

11.4.1. Introduction : découverte de la surinfection

La cohorte du projet ANRS 1215 était constituée des 444 premiers patients inclus dans
I’initiative sénégalaise d’acces aux antirétroviraux (ISAARV) depuis 1998. Les patients
bénéficiaient d’un suivi clinique et virologique tous les six mois, a savoir : la quantification de
la charge virale, 1’étude des mutations de résistance pour tout patient ayant une charge virale
supérieure a 1000 copies/ml et une étude de phylogénie afin de documenter les différents
variants VIH-1 qui circulent au Sénégal.

Durant ce suivi virologique, un cas unique a montré un résultat particulier. Il s’agit d’une
patiente que nous appellerons X qui, entre 2001 et 2006, sur quatre prélévements consécutifs,
était porteuse d’un virus de sous-type G par génotypage du géne pol. Cependant, un nouveau
prélévement, réalisé en 2009, a révélé un virus différent, constitué pour une partie de 1’ancien
virus de sous-type G, et pour I’autre partie, d’un nouveau virus CRF18 cpx (voir figure 36).
La seule explication possible consiste en un évenement de surinfection de cette patiente :
initialement infectée par un virus de sous-type G, et malgré la mise sous traitement, elle aurait
acquis un second virus CRF18_cpx, puis les deux virus auraient recombiné dans le géne pol
pour donner naissance au recombinant unique observé dans le dernier prélévement.

La documentation de la surinfection est donc partie du constat de la recombinaison (figure
36). Documenter cette surinfection devient important car ces cas sont peu fréquents ou

rarement détectés.
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Figure 36 : Phylogénie et analyse de recombinaison des prélevements

Cette figure montre le profil de recombinaison de la souche de la patiente X, qui est de sous-type
G dans la protéase et CRF18 cpx au niveau de la transcriptase inverse. Pour le confirmer, des
arbres phylogénétiques ont été effectués séparément sur les différentes parties qui constituent
cette séquence. Cela confirme le résultat du Bootscanning avec du G sur la protéase (arbre a
gauche) et du CRF18 cpx sur la transcriptase inverse (arbre a droite). Elle montre également que

le sous-type G est bien le virus initial porté par la patiente X.
11.4.2. Meéthodologie

e Echantillonnage
Le tableau ci-dessous donne les différents points du suivi biologique et thérapeutique de la
patiente X depuis la mise sous ARV jusqu’au dernier point de suivi disponible.
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Tableau XI11 : Liste des préléevements séquentiels de la patiente X

Temps| CV |CD4| Traitement NRTI NNRTI Phylogénie
JO |281503| 178 | d4T ddl EFZ
MOO06 | 28043 | 562 | d4T ddl EFZ

MO012 | 75001 | 159 | d4T ddl EFZ - K103N, Y188L G
MO018 d4T ddl EFZ
MO024 d4T ddl EFZ

MO030 | 240000 | 157 | d4T ddl EFZ
MO036 | 2080 | 96 d4T ddl EFZ

MO042 | 33200 | 132 | d4T ddl NVP - - G
MO048 116 | 3TC AZT NFV
MO054 |100001| 160 | 3TC AZT NFV
MO060 | 12900 3TC AZT NRFV
MO066 | 16500 | 254 | 3TC AZT NFV | M184V | K103N, Y188L G

MO0O74 100001 | 149 | 3TC AZT NFV
MO78 | 2520 | 302 | ddl TDF LPV/r
MO084 | 49 ddl TDF LPVI/r
MO90 | 25000 | 163 | ddl TDF LPV/r - K103N, Y188L G
MO096 | 39700 | 164 | ddl TDF LPV/r

URF
(G/CRF18_cpx)

M102 | 84900 | 168 | ddl TDF LPV/r - -

M112 61 201 | ddl ABC LPVI/r
1 Geénotypage effectué dans le cadre du projet ANRS 1215

e Méthode d’étude et d’analyse : single genome amplification (SGA)

La finalité de la SGA est d’isoler les molécules virales afin que toute PCR positive soit le
résultat de I’amplification d’une seule copie de virus.

Afin d’éviter toute contamination, chaque prélévement est traité seul du début a la fin, soit de
I’extraction de I’ARN au séquencage.

Apres extraction, ’ARN est soumis a une transcription inverse pour obtenir de I’ADN
complémentaire. L’ADN complémentaire obtenu va subir des étapes de dilution en cascade et
des réactions de PCR nichées (16 PCR) pour chaque série de dilutions. Nous sélectionnerons
la dilution qui donnera au maximum 30% de PCR positives, car la probabilité d’amplifier une

seule molécule ou souche virale (isolat) dans les produits de PCR suit la loi de poisson
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(Palmer et coll., 2005). Cette dilution sera alors utilisée pour des PCR nichées sur plaque de
96 puits. Un séquencage sera effectué sur les produits de PCR comme étant le résultat d’une
amplification a partir d’une seule souche virale.

Les chromatogrammes seront vérifiés pour 1’absence de doubles pics qui signifierait la

présence de plus d’une molécule initiale (voir figure 37 cidessous).

pure double pic
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Figure 37 : Présentation des chromatogrammes dans le cas d’une population pure ou

mixte

Les séquences obtenues seront alignées et analysées en phylogénie pour déterminer leur
nature pure ou recombinante. Elles seront aussi soumises a la base de données de Stanford

pour Vvérifier la présence de mutations associées a une résistances aux ARV.
11.4.3. Résultats

Le tableau ci-dessous montre les résultats de la SGA en termes de souches (isolats) obtenues

sur quatre prélévements séquentiels et le typage pour ’ensemble des souches obtenues.
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Tableau X1V : Les différents isolats et types de souches aprés SGA et séquencage

Prélevements N, isolats uniques | n1, Sous-type G n2, Autre virus
(N=n1+n2)

28/11/2000 19 19 0

11/03/2008 25 25 0

16/02/2009 27 26 1 (G/CRF18_cpx)

15/06/2009 12 8 4 (GICRF18_cpx)

Ce tableau montre qu’il n’y avait pas de double infection avant la mise sous ARV en 2000 et
de 2000 a 2008, car les souches obtenues sont toutes de sous-type G. En plus de ce sous-type
G, nous obtenons aussi quelques souches de virus recombinant (G/CRF18_cpx), qui ont été
isolées dans les deux derniers prélévements de 2009.

L’analyse phylogénétique des différents isolats obtenus sur les quatre prélévements cités ci-

dessus, a donné 1’arbre qui est représenté sur la figure 38 ci-dessous.
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Figure 38 : Phylogénie moléculaire des différents isolats obtenus par SGA

La figure montre que les différentes souches de sous-type G sont toutes regroupées en un
méme ensemble (cluster en anglais) de souches extrémement proches. Celles de 2000,
provenant du premier prélévement de la patiente avant la mise sous ARV, se trouvent a la
base de cet ensemble. Elles sont dissociées en deux sous-ensembles de séquences, et ¢’est 1'un
de ces sous-ensembles qui a évolué au cours du temps dans I’organisme, et a partir duquel se
branchent les séquences obtenues ultérieurement. Ces derniéres, échantillonnées entre début
2008 et mi 2009, se regroupent de maniere légerement séparée des souches initiales, car huit
annees se sont ecoulées. Cependant elles restent mélangées entre elles car sur une période de
deux années, cette méthode d’analyse ne permet pas de les différencier. A coté de ces souches

de sous-type G, la SGA a permis d’isoler de rares souches mosaiques (G/CRF18_cpx),
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branchées de maniere parallele aux souches CRF18 cpx de référence, et qui sont
extrémement proches entres elles.

Une analyse des mutations de résistance utilisant la base de données de Stanford, a aussi eté
effectuée pour les différents isolats obtenus. Celle-ci, associée aux données de 1’observance,

ont donné le tableau XV ci-dessous.

Tableau XV : Génotypage de résistance des différents isolats obtenus aprés SGA

Prélevements 28/11/2000( 06/09/2007 |11/03/2008|16/02/2009 | 15/06/2009

Sous-type 19G Non 25G 26G+URF |8G+4 URF
déterminée

Aucune mutation 19G Non - 1 URF 4 URF
déterminée

Y188L - Non - 4G 6G
déterminée

K103N+Y188L - Non 25G 21G 2G
déterminée

K103N+Y188L+H221Y | - Non - 1G -
déterminée

Observance 100 82,22 100 96,66 93,33

Ce tableau montre qu’il n’y avait pas de mutations de résistance avant la mise de la patiente
sous ARV. Cependant, entre 2008 et 2009, des mutations de résistance ont été enregistrées
pour les virus de sous-type G, mais pas pour les virus recombinants. Or, le produit de PCR
utilisé pour le génotypage en 2009, contenait aussi des virus initiaux de sous-type G, portant
des résistances, en plus des virus recombinants non résistants. Ainsi le génotypage tel qu’il est
pratiqué ne permet pas de tout détecter en matiere de résistances aux antirétroviraux. Nous
avons aussi noté une mauvaise observance en 2007, période pendant laquelle, il serait possible
que la surinfection ait eu lieu.

Une analyse des données immuno-virologiques de la patiente X durant son suivi

thérapeutique est representée sur la figure 39 ci-dessous.
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Figure 39 : Evolution des parameétres immuno-virologiques chez la patiente X

Nous constatons sur cette figure, une charge virale exprimée en log;o qui reste supérieure a 3
logyo et le taux de CD4, exprimé en cellulessmm® qui reste inférieur au seuil de 200
cellules/mm?® a ’exception des points M06 (6 mois de traitement ARV) et M78.

L’ensemble de ces résultats nous a intrigués et poussés a rechercher la provenance du
CRF18_cpx, retrouvé chez la patiente. Nos recherches sur les dossiers cliniques nous ont
montré son appartenance a une cohorte de couples séroconcordants. Le conjoint, que nous
nommerons Y, a été dépisté depuis 2002 et s’est marié avec la patiente X en 2003. Cette
personne avait effectué des voyages en Cote d’Ivoire (1992), ainsi qu’au Cameroun (1993) et
au Congo-Brazzaville (entre1994 et 2002). Or c’est en Afrique Centrale que circulent les
virus CRF18_cpx. La figure 40 ci-dessous montre le résultat d’une étude de similarité entre

les séquences du couple.
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Figure 40 : Résultat de similarité des virus recombinants portés par la patiente X et le

conjoint Y

Le génotypage des prélevements du conjoint Y, a révélé un URF constitué de U/CRF18_cpx qui

est extrémement proche du virus recombinant porté par la patiente X (figure 40).
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L’arbre phylogénétique obtenu, en associant les isolats uniques de la patiente X aux

séquences obtenues par génotypage du conjoint Y, est représente dans la figure 41 ci-dessous.
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Figure 41 : Lien épidémiologique entre les isolats de la patiente X et ceux de son conjoint
Y

Cette figure montre, un lien parfait entre les isolats recombinants contenant du CRF18_cpx de
la patiente X avec les séquences du conjoint Y.
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11.4.4. Discussion

Les résultats présentés, ont démontré un phénomeéne de surinfection chez la patiente X dans
un contexte de couples séroconcordants. Des évenements de surinfection ont été décrits pour
la premiére fois en 2002 chez les utilisateurs de drogues intraveineuses (Ramos et coll.,
2002). 1l a été démontré que ce phénoméne de surinfection était tres fréquent dans les
populations clés que sont les homosexuels (hommes ayant des rapports sexuels avec des
hommes), les utilisateurs de drogues intraveineuses et les professionnelles du sexe (Blackard
et Mayer, 2004). Cependant, il est aussi retrouvé dans des couples séroconcordants de la
population générale par la pratique de rapports sexuels non protégés comme le montre le cas
specifique que nous présentons ici. La surinfection dans les couples séroconcordants a été
aussi décrite par Blick et al en 2007 (Blick et coll., 2007). Ces cas de surinfection dans les
couples séroconcordants interrogent sur la transmission sexuelle du VIH. Une étude effectuée
au Sénégal, a récemment démontré que 74% des couples séroconcordants forment une chaine
de transmission dont le mari est le cas index (Jennes et coll., 2012). Nos résultats montrent
que la patiente X était a I’origine infectée par le VIH-1 de sous-type G. Par la suite, nous
avons trouvé un recombinant G/CRF18 cpx. Cela signifie qu’elle a été surinfectée par un
nouveau virus, le CRF18_cpx qui a recombiné avec le sous-type G d’origine, pour donner un
URF, G/CRF18 cpx. Il a été démontré que la recombinaison est la conséquence directe des
phénomenes de co-infection et de surinfection, favorisant la diversité génétique du VIH-1
dans le monde (Fang et coll., 2004). Les figures 40 et 41 semblent montrer que la patiente a
acquis le CRF18_cpx de son conjoint Y, qui pourrait étre porteur de ce variant depuis 2007 de
par des voyages qu’il a effectué en Afrique Centrale (Congo Brazzaville et le Cameroun),
zones ou circule le CRF18 cpx (Thomson et coll.,, 2005). La période probable ou la
surinfection aurait eu lieu, est supposée entre 2007 et 2009, période pendant laquelle la
patiente avait un défaut d’observance (tableau XV), avec notamment un arrét volontaire du
traitement ARV pendant un mois, en 2007. Il a été documenté, que la surinfection est liée au
défaut d’observance chez des patients sous HAART (Jost et coll., 2002). Cette période de
surinfection coincide aussi avec un rebond virologique et un déclin du taux de lymphocytes
CD4 (Blackard et Mayer, 2004). Ce rebond virologique et le déclin du taux de CD4 sont les
conséquences d’une forte réplication virale et d’une augmentation de la virulence du virus, ce
qui sera a I’origine de la progression rapide vers la phase SIDA (Jost et coll., 2002). Ainsi, la
figure 39 montre une charge virale toujours supérieure a 3 logio et un taux de CD4 qui reste

inférieur au seuil de 200 cellulessmm?® a I’exception des points M06 (6 mois de traitement
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ARV) et M78. Cette mauvaise observance explique la présence de mutations majeures de
résistance aux INNTIs (Tableau XIII et XV). Ces mutations de résistance étaient absentes
avant 2007. 1l a été prouvé que ces phénomenes de résistance deviennent plus graves dans le
cas de surinfection entre deux virus déja résistants, car le résultat sera la formation d’un
recombinant doublement résistant (Levy, 2003 ; Blick et coll., 2007). La surinfection et la
recombinaison qui peut en découler sont de potentiels obstacles au développement de vaccins
et compromettent 1’efficacité des molécules antirétrovirales, surtout dans le cas des virus
résistants (Levy, 2003).

11.4.5. Conclusion

Cette ¢tude met 1’accent sur le risque de nouvelles transmissions dans les couples
séroconcordants, dont 1’impact peut étre important en termes de procréation et de santé
publique. Elle montre aussi I'importance d’un suivi régulier, la complexité de la prise en

charge des patients infectés par le VIH et la nécessité d’un dispositif d’aide a 1’observance.
11.4.6. Communication

Thiam M, Vidal N, Diouf A, Diop-Ndiaye H, Diallo MB, De Beaudrap P, Taverne B, Ndoye
I, Sow PS, Peeters M, Delaporte E, Mboup S, Toure-Kane C., for the ANRS 1215 study
group: Documentation d’un cas de surinfection chez une patiente VIH-1 groupe M sous
ARV au Sénegal. In: INTEREST. vol. poster number P_28. Dakar, Sénégal; 2013.
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DISCUSSION

Les résultats de ces publications scientifiques, qui s’articulent autour des aspects
épidémiologiques et techniques de la résistance du VIH-1 aux ARV chez les patients de
I’ISAARYV, sont tres importants, surtout dans un contexte de grande variabilité génétique
comme le cas du Sénégal ou les ARV circulent depuis 1998 avec une diversité de variants,
documentés dés le début des années 2000 (Touré-Kane et coll., 2000 ; Vergne et coll.,
2000).

Les données issues des 366 premiers patients infectés par le VIH-1 avec un traitement
hautement actif (HAART), nous ont permis d’analyser les aspects virologiques chez des
patients sous 1°*® ligne de traitement ARV pendant 10 ans et la réponse virologique pour ceux
en 2"* ligne. Parallélement & la circulation des ARVs dans les pays & ressources limitées, il
est important de renseigner le taux d’échec virologique et I’efficacit¢ des schémas
thérapeutiques de 2"® ligne. Cette étude a démontré un succes virologique chez les patients en
piere ligne chez 80% d’entre eux, et ces résultats sont comparables a ceux observés dans
d’autres pays africains et non africains (Paredes et coll., 2000 ; Ferradini et coll., 2006). Le
risque d’échec virologique est cependant d’une probabilité élevée dans les 24 premiers mois
de traitement ARV, avant de se stabiliser. Ce résultat confirme, I’importance d’un suivi plus
régulier durant les premiers mois de traitement. Cependant, le taux de patients ayant
développé un échec virologique, a été évalué sur la base d’une charge virale supérieure a 1000
copies/ml en utilisant différents tests, ce qui suggere que cette définition pourrait avoir plus
d’importance clinique par rapport a celle de I’'OMS (CV > 5000 copies/ml) . En se basant sur
les données issues des deux premiéres années de suivi, la proportion de patients ayant
développé une mutation de résistance, a au moins une molécule antirétrovirale, est similaire a
celle d’autres études avec un suivi dont les intervalles de temps étaient plus rapprochés
(Gupta et coll.,, 2009). Pour un temps de suivi plus long (supérieur a 5 ans)
(http://www.who.int/hiv/pub/arv/adult2010/en/), le risque cumulé d’échec virologique et le
développement des mutations de résistance est faible ou sensiblement égal a celui des pays
développés (Ledergerber et coll., 1999 ; Mocroft et coll., 2003 ; Richman et coll., 2004 ;
Phillips et coll., 2005). Cependant, le délai parfois important entre 1’échec virologique et le
changement de ligne thérapeutique, fait que les mutations de résistance deviennent plus
fréquentes, comparé a la période de mise sous ARV de 2"® ligne. Les facteurs qui contribuent
a ce délai entre le moment de 1’échec et le changement de ligne sont diverses. D’abord, les

patients concernés sont les premiers de la cohorte ISAARV, alors qu’au début de ce
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programme, le nombre de molécules disponibles était limité par rapport au nombre de patients
a traiter. En plus, la numération du taux de CD4 et la quantification de la charge virale ne sont
effectuées que deux fois dans 1’année, alors que ces résultats sont obligatoires, plus
particulierement la charge virale, pour confirmer 1’échec virologique avant d’initier un
changement de schéma thérapeutique. En 1998, I’indinavir était le seul IP non boosté
disponible. Une mauvaise adhérence et un échec virologique précoce entrainant un
changement de molécules, sont associés a la prise de cette molécule, caractérisée par une
mauvaise tolérance et une posologie complexe (plusieurs comprimés a prendre par jour). De
plus la stavudine, qui est utilisée dans presque tous les schémas thérapeutiques de cette
cohorte, entraine beaucoup d’effets secondaires (Mercier et coll., 2009). Malgré un taux
d’échec virologique élevé, la proportion de personnes ayant développé des mutations de
résistance sous trithérapie avec IP est faible. L’absence de corrélation entre 1’adhésion au
traitement avec IPs et le risque d’échec virologique ou le développement de mutations de
résistance (Harrigan et coll., 2005 ; King et coll., 2005), met en évidence la robustesse des
IPs devant le développement des mutations de résistance par le virus, méme chez les patients
avec une adhérence faible ou modérée. En plus, les IP boostés actuellement, sont mieux
tolérés, comparés aux premiers IPs non boostés, et constituent une meilleure alternative aux
INNTIs, chez les patients non adhérents ou lorsque le suivi virologique n’est pas régulier
(Adlington et coll., 2009). Les résultats obtenus chez les patients en 2"® ligne sont décevants,
comparés & ceux des personnes en 1 ligne. La probabilité d’échec virologique est deux fois
plus élevée chez les patients en 2"® ligne que pour ceux en 1" ligne, comme le montre une
¢tude menée en Afrique de I’Est (Ajose et coll., 2012). L’échec virologique durant la mise
sous ARV de 2" ligne apparait tres tot apres le changement de ligne thérapeutique. L’échec
virologique chez les patients en 2"® ligne, d( & plusieurs mutations de résistance, montre la
nécessité de disposer d’un schéma thérapeutique de troisieme ligne dans les pays a ressources
limitées. Cette étude est la premiere dans les pays a ressources limitées, a documenter le taux
d’échec virologique et le développement de mutations de résistance pour des patients suivis
pendant une longue durée. Les données étant collectées de fagcon prospective, cette étude
échappe davantage aux biais statistiques, comparée aux études transversales (Pillay et coll.,
2005 ; Harrigan et coll., 2005). Cependant, des facteurs limitants sont a prendre en compte
pour l’interprétation des résultats. Parmi ces facteurs, nous avons une population d’étude
relativement faible pour une estimation de longue durée et des données absentes comme les

tests de génotypage pour 1/3 des patients en échec virologique. L’analyse a imputation
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multiple a été utilisée pour tenir compte de ces données manquantes (Abraham et coll.,
2011).

A coté de cette étude prospective qui a permis une évaluation de la réponse virologique chez
des patients de 1°" et 2"* ligne sur la base d’une charge virale supérieure & 1000 copies/ml,
nous avons aussi mené une étude transversale sur 72 patients, suivis selon I’approche de santé
publique au Sénégal. Les résultats issus d’études prospectives ont montré un faible taux des
mutations de résistance chez les patients infectés par le VIH-1 au Sénégal (Laurent et coll.,
2005 ; Wallis et coll., 2009 ; Tournoud et coll., 2010). Cette étude transversale chez des
patients suivis selon 1’approche santé publique, montre un taux €elevé (76,39%, soit 55/72) de
patients ayant développé au moins une mutation de résistance aux ARV aprés une médiane de
suivi de 40 mois. Ce taux élevé de résistance a été tout récemment documenté en milieu
décentralisé au Sénégal (Diouara et coll., 2011), en Afrique Centrale (Péré et coll., 2012) et
en Afrique du Sud (El-Khatib et coll., 2010), pays qui utilisent les mémes schémas
thérapeutiques de 1" ligne. Cependant, un taux de résistance relativement faible a été
documenté au Cameroun aprés 12 et 24 mois de suivi. Cette différence envers le Cameroun
pourrait étre expliquée par un temps de suivi différent, plus court au Cameroun (17 mois)
(Kouanfack et coll., 2009). Une étude a récemment démontré, un taux d’échec virologique
faible mais un taux de résistance élevé chez les patients en échec apres 36 mois de traitement
TARV au Cameroun (Aghokeng et coll., 2013). Les taux de résistance chez les patients en
échec virologique de 1% et de 2" ligne sont respectivement : 72,22 et 88,89%. Pour les
patients en 1" ligne, le taux élevé de résistance est lié aux schémas thérapeutiques incluant
les INTIs et les INNTIs (57,41%). Ce résultat explique le besoin de mettre ces patients sous
traitement de 2" ligne, bien que le colt soit plus élevé (Long et coll., 2010). Il a été
démontré que le changement de schéma thérapeutique est plus opportun dans les sites ou la
charge virale est disponible (Keiser et coll., 2009). Malgré son co(t, la charge virale permet
d’éviter des changements de lignes non necessaires et de confirmer le moment idéal pour
I’utilisation des molécules de la 2"* ligne (WHO, 2010). Cependant, les taux de résistance
chez les patients en 2"® ligne sont de 36,84 et 21,05% respectivement pour les combinaisons
de molécules associant : INTIs + INNTIs et INTIs + IPs. Ce taux élevé de patients sous 2"%
ligne, ayant développé des résistances aux INTIs et INNTIs, est lié a la réémergence des
mutations de résistance archivées depuis la 1" ligne. Ces résultats montrent, un taux élevé
des mutations de résistance a la fois chez les patients en 1 ligne et en 2"® ligne, au moment

ou les schémas thérapeutiques de 3eme ligne, non seulement plus chers, ne sont pas encore
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disponibles dans nos continents. Pour les patients résistants aux schémas de 1" et de 2"%
ligne, la solution alternative consiste a utiliser la classe des IPs boostés ou la seconde
génération d’INNTIs, a savoir 1’étravirine (Wallis et coll., 2009). Dans la politique d’une
approche de santé publique avec une augmentation de la circulation des ARVs en Afrique, le
monitoring de la survenue des mutations de résistance devient une priorité (Price et coll.,
2011). En 2011, le Sénégal compte un nombre de 18.352 patients sous ARV, depuis 1998
(http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012count

ries/ce_ SN_Narrative_Report[1].pdf) et les données disponibles ont montré un taux élevé des

mutations de résistance (Diouara et coll., 2011). Les cohortes de patients infectés par le VIH
doivent avoir accés a une plateforme de suivi qui permettrait de conserver les schémas
thérapeutiques de piere ligne pour une longue durée. Il est aussi nécessaire de disposer, dans les
pays a ressources limitées, de techniques plus pratiques et moins couteuses pour la charge
virale et les tests de résistance aux ARV (Phillips et coll., 2008 ; Price et coll., 2011). Parmi
les mutations associées a une résistance aux INTIs, nous avons noté une prédominance des
TAMs (50,79%) suivies de la mutation M184V/1 (34,92%). Des taux élevés de TAMs et de la
mutation M184V/I, ont été décrits au Malawi et peuvent étre expliqués par la poursuite d’un
traitement sous-optimal avant que le test de génotypage ne soit effectué (Wallis et coll.,
2010). Ces taux ¢élevés d’accumulation des TAMs et de la M184V/I ont été décrits en Afrique
du Sud dans une population en échec immunologique ou clinique selon les recommandations
de I’OMS. Ces mutations de résistance ont ¢ét¢ documentées dans les pays a ressources
limitées, ot les schémas thérapeutiques de 1" ligne contiennent I’AZT et la d4T (Marconi et
coll., 2008). Pour les mutations associées a une résistance aux INNTIs, nous avons noté la
prédominance de K103N (46,27%), suivie des mutations aux positions V108, Y181 et K101.
Ces taux éleve de la mutation K103N et de résistance aux INNTIs ont été observés a Bangui,
chez des adultes aprés 24 mois de 1 ligne de traitement ARV (Péré et coll., 2012).
Contrairement aux mutations associées a une resistance aux INTIs et aux INNTIs, nous avons
noté un faible nombre de mutations associées a une résistance aux IPs. Parmi ces mutations, il
y avait la prédominance du M461 et L76V, présente chacune a 24%. Ceci montre encore une
fois que les schémas thérapeutiques avec IPs boostés constituent une bonne alternative aux
INNTIs, quand I’adhérence n’est pas bonne ou le suivi virologique irrégulier, ce qui
caractérise la majeure partie des programmes anti-VIH dans les pays a ressources limités
(Adlington et coll., 2009).
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Cette étude transversale donne aussi un éclairage sur la diversité génétique des souches de
VIH-1 qui circulent aux Sénégal. L’épidémiologic moléculaire du VIH-1 au Sénegal est
caractérisée par la prédominance du CRF02_AG (59,72% soit 43/72), la circulation de huit
sous-types ou CRFs et de onze URFs, représentant une tres grande diversité génétique. La
prédominance du CRF02_AG a été documentée dans la population générale (Peeters et coll.,
2010) mais aussi dans un groupe de travailleuses du sexe (Hamel et coll., 2007). La
prévalence du sous-type C et des URF est supérieure a celle décrite par Touré-Kane et
collaborateurs dans la population générale (Toure-kane et coll., 2000) mais, une étude menée
sur les MSM a démontré une prévalence élevée du sous-type C (Diop-Ndiaye et coll., 2009).
Cette diversité génétique peut avoir un impact sur la performance des tests génotypiques qui
sont utilisés pour documenter les mutations de resistance aux ARV. Parmi ces tests, nous
avons le ViroSeq HIV-1 Genotyping System v2.0 dont les performances sont liées au succes
d’amplification et de séquencgage. Cependant, les amorces de cet essai ont été optimisées a
partir des VIH-1 de sous-type B (Eshleman et coll., 2005). Leur utilisation, dans notre
contexte, est souvent confrontée a des échecs d’amplification et/ou de séquengage. Ainsi,
notre étude a porté sur 1’évaluation des performances de cette technique sur des souches de
VIH-1 non-B qui circulent au Sénégal. Les taux d’amplification et de séquengage étaient
respectivement de 98% (147/150) et de 96,6% (142/147). Ce taux de séquencage est
comparable aux résultats obtenus en Uganda et au Cameroun (Mracna et coll., 2001 ;
Aghokeng et coll., 2011). Nous avons noté au total un nombre de huit échantillons en échec
d’amplification ou de séquencage avec cette technique et leur analyse phylogénétique a
montré qu’il s’agissait de CRF02 AG (n=4), A3, (n=2) CRF49 cpx (n=1) et un URF
(CRF02_AG/A3). Aucune différence particuliére de polymorphisme n’a été notée entre les
séquences correspondant a ces échantillons. Cependant, plusieurs facteurs peuvent influencer
la performance de la technique, a savoir: la conservation et la concentration d’acides
nucléiques de I’échantillon et les conditions spécifiques de la PCR, ce qui nous empéche de
conclure que tout défaut d’amplification ou de séquencage est li¢ a la diversité génétique du
virus (Eshleman et coll., 2004). Cependant parmi les huit échantillons en échec, quatre
étaient des CRF02_AG et un A3 provenant de patients sous ARV et portant des mutations
associées a une résistance aux INTIs et aux INNTIs. Les résultats d’études menées en
Belgique et au Cameroun ont montré un seul échec d’amplification en utilisant cette technique
(Maes et coll., 2004 ; Aghokeng et coll., 2011). L’analyse des performances pour les

amorces de séquengage ont montré que I’amorce D avait le taux d’échec le plus élevé (71,4%)
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et que la B avait 100% de succeés. Des résultats similaires ont été observés sur des souches
VIH-1 non-B pour I’amorce D (Aghokeng et coll., 2011) et sur des souches B et non-B pour
I’amorce B (Maes et coll., 2004 ; Aghokeng et coll., 2011). L’amorce D qui a été rajoutée
dans le Kit initial pour compenser les échecs de sequencage avec 1’amorce A n’a pas donné de
résultats satisfaisants. En plus de son taux d’échec élevé, particulierement sur les CRF02 AG
et les sous-types C qui prévalent dans notre population d’étude, cette amorce n’est parvenue a
amplifier que cing des dix-huit échantillons en échec avec 1’amorce A (27,8% soit 5/18). Les
performances des autres amorces (A, C, F, G et H) sont corrélées aux résultats obtenus sur des
souches non-B (Aghokeng et coll., 2011). Cependant, elles sont différentes de celles
reportées sur des souches B, dont les taux de succeés varient entre 90 et 99% (Mracna et coll.,
2001 ; Eshleman et coll., 2005). Le taux d’échec des amorces A, D et H est plus élevé chez le
CRF02_AG et le sous-type C, qui co-circulent au Sénégal. Les conséquences seront un
génotypage incomplet de la protéase et d’une partie de la transcriptase inverse pour certains
patients Sénégalais. Afin de comprendre la cause de ces différences de performance des
amorces sur les différents sous-types/CRF, nous avons étudié les différences de
polymorphisme entre les souches de VIH-1, sous-type B et non-B au niveau des régions ou
les amorces A, D et H sont susceptibles de se fixer. 1l a été démontré que le polymorphisme
est plus élevé chez les non-B. Cependant, aucune différence de polymorphisme n’a été notée
entre les souches VIH-1 non-B, pouvant expliquer 1’échec ou le succés de séquengage des
différentes amorces, comme cela a été aussi décrit au Cameroun (Aghokeng et coll., 2011).
Cette étude manifeste des limites, dans la mesure ou la région exacte de fixation des
différentes amorces n’est pas connue car le ViroSeq HIV-1 Genotyping System est une
technique commerciale.

A coté de ces problémes techniques pouvant étre rencontrés lors de I’étude des résistances du
VIH-1 aux ARV, une conséquence virologique grave non recherchée systématiquement, est la
survenue de surinfection dans les couples séroconcordants sous ARV de longue duréee, non
observant et présentant des mutations de resistance. Nous avons ainsi documenté dans cette
étude, la survenue d’un cas de surinfection chez une patiente faisant partie de la cohorte de
I’ANRS 1215, cohorte observationnelle incluant les premiers patients sous traitement ARV
pendant plus de 10 ans (Desclaux et coll., 2002). Les résultats obtenus ont montré un
phenomene de surinfection chez une patiente X, dans un contexte de couples seroconcordants.
La surinfection a été décrite pour la premiére fois en 2002 chez les utilisateurs de drogues

intraveineuses (Ramos et coll., 2002). Ce cas de surinfection dans les couples
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séroconcordants interroge sur les mécanismes de transmission sexuelle du VIH. Une étude
effectuée au Sénégal a récemment démontré que 74% des couples séroconcordants forment
une chaine de transmission dont le mari est le cas index (Jennes et coll., 2012). Les résultats
montrent que la patiente était a 1’origine infectée par le VIH-1 de sous-type G. Par la suite,
nous avons trouvé un recombinant G/CRF18 cpx. Cela signifie qu’elle a été infectée par un
nouveau virus CRF18 cpx qui a recombiné avec le sous-type G d’origine pour donner un
URF, G/CRF18_cpx chez la patiente. 1l a été démontré que, la recombinaison est la
conséquence directe des phénomeénes de co-infection et surinfection, favorisant la diversité
génétique du VIH-1 dans le monde (Fang et coll., 2004). La patiente a acquis le CRF18_cpx
de son conjoint Y qui est porteur de ce variant depuis 2007 a travers des voyages qu’il a
effectué dans les zones ou circule le CRF18 cpx (Thomson et coll., 2005). La période
probable ou la surinfection aurait eu lieu, est supposée entre 2007 et 2009, période pendant
laquelle la patiente avait un défaut d’observance. Jost et collaborateurs ont montré la présence
d’une recombinaison AE/B a la suite d’une surinfection occasionnée par un défaut
d’observance (Jost et coll., 2002). Cette période de surinfection coincide aussi avec un
rebond virologique et un déclin du taux de lymphocytes CD4 (Blackard et Mayer, 2004). Ce
rebond virologique et le déclin du taux de CD4 sont les conséquences d’une forte réplication
virale et d’une augmentation de la virulence du virus, qui sera a I’origine de la progression
rapide vers la phase SIDA (Jost et coll., 2002). Au cours de cette période de mauvaise
observance pendant laquelle la surinfection aurait eu lieu, nous notons aussi la présence de
mutations majeures de résistance aux INNTIs. Il a été prouvé que ces phénomeénes de
résistance deviennent plus graves dans le cas des surinfections entre deux virus déja résistants,
avec la formation d’un recombinant doublement résistant (Levy, 2003 ; Blick et coll., 2007).
La surinfection et la recombinaison qui peut en découler sont des obstacles potentiels au
développement de vaccins et compromettent 1’efficacité des molécules antirétrovirales surtout

dans le cas des virus résistants (Levy, 2003).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les molécules antirétrovirales ont été développées pour freiner 1’évolution de 1’épidémie du
VIH dans le monde. Le Sénégal, a travers I’'ISAARYV, a développé un programme d’accés aux
ARV (Desclaux et coll., 2002). Il a été démontré que le traitement antirétroviral réduit le
risque de transmission de I’infection a VIH, mais aussi diminue la morbidité et la mortalité
liées a I’infection VIH/SIDA (Palella et coll., 1998). Cependant, la gestion du traitement
antirétrovirale et de I’infection a VIH est trés complexe et demeure un probléme tout entier,
dépendant de plusieurs facteurs parmi lesquels : un bon suivi de I’efficacité des ARV, un suivi
de la tolérance et de la toxicité des ARV, une évaluation périodique des échecs thérapeutiques
et de I’émergence des mutations de résistance (Tourmond et coll., 2010 ; Tsibris et Hirsch,
2010). Le Sénégal a initié le traitement antirétroviral depuis 1998. Les premieres evaluations
de I’efficacité de cette initiative ont été effectuees entre 18 et 30 mois aprés la mise en oeuvre

(Laurent et coll., 2002 ; Laurent et coll., 2005). Il s’avére important de les compléter par :

- une évaluation de I’efficacité dans le long terme sur des cohortes observationnelles
comme celle de ’ANRS 1215 et a I’échelle programmatique chez les patients suspects
d’échec clinique ou immunologique

- une étude de performances des techniques commerciales comme le ViroSeq, utilisé
dans le contexte Sénégalais,

- et une étude sur I’apparition de surinfections dans les couples séroconcordants qui est
une des conséquences de I’émergence de la résistance.

Les données issues de la cohorte observationnelle de I'ANRS 1215, montrent un succes
virologique chez les patients en 1" ligne avec 80%. Cependant, I’échec virologique chez les
patients en nde ligne montre la nécessité de disposer d’un schéma thérapeutique de troisieme
ligne dans les pays a ressources limitées. Cette étude fait partie des premiéeres dans les pays a
ressources limitées, & documenter le taux d’échec virologique et le développement de
mutations de résistance pour des patients suivis sur une longue durée. A coté de cette cohorte
structurée, I’étude transversale réalisée chez des patients suivis selon I’approche de santé
publique, a montré un taux élevé (76,39%, soit 55/72) de patients ayant développé au moins
une mutation de résistance aux ARV apres une médiane de suivi de 40 mois. Les taux de
résistance chez les patients en échec virologique de 1" et de 2% ligne sont respectivement :
72,22 et 88,89%. Malgré sa population d’étude relativement faible, cette étude pose le
probléme d’une prévalence élevée de résistances aux ARV et une accumulation des TAMs
quand la charge virale n’est pas effectuée régulierement. Ces résultats montrent la nécessité
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d’améliorer le monitoring virologique des patients sous ARV dans les pays a ressources
limitées, particulierement au Sénégal, pays a épidémie concentrée et une grande diversité
génétique du VIH-1, avec une prédominance du CRF02_AG. Cette diversité génétique peut
influencer la qualité des tests génotypiques utilises pour documenter les mutations de
résistance du VIH-1 aux ARV. Parmi ces tests, nous avons le ViroSeq HIV-1 Genotyping
System v2.0, dont les performances sont liées a I’efficacité des différentes amorces utilisées
pour la PCR et les réactions de séquence. L’évaluation des performances de cette technique
sur des souches de VIH-1 non-B, qui circulent au Sénégal, montre un taux d’amplification et
de séquengage qui sont respectivement de 98% (147/150) et de 96,6% (142/147). L’analyse
des performances pour les amorces de séquencage ont montré que 1’amorce D avait le taux
d’échec le plus élevé (71,4%) et que la B avait 100% de succes. Aucune différence de
polymorphisme entre les souches non-B pouvant expliquer I'échec du séquencage pour une
amorce donnée, mais les résultats montrent la nécessité de mieux considérer les souches de
VIH-1 non-B dans I’évaluation des tests de génotypage. Des études ont démontré que la
thérapeutique antirétrovirale, a long terme non efficace due, a un défaut d’observance ou a
I’apparition de mutations de résistance, peut favoriser la survenue de surinfections chez les
populations clés comme chez les couples séroconcordants (Blackard et Mayer, 2004 ; Blick
et coll., 2007). Nous avons documenté la survenue d’une surinfection chez une patiente
appartenant & un couple séroconcordant de la cohorte de I’ANRS 1215, cohorte
observationnelle incluant les premiers patients sous traitement ARV pendant plus de 10 ans
(Desclaux et coll., 2002). La période probable ou la surinfection aurait eu lieu est supposée
entre 2007 et 2009, période pendant laquelle la patiente présentait un défaut d’observance. Il a
été documenté que la surinfection était liée a un défaut d’observance chez des patients sous
HAART. Au cours de cette période de mauvaise observance pendant laquelle la surinfection
aurait eu lieu, des mutations majeures de résistance aux INNTIs ont été détectées. Ces
mutations de résistance étaient absentes avant la surinfection, ce qui montre un lien entre ce
phénomene de surinfection et le développement des mutations de résistance aux ARV. Cette
étude met I’accent sur le risque de nouvelles transmissions dans les couples séroconcordants,
dont I’impact peut étre important en termes de procréation et de santé publique. Elle montre
aussi I’importance d’un suivi régulier, la nécessité d’un dispositif d’aide a 1’observance et
plus généralement, la complexité de la prise en charge des patients infectés par le VIH-1.

Les quatre axes de recherche que nous avons suivis nous ont permis de dégager les points

essentiels suivants:
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- pour les patients suivis selon I’approche standard ou de santé publique, le taux d’échec
virologique est associé a une prévalence élevée des mutations de résistance aux ARV,

- les techniques utilisées pour 1I’é¢tude des mutations de résistance aux ARV doivent étre
revalidées en tenant compte des souches non-B qui prédominent au Sénégal,

- un suivi thérapeutique irrégulier ou sous-optimal peut augmenter les risques d’échec
thérapeutique et entrainer des évenements de surinfection qui favorisent la diversité
virale

Les résultats de ces travaux permettent de recommander un renforcement du suivi virologique
afin de maintenir les patients sous premiére ligne et d’éviter I’accumulation des mutations de
résistance pouvant compromettre les choix de la thérapie de 2"® ligne. Ainsi les bailleurs et
décideurs au niveau national doivent mettre en place des plateformes de suivi virologique,
bien structurées pour mieux accompagner la prise en charge thérapeutique des personnes
infectées par le VIH, dans les pays a ressources limitées comme le Sénégal. A coté de ces
équipements lourds et indispensables au niveau national, il est possible de renforcer la
plateforme biologique par la mise a disposition de techniques de charge virale et de
numération du taux de CD4 en milieu décentralisé. Les supports de prélevements sur du
papier de sang seché (DBS), constituent une bonne alternative pour le suivi biologique en
milieu décentralisé. A défaut de disposer d’une plateforme de charge virale dans ces zones
décentralisées, les programmes sanitaires devront renforcer la logistique pour que les DBS
puissent étre utilisés et envoyés aux laboratoires de référence dans les meilleurs délais.
L’utilisation de ces DBS en milieu décentralisé permettrait, non seulement d’améliorer le
suivi virologique dans tout le pays par la charge virale et 1’étude des mutations de résistance
mais aussi, de mieux documenter la diversité génétique des souches de VIH-1 qui circulent au
Sénégal. Le laboratoire et le chercheur vont accompagner ces plateformes par la mise a
disposition de techniques de mesure de la charge virale moins codteuses et plus accessibles, et
des techniques de génotypage plus adaptées aux souches de VIH-1 non-B. Enfin, 1’équipe
clinique devra integrer le suivi virologique, en rapport avec la clinique et les autres aspects du
suivi biologique de la bonne prise en charge des personnes vivant avec le VIH.

En perspective, la mise en place de projets de surveillance des résistances acquises serait donc
indispensable, dans la mesure ou le premier projet dénommé ANRS 1215, qui était le seul a
fournir d’importantes informations sur le traitement ARV et le suivi virologique des premiers
patients inclus dans ’ISAARV, est arrive a son terme. Cette surveillance est inévitable selon

I’objectif de I’OMS qui consiste a rendre plus accessible le traitement ARV partout dans le
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monde. Le taux de résistance ¢levé dans la population suivie selon I’approche de santé
publique, justifie la nécessité de mettre en place un suivi standardisé et un monitoring plus
régulier. Le taux de résistances chez les patients en 2"* ligne montre la nécessité de disposer
des schémas thérapeutiques de 3°™ ligne dans les pays a ressources limitées. La robustesse
des IPs et leur utilisation comme alternative aux INNTIs, montrent la nécessité de mettre en
place des projets de monitoring de la résistance transmise, surtout pour les mutations relatives
aux IPs. La surveillance des résistances transmises comme celles dites acquises, peut se faire
a I’aide de projets multicentrique a travers les réseaux de recherche dont le Sénégal est
membre ; parmi ces réseaux nous pouvons citer le RARS, WANETAM et WAPHIR. Il serait
aussi important d’évaluer la réponse virologique chez des patients sous 3ieme ligne, plus
particulierement les mutations de résistance aux inhibiteurs de l’intégrase. Du fait de la
grande diversité génétique du VIH-1 chez les populations clés et les couples séroconcordants,
nous constatons souvent des phénomenes de recombinaison a la suite d’une surinfection. La
recombinaison génétique augmente la variabilité des souches de VIH-1 mais aussi les
conséquences sur le suivi thérapeutique des patients infectés par le VIH-1. Ces facteurs
montrent la nécessité de mieux documenter le risque de nouvelles transmissions et la survenue

de surinfections chez les populations clés ainsi que les couples séroconcordants au Sénégal.
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Abstract

The rates of virological failure (VF) and HIV-1 drug resistance were evaluated in a cross-sectional study in
HIV-1-infected children living in Dakar, and taking antiretroviral treatment (ART) according to WHO recom-
mendations. The plasma HIV-1 RNA load was measured using the Abbott m2000 RealTime HIV-1 assay. The
full-length protease gene and partial reverse transcriptase gene were sequenced, and resistance mutations were
assessed by reference to the Stanford University HIV drug resistance database. Of 125 included children (median
age, 7 years) taking first-line ART for a median duration of 20 months, 82 (66%) showed detectable HIV-1 RNA
load, and 70 (56%) met the 2010 revised WHO criteria of VF (defined as plasma HIV-1 RNA load =3.7 logyg
copies/ml). Drug resistance results were available for 52 children with plasma HIV-1 RNA load =3.0 logyo
copies/ml, and viruses carrying resistance mutations were found in 48 (92%) children. Among these 48, mu-
tations conferring resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) or non-NRTIs (NNRTIs) were
found in 42 (88%) and 47 (99%) children, respectively. The NRTI-resistant viruses harbored the M184V /1 (95%),
Q151M (2%), and thymidine-analogue mutations (40%), and the NNRTI-resistant viruses harbored the K103N
(34%), Y181C (32%), G190A (23%), and K101E (21%) mutations. A high rate (56%) of VF was demonstrated in
Senegalese children after 20 months of first-line ART and therapeutic failure was assessed by the presence of
antiretroviral drug resistance mutations in 9 out of 10 children in VF. These findings point out the difficulties
of optimizing ART in children living in sub-Saharan Africa, and the crucial need of laboratory monitoring
reinforcement.

Introduction non-B HIV-1 subtypes have identified several specific diffi-

culties in treating pediatric HIV infection in a sub-Saharan

ORE THAN 90% oOF THE 2.5 million children infected
by the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
live in sub-Saharan Africa.! In 2009, an estimated 370,000
children were newly infected, and 260,000 children under the
age of 15 died of AIDS.! Antiretroviral treatment (ART) in-
tended for children living in a resource-limited setting became
available approximately 10 years ago, in parallel with ART
access in adults, changing the course of HIV infection and
substantially reducing morbidity and mortality.
Children are highly vulnerable to HIV infection, and ART
failure, especially in resource-limited settings. Previous
studies examining ART in children primarily infected with

Africa.® The principal factors compromising ART efficacy in
HIV-infected children include the limited number of available
pediatric-formulated antiretroviral drugs, the frequently ob-
served poor adherence to drug therapy schedules, and an
increased viral load, which may favor the risk of therapeutic
failure and drug resistance.*”'" While virological failure (VF)
is variably defined according to different studies, high rates of
VF have been reported in African children treated with ART,
ranging from 13% to 75%>%'%17% Fyurthermore, plasma
HIV-1 variants resistant to at least one antiretroviral drug
were found in 71-100% of children with a detectable plasma
viral load while on ART.>*#11214 The wide heterogeneity in
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the reported data examining VF in HIV-positive pediatric
patients in Africa also suggests that the quality of the public
health system could constitute a significant contributing fac-
tor in therapeutic failure.'®

For more than 10 years, Senegal has been developing an
operational, structured program to prevent the spread of HIV
and to provide health care for HIV-infected patients. There-
fore, the HIV epidemic has remained concentrated, with a low
prevalence in the general population.! In addition, the Sene-
galese Antiretroviral Drug Access Initiative provides free
antiretroviral drugs to infected patients. In adults, the rate of
therapeutic success was similar to that generally observed in
developed countries, reaching 84% after 24 months of highly
active ART,'® indicating the efficacy of the health care af-
forded to HIV-infected individuals in Senegal.

However, Senegalese pediatric cohorts receiving ART still
have not been biologically evaluated, despite the high risk of
therapeutic failure in antiretroviral drug-treated children
previously reported in several African countries.>™* This
prompted us to evaluate the rate of VF as well as the rate of
therapeutic failure as assessed by drug resistance mutation
profiles, in a cohort of HIV-1-infected children living in
Dakar and receiving first-line ART according to the World
Health Organization (WHO) recommendations for resource-
constrained countries.'”

Materials and Methods
Study population

In 2010, a cross-sectional study of HIV-1-infected children
followed at the Hopital d’Enfants Albert Royer of Dakar was
conducted. In this principal health care center for pediatric
AIDS in Senegal, physicians used the 2006 revised WHO
recommendations for the management of pediatric HIV in-
fection.!” Thus, ART was indicated based on clinical staging
and the CD4 T cell count. The recommended ART in children
was a combination of two nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs) with one non-NRTI (NNRTI).?” Children,
aged less than 15 years, and treated with NRTI- and NNRTI-
based first-line ART for at least 6 months, were included for
the study. Feedback was given to the pediatricians and chil-
dren’s parents on all tested parameters carried out during the
study period.

Virological analyses

Two aliquots of a K3-EDTA blood sample obtained by
venipuncture in pediatric Vacutainer tubes (Becton Dick-
inson, Franklin Lakes, NJ) was obtained and plasma was kept
at —80°C until processing.

The plasma HIV-1 viral load was measured using the Ab-
bott m2000 Real Time HIV-1 assay (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL). The lower limit of detection for the assay is 40
copies/ml.'®

Genotypic resistance testing was performed in treated
children whose HIV-1 RNA load was greater than 3.0 logyo
copies /ml at the time of virological analysis. HIV-1 RNA was
extracted from plasma samples using the QlAamp Viral RNA
Extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA). Sequencing of the
protease and reverse transcriptase (RT) genes was performed
according to the consensus technique of the Agence Nationale
de Recherches sur le SIDA et les Hépatites Virales (ANRS,

KEBE ET AL.

Paris, France), as previously described.'® Genotypic resistance
was defined as the presence of antiretroviral drug resistance
mutations associated with impaired drug susceptibility, using
the Stanford University HIV drug resistance database (http: //
hivdb.stanford.edu). To classify the HIV-1 strains according
to subtype, phylogenetic analyses were performed by esti-
mating the relationships between pol sequences, HIV-1 sub-
type reference sequences, and the circulating recombinant
forms (CRF) using the Rega HIV subtyping tool program
version 2.0.%°

The protease and RT sequences were submitted to Gen-
Bank with the following accession numbers: HM002496,
HMO002497, HM002502, HM002505 to HM002508, HM002510,
HMO002512 to HM002521, HM002523, HM002524, HM002526,
HMO002528 to HMO002533, HMO002535, HMO002537 to
HMO002541, HM002545, JN193483 to JN193492, and JN193494
to JIN193501.

Results
Study population and HIV-1 RNA load distribution

A total of 125 HIV-1-infected children receiving first-line
ART for atleast 6 months were included. The median age was
7 years [interquartile range (IQR), 2-15 years], and 51 (40%)
were female. The main therapeutic combination used was
zidovudine (AZT)/lamivudine (3TC)/nevirapine (NVP). The
median duration of treatment was 20 months (IQR, 6-120
months).

Among the 125 children, 60 had viral load at 6 months of
ART, 75 had viral load at 12 months of ART, and 66 had viral
load at 24 months of therapy. The rates of virological failure
according to 2010 revised WHO criteria, after 6, 12, and 24
months of ART, were 32%, 53%, and 55%, respectively.

Among the 125 study children who had virological analysis
carried out after a median duration on ART of 20 months, 43
(34%) had an undetectable HIV-1 viral load whereas 82 (66%)
displayed detectable HIV-1 viremia, with a median viral load
of 5.0 logyy copies/ml (IQR: 2.0-7.0 log,y copies/ml) (Fig. 1):
eight (6%) children showed a detectable HIV-1 RNA load less
than 3.0 logio copies/ml, four (3%) had a plasma HIV-1 RNA
load between 3.0 and 3.7 logio copies/ml, and 70 (56%) dis-
played a viral load greater than 3.7 logp copies/ml (5,000
copies/ml), e.g., the threshold of VF according to the 2010
revised WHO criteria.!

Among the 43 children with undetectable plasma HIV-1
RNA load, 22 (51%) never had an interruption in treatment,
based on pharmacy refill records. The remaining 21 children
(49%) had at least one treatment interruption, with a median
duration of 53 days (IQR, 20-150 days). Of the 82 children
with detectable HIV-1 RNA load, 59 (72%) had at least one
treatment interruption with a median duration of 60 days
(IQR, 12-160 days). The percentage of episodes of treatment
interruption was higher in children with detectable HIV-1
RNA load than in those with undetectable load (p<0.025
by 7% test). A possible relationship of treatment interruption
and treatment complication or side-effects could not be
documented.

Genotypic resistance profiles

Genotypic resistance test results were available for viruses
isolated from the plasma of 52 study children with HIV-1
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HIV-1 RNA load detection of the
Abbott m2000 RealTime HIV-1 assay 51
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virological failure according to the
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ies/ml) WHO criteria are indicated.

Virological failure (56%)

4— 2010 WHO threshold of virdogical failure

Classes of HIV-1 RNA viral load (copies/ml)

RNA load greater than 3 logo copies/ml. The median dura-
tion of ART at the time of genotyping was 26 months (IQR, 8-
84 months). The antiretroviral drug combinations used were
AZT/3TC/NVP (65%), stavudine (d4T)/3TC/NVP (19%),
AZT/3TC /efavirenz (EFV) (12%), d4T/3TC/EFV (2%), and
AZT /abacavir (ABC)/EFV (2%). The median viral load at the
time of genotyping was 4.9 logy copies/ml (IQR, 3.2-6.8 logy
copies/ml); 49 (94%) children were in VF according to the
WHO 2010 revised criteria. Based on pharmacy refill records,
at least one treatment interruption occurred in 45 (87%) out of
the 52 children.

Among the 52 children with available genotypic results,
only four children (8%) had viruses remaining sensitive to
NRTI, NNRTI, and protease inhibitor (PI) classes. Mutations
conferring resistance to at least one antiretroviral drug were
found in 48 (92%) children, and resistance to both NRTIs and
NNRTIs was present in 42 (88%) children.

Three out of the 48 (6%) children whose viruses showed
drug resistance mutations had plasma HIV-1 RNA load be-
tween 3.0 and 3.7 logyo copies/ml. Based on WHO 2010 VF
criteria, these children would not have been included.

The median number of drug resistance mutations observed
was three (ranging from one to nine mutations). No correla-
tion could be found between that median number of drug
resistance mutations and therapy duration (by linear regres-
sion; p>0.05).

NRTI resistance mutations. Major mutations conferring
drug resistance to NRTIs were found in viruses isolated from
42 (88%) of the 48 children with drug-resistant viruses. The
M184V /1 mutation was identified in viral isolates from 40
(95%) of the 42 children with NRTI-resistant viruses, while the
Q151M mutation was detected in only one (2%) of these
children (Fig. 2A). The patient with Q151M had been receiv-
ing AZT/3TC/NVP for 34 months and had 90 days of treat-
ment interruption. Thymidine-analogue mutations (TAMs)
were present in viruses from 17 (40%) of the 42 children, and
included the following mutations: T215Y/F in 16 genotypes
(38%), L210W in eight (19%), M41L in eight (19%), D67N in
five (12%), K70R in four (10%), and K219Q/E in four (10%). Of
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FIG. 2. Percentages of resistance-associated mutations to
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (A) and to non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (B) observed in
children followed-up at the Hopital d’Enfants Albert Royer
of Dakar, Senegal, who were receiving a first-line anti-
retroviral regimen for a median time of 26 months, and
whose plasma HIV-1 RNA load was 23.0 logyo copies/ml.
Forty-nine (94%) children were in virological failure ac-
cording to the 2010 revised criteria. TAMs, thymidine-
analogue mutations.
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the 17 children infected with TAM-containing viruses, eight
(47%) carried viruses with at least three TAMs. The M184V
mutation was found in combination with at least one TAM in
viral isolates from 16 (38%) of the 42 children infected with
NRTI-resistant viruses. If the M184V mutation was excluded,
eight (17%) children who received a first-line regimen had
viruses harboring at least one drug-resistant mutation to an
NRTI or NNRTI.

Multi-NRTT resistance was found in 18 children (43%) out
of the 42 with viruses harboring NRTI resistance mutations.
Among the 18 cases, the main profiles were as follows:
M184V-T215Y/F in 15 (83%), M184V-T215Y/F-1.210W in
seven (39%), M184V-T215Y/F-M41L in six (33%), and
M184V-T215Y/F-D67N in three (17%). The median duration
on ART was 34 months (13-84 months).

Among the 42 children with NRTI-resistant viruses, 24
(57%) had a single resistance mutation. The main mutation
was M184V /I found in 23 cases (96%). The median duration
on ART was 27 months (7-59 months). Based on ART dura-
tion, no difference could be found between the group with
multi-NRTI resistance and the one with a single resistance
mutation (p>0.05).

NNRTI resistance mutations. At least one NNRTI resis-
tance mutation was found in viral isolates from 47 (99%) of the
48 children with drug-resistant viruses. The pattern of NNRTI
resistance mutations was as follows: K103N in 16 genotypes
(34%), Y181C in 15 (32%), G190A in 11 (23%), and K101E in 10
(21%) (Fig. 2B). NNRTI resistance profiles were not different
in children failing NVP compared to EFV.

Multi-NNRTI resistance was found in 27 children (57%) out
of the 47 having viruses harboring NNRTI resistance muta-
tions. Among those 27, the main patterns of mutations were
K101E-G190A in eight (30%), KI03N-Y181C in three (11%),
and K101E-Y181C in three (11%). The median duration on
ART was 29 months (7-84 months). Twenty children out of
the 47 with NNRTI-resistant viruses had single resistance
mutation. The main mutations were K103N in eight (40%),
Y188L in five (25%), and Y181C in five (25%). The median
duration on ART in these latter children was 24 months (11-79
months). No difference on ART duration could be found be-
tween the group with multi-NNRTI resistance and the one
with a single resistance mutation.

Among the 48 study children with resistant viruses, eight
children (17%) had viruses harboring both multi-NRTI and
multi-NNRTI resistance mutations. The median duration on
ART in these latter children was 34 months (18-84 months).

Considering the patterns of NRTI and NNRTI resistance
mutations, no correlation could be found with therapy
duration.

PI resistance mutations.
PI resistance were detected.

No major mutations conferring

HIV-1 genetic diversity

Phylogenetic analysis of the 52 genotyped viral isolates
showed that CRFO2_AG was most represented with 39 viral
isolates (75%) (Fig. 3). Subtype C was found in three (6%)
cases and CRF06_cpx was found in one child (2%). HIV-1
subtypes D and G were each found in one child (2%). Re-
combinant viruses were also found: CRF02_AG/Al in two

KEBE ET AL.
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FIG. 3. Distribution of HIV-1 subtypes and circulating re-
combinant forms among 52 HIV-1-infected children followed
in Dakar, Senegal, treated by first-line antiretroviral drugs.

cases, CRF06_cpx/CRF02_AG in two cases, and Al/
CRF02_AG, CRF02_AG/CRF09_cpx, and U/CRF14_BG in
one child each. There was no relationship between resistance
mutations patterns and HIV-1 subtypes.

Interpretation of genotypic resistance tests
and possible future therapeutic options

Genotypic resistance profiles were interpreted according to
the Stanford University HIV drug resistance database for all
drugs proposed for second-line regimens, according to the
revised 2010 WHO recommendations.

Among the 48 sequenced viruses found in children in first-
line regimen and harboring resistance mutations, 36 (75%), 38
(79%), and 39 (81%) remained susceptible to ABC, ddI, and
tenofovir (TDF), respectively. These data show that the NRTI
drugs recommended by the WHO for second-line regimens in
Africa are expected to be active in the majority (=75%) of
children requiring therapeutic switch. Conversely, the use of
first-generation NNRTIs appeared largely compromised in
children taking first-line ART in VF, as 90% of them showed
circulating viruses resistant to EFV and NVP. Moreover,
resistance to etravirine (ETR), a newly available second-
generation NNRTI, was observed in 10 viruses (21%), in-
cluding an intermediate level of resistance in four, a low level
in three, and a high level of resistance in three viruses. The PI
drug class remained fully active in all children after first-line
therapeutic failure.

Discussion

In the present series of Senegalese HIV-1-infected children,
more than half of the children taking ART according to the
WHO recommendations for resource-poor countries for 20
months in median were in VF according to the 2010 revised
criteria. Furthermore, 92% of children in VF harbored resis-
tant viruses, and 17% of them showed at least one major drug
resistance mutation to NRTI or NNRTI after excluding the
M184V mutation. The rate of VF in the present study children
under first-line ART (56%) appears hizgher than those previ-
ously reported in Uganda (13-26%),%*? South Africa (16%),%
Thailand (16%),%* Mali (44%),"* and Cambodia (19%),% but
similar to that previously reported in children living in Ban-
gui, Central African Republic after 6 months of ART.! These
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observations indicate that the risk of therapeutic failure in
treated children is high, even in countries whose health care
system and care of HIV-infected adults is associated with high
rates of therapeutic success, such as Senegal.”’ Treatment of
pediatric HIV infection remains difficult, mainly because the
ART options are limited, the pediatric dosing of antiretroviral
drugs is complicated, and adherence to treatment is chal-
lenging to achieve, so that complete suppression is rarely
observed.!® Taken together, these observations confirm that
virological suppression and long-term ART success are more
difficult to achieve in children than in adults.?®

Three study children whose viruses showed antiretroviral
drug resistance mutations had plasma HIV-1 RNA load be-
tween 3.0 and 3.7 logip copies/ml, thus demonstrating that
therapeutic failure may be underdiagnosed with the current
criteria of VF according to the 2010 revised WHO criteria (e.g.,
plasma HIV-1 RNA =3.7 logqq copies/ml).21 Whether persis-
tent low levels of viral replication may be associated with
therapeutic failure in children taking ART warrants further
investigation. These findings indicate that maintaining first-
line ARV treatment, despite a detectable viral load, is associ-
ated over time with an increased risk of increased plasma viral
load and further VF, and also confirm and emphasize the need
in antiretroviral-treated children to improve biological mon-
itoring in order to diagnose VF as early as possible with the
aim of preserving future therapeutic options.

The viruses isolated from the majority of antiretroviral
drug-treated children in VF carried resistance mutations to
NRTIs or NNRTIs. The high selection rates of TAMs and
NNRTI resistance mutations in the present study children are
likely associated with the prolonged duration of ART. Similar
high prevalences of resistance mutations have been reported
in children in VF living in other sub-Saharan African countries
who were also infected with various non-B subtypes, in-
cluding Tvory Coast (71%),® Central Africa Republic (77%'"°
and 85%),'* Mozambique (92%)," South Africa (98%)%
Uganda (100%),®® and Kenya (100%),® as well as in those
living in developed countries where infection with subtype B
predominates.®® A high rate of drug resistance was also found
in children in Thailand, where the main circulating form of
HIV-1 is CRFO1_AE.* In our series, the distribution of HIV-1
subtypes was similar to that previously reported in Senega-
lese adults,'® with a predominance of the CRF02_AG subtype.
Furthermore, no relationship between resistance mutations
patterns and HIV-1 subtypes could be evidenced. Taken
together, these findings confirm that the rate of antiretroviral
drug resistance mutation selection does not appear to
be influenced by viral genetic diversity, as previously
observed.**!

The M184V /I mutation was the most commonly observed
(95%) NRTI resistance mutation, most likely due to the sys-
tematic use of 3TC** in ART regimens recommended by the
2006 and 2010 revised WHO guidelines for pediatric AIDS in
resource-poor regions.'”*! According to the WHO guidelines,
the presence of the M184V resistance mutation, which confers
resistance to 3TC/emtricitabine (FTC), does not preclude
further systematic use of 3TC /FTC ina second-line treatment.
Furthermore, the systematic use of 3TC/FTC in second-line
WHO-recommended regimens of ART is thought to be ben-
eficial, because of decreased viral fimess of HIV-1 strains
mutated at codon 184.**3 However, the effective in vivo im-
pact of the M184V resistance mutation in children receiving

second-line treatment should be further investigated in Afri-
can pediatric cohorts. Furthermore, in adults infected with
HIV-1 subtype B, the M184V mutation has been demonstrated
to delay the emergence of TAMS,‘%’38 suggesting that it would
remain advantageous to maintain 3TC-containing treatment
even in patients with a detectable viral load.3 In the present
cohort, TAMs were found in more than one-third (40%) of
children harboring NRTI-resistant viruses, most likely due to
the large use of AZT in the pediatric first-line WHO-
recommended regimen.'”?! The relatively middle proportion
(40%) of TAMs selection in study children in therapeutic
failure may be in part explained by the high frequency of the
M184V mutation, conferring increased sensitivity to AZT and
d4T, thus contributing to the lower frequency of TAMs.***
Whether the selection of TAMs in the present population of
children mainly infected with non-B subtypes would have
been hampered by the previous selection of the M184V mu-
tation would need further investigation. Furthermore, the low
rate of TAMs makes it possible to conserve sensitivity to TDF,
whose resistance needs the accumulation of at least three
TAMs.* Nearly all children (99%) infected with viruses car-
rying genotypic resistance mutations had viruses harboring
resistance mutations to NNRTIs. This resistance pattern is
most likely due to the wide use of NVP or EFV, two drugs
with a low genetic barrier to resistance selection,*** or to the
previous selection of NNRTI resistance mutations in mothers
receiving chemoprophylaxis to prevent mother-to-child
transmission.*> Finally, in the present series, the antiviral
activity of antiretroviral drugs of the second-line regimens
proposed by the 2010 revised WHO recommendations in
case of VF was not largely impacted, with a predictive activity
of ABC, ddl, and TDF in 75%, 79%, and 93% of cases,
respectively.

Compliance to ART continues to remain a major concern of
caring for HIV-infected children.* In the present study, the
rate of treatment interruption was higher in treated children
in VF than in those with undetectable plasma HIV-1 RNA
load. Treatment interruption provides problems of adherence,
which constitutes a crucial factor in the effectiveness of ART.
Interestingly, some study children were in VF and showed
circulating viruses harboring antiretroviral drug resistance
mutations, despite the lack of treatment interruption, as as-
sessed by pharmacy refill records. This observation suggests
the possibility of an initial infection with primary resistant
viruses. Indeed, drug resistance-associated mutations in un-
treated children have been reported in sub-Saharan African
countries where single-dose NVP is widely used for pre-
venting HIV mother-to-child transmission.***® In addition,
even with good pharmacy refill records, poor adherence at
home may account for therapeutic failure.

Remarkably, wild-type viruses sensitive to all major anti-
retroviral drug classes were detected in 8% of children re-
ceiving first-line ART in VF (plasma viral load>3.7 logig
copies/ml). This finding is reminiscent of the 20% rate found
in adult patients displaying VF associated with wild-type
viruses, previously reported in Douala®” and in Bangui.14 VF
associated with wild-type viruses is likely due to poor ad-
herence, which needs urgent correction. Indeed, the level of
adherence in antiretroviral drug-treated children was found
to be inversely associated with HIV-1 RNA plasma level after
6 months of ART.! Virological monitoring appears to be a
particular challenge in HIV-infected children who are known
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to have difficulties in maintaining good adherence. In addi-
tion to poor adherence, the toxicity of antiretroviral drugs
may also make it necessary to opt for an alternative first-line
or second-line regimen, as previously reported in 2% of an-
tiretroviral drug-experienced children living in Malawi.*®

In the present series, 45 (94%) out of the 48 children with
viruses carrying NNRTI resistance mutations needed a sec-
ond-line, Pl-based regimen, as both NVP and EFV could no
longer be used. Based on results from genotypic resistance
tests, interpreted by the Stanford University HIV drug resis-
tance database, the activity of ETR may be compromised in
about 21% of circulating HIV-1 strains, as previously reported
in Ba_ngui.14 Such a prevalence of predicted ETR resistance
appears much higher than rates (2.4-3.8%) previously re-
ported in Western countries.*** In the present series, primary
resistance to ETR may reflect possible genetic specificity of
HIV-1 non-B subtypes,51 in addition to the long duration of
viral replication under first-generation NNRTI drugs in
Africa. However, at present ETR cannot be recommended in
pediatric AIDS treatment, due to the lack of a pediatric for-
mulation, and pharmacokinetic, efficacy, and safety data in
children. Lopinavir boosted with ritonavir could still be used
in a second-line regimen. Finally, two children had viruses
harboring resistance mutations to all WHO-recommended
NNRTIs and NRTIs. In these latter children, the second-line
regimen would require antiretroviral drugs not yet available
in Senegal.

In conclusion, a high prevalence of NRTI and NNRTI re-
sistance mutations was observed in Senegalese children
receiving NRTI- and NNRTI-based antiretroviral drug regi-
mens recommended by the WHO and experiencing VF. This
finding has important public health implications, and em-
phasizes the need to improve the distribution of antiretroviral
drugs in order to prevent therapeutic interruption, to increase
adherence in treated children, and to offer adequate HIV bi-
ological monitoring with early diagnosis of VF. Furthermore,
it emphasizes the need to provide more options for second-
line regimens in children under ART, especially in the context
of resource-limited settings, where the availability of afford-
able antiretroviral drugs is limited.
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Résumé

L’Initiative Sénégalaise d’Acces aux Antirétroviraux (ISAARV) a été lancée depuis 1998 et les patients sont
suivis soit a travers des cohortes observationnelles comme celle du projet ANRS 1215, soit selon ’approche
santé publique de ’OMS. L’émergence de virus résistants sous pression médicamenteuse est inévitable suite a la
sélection de mutations au niveau des génes cibles des ARVs. La détection de ces mutations de résistance peut
étre difficile, liée & la diversité des souches de VIH-1 et pose ainsi le probléme d’une technique d’étude
appropriée. Entre autre, la survenue de surinfections est une des conséquences liée a un traitement ARV non
efficace et a long terme. Nos travaux scientifiques ont donné des résultats concluant. Les données obtenues de
I’ANRS 1215 ont démontré un succés virologique de 89% chez les patients en 1" ligne. Cependant, 1’échec
virologique durant la mise sous ARV de 2" ligne apparait trés tot aprés le changement de ligne. L’étude
transversale réalisée chez des patients suivis selon 1’approche de santé publique, a montré qu’un nombre élevé
(76,39%) de patients a développé au moins une mutation de résistance aux ARV aprés une médiane de suivi de
40 mois. Parmi les mutations associées a une résistance aux INTIs, nous avons trouvé une prédominance des
TAMs (50,79%) suivis de la mutation M184V/1 (34,92%) et une prédominance du K103N (46,27%) pour les
INNTIs. L’épidémiologie moléculaire du VIH-1 au Sénégal a été confirmée avec une prédominance du
CRF02_AG (59,72%). L’¢étude des performances du ViroSeq montre un taux d’amplification et de séquengage
qui sont respectivement de 98% et de 96,60%. L’analyse des performances pour les amorces de séquencage a
montré 100% de succes pour ’amorce B alors que le taux d’échec variait entre 1,40 a 71,40% pour les autres
amorces. Par ailleurs, un traitement ARV non efficace a ét¢ a I’origine de la survenue d’une surinfection chez un
couple séroconcordant. L’ensemble de ces résultats pose le probléme d’une prévalence élevée de résistances aux
ARV et une accumulation des mutations de résistance d’ou la nécessité impérieuse d’améliorer le monitoring
virologique des patients sous ARV et de disposer d’un schéma thérapeutique de 3'™ ligne. Ils montrent aussi la
nécessité de disposer de techniques alternatives pour le génotypage des VIH-1 sous type non-B. Enfin, ils
mettent I’accent sur le risque de nouvelles transmissions dans les couples séroconcordants.

HIV-1 ACQUIRED DRUG RESISTANCE AMONG PATIENTS OF ISAARV:
EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS AND GENOTYPING TECHNIQUES

Summary

Since 1998, a national antiretroviral treatment (ART) program has been launched in Senegal and the patients are
followed by an observational cohort study like the ANRS 1215 cohort or by the WHO guidelines. The
emergence of HIV-1 drug resistance is inevitable due to the mutations in the protease and reverse transcriptase
pol gene. The detection of those resistance mutations could be difficult due to the HIV-1 genetic diversity and
compromises the uses of an appropriate genotyping technique. Otherwise, the occurrence of HIV-1
superinfection is one among the consequences of a long-term use of an ineffective ART. Our different studies
gave interesting results. Data from the ANRS 1215 cohort showed that 89% of patients have achieved a
virological success. However, the virological failure while receiving second-line regimens occurred early on
after switching. The cross-sectional study among patients in the public health system showed a high number of
patients (76,39%) with at least one drug resistance mutation after 40 months of median follow-up. For NRTI
mutations, we had a high rate of TAMs (50,79%) followed by the M184V/I (34,92%). The K103N (46,27%) was
predominant among the NNRTI mutations. The HIV-1 genetic diversity in Senegal was confirmed by the
predominance of the CRF02_AG (59,72%). The study on the performance of the ViroSeq showed that the
amplification and sequencing rate were respectively 98% and 96,60%. The primer performances were 100% for
the primer B, while the failure rate ranged from 1,40% to 71,40% for the other primers. On the other hand, we
have demonstrated that a non-effective ART was the cause of the occurrence of a superinfection in a
seroconcordant couple. All of these results emphasize the importance to improve the virological monitoring of
patients under ART and to access the availability of third-line regimens. The findings suggest also the need for
an alternative method for HIV-1 non-B genotyping. And, they highlight the risk of new transmission in
seroconcordant couples.
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