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INTRODUCTION

Les premiers cas de Syndrome de I’Immunodéficience Acquise ou SIDA ont été relatés aux
Etats-Unis en 1981 par le Center for Disease Control (CDC) d’Atlanta. Ils furent décrits chez de
jeunes homosexuels porteurs d’affections jusqu’a présent rares, comme la pneumonie a
Pneumocystis carinii (actuellement renommé Pneumocystis jiroveci) et les sarcomes de Kaposi. Des
lors, une nouvelle pathologie liée a un déficit de I’immunité fut suspecté et on tire comme conclusion
que ce mal inconnu se transmet par voie sexuelle. Plus tard, en 1982, on recense sur le plan mondial
des contaminations accompagnées de syndromes similaires, a la fois chez des Haitiens, des
toxicomanes par voie intraveineuse et des hémophiles ayant recu des transfusions sanguines. La
contamination se ferait donc également par voie sanguine. C’est en 1983 que les soupgons vont étre
portés sur un agent infectieux viral présentant une activité enzymatique (transcriptase inverse) ainsi
qu’un phénomene de mort des lymphocytes CD4 (Barre-Sinoussi F et coll., 1983). L'agent
étiologique de ce syndrome fut isolé en 1983 successivement sous le nom de LAV pour
Lymphadenopathy Associated Virus (Barre Sinoussi et coll., 1983) et HTLV Il pour Human T
Lymphotropic virus 111 (Gallo RC et coll., 1983).

En 1985, un 2°™ virus proche mais distinct génétiquement et qui semble moins agressif pour
I’organisme que son prédécesseur fut isolé et décrit en 1986 (Barin F et coll., 1985 ; Clavel F et
coll., 1986). Ces deux virus furent dénommeés VIH-1 et VIH-2.

Les deux types de VIH sont des Lentivirus appartenant a la famille des Retrovirideae et sous
famille des Orthoretrovirineae. Grace la transcriptase-inverse (enzyme) dont ils sont équipe, leur
matéricl génétique composé d’ARN (acide ribonucléique) est transcrit en ADN (acide
désoxyribonucléique) qui s’intégre dans le génome de la cellule hote et se multiplie en méme temps
que lui (Coffin JM et coll., 1997).

Le VIH-1 a une large distribution planétaire contrairement au VIH-2 essentiellement trouvé
en Afrique de 1’Ouest, bien que des cas sporadiques aient été isolés ailleurs. Les deux types de virus
sont apparentés aux lentivirus des primates ou SIV pour virus. Il a été montré qu’au moins 45
especes de primates non humains sont infectées par des SIV (Peeters M et coll., 2013). Trois
especes de SIV (SIVcpz, SIVgor et SIVsmm) isolées respectivement chez les grands singes
(chimpanzeés et gorilles) de la partie occidentale de I’ Afrique équatoriale et les Mangabey enfumeés
de I’Afrique de 1’Ouest sont impliquées dans le franchissement de la barriére d’espéce et sont a

I’origine des VIH (Virus de I'Immunodéficience Humaine).
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Cependant les analyses phylogénétiques suggérent que les gorilles auraient acquis les SIVgor a partir
des Chimpanzés et que les VIH-1 des groupes M (Major), N (non M non O), O (outlier) et P
proviendraient d’au moins 4 occasions de franchissement de la barriére d’espéces des virus de la
lignée SIVcpz/SIVgor (Neel C et coll.,, 2010 ; Peeters M et Chaix ML, 2013). Le VIH-2,
proviendrait quant a lui de 8 transmissions indépendantes des virus de la lignée SIVsmm qui ont
donné naissance aux 8 groupes du virus : A, B, C, D, E, F, G et H (Etienne L et Peeters M, 2010 ;
Peeters M et Chaix ML, 2013). Cependant, une nouvelle transmission de SIV serait a 1’origine
d’une lignée du VIH-2 étroitement liée aux souches SIVsmm impliquant un 9°™ groupe différent des
groupes (A a H) précédemment rapportés. (Ayouba A et coll., 2013).

Le VIH-1 groupe M (Main ou Major) représentant plus de 95% des souches circulant dans le
monde est responsable de la pandémie actuelle (Santos AF et Soares MA, 2010). Il est composé de
9 sous-types (A-D, F-H, J et K) dont certains sont subdivisés en sous-sous-types ou variants
(Santoro MM et Perno CF, 2013). Lors de la réplication virale, les nombreuses mutations induites
par les erreurs de la transcriptase inverse en lien avec sa faible fidélité conduisent a des phénomeénes
de recombinaisons entre sous-types qui donnent naissance a des virus mosaiques ou recombinants.
Ces recombinants sont de deux types (URF pour « Unique Recombinant Forms » ou formes
recombinantes uniques et CRF pour « Circulating Recombinant Forms » ou formes recombinantes
circulantes). Contrairement aux virus recombinants uniques, les formes recombinantes circulantes
jouent un rdéle important dans 1’épidémie mondiale du VIH. Au sein du groupe M, le sous-type B
prédomine dans les pays du Nord, en particulier I’Amérique du Nord et I’Europe de I’Ouest. Ce
sous-type ne représente qu’environ 11% des infections mondiales, contrairement aux souches de
VIH-1 non-B qui en représentent environ 90% (Hemelaar et coll., 2012). Le sous-type de VIH-1 le
plus fréquent est le sous-type C, représentant environ la moitié des sous types circulants dans le
monde (Peeters M et coll., 2013). 1l est majoritaire en Asie centrale, notamment 1’Inde (Lihana RW
et coll., 2012) et en Afrique Australe et de ’Est ou il peut tres largement dépasser 80% des souches

isolées (Bessong PO et coll., 2013 ; Bila DC et coll., 2013).

Selon ’ONUSIDA, en fin 2012, le nombre de personnes (adultes et enfants) vivant avec le
virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) a travers le monde est estimé a 35.3 millions [32,2
millions-38,8 millions]. L’Afrique Subsaharienne est la région la plus durement touchée par la

pandémie et concentrerait 70% de ’ensemble des nouvelles infections & VIH en 2012,

http://mww.unaids.org/en/media/unaids/contentassets/documents/epidemiology/2013/gr2013/UNAIDS Global Report
2013 fr.pdf (Consulté le 16/12/ 2013).
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http://www.unaids.org/en/media/unaids/contentassets/documents/epidemiology/2013/gr2013/UNAIDS_Global_Report_2013_fr.pdf
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En Mauritanie, selon ’ONUSIDA en 2012, I’épidémie du VIH était de type concefitié.avec
une prévalence estimée au niveau de la population générale & 0.4% [0.3% - 0.6%]°. Afl’image de
I’ Afrique, la transmission hétérosexuelle est la principale voie dans le pays et on estinme gu’autant de
femmes que d’hommes sont atteints. Les données VIH chez le groupe de donneurs de sang sont les
plus réguli¢res (depuis 1987). Malgré quelques biais, elles constituaient jusqu’en 2000, les seules
données permettant de suivre 1’évolution de la prévalence du VIH. Chez ce groupe, lagprévalence du
VIH est passée de 0.88% en 2002 & 0.25% en 2011. La premiére enquéte d’envergure a été menée
dans le pays en 2001 et portait sur un échantillon de 4204 femmes enceintes. Les enseignements tirés
de cette enquéte ont permis en 2003, la mise en place d’un réseau‘national de surveillance sentinelle
de périodicité biennale chez le méme groupe. Depuis 2001, les données de surveillance chez les
femmes enceintes en consultation prénatale ont relayées celles désdonneurs de sang dans le suivi de
I’épidémie et de I’estimation de la prévalence nationale®,

La surveillance uniguement basee sur la sérologie, en.particulier chez les femmes en CPN ne
fournit pas d’informations sur les groupes « passereless, qui- constituent un pont par lequel
I’infection est transmise des groupes vulnérables a la population générale”. La surveillance combinée
sérologique et comportementale a montré ses greuves quant a 1’optimisation de la surveillance du
VIH/SIDA. Elle permet de mieux identifier Ies sous groupes de populations les plus exposés et de
comprendre si des taux de prévalence élevés de Pinfection a VIH sont liés a des comportements
jugés a haute vulnérabilité vis-a-vis du VIH>.

L’OMS recommande de renforcer la surveillance au sein des sous-populations vulnérables
tels que les Professionnel(le)s du sexe; Hommes qui ont des rapports sexuels avec d’autres Hommes
et les porteurs d’IST®. Pour ce quitest tes IST, il existe des preuves claires que ces derniéres
augmentent la probabilité de transmission du VIH et plusieurs études ont démontré une forte
association entre les deux types,d IST (ulcérantes et non ulcérantes) et I'infection par le VIH. Par
conséquent, le controle des IST peut avoir le potentiel de contribuer de maniere substantielle a la
prévention du VIH. Ainsiles‘consultants pour IST constituent un groupe important a surveiller pour
contrdler I’épidémie (Wilkinson D et Rutherford G, 2001).

2 http://wM.Unaidssergifir/regionscountries/countries/mauritania/ (Consulté le 16.12/2013).
$http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce MR_Narrative_Re
port[1].pdf (Consultéle 14/08/2013).

* http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/secondgeneration_fr.pdf (Consulté le 14/08/2013).

® http://www.who.int/hiv/pub/surveillance/en/isbn9291732206fr.pdf (Consulté le 17/07/2013).

® http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/quidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 18/07/2013).



http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/mauritania/
http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce_MR_Narrative_Report%5b1%5d.pdf
http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce_MR_Narrative_Report%5b1%5d.pdf
http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/secondgeneration_fr.pdf
http://www.who.int/hiv/pub/surveillance/en/isbn9291732206fr.pdf
http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/guidelinesforconduction_fr.pdf

Les données de prévalence doivent étre basées sur I’utilisation de technologies fiables
capables de détecter tous les variants du VIH car ce virus est caractérisé par une grande diversité
génétique.

La nature pandémique de I’infection par le VIH a été et reste toujours a I’origine du
développement d’un arsenal important de molécules antirétrovirales (ARV) (Mehellou et De
Clercq, 2010). L’objectif du traitement antirétroviral est de transformer I’infection a VIH en une
pathologie chronique, grace a I’utilisation d’une combinaison efficace d’au moins 3 molécules
antirétrovirales (Tsibris AM et Hirsch MS, 2010) encore appelé traitement antirétroviral hautement
actif, pour « HAART ou Highly active antiretroviral therapy ». Le passage a ’échelle des traitements
HAART en plus de permettre la réduction significative du nombre de décés lies au VIH/SIDA a
amélioré la qualité de vie et la santé des personnes vivant avec le VIH. Néanmoins, le bénéfice
clinique de ces traitements peut étre compromis par 1’émergence de virus porteurs de mutations de
résistance (Jordan MR, 2011). Pour limiter I’émergence de la résistance, le monitoring virologique
des patients sous HAART est systématique dans les pays développés. Par opposition, dans les pays a
faibles ressources, la charge virale et le génotypage de résistance ne sont pas disponibles en routine
et le suivi des patients traités est principalement basé sur le dosage des CD4 et la clinique
(Kouanfack C et coll., 2009 ; Barth RE et coll., 2010).

Le traitement ARV a été mis en place dans le pays en début 2005 et en fin 2009, le nombre de
patients recevant les ARV était de 1162 sur une cohorte de 2797 patients VIH/SIDA. Ces patients
sont suivis au Centre de traitement Ambulatoire (CTA)’ . A Dinstar de la plupart des pays africains,
seuls deux lignes de traitements y sont disponibles. Le diagnostic précoce n’est pas encore accessible
dans le pays. La charge virale a été introduite en 2008 alors que le génotypage n’est pas encore
disponible et aucune donnée publiée sur les mutations de résistance aux ARV n’existe encore.

L’utilisation de la charge virale pour la détection de I’échec virologique précoce et le suivi
des patients sous traitement antirétroviral constitue une forte recommandation de ’'OMS en 2013°%,
Les techniques de charge virale disponibles ont été développées a partir du sous-type B et certaines
d’entre-elles présentent des défauts de quantification des sous-types non-B, en particulier le

CRF02_AG prédominant dans notre contexte (Korenromp EL et coll., 2009).

"http://mww.internationalhealthpartnership.net/fileadmin/uploads/ihp/Documents/Country Pages/Mauritania/Analyse%
20de%20situation%20secteur%20de%20sant%202011%20VF.pdf (Consulté le 02/08/2013).
® http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727_eng.pdf (Consulté le 03/08/2013).
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En Mauritanie, la seule plateforme de charge virale (technologie CAP-CTM /Roche)

disponible a été mise en place sans évaluation préalable a son utilisation. Devant cette situation, une

mise a jour des données de surveillance, la documentation de I’efficacité du traitement ARV et

I’évaluation des plateformes de charge virale disponibles dans notre contexte, y compris celle utilisée

dans le suivi des patients sous ARV en Mauritanie s’averent nécessaires. C’est ainsi que ce travail de

thése a été entrepris et avait eu comme objectifs de :

Apprécier 1’évolution de la prévalence et la qualité des données générées sur la période de
2001 a 2007 au niveau des sites de surveillance sentinelle des femmes en consultation
prénatale,

Mener une étude de seconde génération (sérologique et comportementale) sur le VIH chez les
consultants pour infections sexuellement transmissibles (IST) a Nouakchott et & Nouadhibou
(Mauritanie),

Etudier les profils de mutations de résistance et la diversité genétique du VIH-1 chez les
patients traités en Mauritanie,

Evaluer les techniques de monitoring virologique existantes dans notre contexte (Mauritanie

et Sénégal).

Pour arriver a ces objectifs, le présent document a été structuré en deux parties :

Une premiere partie de revue de la littérature sur la surveillance épidémiologique et la
biologie du VIH, le diagnostic et le monitoring virologique, la diversité génétique du VIH,
I’épidémiologiec moléculaire et les différentes techniques de génotypage du VIH, les
traitements antirétroviraux, la résistance aux ARV et les différentes techniques d’étude de la
résistance.

Une deuxiéme partie qui traitera des différents travaux et publications scientifiques qui

s’ouvriront sur des perspectives apres la discussion des résultats et une conclusion générale.
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PREMIERE PARTIE : Rappels bibliographiques

Chapitre | : Définition et classification, origines et épidémiologie du VIH

1.1 Définition et classification
Le VIH est classé dans le «sous-genre » des Lentivirus des Primates de la famille des
Retrovirideae (ou rétrovirus) et sous famille des Orthoretrovirineae responsables de pathologies a
évolution lente. Les Retroviridae sont représentés par une large famille de virus dont le matériel
génétique est composé d’ARN monocaténaire. 1ls sont définis par leur mode de réplication qui passe
par une étape de rétrotranscription de leur matériel génétique constitué de deux molécules d’ARN
identiques en ADN. Cette étape obligatoire a la multiplication du virus est possible grace a une
enzyme qui entre dans la structure du virus : la Transcriptase Inverse (TI) ou Reverse Transcriptase

(RT). L’ADN néoformé intégre dans le génome de la cellule hdte se comporte comme partie

intégrante de ce dernier et se replique en méme temps que lui (Coffin JM et coll., 1997). Ainsi il est

transmis aux cellules descendantes a chaque mitose.
Les Rétrovirus exogenes sont subdivisés en 7 genres, regroupés en deux sous-familles :

— Sous famille des Spumaretrovirinae composé du seul genre Spumavirus.

— Sous famille des Orthoretrovirinae subdivisée en 6 genres: Alpharetrovirus, Bétaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus et les Lentivirus (Coffin J et coll., 2003).
Les Rétrovirus peuvent infecter beaucoup de vertébrés parmi lesquels les bovins, les équides, les

chats, les caprins et notamment les primates. Ils sont retrouvés chez de nombreux mammiféres dont

les primates non humains. lls ne provoquent pas de maladies chez leur héte naturel, ce qui
supposerait une adaptation de I’hote au virus sur une longue période. Par contre leur passage d’une
espece a une autre, peut provoquer parfois I’immunodéficience : cas du passage du SIVsmm vers le

Macaque (Silvestri G et coll., 2005).

Deux types de VIH sont actuellement décrits comme agents étiologiques du SIDA chez

I’homme :

- le VIH-1, proche des virus SIVcpz et SIVgor infectant naturellement les chimpanzés (Pan

troglodytes troglodytes) et les gorilles (Gorilla gorilla) de la partie occidentale de 1’ Afrique Centrale

(Keele BF et coll., 2006 ; Van Heuverswyn F et coll., 2006, Plantier JC et coll., 2009 ; Peeters M

et Chaix ML, 2013).

- le VIH-2 proche des virus SIVsmm retrouvés chez les mangabeys enfumés (Cercocebus atys)

d’Afrique de ’Ouest (Santiago ML et coll., 2005 ; Peeters M et Chaix ML, 2013).

<



Les virus du VIH-1 sont classés en quatre groupes. Le groupe M ou Majeur responsable de la
pandémie actuelle, le groupe O ou Outlier (divergeant), le groupe N ou non O, non M et le groupe P,
récemment décrit (Plantier JC et coll., 2009). Les trois derniers groupes sont rares et retrouves quasi
exclusivement chez les patients originaires d'Afrique Centrale (Simon F et coll., 1998 ; Takehisa J
et coll., 2009 ; Plantier JC et coll., 2009 ; Sharp PM et coll., 2010 ; Delaugerre C et Coll., 2011 ;
Vallari A et Coll., 2011). Le Cameroun qui constitue le seul pays ou les 4 groupes coexistent,
présente la diversité génétique du VIH la plus grande, incluant les formes recombinantes (Ndung’u
T et Weiss RA, 2012).

Le groupe M est subdivisé en 9 sous-types purs ou clades et 61 formes recombinantes ou
CRFs.® Les 9 sous types pures du VIH-1 sont nommés : AB, C, D, F, G, H, J, K. Le sous-type A est
subdivisé en 5 sous-sous-types : Al, A2 (Gao F et coll, 2001) A3, A4 et A5 (Méloni ST et coll.,
2004 ; Vidal N et coll., 2006 ; Vidal N et coll., 2009). Le sous type F est lui subdivisé en 2 sous-
sous types F1 et F2 (Triques K et coll., 1999).

Sous Peffet de I’infidélité de la TI, les recombinants résultent d’événements de
recombinaisons inter-sous-types qui surviennent lors de I’étape de rétrotranscription de I’ARN dans
une cellule co-infectée par au moins 2 sous types différents. En lien avec le role important qu’ils
jouent dans I'épidémie mondiale, ces recombinants sont appelés formes recombinantes circulantes ou
CRF (circulating recombinant forms). C’est le cas du recombinant CRF02_AG, deuxieme forme
recombinante circulante découverte et variant prédominant en Afrique de I'Ouest, qui résulte d’une
recombinaison entre les sous-types A et G (Montavon C et coll., 2000 ; Toure-Kane C et coll.,
2000, Joris Hemelaar, 2012). A c6té de ces recombinants, existent d’autres recombinants appelés
formes recombinantes uniques ou URF (unique recombinant forms), isolés chez un nombre limité

d’individus et qui ne présentent aucun intérét épidémiologique.

1.2 Origine des VIH

L'origine des VIH comme dérivant des virus de I’immunodéficience simienne (VIS ou SIV),
est clairement établie. Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliquer le passage de ces souches
SIV a I'homme. Sur la base des études moléculaires et la distribution des sequences génomiques, le
VIH serait passé du singe a ’'Homme entre 1915 et 1941 (Korber et coll., 2000, Lemey et coll.,
2003). Selon cette estimation, I’hypothese (de Dr Kaprowski) d’une transmission a partir de vaccins
anti-Poliovirus qui seraient contaminés par le SIVcpz, administrés a un million de personnes au

Congo belge a la fin des années 50 ne tient pas (Blancou et coll., 2001).

*http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/H1V/CRFs/CRFs.html (Consulté le 04/12/2013).
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Bien que les circonstances des transmissions inter-espéces des grands singes a I’Homme soient
inconnues, I’hypothése la plus probable pour ces transmissions reste I’exposition sanguine de
I’Homme a des animaux infectés. Ces contacts sanguins, mais aussi potentiellement le contact avec
d’autres sécrétions ou tissus infectés, ont pu avoir lieu lors de la chasse ou la préparation de viande
de brousse, ou méme lors de blessures infligées par des singes domestiqués (Blancou et coll.,
2001; Worobey M et coll., 2004 ; Van Heuverswyn et Peeters M, 2007 ; Peeters M et Chaix ML,
2013). 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 VIH. En effet, il y a de forts arguments en faveur
de I’existence probable d’un ancétre commun aux Lentivirus des primates (Gao F et coll., 1999 ;
Peeters M et Chaix ML, 2013).

Le nombre de SIV identifies a augmenté de fagcon constante au cours des 20 derniéres années
et a ce jour, il a été montré qu’au moins 45 especes de primates non humains sont infectées par des
SIV (Bibollet-Ruche F et coll., 2004 ; Van Heuverswyn F et Peeters M 2007 ; Sharp PM et
Hahn B, 2010 ; Locatelli S et Peeters M, 2012). Ce nombre pourrait étre sous-estimé, sachant que
des SIV ont été retrouvés dans 90 % des espéces de singes examinées a ce jour et qu’il y a au moins
73 especes de primates non humains en Afrique subsaharienne (Etienne L et Peeters M, 2010). A
cela, s’ajoute le fait que l'infection a SIV n'est pas documentée au niveau des 2 continents asiatique
et sud-américain ou il n’est pas encore menées de grandes enquétes sur les espéces sauvages de
primates non humains (Locatelli S et Peeters M, 2012). Cependant, seuls 3 primates non humains
sont reconnus comme étant impliqués dans le franchissement de la barriére d’espéce. 11 s’agit des
chimpanzés et gorilles de la partie occidentale de I’Afrique centrale qui hébergent des SIV de la
lignée SIVcpz/SIVgor proches des VIH-1 et des mangabeys enfumés de 1’ Afrique de 1’Ouest avec la
lignée SIVsmm (Peeters M et coll., 2008).

Généralement chez son héte naturel, le SIV ne provoque ni déplétion de cellules TCD4+, ni
SIDA, méme en présence de charges virales élevées. En revanche, sa transmission a une autre
espece, engendre une perte progressive des TCD4+ et une forte prédisposition aux infections
opportunistes, comme c’est le cas pour le macaque rhésus (Mucaca mulatta) et I’Homme, (Hahn et
coll., 2000 ; Silvestri G et coll., 2005 ; Li B et coll., 2010). Cependant, il a été décrit chez un
Chimpanzé Pan troglodytes troglodytes (Cam155/Ch-Go) naturellement infecté par un SIV
(SIVcpz), une évolution de la charge virale et des observations cliniques associées a une déplétion
des CD4. Cet état était accompagné de plusieurs épisodes d’infection par divers agents pathogenes,
suggérant une infection a SIV progressive, semblable a I'infection par le VIH chez I'homme qui

confirme que S1Vcpz peut parfois étre pathogéne chez son héte naturel (Etienne L et coll., 2011).
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1.2.1 Origine du VIH-1

Les premiers arguments relatifs a I’origine du VIH-1 ont été émis en 1989. lIs sont basés sur
les premiéres souches de SIVcpz isolées au Gabon chez deux chimpanzés captifs nés dans la nature,
SIVcepz GAB1 et GAB2. L’analyse du génome du SIVcpzGabl révéla la présence du géne
accessoire vpu, semblable a celui du génome du VIH-1. Par ailleurs, son analyse phylogénétique a
montré qu’il était apparenté au VIH-1 et non aux SIV connus a 1’époque (Peeters M et coll., 1989).
Toutes les souches de SIVcpz isolées par la suite, de méme que les souches du Gabon provenaient
des chimpanzés de la sous-espéce Pan troglodytes troglodytes (Ptt), a I’exception de celle de
SIVcpzANT, isolée chez un chimpanzé Pan troglodytes schweinfurthii (Pts) qui montre une grande
divergence vis-a-vis des autres souches de SIVcpz (Peeters M et coll., 1992 ; Girtler LG et coll.,
1994 ; Vanden Haesevelde MM et coll., 1996). Cette observation suggéra qu’il existait deux
lignées SIVcpz spécifiques de leurs sous-espéces d’origine. D’autre part, toutes les souches VIH-1
s’avéraient plus proches du SIVcpzPtt que du SIVcpzPts (Gao F et coll., 1999).

Des études portant sur un grand nombre de chimpanzés vivant dans la nature ont permis la
mise en évidence du réservoir de fagon définitive. Basées sur des techniques non invasives, elles ont
permis la détection et la caractérisation de SIVcpz dans les « feces ». Ces études ont prouvé, en
étudiant des chimpanzés vivant en Tanzanie et en République Démocratique du Congo, appartenant a
la sous-espece Pan troglodytes schweinfurthii (Pts), que le SIVcpzPts proche du SIVcpzANT,
forment une lignée bien séparée, confirmant que cette derniére n’est pas a I'origine du VIH-1
(Santiago ML et coll., 2003 ; Worobey M et coll., 2004 ; Peeters M et Chaix ML, 2013). Des
travaux d’identification des souches de SIVcpzPtt sur la totalité de leur génome menés dans
différentes communautés de chimpanzés de la partic ouest de I’Afrique Centrale, ont montré une
grande similitude entre les génomes des VIH-1 des groupes M et N (Keele BF et coll., 2006 ; Van
Heuverswyn F et coll., 2006).

Le VIH-1 groupe O, quand a lui a été retrouvé tres proche des SIVgor infectant les gorilles
(Van Heuverswyn F et coll., 2006 ; Takehisa et coll., 2009 ; Neel C et coll., 2010). Une nouvelle
souche de VIH-1 encore beaucoup plus proche du SIVgor représentant une 4°™ lignée baptisée
groupe P a été mise en évidence en 2009 (Plantier JC et coll., 2009). Les analyses phylogénétiques
laissent suggérer que les gorilles auraient été infectés a partir du chimpanzé. Ceci laisse supposer que
les VIH-1 proviendraient d’une seule et unique lignée de SIVcpz/SIVgor mais par I’intermédiaire
d’au moins 4 transmissions indépendantes des virus de cette lignée donnant ainsi les 4 groupes M, N,

O et P (Neel C et coll., 2010 ; Peeters M et Chaix ML, 2013).
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En effet, les relations phylogénétiques entre SIVcpz, SIVgor et VIH-1 indiquent que les chimpanzés
représentent le réservoir originel des SIV qui sont aujourd’hui présents chez les chimpanzés, les
gorilles et chez I’homme (Taylor BS et coll., 2008 ; Peeters M et Chaix ML, 2013). Cependant de
nombreuses questions restent encore non élucidées, en particulier la maniére dont les gorilles ont été
contaminés et pourquoi sur environ les 45 SIV contaminant les primates non humains (Peeters M et
Chaix ML, 2013 ; Locatelli S et Peeters M, 2012) treés peu d’entre-eux sont transmissibles a
I’Homme (Bieniasz PD, 2012).

Une étude récente a montré que SIVcpz serait a I’origine un recombinant entre deux lignées
de SIV de singes du vieux Monde. Ce dernier a généré son précurseur (recombinant) par une série de
perte de genes et d’événements d'adaptation. C’est ainsi que vpx a €té supprimé par délétion
génomique lors de la création de SIVcpz. Cette délétion a par la suite favorisé la reconstruction du
gene vif par création d'un vif unique chevauchant a son extrémité 3’ avec le géne vpr et capable de
contrecarrer le facteur cellulaire de I’hote APOBEC3. La restriction du franchissement de la barriere
d’espece a I'nomme a facilité I’infection humaine par SIVcpz et son adaptation ultérieure a I’origine
du VIH-1 (Etienne L et coll., 2013).

Avec I’augmentation de la prévalence du VIH en milieu rural et la consommation de primates
comme viande de brousse, la recombinaison entre SIV nouvellement introduits en circulation et les
souches de VIH, peut poser un risque supplémentaire de déclenchement d'une nouvelle épidémie de
VIH (Van Heuverswyn F et Peeters M, 2007).
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Figure 1 : Arbre illustrant la proximité phylogénétique entre les séquences des : VIH-1 groupes
M et N, SIVcpz, VIH-1 groupes O et P et SIVVgor. ) (Peteers M, Jung M, Ayouba A, 2013).

(A) Relation évolutive des SIVcpzPts infectant les chimpanzés de I’Afrique de 1'Est (Pan troglodytes
schweinfurthii), SIVcpzPtt infectant les chimpanzés d'Afrique centrale (Pan troglodytes troglodytes) et
SIVgor infectant les gorilles des plaines occidentales de 1’ Afrique centrale (Gorilla gorilla gorilla) et les VIH-
1 groupes M, N, O et P. (B) Habitat géographique des quatre sous-especes (Pan troglodytes sp) de
chimpanzeés. Les zones géographiques des populations de chimpanzés sauvages infectés par les ancétres des
VIH-1 groupes M et N sont en cercles blancs. (C) Habitat géographique des gorilles (Gorilla gorilla

1.2.2 Origine du VIH-2

Avec la découverte en 1986 du VIH-2 et la remarquable homologie qu’il partage avec le
SIVsmm infectant naturellement le mangabey enfumé de 1’Afrique de I’Ouest, I’hypothése de
I’origine simienne du VIH ne faisait plus de doute (Van Heuverswyn F et Peeters M, 2007 ;
Etienne L et Peeters M, 2010). Au méme moment, des arguments de taille, identifiant le SIVsmm
comme ¢étant 1’origine du VIH-2 ont été développés. 11 s’agit de similitudes d’organisation des
génomes des 2 virus (présence du géne vpx), la correspondance entre I'nabitat naturel des mangabeys
enfumés et I'épicentre de I'épidémie du VIH-2 et enfin la relation de proximité qui lie ces singes a
I’Homme (chasse, animal de compagnie). De nombreux €léments sont en faveur de la transmission
zoonotique du SIVsmm vers I’homme. Ainsi le VIH-2 proviendrait de 8 transmissions indépendantes
des virus de la lignée SIVsmm qui ont donné naissance aux 8 groupes (A, B, C, D, E, F, G et H) du
virus (Damond F et coll., 2004). Les groupes A et B contribuent a I’épidémie du VIH-2 en Afrique
de I’Ouest (Van Heuverswyn F et Peeters M, 2007 ; Peeters M et Chaix ML, 2013).
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Une étude menée en 2013 a identifié une nouvelle souche (071C-TNPO03) de VIH-2 distincte de tous
les autres groupes du virus, isolée chez un garcon ivoirien de 8 ans. La découverte de cette 9°™
souche de VIH-2 représentant le nouveau groupe du virus souligne la nécessité d'élucider les
mécanismes moléculaires et facteurs biologiques associés a I'émergence de souches de SIVsmm chez

les humains (Ayouba A et coll., 2013).
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Figure 2 : Arbre illustrant la proximité phylogénétique entre le SIVsmm du Sooty mangabey
(Cercocebus atys) et les souches de VIH-2 (Etienne L et Peeters M, 2010).

A gauche : arbre montrant la proximité entre les souches de SIVsmm et les groupes du VIH-2. (grande lettre
pour une épidémie, petite lettre uniqguement quelques cas caractérisés).

A droite : carte géographique représentant I’habitat des singes mangabey (rayures noires) et la localisation des
groupes de VIH-2. Les codes couleurs pour les différents SIVsmm dans 1’arbre phylogénétique et la carte sont
- vert pour la Céte-d’Ivoire, rose pour le Libéria et bleu pour la Sierra Léone.

Pour contréler la pandémie du VIH/SIDA, la connaissance des différentes méthodes de
surveillance épidémiologiques basées sur des outils validés, le recueil de données de qualité et une
surveillance épidémiologique adaptée a chaque contexte local sont nécessaires. Ainsi, les résultats
collectés au niveau local, régional et international font ’objet de rapports epidémiologiques publiés

annuellement par ’ONUSIDA.

&



1.3 Epidémiologie du VIH
1.3.1 Différentes méthodes de surveillance épidémiologique du VIH
Les méthodes de surveillance épidémiologique sont variables et leur choix dépend de

’objectif recherché et des données a recueillir (Ghys PD et coll., 2001).

1.3.1.1 Surveillance biologique
1.3.1.1.1 Sérosurveillance sentinelle dans des sous populations définies

La sérosurveillance sentinelle du VIH est le suivi des taux d’infection par le VIH dans les
populations concernées au moyen d’établissements «sentinellesy permettant un acces a des
populations qui présentent un intérét particulier dans le cadre de 1’épidémie ou qui sont représentatifs
d’une population plus vaste.’® Les enquétes sont menées & des intervalles répétés (annuellement ou
tous les deux ans) selon une méthodologie constante chez le méme groupe pour suivre 1’évolution de
la prévalence et la tendance de 1’épidémie. Le test VIH est réalisé selon la méthode anonyme non
correlée et le consentement de la personne n’est pas nécessaire, ce qui réduit au minimum les biais
introduits par le refus du test. Les systéemes de sérosurveillance sentinelle en Afrique sont de qualité
variable, mais ils produisent pour la plupart des pays des resultats fiables. Cependant, pour d’autres
pays, les données ne sont pas toujours fiables et ne permettent donc pas une bonne estimation de la
prévalence ni une bonne mesure du fardeau lié la maladie (Walker N et coll., 2001).

Les activités de sérosurveillance sont généralement centrées sur les femmes de 15 a 49 ans,
fréquentant les centres offrant des soins prénatals (Bozicevic 1 et coll., 2013 ; Frickmann H et coll.,
2013), avec un accent particulier sur les femmes agees de 15 a 24 ans pour estimer la prévalence des

infections récentes.°

I. 3.1.1.2 Enquétes sérologiques dans la population générale

Il s’agit d’une sérosurveillance menée au sein de la population générale permettant
I’estimation de I’infection a VIH/SIDA au niveau d’un pays ou d’une région donnée. Les participants
sont choisis au hasard selon un plan d’échantillonnage basé sur les ménages. Ce type d’enquéte est
fiable et représentatif de la population dans son ensemble. On fait généralement recours a des
méthodes non invasives (prélevement de sang total au bout du doigt) et I’obtention du consentement
éclairé des sujets enquétés est obligatoire (Mishra V et coll., 2006). De ce fait, on peut s’attendre a

de taux éleveés de refus de participation, constituant ainsi un biais.

Ohttp://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/quidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 18/06/2013).
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Par ailleurs, ces enquétes sont onéreuses car mobilisent beaucoup de ressources humaines et
financieres. Pour toutes ses raisons, I’OMS et ’ONUSIDA, ne conseillent leur réalisation que tous

les 4 ans.!

I. 3.1.1.3 Autres types de surveillance biologique

D’autres types de méthodes biologiques sont utilisés dans la surveillance du VIH,
notamment : i) dépistage régulier du VIH dans les dons de sang, ii) dépistage régulier au sein des
cohortes professionnelles (militaires, policiers...) ou d’autres sous-populations, iii) enquétes
transversales chez des populations a risque d’infection par le VIH, iiii) dépistage dans des

échantillons prélevés lors d’enquétes sur la population générale ou sur des populations spéciales.

I. 3.1.2 Surveillance comportementale
Le but de ce systeme de surveillance est de mesurer la connaissance générale de la population
sur le VIH/SIDA et les méthodes de prévention. On peut citer deux grands types d’enquétes

comportementales :

I. 3.1.2.1 Enquétes transversales dans la population générale

Elles concernent un échantillon représentatif de la population générale d’un pays ou région
donnée, c’est le cas des Enquétes Démographiques et de Sant¢ (EDS). Les données recueillies
concernent les connaissances, attitudes et pratiques, notamment sexuelles.
Elles sont obtenues le plus souvent par le biais d’un questionnaire administré par un enquéteur
(administration directe) ou par auto-administration. Ce type d’enquéte est sans conteste celui qui
permet d’apprécier le mieux et avec finesse, les modifications de 1’exposition aux risques au cours du

temps.

1.3.1.2.2 Enquétes transversales dans des sous populations spécifiques

Il s’agit d’enquétes comportementales menées dans des groupes de populations présentant un
risque supérieur d’infection par le VIH comparés a la population générale. Selon le contexte local, il
peut s’agir de professionnel(le)s du sexe et leur clientele, les HSH (Hommes ayant des rapports
Sexuels avec d’autres Hommes) également appelés MSM (Men who Have Sex with Men), les

consommateurs de drogues injectables, etc.

1 http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/secondgeneration_fr.pdf (Consulté le 20/06/2013).
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Du fait de leur difficulté d’accés, une approche particuliére consistant a 1’utilisation de
leaders de groupes parmi la cible a enquéter comme facilitateurs est recommandée : on parle de
méthode boule de neige.

1.3.1.3 Surveillance de seconde génération ou SSG

Ce type d’enquéte a été recommandé par ’OMS et PTONUSIDA, suite aux lecons apprises de
plusieurs années d’expérience sur la surveillance sentinelle. Tl s’agit d’un systeme renforcé de
surveillance qui repose a la fois sur la biologie (test) et les comportements qui propagent 1I’épidémie
permettant une compréhension globale et complete (ampleur et dynamique) de I’épidémie au sein
d’un pays ou région donnée au cours du temps, d’ou son avantage. Les enquétes sont menées a
intervalles de temps régulier (généralement tous les 4 ans).'® La SSG s’intéresse aussi bien a la
population générale, aux populations vulnérables au VIH, qu’aux populations passerelles. Elle se
base sur le niveau d’épidémie du terrain d’étude (Walker N et coll., 2001) et sur la répartition de
I’infection au sein des deux zones urbaine et rurale. C’est ainsi que les épidémies a VIH ont été

classées en 3 types par 'OMS™ :

Epidémie peu active :

La prévalence est inférieure a 5% de maniere constante chez une quelcongue sous-population
donnée. La majorité des cas d’infection sont recensés chez les individus ayant un comportement qui
expose a I’infection par le VIH. Les efforts de surveillance dans ce cas doivent se concentrer sur les

sous populations vulnérables.

Epidémie concentrée :

La prévalence a constamment été de plus 5% chez au moins une sous-population donnée et de
moins de 1% chez les femmes enceintes des zones urbaines (cas de la Mauritanie). Pour ce type
d’épidémie, a coté de la surveillance au sein de la population générale, doit étre renforcée la
surveillance au sein des sous-populations vulnérables : porteurs d’IST, Professionnel(le)s du sexe,

hommes qui ont des rapports sexuels avec d’autres hommes (HSH).

12 http://www.who.int/hiv/pub/surveillance/en/isbn9291732206fr.pdf (Consulté le 21/06/2013).
Bhttp://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/quidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 21/06/2013).
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Epidémie généralisée :
La prévalence a constamment été de plus de 1% chez la population générale. Dans les pays a
épidémie généraliseée, la surveillance du VIH doit porter simultanément sur la population générale et

les populations vulnérables.

1.3.1.4 Autres sources importantes pour la surveillance épidémiologiques du VIH
i) surveillance des cas d’infection par le VIH, des cas de SIDA, ii) registre de déces, iii) surveillance
des IST, surveillance de la tuberculose.

Dans les pays du Sud, vu la faiblesse des ressources, il y a nécessité de simplifier les efforts
de surveillance et de minimiser leurs colts. C’est ainsi que depuis 2001 a été introduit aux enquétes
démographiques et de santé (EDS), notamment en Afrique, un module de dépistage du VIH, on parle
d’EDS+. Réalisées généralement tous les cing ans afin de pouvoir suivre les évolutions de la
population, elles sont conduites auprés des menages par milieu de résidence et par région et sont
représentatives au niveau national.*

Une autre réponse au souci de simplifier les efforts de surveillance pourrait étre apportee par le
développement d’un test rapide performant capable de détecter sur une méme bandelette, les deux
types d’infections (récente et ancienne), fournissant simultanément des informations sur la

prévalence et l'incidence du VIH (Granade TC et coll., 2013).

1.3.2 Situation et dynamique de ’infection par le VIH/SIDA
1.3.2.1 Dans le monde et en Afrique

Selon ’ONUSIDA, en fin 2012, le nombre de personnes (adultes et enfants) vivant avec le
virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) a travers le monde est estimé¢ a 35.3 millions [32,2
millions-38,8 millions]. L’Afrique Subsaharienne en représente 25 millions [22,1 millions-24,8
millions]. Cette région d’Afrique concentrerait 70% de ’ensemble des nouvelles infections a VIH en
2012. Le nombre mondial des personnes nouvellement infectées s’estimait a 2,3 millions [1,9
millions-2,7 millions] en 2012 et le mode de contamination était essentiellement sexuel. Pour ce qui
est des déces, dans le monde 1,6 million [1,4-1,9 million] sont morts du SIDA en 2012. En Afrique
sub-saharienne, le nombre de nouvelles infections (1,6 million [1,4-1,8 millions]) en 2012 a diminué
de 34% depuis 2001 alors que les déces liés au SIDA estimés a 1.2 millions [1,4-1,8 millions] ont

connu une diminution importante entre 2005 et 2012.

Yhttp://www.uclouvain.be/cps/ucl/doc/demo/documents/Larmarange_et_al_light.pdf (Consulté le 26/10/2013).
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Malgré ces progres considérables, 1’ Afrique sub-saharienne reste la région la plus durement touchée
par la pandémie, ce qui souligne I’importance de renforcer d’avantage les efforts de prévention et de

prise en charge.’

1.3.2.2 En Mauritanie

L’épidémie du VIH/SIDA en Mauritanie reste peu documentée et Selon ’ONUSIDA en
2012, elle est définie de type concentré avec une prévalence estimée au niveau de la population
générale & 0.4% [0.3% - 0.6%]."° La prévalence chez les femmes en consultation prénatale
régulierement inférieure de 1% était respectivement de 0.62% et 0.48% en 2007 et 2009. En 2008,
les prévalences observées chez 2 groupes vulnérables étaient plus importantes et étaient
respectivement de 3.9% et 7.4% chez les tuberculeux et les Professionnelles du sexe.

Chapitre 11 : Biologie du VIH-1

Le VIH-1 a été isolé en 1981 et décrit en 1983 par 1’équipe francaise de Luc Montagnier
(Barre-Sinoussi F et coll., 1983). Méme si son organisation moléculaire est assez bien connue, il
reste beaucoup a élucider sur les fonctions de ses différents génes et leurs interactions avec les

composants de la cellule héte.

I1.1 Morphologie et structure

Au microscope électronique, les virus VIH-1 et VIH-2 matures, se présentent sous forme de
particules sphériques de 80 a 120 nm qui sont produits par bourgeonnement a la surface des cellules

infectées.

Bhttp://mww.unaids.org/en/media/unaids/contentassets/documents/epidemiology/2013/gr2013/UNAIDS Global Report
2013 fr.pdf (Consulté le 16/12/2013).
18 http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/mauritania/ (Consulté le 09/12/2013).
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Figure 3 : Structure du VIH (Coffin JM et coll., 1997).

Le virus est constitué de :

- L’enveloppe virale

Elle est constituée d'une bicouche phospholipidique et de deux sortes de glycoprotéines : la
gpl20SU et gp 41TM. La molécule gp 41 traverse la bicouche lipidique tandis que la molécule
gp120 occupe une position plus périphérique. La gp120 joue le rdle de récepteur viral de la molécule
membranaire CD4 des cellules hotes. L'enveloppe virale dérive de la cellule hote et contient ainsi des
protéines membranaires de cette derniére parmi lesquelles les antigénes du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité), 1’actine et 1’ibiquitine (Arthur LO et coll.,, 1992). Pour le VIH-2, les
équivalents respectifs des glycoprotéines gp120 et gp 41 sont la gp125 et de la gp36.
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- La matrice

Collée a I’enveloppe, elle se compose d’environ 2000 copies de la protéine p17 MA codée
par le gene gag. Elle est liée & la surface interne de l'enveloppe par l'intermédiaire d'un acide
myristique et stabilise la structure du virus. Elle sépare physiquement 1’enveloppe de la capside

virale.

- La capside

De symétrie conique, elle est localisée au centre de la particule du virus et protege I’ARN viral.
Elle est constituée d’environ 2000 copies de la protéine p24 CA codée par le géne gag. Elle est
constituée de :

- la nucléocapside ou core, constituée principalement de 2000 molécules de la protéine basique
p7 NC, enveloppant le génome pour former un complexe ribonucléoprotéique.

- trois enzymes : la protéase PR, la transcriptase inverse RT et I’intégrase IN.

- le génome constitué de deux copies identiques d’ARN simple brin, linéaire, de polarité positive
et d’environ 9,2 Kb.
D’autres éléments comme la protéine p6, nécessaire au passage du génome viral dans le noyau de la
cellule infectée et la protéase PR qui permet la maturation de la particule virale aprés son
bourgeonnement, sont également présents dans la particule virale (Turner BG et Summers MF,
1999).

I1.2 Organisation genomique

Les génomes du VIH-1 et VIH-2 partagent entre eux, globalement une homologie d’environ
60% pour les genes les plus conservées (gag et pol) et entre 30 a 40% pour les autres genes, y
compris env et les LTRs (Guyader M et coll., 1987). Le génome du VIH-1 est caractérisé par une
grande variabilité et un polymorphisme d’une souche a une autre. Cependant la structure génétique
est toujours similaire. On retrouve de I’extrémité 5°-P a I’extrémité 3°-OH 1’organisation suivante :
LTR-gag-pol-vif-vpr-vpu-env-tat-rev-nef- LTR.
L’ARN virionique est flanqué de séquences non codantes contenant de nombreux sites potentiels de
liaison a des protéines cellulaires : ce sont les LTR (Long Terminal Repeat). Neuf cadres de lecture
ouverts (Open Reading Frames, ORFs) sont présents, chacun correspondant a un gene. Certains de
ces genes codent pour plusieurs protéines via un précurseur : ce sont les genes de structure gag, pol
et env ; les autres genes constituent les géenes de régulation. Deux protéines sont codées en deux

exons : Tat et Rev.
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Figure 4: Schéma de I’organisation génomique du VIH- 1 (Costin JM, 2007).

11.2.1 Les régions répétées terminales (LTR)

Les LTR (Long Terminal Repeat) constituent deux régions du génome viral non codantes.
Elles sont composées de trois régions : U5, R, U3. Ces régions sont impliquées dans I’initiation de la
rétrotranscription et 1’intégration du génome viral dans le génome de la cellule hote (Perkins et coll.,

1993).

La région U3 comprend des sites de liaisons pour des facteurs de transcription cellulaires dont
le NFKB (séquence stimulatrice ou enhancer, le SP1 ou encore la boite TATA, signal de démarrage
de la transcription de ’ARN messager. Le site de démarrage de la transcription se trouve a la
jonction U3/R. Le NFKB est présent dans tous les isolats des VIH-1 et VIH-2, cependant, les souches
virales du sous-type C du VIH-1 en renferment 3 a 4 copies (Montano MA et coll., 1997 ; Neogi U
et coll., 2011). Le taux de transcription du sous-type C plus important en comparaison aux autres
sous-types, serait lié a cette particularité, ce qui expliquerait en partie sa grande représentativité
mondiale, d’environ 50% (Bachu M et coll., 2012).

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 ND et coll., 1993).




Les régions R et U5 sont incluses dans le « leader RNA » présentant une structure en épingle
a cheveux, constitué de différents éléments (TAR, polyA, PBS, DIS, SD, PSI). Ces éeléments
interviennent dans la régulation de 1’expression des geénes (activation de la transcription,
polyadénylation, translation...) et dans les fonctions associées au virion (dimérisation, encapsidation
et transcription inverse) (Berkhout B, 1996 ; Baig TT coll., 2007 ; Heng X et coll., 2012).
Le « leader RNA » situé en 5’ est la région la plus conservée du génome du VIH-1 (Lu K et coll.,
2011).

| 3 —R— —U5—

TAR

—;hup

Figure 5 : Schéma du LTR 5’ du provirus, indiquant la position des sites de liaison de certains
facteurs cellulaires (Freed O, 2001).
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Figure 6 : 6. Aet 6.B : Schéma du leader RNA du provirus ;
A : Huthoff H and Berkhout B, 2001; B : Andersen ES et coll., 2004
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L’élément TAR (trans-activation responsive region), grace a un site de liaison spécifique est
impliqué dans la régulation par la protéine Tat de la transcription de I’ADN proviral en ARN
messager et ARN génomique. Avec sa structure secondaire en épingle a cheveux, il joue un réle
essentiel dans I’activation de la transcription et dans la réplication virale. La déstabilisation de la
structure de TAR affecte les capacités de réplication (Vrolijk M et coll., 2008 ; Das AT et coll.;
2012). TAR interviendrait également dans le processus de dimérisation du génome viral (Andersen
ES et coll., 2004) et d’encapsidation de I’ARN génomique (Clever JL et coll., 2002). En effet la
déletion de I’¢1ément TAR provoquerait une réduction de 1’encapsidation (Heng X et coll., 2012).
TAR jouerait aussi un role dans 1’étape de transfert de brin pendant la rétrotranscription (Berkhout
B, 2001).

Le signal poly (A) intervient dans la polyadénylation des ARNm viraux (Berkhout B, 1996).

Le PBS ou Primer Binding Site est le site de liaison a I'ARNt;"®

. Primordial pour la
transcription de I'ARN génomique en ADN proviral, il sert de premiére amorce a la transcriptase
inverse lors du processus de retro-transcription (Leiman L et coll., 2004 ; Heng X et coll., 2012).
L'ARNt;"® se lie par ailleurs au PAS pour Primer activation signal situé en amont du PBS (Beerens
N et Berkout B, 2002). L’hybridation de I'ARN"* 2 I’ARN viral via le PAS et le PBS est facilitée
par p7NC Nucléocapside mature ou par le précurseur polyprotéique Gag (Guo F et coll., 2009).

Le DIS ou signal de dimérisation situé¢ en aval de la région LTR5’, correspond a une boucle
en épingle a cheveux. Son réle est I’hybridation des 2 brins d’ARN I’un a 1’autre pour former un
complexe qui sera intégrée dans la future particule virale. Le processus de dimérisation qui constitue
une étape cruciale de la réplication virale, n’est pas encore entierement élucidé (Andersen SE et

coll., 2004 ; Sakuragi J et coll., 2007 ; Cao S et Chen SJ, 2011).

Le signal d’encapsidation PSI (y), sur lequel s‘accroche la nucléocapside est spécifique des
ARN génomiques viraux. Il démarre a la fin du LTR 5' et recouvre les premiers acides aminés de
Gag. Il se compose de 4 domaines, SL1, SL2, SL3, SL4, formant chacun une structure en boucle. Le

plus conservé d’entre-eux est le domaine SL3 (Clever JL et coll., 2002).

Le LTR 3’ est identique du point de vue structural que le LTR 5°, mais différe de ce dernier
sur le plan fonctionnel. Seuls ses éléments de terminaison et de polyadénylation des ARN messagers

sont utilisés.
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11.2.2 Les génes de structure
11.2.2.1 Le géne gag (géne des antigénes de groupe)

Le gene gag est le premier cadre de lecture ouvert sur le génome du VIH. La protéine Gag est
nécessaire a I’assemblage et au bourgeonnement de particules virales a la surface des cellules
infectées (Shehu-Xhilaga et coll., 2001). D’environ 1500pb, le géne code pour la polyprotéine
Pr55°% qui comprend quatre domaines majeurs : la matrice (MA), la capside (CA), la Nucléocapside
(NC) et la p6. Au cours de la maturation, le clivage de la Pr55°% par la protéase virale (PR) donne
les protéines structurales du virion mature p17MA, p24CA, p7NC, p6, plus 2 petits fragments plgag
et p2gag (Freed EO, 1998 ; Turner BG et Summers MF, 1999 ; Adamson CS, 2012).

Matrice virale p17MA

Constituée par la protéine p17MA, elle participe a la stabilité de la structure virale, gréce a sa
liaison avec la bicouche phospholipidique qui sert d’enveloppe virale. La protéine de la matrice
pl7MA est impliquée dans les 2 phases (precoce et tardive) de la réplication virale et dans la
production de particules infectieuses. Elle est aussi impliquée dans le recrutement et I’incorporation
des glycoprotéines d’enveloppe (gp120/gp41) a la surface des virions (Davis M et coll., 2006 ;
Murakami T 2012).

Le réle de la MA dans I’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe, concernerait un
glutamate hautement conservé en position 99 situé au niveau de sa poche hydrophobe C-terminale
(Brandano L et Stevenson M, 2012). La matrice MA aurait également des propriétés
d’encapsidation de I’ARN viral (Swanstrom R et coll., 1997 ; Ott DE et coll., 2005).

La p1l7MA est essentielle a la pénétration du virus dans les cellules par la régulation de la
fusion entre les deux membranes virale et cellulaire (Murakami T et coll., 2004) et intervient dans
les étapes précoces de la réplication virale en modulant la décapsidation.

La pl7 MA fait partie intégrante du complexe de pré-intégration et joue un rdle dans le transport
nucléaire du génome viral (Haffar OK et coll., 2000). La protéine pourrait dans certaines situations,
se substituer a la nucléocapside, probablement grace a la faculté de concentrer les protéines Pr55Gag,
en les liant aux molécules d’ARN (Ott DE et coll., 2005; Alfadhli A et coll., 2009).

La Capside p24CA

C’est la protéine majeure du core du virus. Il s’agit d’une protéine phosphorylée de 24kD qui
se présente sous forme oligomérique. Elle se condense autour du génome viral pour générer la

nucléocapside de forme conique qui comprend 2 domaines indépendants.

<



Les deux domaines de la capside sont reliés de maniére covalente par un lien fléxible (Gamble TR
et coll., 1997) et ils semblent étre eux-mémes exceptionnellement flexibles (Mateu MG, 2009).

La partie C-terminale, contient la région homologue majeure (MHR pour major homology
region) trés conservée qui apparait comme essentielle pour ’assemblage de la particule virale
(Gamble TR et coll., 1997 ; Leschonsky B et coll., 2007).

La région N-terminale du géne, particuliérement les résidus proline, serait indispensable a la
morphogenése d’une capside conique mature et au caractére infectieux des particules virales

néoformées (Fitzon T et coll., 2000; Tang S et coll., 2003 ; Rulli SJ et coll., 2006).

La protéine p7 NC

La p7 NC est une petite protéine fortement basique de moins de 100 acides aminés. Elle lie
I’ARN génomique dont elle assure I’encapsidation dans le virion en assemblage (D’Souza V et
Summers MF, 2005). Elle est indispensable a la dimérisation de I’ARN viral (Feng YX et coll.,
1999 ; Song R et coll.,, 2007) et permet I’initiation de la transcription inverse en favorisant
I’accrochage de I’amorce de transcription, PARN{™® (Hargittai et coll., 2001 ; Graham WD et
coll., 2011). La p7, intervient par ailleurs dans la stabilisation de I’ADN viral néosynthétisé et dans le
processus d’intégration. En augmentant I’efficacité de chacune de ces étapes, elle contribue a la

formation de particules virales infectieuses (Thomas JA et Gorelick RJ, 2008).

La protéine p6

La protéine p6 est importante pour I’incorporation de la protéine accessoire Vpr a laquelle
elle est associée (Kondo E et coll., 1995). Elle jouerait également un réle important dans le
recrutement et I’encapsidation des protéines Pol dans le virion en assemblage (Yu XF et coll., 1998)

et intervient dans le relargage des virions (Huang M et coll., 1995).

Les peptides pl et p2

Ils permettent la régulation de I’activité de la protéase. La p2, située entre les protéines de la
capside et la protéine de la Nucléocapside, est essenticlle a 1’assemblage et a la production de
particules virales infectieuses (Krausslich HG et coll., 1995 ; Guo X et coll., 2005). Le site p2/NC
serait de loin le site de clivage le plus variable. Avec la diversité intra sous type, cette variation serait
de 18,66% dans le sous-type B, plus importante pour les sous-types non B, elle atteindrait 42,42%
dans le sous-type C (De Oliveira T et coll., 2003 ; Liegeois F et coll., 2013).
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Figure 7 a et b : Organisation du géne gag et production des particules virales. (Ono A, 2009).
a: Organisation génomique du géne gag et sites fonctionnels ; b : Interaction entre la protéine Pr55°® et la
membrane phospholipidique.

11.2.2.2 Le géne pol (gene codant pour les enzymes virales)

C’est le géne le plus conservé du génome viral avec une divergence intra sous-type d’environ
9 a 11% (Santos AF et Soares MA, 2010). Il code pour les 3 enzymes virales, protéase (PR),
transcriptase inverse (T1) et intégrase (IN) qui sont obtenues aprés clivage du précurseur Pr160Gag-
Pol.
La Pr160Gag-Pol est une polyprotéine engendrée parallélement au précurseur Pr55gag mais en
moindre quantité. Il est incorporé sous forme non clivée dans la particule virale. Son clivage
intervient lors de la maturation, étape faisant suite au bourgeonnement des virus néoformés.
Le clivage de la polyprotéine Pr160Gag-Pol se fait par la partie enzymatique de ce précurseur
(protéase) ainsi que le précurseur Pr55%%. Lors de la maturation, la proportion relative de chacun de
ces 2 précurseurs influence sur le pouvoir infectieux des virus néoformés (Shehu-Xhilaga M et coll.,
2001).

11.2.2.2.1 La protéase virale PR

La protéase appartient a la famille tres conservée des aspartyl-protéases dont le résidu
catalytique est un acide aspartique (résidu 25). C’est I’enzyme essentielle & la maturation et
production de particules virales infectieuses. Indispensable au processus post-traductionnel, elle
assure le clivage des polyprotéines Pr55%% et P160°%"°" Active, elle se présente structurellement,

sous forme d’un homodimeére de 99 acides aminés (Swanstrom R et coll., 1997).
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Les deux monoméres sont liés de fagon non covalente et symétrique par 4 chaines B-antiparalléles.
(Cf. Figure 8). L’activité enzymatique de la protéase est assurée par 2 molécules d’acide aspartique
situées au cceur du site catalytique de ’enzyme constitué par la triade Asp-Thr-Gly aux positions 25
a 27. Cette triade conservée se trouve a la jonction des deux monomeéres ; elle forme ainsi un tunnel,
permettant une interaction avec 7 a 9 acides aminés, dont ’activité aboutit au clivage de 9 séquences
peptidiques différentes. Cela aboutit a la synthése des protéines P17, P24, P6 et P7, a partir du gene
gag, et des enzymes Protéase, RT et Intégrase a partir de la polyprotéine Gag-Pol. Ce clivage semble
s’effectuer a des sites bien précis de ces protéines, grace a une affinité qui differe entre les sites
(Pettit SC et coll., 1993).

Site actif :
positions 25-27.

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de la protéase du VIH-1 (Adamson CS, 2012).
En vert, un inhibiteur de protéase (le Saquinavir) li¢ au site actif de I’enzyme

11.2.2.2.2 La transcriptase inverse Tl ou Reverse Transcriptase (RT)

Il1 s’agit d’une enzyme ADN polymérase ARN/ADN dépendante, dotée d’une activité
RnaseH. C’est ’enzyme qui assure la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN proviral. Lors du
cycle de réplication, elle fait survenir de nombreuses erreurs de copie, du fait de son taux élevé de
réplication virale en ’absence d’une fonction correctrice, ce qui la rend responsable de la grande
diversité génétique du VIH.

La structure de la transcriptase inverse se présente sous forme d’un hétérodimeére constitué de
2 sous unités, la P66 et la P51 (di Marzo Veronese F et coll., 1986). La grande sous unité, P66 (de

560 acides aminés), comprend les 2 domaines fonctionnels de la RT :
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la polymérase et le domaine RNase H. La petite sous-unité, P51, contient les 440 premiers acides
amineés de la P66 correspondant (mais pas entierement), au domaine de la polymérase.

Le domaine P66 ressemble a une main droite. Il est divisé en 4 sous-domaines dénommes
« doigts », « pouce », « paume » et enfin le sous-domaine de connexion qui lie les domaines
polymérase et Rnase H (Cf. Figure 9).

La P51 présente les mémes 4 sous-domaines retrouvés dans le domaine polymérase de la P66,
mais avec des relations physiques entre ces sous-domaines différentes de celles de la P66. En effet,
la P51 ne posséde pas d’activité enzymatique et ne joue pas de rdle direct dans le processus de
polymérisation (Kohlstaedt LA et coll., 1992). Ceci s’explique par le fait que malgré la présence des
3 acides aminés (Asp 110, Asp 185 et Asp 186) au niveau du site catalytique du domaine polymérase
(paume) de la petite sous-unité, celui-ci ne présente pas d’activité de polymérase fonctionnelle. La
fonction primaire de la P51 se limiterait uniqguement au maintien de la structure active de la P66
(Hughes SH, 2001 ; Mulky A et coll., 2005).

La Rnase H représente la partie C-terminale de la P66, d’une longueur de 120 acides aminés.
Son role est I’hydrolyse du brin d’ARN a partir de I’hybride ARN/ADN formé aprés synthése 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 (Sevilya Z et coll., 2003 ; Bochner R et coll., 2008).

B [\@88 H
’ >

Figure 9 : Schéma de la transcriptase inverse (dans un complexe avec un acide nucléique) avec
ces deux sous unités (p66 et p51) et leurs sous domaines. (Sarafianos SG et coll., 2009).

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

.



11.2.2.2.3 L’intégrase IN

Il s’agit d’une protéine de 288 acides aminés, obtenu par clivage protéase-dépendante de la
polyprotéine Gag-Pol qui comprend 3 domaines indépendants : i) un domaine N-terminal avec un
motif en doigt de zinc (Zheng R et coll., 1996). ii) un domaine central ou domaine catalytique
impliqué dans la liaison avec les extrémités de I’ADN viral (Johnson AA et coll., 2006 ; Nowotny
M, 2009), iii) un domaine C-terminal qui lie I’ADN viral de fagon non spécifique et qui participe
essentiellement & la stabilité du complexe ADN-IN (Chen JC et coll., 2000).

C’est I’intégrase IN qui catalyse ’insertion de I’ADN double brin néo-synthétisé dans le
génome de la cellule nouvellement infectée. Elle fonctionne sous forme oligomérique. Il semble que
chacun des domaines de la protéine participe a cette oligomérisation (Hare S et coll., 2009).

L’intégrase possede 2 activités catalytiques majeures : un clivage endonucléolytique au
niveau des extrémités 3°-OH du génome viral préparant ’ADN au processus d’intégration et un
transfert de brin permettant I’insertion de ’ADN viral dans I’ADN cellulaire cible.

Au cours de la premiere étape, dite de maturation, les extrémités des LTR de I'ADN viral sont
reconnues et coupées spécifiguement par I’intégrase (IN), sous forme oligomeérique, avec libération
d'un dinucléotide 5'GT3'.

Au cours de la deuxieme étape, dite de transfert de brins, chaque groupement 3'-OH généré
par excision attaque un brin de I'ADN cellulaire pour intégrer I'ADN viral dans le génome cellulaire
via un mécanisme de transestérification (Jaskolski M et coll., 2009). Cette étape du cycle de
multiplication virale est la cible de nouvelles molécules ARV : les anti-intégrases qui agissent en
amont de I’intégration du provirus et bloquent ainsi le transport du complexe de pré-intégration
(Nair V et coll., 2007).

Figure 10 : Représentation schématique de I’intégrase du VIH. (Jaskolski et coll., 2009).
Le domaine N-terminal en bleu (A), le domaine CCD en vert avec les résidus DDE en petites boules rouge (B)
et le domaine carboxy-terminale en rouge (C)
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11.2.2.3 Le Géne env (géne codant pour les protéines de ’enveloppe

Il code pour les glycoprotéines d’enveloppe, gp120SU et gp41TM équivalents respectivement
pour le VIH-2 aux gpl25 et gp36. lls sont responsables de la fixation du virus sur le récepteur
cellulaire et son entrée dans la cellule héte. Leur emplacement sur la surface du virus fait d’eux des
cibles idéales pour les anticorps neutralisants (Center RJ et coll., 2002). Le géne env est le gene
viral le plus variable. Son polymorphisme important permet au virus d’échapper au systéme
immunitaire (Twigg Arrildit K et coll., 2012). Les glycoprotéines Env sont initialement synthétisées
sous forme d’un précurseur polyprotéique, la gp160 qui sera modifiée par glycosylation avant d’étre
clivée par une protéase cellulaire en 2 protéines (gp120 et gp41). Lors du bourgeonnement, la gp120
et la gp41l restent associées par des liaisons non covalentes et sont transportées vers les membranes
ou elles sont incorporées dans les virions. Les données sur les événements menant a I’incorporation
des glycoprotéines d’enveloppe sont assez connus, mais leur mécanisme exact reste encore incertain
(Checkley MA et coll., 2011). Quand elles sont matures et fonctionnelles, les deux protéines gp120-
gp41 se présentent a la surface du virus sous forme de triméres d’hétérodimere (Center RJ et coll.,
2002) et forment un complexe de fusion membranaire de classe | : 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 (Berger EA et coll., 1999 ; Gaibelet G et coll., 2006). La gp4l
contient le domaine de trimérisation ; il est responsable de la fusion des membranes virale et
cellulaire (Chan DC et coll., 1997; Buzon V et coll., 2010).

GP120 GPa1

Figure 11: Représentation schématique du précurseur gpl60 (Pancera M, 2005).

En noir, le peptide signal (SP). En bleu, la glycoprotéine de surface gpl20, En bleu foncé les régions
conservees (C1-C5) et en bleu clair les boucles variables (V1-V5). En gris, la glycoprotéine transmembranaire
gp41 contenant une boucle formée par un pont disulfure. Les sites de glycosylation des chaines mannosides
(F) et des chaines glycosidiques complexes (YY) sont indiqués. Sont indiqués en rouge, les résidus cystéines
(numérotés) et les ponts disulfures.
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11.2.2.3.1 Glycoprotéine de surface, gp120

La glycoprotéine de surface gp120 est organisée en cing régions constantes (C1-C5) dont les
séquences sont semblables quelle que soit la souche virale et cing régions variables (V1-V5)
appelées boucles variables, qui montre une grande variabilité inter-souches (Pancera M, 2005). Les
régions variables V1-V4 sont ancrées a leur base par des ponts disulfures et masquent les sites de
liaison du récepteur CD4 et des co-récepteurs, CXCR4 ou CCR5 (Starcich BR et coll., 1986 ;
Pancera M, 2005).

Le site de liaison entre la gp120 et la molécule CD4 est situé entre les domaines conservés C3
et C4. L’interaction gp120-gp41 est responsable d’un changement conformationnel important au sein
de le gp120 qui déplace les boucles V1/V2 afin d’exposer le site de liaison du corécepteur CCR5 ou
CXCRA4. Ce sont des élements de la boucle V3 et certains résidus de la région C4 qui participent a la
formation de ce site (Ashish GR et coll., 2006). C’est également la boucle V3 qui est responsable du
tropisme du virus en déterminant le choix du récepteur aux chimiokines, CCR5 ou CXCRA4.
L’augmentation de charges positives favorise la liaison au récepteur CXCR4 plutét que celle du
CCR5 (Basmaciogullari S et coll., 2002). Les boucles variables V1/VV2, sont aussi probablement
des points de contact pour le site du récepteur CD4, mais ne sont pas indispensables pour I’infection
des cellules cibles (Kolchinsky P et coll., 2001).

D’un point de vue antigénique, la gp120 induit la synthése d’anticorps neutralisants diriges
contre les sites conservés de liaison du récepteur et des corécepteurs. Les boucles variables peuvent
également induire efficacement des anticorps neutralisants, mais ces derniers sont généralement
spécifiques des souches et lorsque le virus mute pour échapper a I’action du systéme immunitaire, ils

deviennent inefficaces (Yang ZY et coll., 2004).

11.2.2.3.2 Glycoprotéine transmembranaire gp41TM

La glycoprotéine Gp41TM contient un domaine N-terminal fusogénique, promoteur de la
fusion membranaire entre le virus et la cellule hdte. Elle est liée aux régions hydrophobes des
extrémités N-terminal de la Gp120SU par des liaisons non covalentes (Pancera M, 2005). Sa
structure se présente sous forme d’un trimere compose de 340 acides aminés composée de 4
domaines : i) un ectodomaine N-terminal d’environ 180 acides aminés qui contient quatre sites de N-
glycosylation, ii) un pont disulfure qui intervient dans la formation des complexes trimériques,
iii) une ancre transmembranaire et iiii) un long domaine intra cytoplasmique contenant des motifs

variés qui contribuent a la réplication virale (Chan DC et coll., 1997 ; Center RJ et coll., 2002).
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L’ectodomaine comprend une vingtaine d’acides aminés hydrophobes appelée peptide fusion
en position N-terminale et deux régions de répétitions d’heptapeptides contigus, HR1 (responsable
de la trimérisation de la protéine) et HR2. La fusion membranaire est sous la dépendance de ce
peptide de fusion qui va s’insérer dans la membrane cellulaire apres la liaison de la gp120 avec les
récepteurs. En méme temps s’effectue un changement conformationnel au niveau des régions HR1
et HR2, ce qui permet de rapprocher les membranes virales et cellulaires (Eckert DM et Kim PS,
2001 ; Sackett K et coll., 2006 ; Esté JA et Telenti A, 2007). Les inhibiteurs de fusion s’opposent a
ce changement en se liant a la région HR1 (Liu S et coll., 2007).

Au plan antigénique, la gp4l induit la formation de deux types d’anticorps : des anticorps
neutralisants dirigés contre la région de I’ectodomaine proche de la membrane (Montero M et coll.,
2008) et des anticorps non neutralisants au niveau de la boucle immunodominante de 1’extrémité N-

terminale de la région HR2 (Gorny MK et coll., 2000 ; Checkley M et coll., 2011).

11.2.3 Les génes accessoires

Ce groupe est compose de six génes qui codent pour des protéines virales dont les roles ne
sont pas encore complétement elucidés. Les 2 proteines Tat et Rev, encore appelées protéines de
régulation, sont nécessaires a la réplication virale. Les autres genes (vif, vpr, vpu et nef), sont
qualifiés de genes auxiliaires. Leur implication dans le cycle réplicatif est prouvée. En effet, ils
interviennent dans le cycle réplicatif et interagissent avec des facteurs cellulaires. Ils interferent dans
I’expression de certains génes cellulaires, altérant ainsi le bon fonctionnement des cellules infectées.

Enfin, leurs réles dans I’infectiosité du virus et dans la pathogénicité semblent de plus en plus établis.

11.2.3.1 Les génes de régulation

Le gene tat (trans-activator of transcription)

Sa fonction essentielle est d’activer la transcription des ARNm viraux. Il code pour la
protéine Tat (trans-activator of transcription) qui agit en activant la réplication virale au niveau
d’une séquence cible appelée TAR (TransActing Region) située dans le LTR (Weeks KM et coll.,
1990 ; Brady J et coll., 2005).

Sans la protéine Tat, la transcription est trés vite arrétée et ne permet plus la synthése d’ARNm
fonctionnels (Cullen BR et coll., 1990). La protéine Tat a donc pour réle d'augmenter le niveau de la
transcription et agit aussi bien sur l'initiation de la transcription que sur I'élongation.

L activation de la transcription peut également étre TAR indépendante soit par une liaison directe de
Tat sur le NFkB (Dandekar DH et coll., 2004), soit par liaison avec la protéine histone chaperonne
hNAP-1 (Vardabasso C et coll., 2008).
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Tat peut également agir comme une toxine virale contribuant a la pathogenese du SIDA.
Libérée de facon active dans le milieu extra-cellulaire par les cellules infectées, Tat peut pénétrer
par endocytose dans les macrophages et les lymphocytes T pour activer non seulement la
transcription des cellules infectées en état de latence, mais induire également 1’apoptose des cellules
voisines non infectées, majorant la déplétion en lymphocyte TCD4.

La protéine Tat aurait aussi une activité, trés largement controversée, de régulation sur la
transcription inverse de ’ARN en ADNc (Liang C et coll., 2002 ; Appoloni A et coll., 2003 ;
Appoloni A et coll., 2007).

Tat bloquerait une activité de transcription inverse prématurée qui pourrait survenir avant la
formation de particules virales matures en s’associant aux molécules d’ARN néo formées ; ceci
permet d’assurer I’intégrité des molécules d’ARN a incorporer dans les futures particules virales en
empéchant leur dégradation précoce par I’activité Rnase H associée a la RT (Liang C et coll., 2002).
Tat supprimerait également I’élongation de la chaine d’ADN dans les phases tardives de la

Y au niveau du primer

transcription inverse mais favoriserait I’hybridation de 1’amorce ARN;
binding site sur la matrice d’ARN au cours des étapes précoces de la RT (Kameoka M et coll.,

2002).

Le gene rev (requlator of expression virus)

C’est le second facteur de régulation nécessaire a I’expression et a la maturation virale. 11
code pour la phosphoprotéine de 19 kd, pp20Rev qui s’accumule dans le nucléole de la cellule-hote.
Il intervient dans la régulation post-transcriptionnelle des genes de structure en assurant la
stabilisation et le transport des transcrits primaires ou mono-épissées du noyau au cytoplasme (Karn
et coll.,, 2012). Le site de reconnaissance de la protéine sur ’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 facon séquentielle se lier au RRE (Pollard VW et Malim MH, 1998 ; Pond SJK et coll.,
2009 ; Hoffmann D et coll., 2012). Rev est rapidement recyclé entre le cytoplasme et le noyau grace
a un signal de localisation nucléaire (NLS) et un signal d’exportation nucléaire (NSE).

Par ailleurs, des études ont fourni la preuve que Rev neutralise également l'intégration du

VIH-1 et facilite I’encapsidation de I'ARN du génome viral (Hoffmann D et coll., 2012).

A cdté de cette activité régulatrice de ’expression de genes, la Protéine Rev pourrait intervenir dans
I’intégration de I’ADN proviral en contrdlant I’activité de I’intégrase (Rosenbluh J et coll., 2007;
Levin A et coll., 2009).
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Elle jouerait également un réle de régulateur dans la traduction des RNA (Groom HCT et coll.,
2009) et dans le processus d’encapsidation de I’ARN (Brandt S et coll., 2007).

11.2.3.2 Les génes auxiliaires
Le géne vif (virion infectivity factor)

Bien que n’intervenant pas dans la production des particules virales, le géne vif est impliqué
dans leur infectivité. En effet en son absence, les particules virales produites sont défectueuses. La

protéine Vif existe a des taux élevés sous une forme libre dans le cytosol (Li L et coll., 2005).

Vif est un facteur important qui s’oppose a I’encapsidation d’une protéine cellulaire anti-virale,
I’APOBEC3G (Schafer A et coll., 2004), une cytidine désaminase qui entraine la désamination des
desoxycitidines, et conduit ainsi la formation d’un ADNc de mauvaise qualité qui sera éliminé par le
systéme de réparation de la machinerie cellulaire (Li XY et coll., 2007 ; Kourteva et coll., 2012).
Vif, se lie directement 8 APOBEC3G et favorise sa dégradation suite au recrutement d’un complexe
E3 ubiquitine ligase qui va accelérer sa polyubiquitylation et sa destruction par les protéasomes
(Goila-Gaur R et coll., 2008). Cependant, il a été démontré qu’une substitution spécifique d'un seul
acide aminé dans APOBEC3G humaine conférait une résistance a 1’action de Vif (Xu H et coll.,
2004). Vif est encapsidé de facon spécifique dans les particules virales et interviendrait tardivement
dans la réplication en modulant les étapes d’assemblage et/ou de maturation par interaction avec la
protease virale de facon spécifique. Vif joue également un rdle dans la stabilisation du complexe
nucléoprotéique par une liaison directe avec la région 5’ du génome et régule la transcription inverse

Lys

en favorisant entre autre la liaison de ’ARNt~" avec I’enzyme (Guo F et coll., 2007).
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Figure 12 : Modeles de dégradation de APOBEC3G induite par la
protéine Vif (Goila-Gaur R et coll., 2008)
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Le géne vpr (viral protein R)

Il code pour une protéine de 14 kD qui contribue a la pathogenése du VIH-1 a travers la
transactivation des LTR et le transport du complexe de pré intégration dans le noyau (Le Rouzic E
et Benichou S, 2005). Intervenant dans la transcription inverse, elle influence la fidélité de I’enzyme
dont le taux d’erreur est réduit d’environ 4 fois grace a son interaction avec 1’uracil DNA glycosylase
(UNG) (Mansky LM et coll., 2000 ; Chen R et coll., 2004).

Les molécules de Vpr sont cytotoxiques. Elles induisent I’arrét du cycle cellulaire en phase G2 et
sont capables d’induire I’apoptose par action directe sur les mitochondries (Sharma A et coll.,
2012). Cependant, le mécanisme par lequel elles ciblent et dégrade les protéines de I'h6te n'a pas
encore été clairement élucidée (Wen X et coll., 2012). Un résidu Arginine en position 77 jouerait un
role crucial dans la capacité de Vpr a induire ’apoptose via la perméabilisation de la membrane
mitochondriale (Lum JJ et coll., 2003 ; Andersen JL et coll., 2008).

Le géne vpu (viral protein U)

Il est retrouvé dans le génome du VIH-1. Absent dans le genome du VIH-2, il est remplacé
par le gene Vpx (Tristem M et coll., 1992). Il code pour une protéine de 81 acides aminés qui
s’accroche a la membrane cellulaire via son extrémité N-terminale non située dans le virion. Cette
proteine a 2 fonctions essentielles : la dégradation des molécules CD4 nouvellement synthétisees
dans le réticulum endoplasmique et la stimulation du relargage des virions (Hussain A et coll.,
2008 ; Mitchell B et coll., 2009).

La protéine Vpu se lie aux molécules CD4 nouvellement synthétisees et recrute un complexe
E3 ubiquitine ligase qui accélére sa polyubiquitylation et favorise sa destruction par les protéasomes
(Schubert U et coll., 1998). Cette régulation permet de limiter la liaison CD4-Env au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) de sorte a faciliter I’incorporation des glycoprotéines dans les virions
en formation, mais aussi d’empécher la rétention des virions a la surface des cellules via des
interactions CD4-Env (Lama J et coll., 1999). La protéine Vpu est également capable de retenir les
molécules CD4 dans le RE par un mécanisme qui pourrait étre lié a un signal de rétention dans le RE
porté par Vpu qui s’opposerait a la sortie du complexe CD4-Vpu (Magadan J G et coll., 2010).

La protéine Vpu stimule le relargage des virions en s’opposant a 1’action antivirale d’une
protéine cellulaire décrite sous le nom de « tetherin » ou CD317, BST-2 ou HM1.24 BST-2 (Perez-
Caballero D et coll., 2009). Cette protéine induite par I’interféron, piége les particules virales néo-
synthétisées a la surface de la cellule. L attachement des virions a la membrane cytoplasmique
aboutit ainsi a leur internalisation par endocytose plutét qu’a leur relargage dans le milieu

extracellulaire.
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L’action de la protéine Vpu sur la « tetherin » est également observée pour Nef et Env.
L’analyse détaillée de la tetherin, sa distribution a la surface de la membrane plasmique de la cellule
infectée, ainsi que le nombre de molécules de tetherin impliquées dans ce phénomene ne sont pas
tout a fait élucidés (Lehmann M et coll., 2011).

La protéine Vpu entraine une déplétion du taux de tetherin cellulaire en induisant une dégradation
protéasomale ou endo-lysosomale (Mitchell RS et coll., 2009). Elle peut également détacher la
Tetherin de la surface des cellules en la redirigeant et en la séquestrant dans un compartiment
périnucléaire qui bloque ainsi son activité (Hauser H et coll., 2010). Il a été rapporté que cette
activité anti-theterin n’est pas la méme pour tous les groupes du VIH-1. Elle est beaucoup plus
importante pour les souches de VIH-1 du groupe M qui sont capables de réduire de 5 a 6 fois la
concentration de la theterin a la surface des CD4 (Sauter D et Kirchhoff F, 2011). Par opposition, il
a été démontré qu’elle est modeste pour les VIH des groupes O et N (Sauter D et coll., 2009 ; Yang
SJ et coll., 2010) et I’est encore moins pour les VIH-1 du groupe P (Sauter D et Kirchhoff F,
2011). Ceci etant, il semblerait qu’une mutation ponctuelle au niveau d’un résidu d’acide aminé de la
tetherin humaine pourrait entrainer une résistance a I’action inhibitrice de la Vpu (Gupta RK et coll.,

2009).

Le géne nef (negative expression factor)

Il code pour une protéine tres conservée de 24-32kD myristilée en N terminale qui contribue
a la pathogenese du VIH a travers multiples effets biologiques favorisant la réplication virale et
I’infectivité (Miller MD et coll., 1994, Jeremiah FR et coll., 2006). L’exemple le plus frappant sur
I’importance du gene nef dans la pathogenése du VIH est traduit par 1’état des patients progresseurs a
long terme. Ces derniers infectés par des virus présentant une délétion importante au niveau du géne
nef, ne présentaient de signes d’immunodépression qu’aprés 14-18 ans (Learmont JC et coll,,
1999). Ce fait a été prouvé par la suppression du gene au niveau de cellules VIH en réplication
(Meuwissen PJ et coll., 2012). Nef favorise I’infection virale par activation des lymphocytes TCD4
qui deviennent ainsi plus sensibles a I’infection (Baur AS et coll., 1994). Il inhibe également
I'expression des molécules responsables du pouvoir cytotoxique sur le VIH a la surface des cellules
cytotoxiques (naturel Killer) ou NK (Matusali G et coll., 2012). 1l a été montré que la protéine Nef
facilite la transmission du virus aux cellules CD4 activées, médiée par les récepteurs DC-SIGN
(St. Gelais C et coll., 2012).
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Nef protege les cellules infectées de I’action des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) voisines en
réduisant ’expression des molécules CMH de classe I et en favorisant leur apoptose par activation de
I’expression de FasL a la surface des cellules (Xu XN et coll., 1999, Schaefer MR et coll., 2008).
Pour cette activité, elle a besoin de la coopération de la protéine Vpu. (Matusali G et coll., 2012). La
protéine Nef améliore I’infectiosité des particules virales (Madrid R et coll., 2005) et augmente leur
production en réduisant I’expression du récepteur CD4 qui peut interférer avec le processus de
bourgeonnement et de libération des virions néo formés (Lama J et coll., 1999 ; Schaefer MR et
coll., 2008). Cette activité de Nef requiert la présence d’une région hautement conservée du géene
formée d’un triplet d’acides aminés (VGF) pour valine-glycine-phénylalanine (Meuwissen PJ et
coll., 2012).

11.3 Tropisme et replication du VIH

11.3.1 Tropisme

L'utilisation par le virus de I'un ou l'autre de ces corecepteurs détermine le tropisme de la
souche virale (Moore JP et coll.,, 1997). Les souches M-tropiques utilisent principalement le
récepteur CCR5 pour infecter la cellule hote. Elles ont été de ce fait nommées R5. Les souches T-

tropiques, utilisant préférentiellement le co-récepteur CXCR4 quant a elles, ont été appelées X4.

Une troisieme population virale désignée R5X4 ou dual-tropic est capable de se fixer aussi
bien sur le co-récepteur CCR5 que sur le co-récepeteur CXCR4 (Church JD et coll., 2010 ;
Goodenow MM et Collman RG, 2006). Comme les isolats viraux X4, les virus R5X4 sont corrélés
a une forte dépression en lymphocytes T et 1’apparition d’infections opportunistes liées au SIDA
(Waters L et coll., 2008). Le tropisme viral est principalement lié a I’identité de certains acides

aminés présents dans la boucle variable V3 de la gp120 (Bunnik EM et coll., 2011).

11.3.2 Réplication virale du VIH

Entre le moment ou il se fixe sur la surface de la cellule cible et I’intégration de son génome dans le
noyau cellulaire, pour se répliquer et assurer sa survie, le VIH va devoir déjouer beaucoup
d’obstacles et détourner le fonctionnement de sa cellule héte (Nisole S et Saib A, 2004). Ce
processus qui aboutit a la naissance de nouveaux virions est soumis a la régulation des protéines
virales et cellulaires et provoque de fagon précoce de grandes perturbations au niveau de la cellule
hote (Navare A et coll., 2012).

Le cycle de réplication est composé de plusieurs étapes pouvant étre divisées en 2 phases :
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- une phase précoce qui commence par I’attachement du virus sur son récepteur spécifique et

finit par I’intégration de I’ADN dans le génome cellulaire.

- une phase tardive qui débute par I’expression des génes viraux et aboutit a la libération des
virions par bourgeonnement a la surface de la membrane cellulaire. La cible principale du
VIH est la cellule TCD4+ (Barre-Sinoussi F et coll., 1983).

11.3.2.1 Phase précoce : attachement - entrée - décapsidation et transcription inverse -
intégration de ’ADN viral a PADN de la cellule hote
11.3.2.1.1 L’attachement des particules virales

Le cycle de réplication du VVIH, semblable a celui des autres rétrovirus debute par I'adsorption
du virus sur la cellule cible. Cet attachement est le résultat d’une interaction entre la gp120 et une
variété de molécules dont la protéoglycane a héparane sulfate présentes sur la membrane des cellules
hotes. Cette molécule, qui constitue le facteur d’attachement le plus utilisé par les virus enveloppes
et notamment le VIH, permet de concentrer les virus a la surface des cellules cibles afin d’augmenter
la probabilité de sa liaison avec les recepteurs spécifiques (Mondor 1 et coll., 1998 ; Crublet E et
coll., 2008). Elles ne sont pas impliquées directement dans le processus de fusion membranaire mais
sont considérées comme des facteurs favorisant ou facilitant I’infection virale (Marsh M et
Helenius A, 2006).

L’héparane sulfate est également impliquée dans la capture et ’attachement des particules
virales a la surface des spermatozoides qui vont, de facon efficace transmettre les virus aux cellules
dendritiques (CD) par un contact de cellule a cellule (Ceballos A et coll., 2009). Les cellules
dendritiques jouent également un rdle important dans I’attachement des particules virales par
I’intermédiaire d’une lectine nommée DC-SIGN (Dendritic cell specific intercellular adhesion
molecule 3-grabbing nonintegrin) et DC-SIGNR (DC-SIGN related). L’interaction entre gpl120 et
DC-SIGN permet au virus d’utiliser les cellules dendritiques comme un moyen infaillible de capture
des virions au niveau des sites périphériques d’infection et de transport vers les ganglions
lymphatiques (Pohlmann S et coll., 2001 ; Donaghy H et coll., 2006). C’est ainsi que I’infection
des cellules exprimant les récepteurs spécifiques d’entrée du virus est favorisee. Outre ses fonctions
de capture et facilitation d’entrée du VIH et sa capacité a pouvoir transmettre des virions aux

lymphocytes, la molécule DC-SIGN, posséde le remarquable pouvoir d’amplifier I’infection virale.
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En effet, des doses sub-optimales insuffisantes pour produire une infection des cellules CD4,
deviennent infectieuses si le virus est d’abord capturé par les cellules dendritiques ou des lignées
cellulaires transférées par DC-SIGN. Ce phénoméne remarquable a été rapporté uniquement pour le
VIH (Geijtenbeek TB et coll., 2000).

11.3.2.1.2 L’entrée

L’entrée du virus dans la cellule cible fait intervenir les glycoprotéines de 1’enveloppe virale
et des récepteurs cellulaires spécifiques. C’est ainsi que la gp120 reconnait a la surface de la cellule,
le récepteur CD4.

L’association entre les deux molécules (gp 120 et CD4) provoque au niveau de chacune
d’entre-elle un changement conformationnel, permettant le recrutement des co-récepteurs de
chimiokines, CXCR4 ou CCR5 (Gallo SA et coll., 2003 ; Pancera M, 2005). Cette deuxiéme
interaction entraine la modification de la structure de gp4l impliquant les régions HR1 et HR2
(Melikyan GB et coll., 2000) et permet au peptide hydrophobe “fusogénique” se situant a son
extrémité N-terminale de se déployer et de penétrer dans la bicouche lipidique de la membrane
cellulaire. Un dernier changement de conformation de la gp41 permet le rapprochement et la fusion
des deux membranes, conduisant au transfert de la capside virale dans la cellule cible (Pierson TC et
Doms RW, 2003 ; Esté J A et coll., 2007).
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Figure 13 : différentes phases de I’entrée du VIH dans la cellule héte (Pancera M, 2005).

La gp120 reconnait et se lie au récepteur CD4 et au co-récepteur. Cette liaison entraine des changements de
conformation qui permettent au peptide de fusion de la gp41 de s’insérer dans la membrane de la cellule cible
en formant un état de transition : pre-hairpin. La gp120 se dissocie du complexe et la gp41 subit d’autres
transformations qui conduisent au faisceau d’hélices. La formation du faisceau de 6 hélices permet la fusion
compléte des deux membranes (virale et cellulaire) qui conduit & la libération du génome viral dans le
cytoplasme de la cellule cible.
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11.3.2.1.3 Décapsidation et transcription inverse
Immédiatement apres sa libération dans le cytoplasme cellulaire, la nucléocapside subit une
décapsidation progressive qui va aboutir a la formation des complexes de transcription inverse (RTC,

pour reverse transcription complexe) et de pré-intégration (PICs, pour pre-integration complexe).

La décapsidation n’est pas un processus spontané. Elle est soumise a la régulation par des facteurs
cellulaires, telles que des enzymes provenant du lymphocyte T CD4+ activé (Auewarakul et coll.,
2005). Plus récemment, il a été démontré que cette décapsidation serait également liée a une
phosphorylation au niveau des résidus sérine de la capside et une activité peptidyl propyl isomérase
qui provoquerait une dissociation des interactions CA-CA entre protéines constitutives de la capside,
ce qui se traduirait par la déstructuration de la nucléocapside (Misumi S et coll., 2010).

La Reverse transcriptase (RT) dispose de deux activités enzymatiques, une ADN polymérase
qui est capable de copier soit un ADN ou une matrice d'’ARN et une RNase H dont le rdle est le
clivage d’un ARN faisant partie d’un duplex ARN/ADN. Les deux fonctions enzymatiques de RT, la
polymérase et RNase H, cooperent pour convertir I’ARN en un ADN double brin dans le cytoplasme
de la cellule infectée (Sarafianos SG et coll., 2009). Le processus de transcription inverse serait
régulé par des facteurs cellulaires (Warrilow D et coll., 2008) et il semblerait que son initiation soit
couplée au début de la décapsidation (Zhang H et coll., 2000).

L’ARN viral intégré dans le complexe de rétrotranscription de haut poids moléculaire
comprenant entre autres, la transcriptase inverse, l'intégrase, Vpr, I'ARNt"®, MA et des facteurs
cellulaires, va subir en plusieurs étapes une rétrotranscription en ADNc (Cf. Figure 15).

La transcription inverse démarre au niveau de I’extrémité 5’ de la matrice d’ARN(+), un
ARN de transfert lysine 3 (ARNtlys) qui sert d’amorce, va se fixer au primer binding site (PBS),

LS sur la matrice

situé dans la région US en 5° de ’ARN du génome viral. La fixation de I’ARNt
d’ARN serait favorisée par les protéines Vif (Guo F et coll., 2007) et Tat (Kameoka M et coll.,
2002). A partir de I’extrémité 3’ de cet ARNt lys, les régions U5 et R, situées a ’extrémité 5 du
génome viral, sont transcrites par la transcriptase inverse. Ensuite le brin d’ADN(-) néo-synthétisé
s’apparie au niveau de la région R de I’extrémité 3’ de la matrice d'ARN(+), ce qui conduit a un
transfert intra ou intermoléculaire. L’ ADN(-) sert alors d’amorce pour poursuivre sa propre synthese.
La partie RNAse H de la transcriptase inverse dégrade alors I'ARN du duplex ADN-ARN ainsi
formé a I’exclusion du domaine PPT (pour polypurine tract sequence) qui sert d'amorce pour la

synthese du deuxiéme brin d'ADN.
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La synthése du deuxiéme brin d’ADN nécessite un deuxiéme saut de brin et conduit a la
formation de deux segments de taille identique se chevauchant partiellement. Ce court

chevauchement de brins nommé triplex central ou “ DNA flap ” est un élément essentiel de I’étape

d’import nucléaire.

Les phénoménes de transfert de brin qui peuvent étre fortement inhibés par la protéine antivirale
APOBEC3G sont sous la dépendance de la protéine Vif (Li XY et coll., 2007). Cette étape est une
des cibles des traitements anti-VIH par les inhibiteurs nucléosidiques et non nucléosidiques de la

transcriptase inverse qui bloguent la synthése du provirus et ainsi empéche toute possibilité
d’intégration de ce dernier au génome de la cellule hote.
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Figure 14 : Schéma de la transcription inverse de ’ARN viral (Basu VP et coll., 2008)
A : Initiation de la transcription inverse par I’ ARNt;"®, qui s’hybride partiellement avec la région PBS de
I’ARN génomique.
B : Synthé¢se du début du brin d’ADN (-), en rouge, suivie de son arrét rapide et la dégradation de 1’extrémité
5’ de ’ARN viral.
C : 1% saut de brin : hybridation de la séquence R de ’ADN (-) avec celle de I’extrémité 3’ de ’ARN viral.
D : Poursuite de la synthese du brin d’ADN (-) avec dégradation parallele de I’ARN viral, a ’exception de la
séquence PPT.

E : L’ARN PPT non dégradé sert d’amorce a la synthése (jusqu’a I’extrémité US) du brin (+) d’ADN viral en
rouge.

F : La séquence PBS du brin (+) est synthétisée a partir de I’ ARNt et aprés sa dégradation, survient le 2°™
saut de brin.

G : Poursuite de la synthése du brin d’ADN (+).
H : La synthése s’achéve au niveau des extrémités LTR pour aboutir & 2 séquences terminales



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170207004704

11.3.2.1.4 L’intégration de ’ADN viral

L’ADN bicaténaire néosynthétisé est associé aux protéines virales MA, TI, IN et Vpr avec
lesquelles il forme le complexe de préintégration. Ce dernier quitte le cytoplasme pour se diriger vers
le noyau gréce a la protéine Vpr qui va permettre sa translocation par son interaction avec un canal
ionique de la membrane nucléaire.

Des protéines du complexe de pré-intégration notamment, celle de la matrice et des facteurs
cellulaires interviendraient dans cette étape ; cependant, leur réle n'est pas clairement établi (Le
Rouzic E and Benichou S, 2005 ; Nitahara-Kasahara Y et coll., 2007).

L’intégration de I’ADN viral dans celui de la cellule hote s’effectue en deux étapes. (Cf.
Figure 17). D’abord, I’intégrase se lie a une courte séquence au niveau des LTR qui catalyse un
clivage endonucléotidique avec élimination d’un dinucléotide aux deux extrémités de chaque LTR.
Ensuite, ’ADN est clivé et sert de substrat a la réaction d’intégration ou de transfert de brin
conduisant a l'insertion covalente de I'ADN viral dans le génome de la cellule infectée. Cette
deuxiéme étape, s’effectue simultanément aux deux extrémités de 1& molécule d'ADN viral avec un
décalage de cinq paires de bases de part et d’autre des deux points d'insertion. Il s’agit d’une réaction
de trans-estérification en une étape avec rupture d’une liaison phosphodiester par suite d’une attaque
nucléophile. Enfin, I’ ADN proviral ainsi intégré, subit I’action réparatrice des enzymes de la cellule
hote qui vont permettre la jonction au niveau des extrémités 5° des LTR grace a un processus de
duplication des séquences de I’ADN cible limitant le provirus intégré (Delelis O et coll., 2008). Les
sites d’intégration se trouvent principalement dans les unités de transcription actives de I’ADN

cellulaire (Mitchell RS et coll., 2004).
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Figure 15 : Représentation schématique de la réaction catalysée par I’intégrase virale durant le
cycle de réplication du virus (Jaskolski M et coll., 2009).

11.3.2.2 Phase tardive : Transcription assemblage bourgeonnement et maturation

La phase de réplication dite tardive regroupe toutes les étapes allant de la transcription du
provirus intégré dans le génome de la cellule hote a la libération de nouveaux virions matures. Le
génome intégré peut rester en latence plusieurs années, mais peut a tout moment se réactiver en
réponse a une stimulation et ainsi induire la réplication du provirus. Ce phénomene constitue une
limitation pour les traitements antirétroviraux actuels qui ne sont actifs que sur les virus en
réplication (Pomerantz RJ, 2002).

La période qui sépare I’infection de I’apparition de la maladie, correspond a la phase de
latence, qui est cliniquement silencieuse, mais virologiquement active. Pendant cette phase, il y a un
équilibre entre la quantité de virus produite quotidiennement et celle détruite par le systeme
immunitaire (Nisole S et Saib A, 2004).

11.3.2.2.1 La transcription

Aprés ’intégration, le provirus intégré peut connaitre deux sorts. Soit il reste latent ; soit il se
comporte comme un géne cellulaire et démarre une transcription active. Cette transcription de I’ADN
proviral est en grande partie régie par des facteurs de transcription cellulaire et se fait par 'ARNpol
Il cellulaire ADN dépendante.
Méme si ce sont les sites de régulation des LTR qui permettent l'initiation de cette transcription, la

protéine Tat joue un rdle primordial.

.



En effet, ’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 J et Kashanchi F, 2005). Cependant, I’activation de la transcription peut également
se faire suite a une liaison directe entre Tat et les protéines cellulaires (Dandekar DH et coll., 2004 ;
Vardabasso C et coll., 2008).

Apres transcription de I’ADN proviral, trois catégories d’ARNm sont générées : i) L'ARN
génomique codant pour les précurseurs Gag et Gag-Pol, ii) les ARN mono-épissés codant pour le
précurseur Env et pour les protéines Vpu, Vif et Vpr et iii) les ARNm multi-épissées qui codent pour
les protéines Tat, Rev et Nef. La transcription aboutit donc a la production de transcrits primaires
équivalents a des messagers précoces qui vont donner les protéines de régulation Tat, Rev et Nef.
Ces dernieres, retournant dans le noyau, vont amplifier la production des différents messagers viraux,
de I’ARN génomique et favoriser 1’expression des protéines dites tardives Gag, Pol, Vif, Vpr, Env et
Tat (Freed EO, 2001).

La régulation des ARNmM épissés et non epissés est assuree par la protéine Rev qui assure le transport

des transcrits primaires ou mono-épissees du noyau au cytoplasme (Pond SJK et coll., 2009).

11.3.2.2.2 L’assemblage

La formation du virion débute par I’auto-assemblage des molécules du précurseur Pr55Gag

au niveau de la face interne de la membrane plasmique, a proximité d’une zone ou sont exprimées les
glycoprotéines d’enveloppe. L’assemblage du virus est un phénomeéne bien étudié, par contre
comment le VIH-1 sélectionne des sites spécifiques sur la membrane plasmique pour amorcer son
assemblage, ne I’est que partiellement (Jouvenet et coll., 2011). Par ailleurs, le mécanisme de cet
auto-assemblage, n’est pas connu avec exactitude (Murakami T et coll., 2012).
Cet assemblage dépend principalement de Pro5Gag dont I’expression est suffisante pour permettre la
production de pseudo-particules virales en 1’absence des glycoprotéines d’enveloppe, de RT, de
protéase et d’ARN génomique (Wills JW et Craven RC, 1991 ; Gottlinger HG, 2001). Le
précurseur Pr55Gag contient ainsi toute I’information morphopoiétique nécessaire a la formation des
particules virales.

C’est lui (Pr55Gag) qui assure I’incorporation des constituants indispensables participant a
I’élaboration de particules virales infecticuses. La capacité d’assemblage du Pr55Gag est liée aux
propriétés intrinseques du précurseur relatives aux différents domaines le composant.

Il est probable que, I'utilisation d’un précurseur sous la forme non clivée dans le cytoplasme
permet d’optimiser au maximum le regroupement des constituants protéiques au niveau du site

d’assemblage.
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Par ailleurs, I’alignement conservé des régions MA-CA-NC reflete a la fois la chronologie
d’intervention des diverses parties et leur répartition de I’extérieur vers I’intérieur de la particule

virale mature (Chazal N, 2005).

11.3.2.2.3 Bourgeonnement et maturation

Le bourgeonnement correspond au détachement de la particule virale de la surface de la
cellule cible. Ce détachement intervient aprés formation compléte de la particule virale. Il a été mis
en évidence que le détachement du virus de la cellule nécessite la protéine Vpu qui stimule le
relargage des virions en s’opposant a I’action antivirale de la tetherin dont le role est le piégeage des
particules virales néo-synthétisées a la surface de la cellule (Perez-Caballero D et coll., 2009 ;
Hauser H et coll., 2010).

La maturation survient immédiatement apres ou de facon concomitante avec le
bourgeonnement des particules virales. Le virus néoformeé amorce alors une modification
architecturale de ses différentes protéines constitutives qui le fait passer d’un état immature et non
infectieux a un état mature et infectieux. Il s’agit d’un processus hautement controlé et sequentiel
assuré par la protéase virale dont I’activation dépend de sa dimérisation et de la présence du
précurseur Pr160Gag-Pol (Scarlata S et Carter C, 2003).

Des clivages dont l'ordre est régi par des différences d'affinité de la protéase pour les sites de
coupure, engendrent un réarrangement de la particule : la protéine MA reste collée sous la membrane
phospholipidique, tandis que la nucléocapside se place le long des deux copies ARN, la capside se

condense en une forme conique et la particule est alors infectieuse (Chazal N, 2005).
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Figure 16 : Cycle de réplication du VIH-1 (Turner BG et Summer MF, 1999)

Le diagnostic de I’infection par le VIH est une étape cruciale qui permet au patient de
bénéficier de la prise en charge, notamment aux ARV et du suivi de la pathologie. Le virus provoque
chez un sujet contaminé, une infection chronique. Cette infection fait coexister dans 1’organisme le
virus et la réponse immunitaire dirigée contre ce dernier.

Ces deux éléments servent de base pour le diagnostic de I’infection qui depuis le développement des
prémiers tests en 1985 a connu de grandes révolutions autant en termes de nature du prélevement

biologique qu’en termes de techniques utilisées.




I1. 4 Diagnostic et monitoring virologique de I’infection par le VIH
I1.4.1Diagnostic
Prélevements utilisés

Les prélevements utilisés pour diagnostiquer une infection par le VIH sont de deux types :

11.4.1.1 Prélévement sanguin sur tube

Le diagnostic sérologique de I’infection par le VIH s’effectue classiquement sur un
prélevement de sang veineux effectué au pli du coude. Cette technique nécessite 1'utilisation d’un
matériel plus ou moins onéreux : tubes de prélevements, systéme de prélevement sous vide ou
systeme « seringue et aiguille » classique. Par ailleurs, la conservation des échantillons et leur
traitement nécessitent un équipement électrique : réfrigérateur et centrifugeuse. Vu les inconvénients
que présentent les préléevements classiques de sang veineux, il a été développé des techniques de

prélevements alternatifs non invasifs.

11.4.1.2 Prélevements alternatifs

Dans le cadre du diagnostic biologique de I'infection par le VIH, outre le sang et ses dérivés,
d’autres fluides corporels sont utilisés comme prélevements altératifs. 11 s’agit de la salive, des
urines, de gouttes de sang ou plasma séchées sur papier buvard pour respectivement DBS (Dried
Blood Spot) et DPS (Dried Plasma Spot) et enfin de spécimens de sérum ou plasma séchés sur tube
pour DTS (Dried Tube Spécimen).

11.4.1.2.1 Nature

Prélevement salivaire

Il a été démontré I’existence d’anticorps anti-VIH au niveau de la salive de sujets infectés par
le virus (Buchér JB et coll., 2007 ; Debattista J et coll., 2007). Le grand défi a l'utilisation de ce
fluide était son niveau d'lgG trés bas en comparaison avec le serum ou le plasma. Le développement
de kits commerciaux équipés d’un dispositif de prélevement permettant I’obtention d’un exsudat
salivaire a niveau de concentration en anticorps plus élevé a rendu possible le dépistage de
I’infection a partir de la salive. C’est le cas d’OraQuick Rapid HIV-1/2 Antibody Test (OraSure
Technologies, Bethlehem, PA, USA) (Holguin A et coll., 2009).

Approuveé par la FDA en 2012 pour une utilisation personnelle (auto-test) au Etats Unis (Katz DA et
coll., 2012), il donne une bonne sensibilité et spécificité (Pascoe SJ et coll., 2009 ; Zachary D et
coll., 2012).

N
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Figure 17 : Dispositif et résultats de prélévement salivaire’

Prélévement urinaire

Méme s’il a été démontré la présence d’anticorps anti-VIH dans ce fluide biologique, les
faibles performances des tests urinaires, ont trés tét limité son utilisation pour le diagnostic de
I’infection (Kagulire SC et coll., 2007).

Prélevement de gouttes de sang/plasma séchées sur papier buvard

La technique Dried Blood Spot (DBS) en anglais, consiste en un prélévement et dépét de
gouttes de sang capillaire (au bout du doigt ou au niveau du talon) sur de cercles pré-imprimes de
papier buvard commercialisé sous forme de carte.

Les gouttes de plasma ou sérum séchées sur papier buvard selon le méme procedé ou « Dried
Plasma Spot » (DPS) sont également utilisés pour la quantification de la charge virale et 1’étude de la
résistance aux ARV (Garcia-Lerma JG et coll., 2009 ; Monleau M et coll., 2009).

Sérum ou plasma séché sur tube (Dried Tube Specimen ou DTS)

Dans le cadre du contréle de la qualité, le DTS constitue une bonne alternative aux
prélevements classiques de sérum ou de plasma qui nécessitent des conditions strictes de transport et
de stockage peu adaptées aux pays a ressources limitées. Les spécimens (plasma ou sérum) sont
préparés par séchage sur tube pendant la nuit & température ambiante, aprés ajout d’un colorant

specifique qui n’affecte pas la qualité du test.

Yhttp://mww.orasure.com/_staging/docs/pdfs/products/oraquick advance/OraQuick-Advance-Package-Insert-CE-
FR.pdf (Consulté le 24/10/2013).

E


http://www.orasure.com/_staging/docs/pdfs/products/oraquick_advance/OraQuick-Advance-Package-Insert-CE-FR.pdf
http://www.orasure.com/_staging/docs/pdfs/products/oraquick_advance/OraQuick-Advance-Package-Insert-CE-FR.pdf

Au moment de I’analyse, la reconstitution de I’échantillon se fait par réhydratation avec du tampon
PBS-Tween. La méthode DTS est pratique pour le contréle de qualité du dépistage du VIH dans les
pays a ressources limitées (Parekh BS et coll., 2010).

11.4.1.2.2 Avantages et domaines d’application

Les préléevements alternatifs présentent de nombreux avantages en comparaison au
prélevement de sang veineux. lls sont de transport et stockage faciles, présentent une faible
infectiosité liée a leur caractére non invasif, minimisent les codts (Roberts T et coll., 2012)
et s’adaptent a 'usage pédiatrique (Gupta A et coll., 2013). lls sont utilisé dans le diagnostic de
I’infection chez I’adulte (Kharsany AB et coll., 2012) et le nourrisson (Gupta A et coll., 2013),
pour les tests moléculaires de quantification de la charge virale (Neogi U et coll., 2012), les études
de la résistance aux ARV (Aitken SC et coll., 2013) et de la surveillance de la résistance transmise
(Duc NB et coll., 2012), ainsi que le controle de la qualité (Parekh BS et coll., 2010). Utilisés dans
le cadre des enquétes épidémiologiques, ils réduisent le taux de refus de préléevement ou de
participation (Floch JJ, 1990 ; Pascoe SJ et coll., 2009)

11.4.1.3 Méthodes de diagnostic du VIH

Le diagnostic biologique de I’infection a VIH repose sur deux types de tests :
- tests indirects ou sérologiques qui permettent de détecter a partir d’un prélévement de sang les
anticorps produits par le systeme immunitaire contre les antigenes du virus.
- tests directs reposant sur la mise en évidence du virus lui-méme ou certains de ces constituants'®.
Cependant, malgre les importants progrés enregistrés par les méthodes de biologie moléculaire, le
diagnostic biologique de routine de I’infection par le VIH, repose essentiellement sur la recherche

des anticorps spécifiques du virus.

11.4.1.3.1 Méthodes directes
Elles sont réservées a des laboratoires spécialisées et situations particuliéres (suspicion de
primo-infection ou variants particuliers, diagnostic du nouveau né, infection par un variant non

détectable par les trousses commerciales, primo-infection, résultat de Western Blot indétermine).

18 http://www.labquality.be/documents/ANALYSIS/VIROLOGY/OMS_2005_Le VIH et son diagnostic.pdf (Consulté, le
12/07/2013).
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11.4.1.3.1.1 Mise en évidence du virus

Il s’agit d’une technique réalisée in vitro par co-culture des lymphocytes du sujet suspect
d’infection avec des lymphocytes provenant d’un donneur séronégatif qui stimule la réplication
virale. La détection d’une activité « transcriptase inverse » ou de I’Ag p24 dans le surnageant de
culture signe la présence du VIH. Le délai d’obtention des résultats est longue (10 jrs a 1 mois),
couteuse et nécessite des laboratoires de haute sécurité pour protéger le biologiste et les
manipulations. Pour toutes ces raisons et grace aux progres des techniques de biologie moléculaire,

on fait de moins en moins recours a 1’isolement du virus.

11.4.1.3.1.2 Mise en évidence du génome viral

Recherche de I’ADN proviral

Cette recherche de I’ADN proviral du VIH dans le réservoir cellulaire repose sur 1’utilisation
de la PCR (ADN) sur des cellules mononuclées du sang périphérique. La technique impose une
expérience en biologie moléculaire et reste réservée a des laboratoires spécialisés. Il n’existe pas de
technique standardisée pour cette méthode et les performances des PCR-ADN réalisées selon des
techniques développées dans chaque laboratoire sont variables. La recherche de I’ADN proviral ne

fait pas partie des examens de routine pour le diagnostic biologique de I’infection due au VIH.

Détection de I’ARN plasmatique

La détection se fait par PCR : technique de détection et identification in vitro des acides
nucléiques proviraux dans le plasma. Le taux d’ARN-VIH : « charge virale » est variable et peut
atteindre des valeurs élevées : jusqu’a 10° - 107 copies par ml de plasma. Sa présence dans le plasma
témoigne de la réplication virale dans I’organisme. Bien que congue pour le suivi de la thérapie
ARV, la PCR ARN, peut étre utilisée dans un objectif de diagnostic. Tres utile pour les laboratoires

de recherche, elle n’est pas encore indiquée pour les laboratoires de routine.

11.4.1.3.1.3 Mise en évidence de la protéine p24 : Antigénémie p24

Quoique intéressante a doser, ’antigénémie p24 n’est détectable (dans le sérum ou dans le
plasma) qu’aux 2 extrémités de I’infection : avant la séroconversion et lors de 1’évolution vers le
stade SIDA. Elle n’est par ailleurs détectable que lorsque la charge virale est de 1’ordre de 10* copies
d’ARN-VIH par ml de plasma. L’¢épreuve de détection des antigénes emploie la technique ELISA

(3éme génération).
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11.4.1.3.2 Méthodes indirectes
11.4.1.3.2.1 Tests de dépistage

Il s’agit de tests utilisés en premiére intention.

11.4.1.3.2.1.1 Tests ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) ou tests immuno-
enzymatiques.

Ce sont les méthodes de reference utilisées en routine pour le diagnostic de I’infection
(Amadou A et coll., 2005). Leur principe est basé sur une réaction antigene-anticorps par les
méthodes immuno-enzymatiques, mettant en contact, le sérum du sujet a tester et les antigénes
viraux spécifiques du VIH, fixés sur un support solide. On distingue 5 formats ELISA en fonction du
principe : ELISA indirect, ELISA de compétition, ELISA d’Immunocapture des anticorps, ELISA
sandwich et ELISA combiné. Cependant les deux derniers formats sont les plus utilisés. Avec la
grande variabilité des souches VIH circulantes, un intérét particulier doit étre accordé a la
composition antigénique des tests utilisés (Sohn AH et coll., 2009). Les exigences auxquelles un test
doit étre soumis actuellement est de pouvoir détecter les anticorps anti-VIH-1 du groupe M, O et
anti-VIH-2. En principe, les tests actuellement sur le marché répondent a ces exigences.

Selon les antigénes utilisés et les particularités techniques de la réaction, on distingue des :

- ELISA de premiére et de deuxieme géneration utilisant comme antigene des lysats de
cellules infectées par le VIH qui mettent en évidence des anticorps de la classe des IgG. Leur
format est de type indirect pour la premiére génération et indirect ou compétition pour la
deuxiéme génération. La premiere génération donne de nombreux résultats faussement positifs

et une détection tardive de la séroconversion.

- ELISA de deuxieme génération qui racourcissent de 10 jours le délai de séroconversion,
mais leur délai de détection des anticorps reste toujours long et leur sensibilité insuffisante. Les
deux types de tests (1éres et 2emes générations) détectent les 1IgG 45 a 60 jours aprés l'infection
(Branson BM, 2010).

- ELISA de troisieme génération, tests tres utilisés en routine (Sohn AH et coll., 2009),
capables de détecter les IgM et les IgG entre 20 et 25 jours aprées la contamination (Owen SM et
coll., 2008). La séroconversion est raccourcie de 5 jours par rapport aux tests de seconde
génération. Leurs antigénes sont constitués de protéines virales recombinantes (sous forme trés
purifiée) ou de peptides synthétiques correspondant a des fragments de protéines virales
(Branson BM, 2010).
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- ELISA de 4°™ génération, proches de la 3éme génération par le principe, mais avec des
performances améliorées (Malhotra S et coll., 2013), Ils sont basés sur des cocktails d’antigénes
viraux et d’anticorps anti-p24 et anti-p26. lls détectent de ce fait, en méme temps Ag et Ac
viraux de classe IgM avec de bonnes sensibilité et spécificité (Chavez P et coll., 2011). Leur
positivité peut signifier la présence de 1I’Ag p24 isolé ou associé a I’anticorps, ce qui implique le
recours a des tests séparés pour préciser la cause de la réactivité. Ces tests sont capables de
détecter l'infection, 5 jours avant l'apparition des premiers anticorps de classe IgM. lls sont utiles
pour le diagnostic de la primo-infection asymptomatique. Les ELISA de 3*™ et 4°™ génération
sont de format sandwich.

L’utilisation d’une combinaison de tests de dépistage et de confirmation (au moins 2) est

nécessaire pour poser un diagnostic définitif de I’infection (Branson BM, 2010). Cette combinaison
consiste a utiliser des tests ELISA ou tests rapides en premiére intention, associés en cas de
séropositivité a un test de confirmation en deuxiéme intention.
Cependant du fait des performances des tests de détection des anticorps anti-VIH, il n’est pas
obligatoire de faire systématiquement recours aux tests confirmatoires (Delaney KP et coll., 2011 ;
Waheed U et coll., 2013). Ces tests atteignent une sensibilité voisine de 100% et une spécificité
supérieure a 95%.

Plusieurs plateformes entierement automatisees utilisant des réactifs ELISA de 4eme
génération pour la détection des anticorps et de 1’antigéne P24 ont été développées (Alvarez M et
coll., 2012). C’est le cas des 2 systemes: ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (Abbott) et
Elecsys HIV Combi PT (Roche), réduisant de fagcon considérable la durée de la fenétre sérologique
(Song EY et coll., 2012). Méme avec les grandes avancées enregistrées en termes de performances
des tests permettant une détection de I’infection dans les 10 jours suivant la contamination, il est
toujours possible que certains individus ne soient pas dépistés sur cette période. Malgré ces limites,
le dépistage de I’infection aigue continuera a jouer un r6le majeur dans la prise en charge précoce et

la prévention de I’infection (Owen SM, 2012).
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Figure 18 : Principe de PELISA Sandwich®®

11.4.1.3.2.1.2 Tests rapides

Généralement, ils sont réalisés en moins de 30 min d’ou leur appellation de tests rapides.
Leurs antigenes sont de mémes natures que ceux utilisés pour les tests ELISA. lls détectent de ce
fait les mémes types d'anticorps que ces derniers : anti VIH-1 groupes M et O et anti- VIH-2 avec
une spécificité et une sensibilité comparables (Amadou A et coll., 2005). Des tests rapides de 4™
génération visant la détection simultanée de I’Ag p24 et des anticorps ont également été développés.
Néanmoins, ils présentent une faible sensibilité pour la détection de I'antigene p24 (Patel P et coll.,
2012 ; Brauer M et coll., 2013) avec des performances optimales pour des charges virales > 7 Log

(Faraoni S et coll., 2013).

Principe général :

Ces tests emploient un support solide sur lesquels sont adsorbés des antigenes recombinants
et/ou peptides synthétiques. On ajoute par la suite 1’échantillon dilué ou non, puis le conjugué et le
substrat respectivement.

Leurs techniques de base sont :
o L’Agglutination (sur verre) : de réalisation facile, mais nécessite un ceil entrainé pour

I’interprétation.

e L’Immunofiltration (sur cassette) : leur probléme est de nécessiter plusieurs étapes.

e L’Immunochromatographie (sur bandelette) : d’utilisation facile et lecture rapide.

19 http://www.labquality.be/documents/ANALYSIS/VIROLOGY/OMS 2005 _Le VIH et son diagnostic.pdf (Consulté le
12/07/ 2013).
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Les résultats apparaissent sous forme d’un point (immunofiltration), d’une ligne colorée
(immunochromatographie) ou d’une agglutination. La lecture est faite par comparaisons aux

controles apres leur validation.

La stratégie conventionnelle de diagnostic de I’infection par le VIH utilisant les tests de
référence (ELISA et Western Blot) est couteuse et peu réalisable dans le contexte des pays a faibles
ressources (Amadou A et coll.,, 2005). Les tests rapides sont mieux adaptés aux ressources
techniques de ces pays et répondent en plus, au souci de diagnostiquer pour un colt minimal
I’infection par le VIH. Judicieusement choisis, ils présentent des résultats comparables aux résultats
de tests conventionnels (Amadou A et coll., 2005 ; Plate DK, 2007 ; Wesolowski LG et coll.,
2013). De réalisation facile et peu contraignante (aucun équipement particulier), plusieurs d’entre
eux peuvent étre conservés entre 15 et 30°C (Lyamuya EF et coll., 2009). Ces avantages ont poussé
I’OMS a développer des algorithmes alternatifs pour le sérodiagnostic du VIH basés sur une
combinaison de tests de dépistage rapides sans Western Blot, plus adaptés pour les pays a faibles
ressources. Le choix d’une stratégie est fonction de I’objectif du ou des tests, de leur sensibilité et
spécificité mais également de la prévalence du VIH au sein de la population a tester. Ainsi, 2
stratégies avec une exactitude maximale et un co(it minimal ont été développées.?’ Contrairement au
pays a faibles ressources, les pays développés utilisent des algorithmes combinant tests ELISA de
45™ génération, test Western Blot avec recours en cas de besoin aux tests de biologie moléculaires
(PCR ARN ou ADN).%

11.4.1.3.2.2 Tests de confirmation
Ce sont des tests utilisés en 2eme intention qui permettent de poser le diagnostic définitif de

I’infection par le VIH.

Western Blot (WB)

C’est le test de référence pour la confirmation d’une infection a VIH. Il peut étre défini
comme étant un ELISA sur bandelette (nitrocellulose) ou cette derniére est sensibilisée a toutes les
protéines constitutives du virus, ce qui implique, une plus grande spécificité. Pour effectuer le test,
les bandelettes sont incubées avec les contrdles (positif et négatif) et sérums de patients contenant

éventuellement les anticorps-anti VIH.

“http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/75206/1/9789241593877_eng.pdf (Consulté le 18/10/2013).
2! hitp://www.sante.gouv.fr/IMG/pdf/Rapport_Morlat_2013 Mise_en_ligne.pdf (Consulté le 18/10/2013).
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Trois types de western Blot (WB) existent actuellement : le WB anti-HIV1, le WB anti-HIV2 et
celui capable de détecter a la fois sur la méme bandelette, les deux types de virus. L’interprétation du
Western Blot nécessitant du personnel hautement qualifié est tres difficile et donne souvent des
résultats indéterminés (Ravanshad M et coll., 2006 ; Uneke CJ et coll., 2007). Ces autres exigences
en équipements et conditions de stockage (chaine de froid efficace), font que le test est trés peu
adapté aux pays a faibles ressources (Uneke CJ et coll., 2007). On considere positive une recherche
sérologique au VIH, lorsque une réactivité aux deux protéines d’enveloppe (env) plus une réactivité

aux protéines de la région gag ou pol sont mises en évidence.
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Figure 19 : Résultats d’un Western Blot VIH-1 (Floch JJ, 1990).

Autres tests de confirmation

Bien que le Western Blot soit le test sérologique de référence pour la confirmation de
I’infection a VIH, il existe d’autres méthodes alternatives de confirmation :
Immuno Analyse en Ligne (LIA) ou Immunaoblot : variante du WB

Cette derniére méthode constitue une alternative au Western Blot (Schupbach J et coll.,
2012), moins oneéreuse et plus facile a interpréter. La discrimination entre les deux types de virus est

faite a partir de la méme bandelette.

Les autres méthodes, moins utilisées sont :

.




Immunofluorescence indirecte (IFA)

Facile a réaliser, cette technique nécessite pour la lecture, un microscope a fluorescence et un
personnel qualifié. Les échantillons positifs donnent une fluorescence sous forme de croissant au
niveau du cytoplasme des cellules infectées. La technique ne discrimine pas entre les 2 types de
virus. Par ailleurs, en présence de maladies auto-immunes entrainant des fixations d’anticorps a des

éléments cellulaires (noyau, mitochondrie), elle peut amener a de fausses lectures.

Radio-immunoprécipitation (RIPA)

Elle est d’utilisation peu courante, limitée a des laboratoires spécialisés. Tres sensible et
spécifique, son principe se base sur le marquage radioactif. Elle permet de détecter les protéines gp
160 et gp 120, ce qui permet ’affirmation d’une séropositivite.

Avec les résultats d’une étude qui suggére que les personnes séropositives sont capables de
capturer de grandes quantités de VIH a la surface de leurs érythrocytes grace a la présence d'lgG
anti-gp160/120, les techniques de diagnostic de I’infection, pourraient connaitre une révolution.
Avec ces résultats, I’espoir d’un possible diagnostic néonatal trés precoce (non basé sur les
techniques de biologie moléculaire) et plus accessible aux pays a faibles ressources devient permis
(Garcia MN et coll., 2012).
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Figure 20 : Cinétiques des marqueurs viraux de la primo-infection due au VIH-1 en absence
d’un traitement antirétroviral®
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Selon les recommandations de ’OMS 2013, tout patient présentant un taux de CD4 < 500
cellules/mm?® de sang doit &tre mis sous traitement antirétroviral (TARV)? et bénéficier d’un suivi
(ou monitoring) biologique. La numération des CD4 permet d’apprécier la restauration immunitaire
alors que la mesure de la charge virale permet le contrdle de la réplication virale. Cette derniére est
le seul marqueur permettant d’évaluer ’efficacité du TARV. Idéalement, elle est effectuée une fois
tous les 6 mois. Vu son importance, ’OMS recommande aux pays a faibles ressources de I’inclure

dans le suivi des patients sous ARV,

11.4.2 Monitoring virologique
Conformément aux nouvelles recommandations de I'OMS pour le traitement antirétroviral
(ART), la charge virale occupe une place importante pour la détection précoce de 1’échec virologique

dans le but d'évaluer I'efficacité du traitement antirétroviral®

. L’objectif principal de ce traitement
est d’empécher la progression vers le stade SIDA et le déces par maintien ou restauration d’un taux
de CD4 > 500 cellulessmm®. Pour atteindre cet objectif, le traitement ARV doit rendre la charge
virale plasmatique (CV) indétectable (<50 copies/ml), ce qui favorise la restauration immunitaire et
réduit le risque de sélection de virus résistants. La mesure de la charge virale plasmatique est un
marqueur virologique predictif de I’infection a VIH et d’évaluation de 1’efficacité du traitement
antirétroviral qui permet indirectement d’évaluer I’observance. Les techniques commerciales de
quantification virale ont beaucoup évolué du point de vue de la performance avec 1’avénement de
I’amplification en temps réel, avec des plateformes de plus en plus automatisées (Alvarez M et coll.,
2012).

Six trousses commerciales sont actuellement disponibles pour la quantification de la charge
virale plasmatique du VIH-1 : Cobas TagMan® (Roche Molecular Diagnostics), Abbott Real Time
HIV-1® (Abbott Diagnostics), NucliSens EasyQ v1.2® (Biomérieux), Generic HIV Charge virale®
(Biocentric), Versant® HIV-1 RNA v3.0 (Siemens) et Versant HIV-1 RNA 1.0 Assay (kPCR)
(Troppan KT et coll, 2009 ; Church D et coll., 2011 ; Mouinga-Ondeme A et coll., 2013). Les
capacités de ces tests a quantifier la charge virale plasmatique d'une infection due a un sous-type
non-B font I’objet de nombreuses études de comparaison/évaluation dont les résultats ont abouti a
des progrés. Ceci a permis une amélioration de la sensibilité de ces tests afin de quantifier tous les
sous-types du VIH-1, aussi bien sur des échantillons de plasma que sur des spots de sang séchés sur
papier buvard (Berger A et coll., 2005 ; Pan P et coll., 2007 ; Choi JY et coll., 2009 ; Garrido C
et coll., 2009 ; Rouet F et coll., 2010 ; Karasi JC et coll., 2011).

Zhttp://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727 eng.pdf (Consulté le 12/10/2013).
2% http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727 eng.pdf (Consulté le 12/10/2013).
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Les technologies disponibles a ce jour capables de quantifier efficacement les souches de
VIH du groupe O sont celles de Abbott real Time HIV-1 et CobasTagMan (v2.0) de Roche
(Swanson P et coll., 2007 ; Sizmann D et coll., 2010). Cependant, il a été développé une technique
maison en temps réel capable de quantifier les charges virales des SIVcpz, SIVgor et les 4 groupes
(M, N, O et P) du VIH-1(Etienne L et coll., 2013).

Enfin, a I"image du suivi immunologique, des techniques commerciales « point of care » de
quantification de la charge virale adaptées au pays a faibles ressources dont les résultats d’évaluation
préliminaires sont prometteurs, sont en développement (Reid SD et coll., 2013).

En ce qui concerne le VIH-2, la technique NucliSens EasyQ (Biomerieux) est la seule technique qui
arrive & quantifier le groupe A du VIH-2 (Rodés B et coll., 2007). Néanmoins, une étude portant sur
I'utilisation d’amorces et d’une sonde spécifiques contournant la diversité du VIH-2 ciblant la région
LTR, confirme (en plus du VIH-2 groupe A) une possible quantification en temps réel de la charge
virale du VIH-2 groupe B (Delarue S et coll., 2013).

Vu la grande diversité du VIH et son caractére dynamique, 1’assurance que les tests détectent tous les
variants circulants, y compris ceux nouveaux, constitue un défi (Hemelaar J, 2012). De ce fait,
I’évaluation continue et I’assurance qualité des tests de quantification virale sont nécessaires pour
éviter la non ou mauvaise détection qui peuvent engendrer des valeurs de charge virale faibles ou
erronées, pouvant avoir des répercussions sur le traitement et la prise en charge de I’infection (Greig
Jetcoll., 2011)

La grande caractéristique du VIH est sa grande diversité genétique. Une fois dans
I’organisme, le VIH subit une transcription inverse de son génome composé d’ARN en ADN gréace a
la transcriptase inverse (TT) qui génére beaucoup d’erreurs lors de la transcription. En présence d’une
réplication virale élevée caractéristique des rétrovirus, cette absence de fonction réparatrice de la Tl
conduit a de fréquentes mutations aléatoires avec possibilité de recombinaisons génétiques a

I’origine de I’émergence de souches virales comportant des différences au niveau de leur génome.

<



Chapitre 111 : Diversité génétique du VIH-1 et ses consequences

I11.1 Diversité génétique du VIH-1

Une des caractéristiques majeures des virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est leur
trés grande variabilité génétique. Cette variabilité est liée a un taux de réplication virale trés élevé en
absence d’une fonction réparatrice de la RT, combiné a la survenue fréquente de mutations aléatoires
et de recombinaisons génétiques (Robertson DL et coll., 1995 ; Rambaut A et coll., 2004). C’est
au cours de la rétrotranscription du génome viral que la diversité génétique s’exprime le plus.
L’environnement cellulaire a un effet majeur sur la rétrotranscription. Lors de cette derniere, le taux
de recombinaisons et les mutations sont déterminés par la présence ou non de protéines cellulaires et
virales spécifiques et par I’abondance des substrats cellulaires (Smyth RP et coll., 2012).

La diversité génétique constitue la base de la classification du virus. C'est ainsi que les deux
types de VIH actuellement connus sont classés en groupes, sous-types, sous-sous-types et enfin
formes recombinantes uniques/circulantes. La variabilité génetique et I’apparition de nouveaux
variants du VIH constituent un phénomeéne dynamique. I1 s’agit d’un processus d'évolution, dont les
mécanismes sont semblables a ceux qui expliquent I'évolution de toute espéce vivante. La spécificité
du VIH reside dans le fait que cette évolution est tres impressionnante par sa rapidite, ce qui explique

le grand nombre de variants actuels.

111.1.1 Origines de la variabilité génétique
Trois facteurs peuvent rendre compte de I'évolution de n'importe quelle partie d'un genome (viral ou
cellulaire) : le taux de mutations spontanées, le nombre de générations produites par unité de temps

et enfin les pressions de sélection positives et négatives.

111.1.1.1 Mutations aléatoires fréquentes

Le VIH se réplique a une vitesse tres élevee en présence de la Transcriptase Inverse
caractérisee par une faible fidélité, ce qui se traduit par un taux de mutations trés important.
Cependant, La transcriptase inverse est le principal facteur générateur de variabilité du génome viral
du fait de I’absence d’une activité 3’-5’ exonucléasique. Elle est de ce fait dépourvue de systéme de
correction des erreurs de copie qui surviennent au cours de la synthése de ’ADNc (Malim MH et
Emerman M, 2001 ; Bakhanashvili M et coll., 2005). Ces erreurs fréquentes, sont estimées a une
par 1700 a 10000 nucléotides produits. Ceci se traduit approximativement par 1 a 10 mutations par
cycle de réplication virale, la taille du génome étant de 9.2kb (Preston BD et coll., 1988 ; Roberts
JD et coll., 1988).
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La vitesse de réplication du génome est un facteur amplificateur de la survenue de ces
mutations. En effet, ce sont environ 10 000 virions qui sont produits par jour par chaque virion
infectant une cellule et tous les deux jours, 10° & 10™° virions sont renouvelés (Wei X et coll., 1995).
Ainsi, suite a I’infection d’un individu, des essaims de nouveaux virus contenant des séquences
génomiques différentes co-existent et sont continuellement produits a I’intérieur d’un méme
individu. Les souches qui sont les plus compétitives & un moment donné domineront au sein de la
population virale globale. Chez le méme individu infecté, les variants peuvent diverger d’environ 1 a
5%. On parle de variabilité intra-individuelle, intrinséque ou «quasi espéce ». La variabilité
contribue également a la génération de variants viraux inter-individuels plus éloignés génétiquement.
Cette variabilité du génome viral touche tous ses genes, mais elle n’est pas la méme pour tous les
geénes. C’est ainsi que le géne env est le plus variable et le géne pol est le plus conservé (Barbour JD
et Grant RM, 2005 ; Santos AF et Soares MA, 2010 ; Twigg Arrildit K et coll., 2012).

111.1.1.2 Les recombinaisons genétiques

La recombinaison génétique est une propriété fondamentale pour 1’évolution. Elle s’effectue
lors de la réplication d’un virus et peut se faire entre des virus d’especes différentes : recombinaison
hétérologue ou de méme espéce : recombinaison homologue (Simon-Loriére E et coll., 2009).

En raison de sa nature diploide, le VIH peut augmenter son potentiel de succes évolutif par
recombinaison. Quand une cellule est infectée avec 2 virus génétiquement distincts lors d’une
surinfection, une recombinaison peut se produire. Elle survient pendant la rétrotranscription, lors des
phénomenes de sauts de brins effectués par la TI avec production d’une séquence d’ADN néo-
synthétisée qui est un recombinant entre les deux génomes parentaux. Le nouveau virus ainsi produit
est un virus mosaique constitué de séquences provenant de plusieurs génomes. Ce phénoméne de
recombinaison entre 2 souches distinctes peut se produire des les 2 premiéres semaines d'infection
(Wooley DP et coll., 1997) et le VIH subirait 2 a 3 événements de recombinaison par génome et par
cycle de réplication (Jetzt AE et coll., 2000). La recombinaison peut intéresser des virus d’un méme
sous-type (recombinaison intra sous-type) (Yang OO et coll., 2005), mais elle est plus évidente
quand elle se produit entre sous-types différents (recombinaison inter sous-types) (Ward MJ et coll.,
2013).

La surinfection a I’origine de la recombinaison peut résulter de I'adoption simultanée de virus
multiples au cours d'un événement unique de transmission (co-infection), ou d’un passage séquentiel
des virus suite a de multiples événements de transmission (superinfection) (Ramos A et coll., 2002 ;
Smith DM et coll., 2005).
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L'existence de virus recombinants est la preuve systématique d’une surinfection (Blackard JT et
coll., 2002). Cependant, I'impact le plus largement remarqué de la recombinaison sur la diversité
génétique du VIH, est I'apparition fréquente et naturelle des inter-sous-types recombinants dans des
parties du monde ou plusieurs sous-types co-circulent (Malim M H et coll., 2001).

La proportion des surinfections au sein d'une population donnée dans un intervalle de temps
précis est inconnue. Cependant, la proportion élevée de cas de VIH attribuables a des virus
recombinants dans le monde et la forte probabilité d'événements de recombinaison dans chaque cycle
de réplication, montrent que ce mécanisme est un moyen efficace et une méthode rapide utilisée par
le virus pour évoluer. Les recombinaisons génétiques peuvent modifier le tropisme cellulaire, la
pathogeénicité virale, la sensibilité aux médicaments antirétroviraux, la précision des tests courants de
diagnostic sérologique et les tests de biologie moléculaire, ainsi que la progression de la maladie
(Blackard JT et coll., 2002).
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Figure 21 : Processus de recombinaison virale (Najera R et coll., 2002).

La recombinaison est observée lorsque deux molécules d’ARN génomique génétiqguement divergentes sont
présentes dans la méme particule virale apres co-infection (infection simultanée) ou surinfection (2 infections
séquentielles). On assiste alors a I’intégration dans le génome de la cellule infectée des génomes de 2 virus
parentaux. Le progénie viral sera ainsi constitué de virions hétérozygotes et homozygotes. Avec I’infection
d’une deuxiéme cellule par un virion hétérozygote, on peut lors de la transcription inverse, obtenir un provirus
chimérique menant & la production de particules virales recombinantes.




111.1.1.3 Les pressions de sélection

Les pressions de sélection sont de deux types. Elles peuvent étre négatives ou positives. Les
pressions de sélection négatives sont responsables de mutations synonymes ou silencieuses, qui
n’entrainent aucun changement de 1’acide aminé ou de ses propriétés chimiques. Ce type de mutation
dit conformationnel et structurel est le plus souvent rencontré sur les genes sensibles de la particule
virale tel que le géne pol et le géne gag, qui sont les génes du VIH les plus conservés codant
respectivement les enzymes virales et les protéines de structure (Barbour JD et Grant RM, 2005).
Par opposition, les pressions de sélection positives sont responsables de mutations non-synonymes
favorisant les substitutions d’acide aminé. Ces mutations touchent de fagon trés marquée le gene env
codant les protéines d’enveloppe, et plus particulierement, la boucle V3, partie la plus variable de la
gpl120 (Kuiken CL et coll., 1993). Les mutations positives sont induites en grande partie par le
systéme immunitaire avec des mutations permettant notamment aux protéines de l'enveloppe
d'échapper a I’action du systéme immunitaire. Toutes ces pressions qui s’exercent sur le génome
entrainent I’accumulation de mutations qui sont le plus souvent fatales pour le virus avec la
production de virions non viables, amenés a disparaitre car incapables de se répliquer correctement.
Cependant, cette importante disparition de virions est compensée par le taux élevé de réplication
virale. Le VIH est donc soumis a une sélection naturelle qui ne laisse persister que les virions les
plus résistants aux attaques du systeme immunitaire. La conséquence en est, que les virions présents
dans I'organisme, sont ceux les plus résistants et adaptés a leur milieu.

Le traitement antirétroviral est également un puissant inducteur de pressions de selections
positives. 1l détruit les virus sensibles aux molécules antirétrovirales a I’avantage de 1’émergence de
variants résistants a ces mémes molécules. C’est pour contrer cette adaptation que les multithérapies
visent a «attaquer» le VIH sur plusieurs fronts a la fois et ainsi limiter au maximum les possibilités

du virus de s'adapter a son milieu.

111.1.1.4 Origines multiples

La multiplicité temporelle des passages des SIVcpz a 'Homme est la raison de I'existence des
différents groupes du VIH-1. Les chimpanzés et les gorilles sont les uniques primates non humains
connus pour héberger des virus proches du VIH-1. Les analyses phylogénétiques ont montré que les
gorilles auraient acquis les SIVgor a partir des chimpanzés et que les virus de la lignée
SIVcpz/SIVgor auraient été transmis @ I’homme au cours d’au moins 4 événements de

franchissement de la barriere d’espece.
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Le VIH-1 est ainsi divisé en 4 groupes (M, N, O et P) dérivant chacun d’une introduction
distincte d’un SIVcpz/SIVgor dans la population humaine (Neel C et coll., 2010 ; Plantier JC et
coll., 2009 ; Van Heuverswyn F et coll., 2006 Gao ; F et coll., 1999). Il en est de méme pour le
VIH-2, dont I'ancétre est le SIVsmm. Le VIH-2 proviendrait ainsi de 8 transmissions indépendantes
des virus de la lignée SIVsmm qui ont donné naissance aux 8 groupes du virus : A, B, C,D, E, F, G
et H (Damond F et coll., 2004).

Une nouvelle transmission de SIV serait a 1’origine d’une lignée du VIH-2 qui impliquerait
un nouveau groupe différent des groupes (A a H) précédemment rapportés. Etroitement liées aux
souches SIVsmm, elle a été mis en évidence sur la base de résultats de travaux de sequencage portant

sur des génes partiels de gag et pol, (Ayouba A et coll., 2013).

Le VIH-1 groupe O (Outlier) est le groupe du VIH le plus divergent. Des études suggérent
qu’il aurait pour origine des SIV infectant les gorilles (SIVgor) (Van Heuverswyn F et coll., 2006).
Le SIVgor étant proche du SIVcpz, il serait possible que les gorilles aient été des réservoirs
intermédiaires du VIH-1 groupe O (Takehisa J et coll., 2009). L’épidemie a HIV-1 groupe O est
restreinte a la partie ouest de I’ Afrique centrale avec une prévalence stable/ou en baisse au Cameroun
(Ayouba A et coll., 2001; Brennan CA et coll., 2008). Quelques cas sont décrits au gabon
(Liegeois F et coll., 2013). Le groupe N a été identifié en 1998 (Simon F et coll., 1998) et il aurait
pour origine une lignée de SIVVcpz retrouvée chez les chimpanzés Pan troglodytes troglodytes de la
partie centrale du Sud Cameroun (Keele BF et coll., 2006). Moins de 50 variants du groupe N, tous
provenant du Cameroun ont été identifiés (Ayouba A et coll., 2000 ; Roques P et coll., 2004 ;
Santos AF et Soares MA, 2010, Vallari A et coll., 2010). En 2011, un cas de VIH groupe N fut
diagnostiqué en France, chez un patient qui avait séjourné au Togo, ce qui suggére que les virus du

groupe-N sont actuellement en circulation en dehors du Cameroun (Delaugerre C et coll., 2011).

Un dernier groupe nommé P, a été décrit pour la premiére fois en 2009, chez une femme
d’origine camerounaise (Plantier JC et coll., 2009). Ce groupe serait proche du SIVgor sans
évidence de recombinaison avec les autres groupes du VIH-1. A ce jour, 2 cas ont été identifiés
confirmant la circulation de ce variant qui pourrait exister a 1’état latent au Cameroun (Plantier JC
et coll., 2009 ; Vallari A et coll., 2011). Malgré sa rareté, le groupe P montre des signes d'adaptation
a 'nomme (Vallari A et coll., 2011).
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Le VIH-1 groupe M est le seul responsable de la pandémie actuelle. 1l représente plus de 95%

des cas d’infection par le VIH répertoriés dans le monde (Santos AF et Soares MA, 2010). Avec

une origine clairement établie, il dériverait d’un SIVcpzPtt des chimpanzés Pan troglodytes

troglodytes du sud-est du Cameroun (Keele BF et coll., 2006). On suppose que de son origine

géographique, le Sud-Est du Cameroun, le groupe M aurait problabement été transmis localement

avant d’atteindre la République Démocratique du Congo a partir duquel il se serait propagé dans le

reste du monde (Parris GE, 2007).

Tableau | : Caractéristiques des différents types et groupes du VIH : Santos AF et Soares MA,
2010 ; Keele BF et coll., 2006 ; Peeters M et Chaix ML, 2013, Ayouba A et coll., 2013).

Groupe Origine % d’isolats

Epidémiologie

Remarques

M SIVcpz 259 687 (98.2%)

N SIVcepz 22 (<0.001%)

0] Proche de 1095 (0.4%)
SIvgor

P SIVgor 2 cas

A-H SIVsmm 3593 (1.4%)

A

B

C-H

HIV-1

Tous les continents
sauf I’ Antarctique

Uniquement au Cameroun

Essentiellement en Afrique
de I’Ouest et

du Centre

Inconnue

HIV-2

Principalement

en Afrique de
I’ouest et du centre/
Cas sporadigues
ailleurs

Sénégal/ G Bissau

Cote d’Ivoire

Responsable de la
pandémie

Naturellement resistant
aux INNTI

Décrit en 2009
(chez camerounaise)

Plus lente progression
vers le stade SIDA,
naturellement
résistant aux INNRT
Probable nouveau
groupe (en 2013)




111.1.2 Diversité génétique du VIH-1 groupe M

Dans le début des années 1990, le séquencage et l'alignement a partir des genes gag de 70
souches de VIH-1 de plusieurs zones géographiques, a permis pour la premiére fois d’établir
I’existence de clades génétiques bien définies au sein du VIH-1 M. C’est ainsi que les sous-types A,
B, C, D, E et F ont été reconnus en 1993 (Louwagie J et coll., 1993). Les sous-types G et H ont été
caracterisés en 1994 en Afrique centrale (Janssens W et coll., 1994). Plus tard ont été décrits
respectivement en 1995, 1999 et 2000, les sous types, | (Kostrikis LG et coll., 1995), J (Laukkanen
T et coll., 1999) et K (Triques K et coll., 2000).

Les premiers cas de recombinaison identifié a été le sous-type E qui se regroupait dans le
cluster du sous-type A sur l'analyse du géne gag, alors qu’il formait dans 1’analyse du géne env et
certains génes accessoires (vif, vpr et nef), un cluster unique particulier. Il s’est avéré que le sous-
type était le résultat d'une recombinaison entre le sous-type A et une autre souche (McCutchan FE
et coll.,, 1996). Du fait que, aucun sous-type E pur n’a été trouvé a ce jour, le sous type a été
rebaptisé CRFO1_ AE pour refléter sa nature. Cependant, il aurait été suggeéré que ce CRF ne soit pas
une forme recombinante, mais plutét un sous-sous-type du clade A dont la région env aurait muté
plus rapidement que les régions gag ou pol (Anderson JP et coll., 2000). Depuis, ce premier CRF,
de nombreux autres recombinants ont été identifiés et de la méme maniére, le sous-type I, considéré
initialement comme sous-type pur, s’est révéle comme étant un recombinant complexe entre les
sous-types A, G et | (Nasioulas G et coll., 1999).

La complexité de la diversité genétique posait un probléeme de classification, rendu plus
compliquée avec les formes recombinantes. Pour plus de fiabilité de la classification des sequences
partielles de VIH, un systeme standard de nomenclature et de répartition des sous-types a été établi
depuis 1999.%° Selon ce consensus, un nouveau sous-type/CRF doit étre « & peu prés équidistant »
des sous-types précedemment définis dans toutes les régions du génome. Par ailleurs, la désignation
d’un nouveau sous-type/CRF exige trois séquences, de préférence des génomes complets (a défaut,
deux complets et un partiel), provenant de patients, ne présentant aucun lien épidémiologique.
D’autre part, les sous-sous-types décrivent deux lignées distinctes étroitement liées a un sous-type
existant pour étre défini comme tels. De méme, au moins trois souches ne présentant aucun lien
épidémiologique doivent étre identifiées pour justifier une nouvelle classification en sous-sous-type
(Roberston D et coll., 1999).

Zhttp://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/H1V/COMPENDIUM/2012/sequence2012.pdf (Consulté le, 19/08/2013).

<


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Janssens%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/COMPENDIUM/2012/sequence2012.pdf

111.1.2.1 Sous types du VIH-1

Depuis 1992, les analyses phylogénétiques des séquences des genes env et gag ont permis de
classer les virus du groupe M en sous-types. La désignation des sous-types a été un marqueur
moléculaire puissant pour suivre I'évolution de I'épidémie du VIH-1. Des efforts considérables pour
collecter et caractériser les isolats du VIH-1 dans le monde entier ont permis d'avoir un apercgu de la
distribution des sous-types et CRF.

Les sous-types du groupe M sont équidistants les uns des autres dans une distribution
phylogénétique radiale a partir d'un ancétre commun. lls sont définis sur la base des 3
critéres suivants : i) au moins deux isolats séquencés sur toute la longueur de leur génome, ii) ces 2
isolats doivent se ressembler 1’un et I’autre sur lI'ensemble du génome et ne pas ressembler a d'autres
sous-types existants, iii) ils doivent enfin étre retrouvés chez au moins trois individus qui n’ont aucun
lien épidémiologique entre-eux.?® Ainsi, selon la classification actuelle, le groupe M du VIH-1
comprend neuf différents sous-types «purs» ou formes non-recombinantes (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 gene env alors
que dans le gene pol, partie la plus conservée chez les retrovirus, elle est denviron 9-11% (Santos
AF et Soares MA, 2010). Certains sous-types sont en plus, divisés en sous-groupes libellés sous-
sous-types. Les différences génétiques entre les sous-sous-types sont d’environ 7% au niveau du
gene pol. En se basant sur ce critére, uniqguement deux sous-types sont subdivisés en sous-sous-
types : ce sont respectivement le sous-type A subdivisé en 6 sous-sous types (Al a A6) et le sous-
type F subdivisé en deux sous-sous types (F1 et F2) (Bartolo 1 et coll., 2009 ; Gao F et coll., 2001 ;
Meloni ST et coll., 2004 ; Triques K et coll., 1999 ; Vidal N et coll., 2009).

111.1.2.2 Formes recombinantes circulantes (CRFs)

La recombinaison joue un role majeur dans 1’épidémiologie mondiale du VIH. Bien que la
prévalence des formes recombinantes soit de 22% a travers le monde (Lihana RW et coll., 2012),
cette prévalence varie considérablement en fonction des régions géographiques. C’est dans celles
présentant une grande diversité de sous-types, telle que I'Afrique subsaharienne, qu’on a le plus
grand taux de recombinaison en lien avec deux facteurs : la présence sur le continent de tous les
sous-types et les phénomenes courants de co-infection et de superinfection avec deux ou plusieurs
souches virales (Li WH et coll., 1988). A I’opposé, d’autres zones comme 1’Amérique du Nord
(Etats-Unis et Canada) ou circulent un nombre limité de sous-types ont un faible taux de
recombinants (Kijak GH et coll., 2005).

B http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/COMPENDIUM/2012/sequence2012.pdf (Consulté le 19/08/2013).
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Les isolats de recombinants inter-sous-types sont divisés en deux catégories : ceux présentant
les mémes points de recombinaison inter-sous-typique, retrouvés dans une population chez au moins
trois personnes sans lien épidémiologique. lls sont appelés forme recombinante circulante (ou CRF).
Par opposition, ceux isolés chez moins de 3 individus sont appelés forme recombinante unique (ou
URF). Les URF ont un impact mineur sur 1’épidémie mondiale (Janssens W et coll., 1997). A ce

jour, 61 CRFs ont été caractérisés.”’

111.1.3 Répartition mondiale des sous-types et CRFs du VIH-1
La distribution mondiale du VIH-1 et prévalence régionale de variants spécifiques du virus sont tres
hétérogenes (Cf. Figure 24).

111.1.3.1 Formes pures

La forme pure la plus répandue de VIH-1 est le sous-type C responsable d'environ la moitié
(entre 48% et 50%) des infections mondiales (Ramirez BC et coll., 2008 ; Hemelaar J et coll.,
2012). Elle est suivie du sous-type A qui représente 12% environ des infections mondiales. Parmi le
sous-type A, le sous-sous-type Al est le plus répandu, alors que les sous-sous-types A2 et A3 se
trouvent principalement en Afrique et rarement en Europe.

Le sous-type B avec 11% du total des infections, est le variant qui a le plus diffusé et
prédomine dans les pays développés tels que les Etats-Unis, les pays de I'Europe occidentale, le
Japon et I'Australie. Le sous type G, représentant 5% des infections mondiales est principalement
présent en Afrique Centrale et de 1’Ouest. Le sous type D avec 2% des infections est plus présent en
Afrique de ’Est mais enregistre de nouvelles infections en Afrique Centrale et de ’Ouest. Le sous-
type F est largement et uniformément réparti dans le monde entier, tandis que les sous-types H, J et
K se trouvent surtout en Afrique de I’Ouest, du Centre et du Sud. Ces sous types groupés
représentent moins de 1% des infections mondiales (Hemelaar J et coll., 2012 ; Lihana RW et
coll., 2012 ; Peeters M et coll., 2013).

2T http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (Consulté le 04/12/2013).
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Figure 22 : distribution géographique mondiale des formes génétiques du VIH-1 (Hemelaar J
et coll., 2012). Le camembert avec les pourcentages, représente les proportions relatives de chacun des sous-
types/CRF du VIH-1 groupe M identifiés a travers le monde.

111.1.3.2 Formes recombinantes circulantes

Elles représentent a peu prés 20% des infections mondiales (Hemelaar J et coll., 2011).
Certains CRFs comme le CRF02_AG et le CRF06_cpx en Afrique de 1’Ouest et le CRFO1_AE ont
un grand impact sur les épidémies locales de VIH/SIDA (Ramirez BC et coll., 2008 ; Hemelaar J
et coll., 2011 ; Peeters M et coll., 2013). Des recombinants diverses impliquant ces CRF ont été
également décrits, bien qu’a de faibles proportions, en Afrique de I’Ouest; c’est le cas du
CRF02_AG/CRF06_cpx au Niger (Mamadou S et coll., 2003) et du CRF02_AG/CRF09 cpx en
Cote d’Ivoire (Toni T et coll., 2005).
En définitif, I’épidémiologie moléculaire du VIH-1 est un processus dynamique. Le sous-type C qui
serait entré au Brésil autours des années 80 tres probablement a partir du Burundi (Santos AF et
coll., 2007 ; Bello G et coll., 2008), a connu une nette augmentation dans le pays (Alcade R et coll.,
2012). Il représente actuellement plus de 50% des infections dans la région sud du Brésil (Graf T et
coll., 2011 ; Silveira J et coll., 2012).




De méme, dans la partie australe et Orientale de 1’Afrique, le sous-type C surclasse tous les autres
sous-types pratiquement en extinction, tels que les sous-types B et D (Delatorre EO et Bello G,
2012 ; Lihana RW et coll., 2012 ; Jacobs GB et coll., 2009 ; Loxton AG et coll., 2005;
Williamson C et coll., 1995).

Asie

L’épidémie en Asie est largement dominée par les sous-types B, C et le CRFO1-AE
(Oyomopito RA et coll., 2012 ; Merati TP et coll., 2012). Le continent connait une évolution de sa
diversité génétique avec introduction et importance de nouveaux variants, tels que les CRFO7_BC et
CRF08_BC en chine (Yang R et coll., 2003 ; Li L et coll., 2010 ; Meng Z et coll., 2012) et le
CRF33_01B, en Malaisie (Chow WZ et coll., 2013 ; Tee KK et coll., 2006). Une trés grande
diversité génétique a été rapportée en Hong Kong (Chen JHK et coll., 2010).

Europe et Russie

Le sous-type B est le sous-type prédominant en Europe de ’Ouest et du centre (De Luca A et
coll., 2013 ; Stanojevic M et coll., 2012). Cependant, on assiste a I’introduction d'autres souches
non-B attribuable a I’immigration (Yerba G et coll., 2012). En France il a été rapporté une
prévalence de 38% du CRF02_AG (Javaugue FC et coll., 2012). Dans les pays de I’Europe de I’Est
comme la Russie, le sous-type A est largement dominant (Thomson MM et coll., 2009 ; Masharsky
AE et coll., 2010) alors qu’en République Tchéque, c’est le sous-type B qui est majoritaire (Linka
M et coll., 2008).

Les Amérigues

Les sous-types B et F ainsi que leurs recombinants dominent 1’épidémie en Amérique
centrale et du Sud (Véras NM et coll., 2007 ; Aulicino PC et coll., 2012 ; Murillo W et coll.,
2013). En Amérique du Nord, le sous-type B reste majoritaire (Pyne MT et coll., 2013). On assiste
cependant a I’introduction de sous-types non-B au niveau de ces régions (Wheeler WH et coll.,
2010 ; Pyne MT et coll., 2013)

Océanie et Australie

Le sous type C est majoritaire au niveau de plusieurs régions de 1’Océanie, (Peeters M et
coll., 2013). Cependant, le sous-type B prédomine en Australie, mais I'immigration va probablement

faciliter la propagation de nouveaux sous-types dans la population générale.
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En effet, une importante étude menée a Victoria a révélé 6 sous types non-B (majoritairement
le sous-type C), 6 CRFs dont le CRF01_AE fréquent en Asie, le CRF02_AG, typique de I’Afrique
sub-saharienne et 12 URF (Chibo D et coll., 2012).

Afrique

L’ Afrique sub-saharienne présente la plus grande diversité génétique des souches du VIH
circulant au monde (Ramirez BC et coll., 2008 ; Hemelaar J et coll., 2011 ; Lihana RW, 2012).
La région d’Afrique ou cette grande diversité est la plus accentuée est I’ Afrique centrale (Ward MJ
et coll., 2013). Tous les sous-types connus, de nombreux CRFs et une bonne variété de recombinants
uniques y circulent (Janssens W et coll., 1997 ; Vidal N et coll., 2000 ; Djoko CF et coll., 2011).

Au Cameroun, ou tous les sous types du groupe M, les souches, M, N et P sont représenteés,
I’épidémie est trés dynamique avec 1I’émergence de nouveaux variants, notamment les formes
recombinantes uniques et recombinantes secondes générations (Ragupathy V et coll., 2011 ; Zhao J
et coll., 2012).

Le CRF02_AG representerait jusqu'a 65% des echantillons positifs au Cameroun et dans les
pays avoisinants (Montavon C et coll., 2000 ; Pandrea | et coll., 2002, Ragupathy V et coll.,
2011 ; Aghokeng AF et coll., 2013) a I’exclusion de la République Démocratique du Congo (RDC)
ou la diversité du VIH-1 dépasse celle de tous les autres pays combinés (Vidal N et coll., 2000 ;
Kita K et coll., 2004 ; Yang C et coll., 2005 ; Djoko CF et coll., 2011 ; Peeters M et Chaix ML,
2013). La figure n°25, illustre en partie la grande diversité génétique du VIH-1 en RDC. Cette
diversité du VIH-1 en Afrique centrale reste un processus dynamique.

Le sous-type le plus concerné par ce dynamisme est le sous-type C. Ne représentant que
2,1% en 1997 (Vidal N et coll., 2005), il pouvait atteindre 13,8% en 2007 (Djoko CF et coll., 2011).

L’Afrique de I'Ouest présente un modéle épidémiologique similaire a celui de I’Afrique
centrale avec une prédominance du CRF02_AG. La prévalence du sous-type varierait de 40,5 % au
Nigeéria (Chaplin B et coll., 2011), 56,3% au Niger (Mamadou S et coll., 2011), 64% et 66,7%
respectivement au Sénégal et au Mali (Diop-Ndiaye A et coll., 2010 ; Maiga Al et coll., 2013) et
pouvait atteindre 83% et 89% respectivement en Cote d’Ivoire et en Guinée (Lihana LW et coll.,
2012). A coté du CRF02_AG, on retrouve le CRF06_cpx, représentant parfois plus de 10% des
souches isolées dans la région Ouest-africaine, mais également tous les sous-types purs connus,
plusieurs recombinants dont essentiellement le CRF09 cpx, le CRF11 cpx et plusieurs URF
(Lihana LW et coll., 2012).
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A T'image du reste du continent, la diversité genétique en Afrique de 1I’Ouest est en
perpétuelle évolution avec la circulation de nouveaux variants tels le sous-sous-type A3 qui atteint
une prévalence de 20% en Guinée-Bissau, le CRF49 _cpx et de nombreux URFs (Meloni ST et coll.,
2004 ; Delgado E et coll., 2008 ; Imamichi H et coll., 2009 ; Esbjornsson J et coll., 2011).

En Afrique de 1'Est, I’épidémie est dominée par les sous-types C, D et le variant Al (Pollakis
G et coll., 2003 ; Herbeck JT et coll., 2007; Nyombi BM et coll., 2008 ; Kiwanuka N et coll.,
2010 ; Serwanga J et coll., 2012). A Djibouti et en Ethiopie (Corne de I'Afrique), le sous-type C
peut atteindre respectivement 73% et 98% des souches isolées (Kassu A et coll., 2007 ; Mumtaz G
et coll., 2011 ; Elmi Abar A et coll., 2012). Le sous-sous-type Al est le second variant le plus
retrouvé en Afrique de I’Est avec des prévalences de 1’ordre de 56% et 70.9% respectivement en
Tanzanie et au Kenya (Kiwelu IE et coll., 2012 ; Nyamache AK et coll., 2013). Le sous-type D est
majoritaire en Ouganda ou il co-circule avec le sous-type A et des recombinants A/D (Ssemwanga D
et coll., 2012 ; Nazziwa J et coll., 2013).

L’épidémie en Afrique australe, se distingue par sa minime diversité génétique malgré des
prévalences particulierement élevées. Elle est dominée par le sous-type C avec des prévalences
largement supérieures a 90% (Bessong PO et coll., 2013 ; Bila DC et coll., 2013). Cependant, il a
été montré une évolution de la diversité génétique dans la région. Le cas le plus spectaculaire est
présenté par I’Angola probablement en lien avec sa proximité avec la RDC. Le pays présente une
grande diversité génétique incluant les sous types F1, G, A, D, H, K, et un taux de virus
recombinants de 42%, parmi lesquels, le CRF02_AG, le CRF18 cpx, le CRF25 cpx et le
CRF45_cpx (Afonso JM et coll., 2012).

La grande diversit¢ du VIH a un impact sur tous les aspects de I’infection : tropisme,
transmission et progression de la maladie, le diagnostic et monitoring, la réponse au traitement

antirétroviral et la recherche vaccinale.

111.2 Conséquences de la diversité génétique
111.2.1 Conséquences biologiques (tropisme cellulaire, transmission et progression de la
maladie

Bien qu’ils partagent certaines propriétés biologiques, le VIH-1 et le VIH-2 présentent in vivo
des différences importantes. Des études cliniques et virologiques suggerent que le VIH-2 serait
moins virulent que le VIH-1, ce qui se traduit par un taux de transmission plus bas, une phase
asymptomatique plus longue, des valeurs de charge virale plus basse se traduisant par une baisse

tardive des CD4 et donc un taux de mortalité beaucoup plus faible.
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Les raisons qui sous-tendent la pathogénicité réduite du VIH-2 sont encore inconnues et sont
certainement le résultat d'une combinaison de plusieurs facteurs (Popper SJ et coll., 1999 ;
Azevedo-Pereira JM et coll., 2005 ; MacNeil A et coll., 2007). Enfin, les différences biologiques
entre sous-types viraux sont beaucoup plus difficiles a mettre en évidence car plusieurs facteurs

peuvent influencer la transmission du VIH et I’histoire naturelle de la maladie.

111.2.1.1 Tropisme cellulaire

Les souches de VIH capables d'utiliser les corécepteurs CCR5 des chimiokines (virus R5)
sont plus fréguemment transmises que les souches qui utilisent le co-récepteur CXCR4 (virus X4) ;
les virus X4 apparaissent tardivement chez les patients infectés et sont associés a une plus rapide
progression de la maladie (Berger EA et coll., 1999). Ainsi, tous les sous-types du VIH-1 peuvent
utiliser les 2 types de corécepteurs, mais le sous-type D serait plus fréquemment « dualtropic » ou
R5X4 (Huang W et coll., 2007 ; Ataher G et coll., 2012). Le sous-type D, serait par ailleurs associé
a une perte de cellules CD4 et progression de la maladie plus rapides (Baeten JM et coll., 2007 ;
Vasan A et coll., 2006). Méme s’il a été mis en évidence des variants du sous type C utilisant 'un
ou I'autre des co-récepteurs ou d’autres « dual tropic », le pourcentage de virus X4 semble étre plus
faible dans le sous-type C que dans le sous-type B, méme lorsque les virus sont obtenus chez des
patients a un stade de SIDA avancé (Cilliers T et coll., 2003).

I11.2.1.2 Transmission et progression de la maladie
Transmission du virus

Les types, sous-types/CRF pourraient également affecter 1’efficacité de la transmission du
VIH. 1l est demontré que le VIH-2 présente une charge virale plus basse se traduisant par un pouvoir
infectieux beaucoup plus faible; un déclin du taux de CD4 plus ralenti associé a une phase
asymptomatique plus longue et donc un plus faible taux de mortalité que le VIH-1 (Marlink et coll.,
1994). Les premiéres données sur la transmission mére-enfant indiquaient que indépendamment de la
charge virale en ARN plasmatique, le sous-type C était plus fréguemment transmis que le sous-type
B. Cette différence serait probablement en lien avec des propriétés intrinseques au sous type
(Renjifo B et coll., 2004). De méme, des études au Kenya ont montré que le sous-type C était
associé a une excréetion du virus au niveau vaginal plus élevée que pour les sous-types A ou D.
Méme si aucune différence significative de transmission n’a été mise en évidence entre ces 2 sous-
types et le sous type C, ce résultat implique une possibilité de transmission sexuelle plus probable

avec le sous-type C (John-Stewart GC et coll., 2005).
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Par ailleurs il a éte rapporté une forte proportion de virémies prolongées chez des patients aprés une
infection aigué due au VIH-1 sous type C (Novitsky V et coll., 2011). Toutefois, ces virémies a elles
seules n’expliqueraient pas la propagation rapide et importante du sous type C en Afrique australe
(Campbell MS et coll., 2013). En effet, il a été décrit une possible transmission du virus d’un patient
contréleur vers sa partenaire ayant évolué vers le SIDA (Killian MS et coll., 2012). Ainsi, les
facteurs épidémiologiques, virologiques ou facteurs de I’hote pouvant affecter la diffusion ou

I’émergence d’un sous-type viral ne sont pas bien connus (Rainwater S et coll., 2005).

La progression de la maladie

L’impact de la diversité génétique sur la progression de la maladie fait I’objet de nombreuses
controverses a travers des études prospectives. Une étude menée au Sénégal sur un nombre limité de
professionnelles du sexe avait montré que les femmes infectées par un sous-type non A (C, D et G)
avaient une probabilité 8 fois supérieure que celles infectées par le sous-type A pour développer le
SIDA. Deux études menées au Kenya et en Ouganda ont montré que les patients infectés par le sous-
type D avaient un taux de mortalité plus élevé et un déclin plus rapide du taux de LTCD4+ que ceux
infectés par le sous-type A (Baeten JM et coll., 2007 ; Kiwanuka N et coll., 2008).

Une étude menée au Royaume-Uni a montré un taux de rebond virologique aprés 12 mois de
traitement hautement actif 4 fois plus important pour le sous type D que pour les sous-types A, B et
C (Easterbrook PJ et coll., 2010). Des études indépendantes sur des échantillonnages plus
importants conduites en Ouganda et au Kenya confirmaient ces résultats ; elles rapportaient une
progression plus rapide vers le stade SIDA et des taux de déces plus élevés chez les personnes
infectées par le sous-type D que chez celles infectées par le sous-type A (Kaleebu P et coll., 2002 ;
Vasan et coll., 2006). La disposition du sous-type D a un plus grand degré de dual tropisme pourrait
expliquer le fait qu’il soit associé¢ a une plus rapide progression de la maladie en comparaison aux
autres sous-types (Huang W et coll., 2007).

D’autres études ont rapporté des résultats discordants. C’est le cas d’une étude prospective
multicentrigue menée au Cameroun et au Sénégal qui n’avait montré aucune différence dans la
survie ou la progression clinique de la maladie chez les personnes infectées par le CRF02_AG en
comparaison avec des personnes infectées par d’autres sous-types/CRF (Laurent C et coll., 2002).
Ces résultats divergents peuvent étre liés a des facteurs sociaux et économiques comme, le niveau
d’éducation, I’accés aux soins médicaux et la nutrition, les facteurs genétiques de I'néte, le mode de

transmission du virus et les co-morbidités (Leroy V et coll., 1997 ; Del Amo J et coll., 2002).
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Les interactions entre les facteurs de I'hdte et le VIH-1 peuvent également varier en fonction
du sous-type. 1l existe des différences de transmission du VIH-1 et de progression de la maladie chez
des sujets présentant un HLA de classe | spécifique du sous-type de VIH-1 responsable de 1I’infection
(Pereyra F et coll., 2010). La progression vers la phase SIDA est aussi influencée par le type de
corécepteur et du tropisme cellulaire. Une étude menée au Brésil a montré que les souches de VIH
utilisant le co-récepteur CXCR4 étaient associées a une progression plus rapide vers le stade SIDA
(Sucupira MC et coll., 2012).

111.2.2 Impact sur le diagnostic et le monitoring

Au plan santé publique, la diversité génétique du VIH et sa dynamique aboutissant parfois a
des souches de VIH trés divergentes, constitue un défi permanent pour le diagnostic de I’infection
(Plantier JC et coll., 2009). De ce fait, les techniques commerciales doivent subir un contrdle pour
étre en mesure de détecter, non seulement tous les variants connus, mais également les nouveaux
variants du VIH (Parry JV et coll., 2003 ; Sickinger E et coll., 2004 ; Lal RB et coll., 2005). Les
tests sérologiques sont basés sur la détection d’anticorps trés conservés, dirigés contre des protéines
structurales, P24gag et Gp4lenv des isolats du VIH-1 (Turner BG et coll., 1999 ; Lal RB et coll.,
2005). Des études antérieures avaient montré un défaut de diagnostic serologique précis chez des
personnes infectées par des souches trés divergentes du VIH-1, en I’occurrence le groupe O, en
raison des variations au niveau de la Gp41l (Loussert-Ajaka I et coll., 1994 ; Rayfield MA et coll.,
1996 ; Eberle J et coll., 1997). L’ajout de lysats/peptides du VIH-1 groupe O dans le mélange
standard d'antigenes des techniques commerciales a permis de résoudre ce probleme.
La plupart des tests immuno-enzymatiques et tests rapides actuels sont sensibles et spécifiques pour
le diagnostic des infections chroniques dues aux differents sous-types du VIH-1 groupe M (Koch
WH et coll., 2001 ; Parry JV et coll., 2003 ; Rouet F et coll., 2004 ; Zeh C et coll., 2011). Malgré
ce fait, quelques difficultés dans le diagnostic de personnes récemment infectées avec les sous-types
non-B sont encore rencontrées (Louie B et coll., 2008). En effet, les ELISA et les tests rapides ont
des capacités variables de diagnostic pour les infections récentes avec les sous-types non-B (Peeters
M et coll., 2003).

La variabilité génétigue a un impact minime sur la capacité de détection sérologique du VIH-
1 grace a la conservation des acides aminés des épitopes immunodominants au niveau des protéines
structurales. Par contre, le défi est de taille pour les tests de diagnostic moléculaire (Parry JV et
coll., 2003, Butler IF et coll., 2007). Ceci a poussé a mettre au point des amorces génériques
pouvant identifier ’ensemble des sous-types du VIH-1 groupe M, N et O afin de pouvoir confirmer

des infections a VIH et a SIVcpz.
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Ces mémes amorces sont également utilisées en épidémiologie moléculaire pour I’analyse
phylogénétique des sous-types viraux (Yang C et coll., 2000). Enfin, ces amorces sont utilisées pour
quantifier la charge virale plasmatique, principalement dans le cadre du suivi de I’efficacité¢ du
traitement antirétroviral. Les techniques commerciales de quantification virale ont beaucoup évolué
du point de vue de la performance avec 1’avénement de 1’amplification en temps réel, avec des
plateformes de plus en plus automatisées (Berger A et coll., 2005 ; Choi JY et coll., 2009 ; Karasi
JC et coll., 2011). Néanmoins, de nombreuses études ont montré que certains variants non B et
comme le CRF02_AG prédominant en Afrique de I'Ouest ne sont pas ou sont sous quantifiés par
certaines techniques de charge virale (Swanson P et coll., 2005 ; Wang Y et coll., 2008 ; Gomes P
et coll., 2013).
En ce qui concerne le VIH-2, il n’existe pas encore de kit commercial capable de détecter les
différents groupes du virus et la technique NucliSens EasyQ (Biomerieux) est la seule technique qui
arrive a quantifier le groupe A du VIH-2 (Rodés B et coll., 2007).

La garantie que les tests détectent tous les variants circulants, y compris ceux nouveaux
constitue un défi (Hemelaar J, 2012), d’ou la nécessité de I’évaluation continue et I’assurance de la

qualité des tests de quantification virale (Greig J et coll., 2011).

111.2.3 Impact sur la réponse au traitement antirétroviral

L’impact de la diversité génétique sur la réponse au traitement est une question cruciale. En
effet, les molécules ARV ont été concgues sur la base des souches B, qui ne représentent qu’environ
10% des infections a travers le monde (Hemelaar J et coll., 2012).

Il est établi que les souches de VIH-1 groupe O et le VIH-2 sont naturellement résistantes aux
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (Descamps D et coll., 1997 ; Shih CK et
coll., 1991). Des études limitées in vitro ont suggéré que certains sous-types non-B peuvent-étre
moins sensibles a certaines catégories de molécules antirétrovirales. On peut citer, le sous-type G qui
montre une sensibilité moindre aux inhibiteurs de protéase (Descamps D et coll., 1998). Par ailleurs,
le polymorphisme observé au niveau de la protéase des souches non-B avait fait supposer une
possibilité d’acquisition précoce d’une résistance aux ARV par rapport aux souches B (Frater AJ et
coll., 2002 ; Velazquez-Campoy A et coll., 2002 ; Kosakovsky Pond SL et Smith DM, 2009).

Dans l'ensemble, il semble que les sous-types de VIH-1 n'entrainent pas de grandes
différences dans la réponse au traitement antirétroviral. Le niveau de réponse au traitement
antirétroviral chez les patients africains infectés par des souches non-B est généralement comparable

aux réponses signalées chez les patients occidentaux des pays du Nord infectés par le sous-type B.
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Néanmoins, le polymorphisme spécifique & une souche déterminée peut orienter les voies génétiques
d’acquisition de la résistance (Laurent C et coll., 2002 ; Frater AJ et coll., 2002 ; Santoro MM et
Perno FC, 2013).

I11.2.4 Impact sur la recherche vaccinale

Les défis a la conception d'un vaccin préventif efficace contre le VIH sont énormes. L’un des
obstacles majeurs a sa découverte est la grande diversité génétique du virus. Sur 30 ans de
recherches, tous les candidats vaccins ayant réussi a stimuler la production de titres élevés
d'anticorps neutralisants ont échoué a protéger contre I'infection. Toutes les stratégies vaccinales ont
éte testées :

e Stratégies utilisant des virus inactivés ou atténués chez les macaques, ayant fourni des
résultats sécurisants mais peu satisfaisants et ne permettant pas une expérimentation chez
I’homme (Watkins DI et coll., 2008 ; Mansfield K et coll., 2008).

e Stratégies d’induction d’anticorps neutralisants par utilisation d’enveloppes recombinantes ou
de peptides d’enveloppe du VIH qui ont donné des résultats encourageants chez le
chimpanzé, mais sans confirmation sur des modeles macaques (McCarthy M, 2003 ; Cohen
J, 2003).

e Stratégies basées sur la stimulation des réponses immunitaires cellulaires complémentaires,
essentiellement de type CD8. Elles utilisent des vecteurs viraux génétiquement modifiés,
recombinés avec des génes du VIH, non réplicatifs qui induisent des titres de cellules T CD8

trés éleveés.

L’essai STEP (de phase IIb) utilisant ’adénovirus-5 (Ad5) recombiné avec les génes gag, pol
et nef, fut interrompu du fait d’un taux supérieur d’infection (accompagné d’une non réduction de la
charge virale) observé chez les volontaires vaccinés comparés au bras placebo (Buchbinder S et
coll., 2008).

L’essai de phase III RV144 n’a pas été couronné de succés. Il était base sur le concept du
« prime boost » 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 31,2% (Rerks-Ngarm S et coll., 2009).
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Du fait des nombreux échecs des stratégies visant a induire une immunité a médiation
cellulaire, la recherche sur les anticorps a repris et des études récentes montrent la place importante
des Ac neutralisants dans la réponse immunitaire (Blish CA et coll., 2008 ; Scheid JF et coll.,
2009 ; Bomsel M et coll., 2011 ; Haynes BF et coll., 2012). Pour étre efficace, un vaccin contre le
VIH devrait pouvoir stimuler a la fois une immunité protectrice & médiation cellulaire et humorale a
travers des anticorps ciblant des régions conservées du virus (Barnett SW et coll., 2010 ; Barouch
DH., et coll 2012). A ce propos, un espoir est permis depuis la découverte de 2 anticorps VRCO1 et
VRCO2 capables de neutraliser in vitro 91% des souches de VIH-1 circulants (Wu X et coll., 2010).
Cette découverte représente ainsi un réel espoir pour le vaccin car il s’affranchit de la diversité
génétique en sélectionnant des sites d’immunisation conservés (de la gp120) communs a toutes les
souches virales (Zhou T et coll., 2010). Cet espoir pourra étre consolidé avec la prise en compte de
I’immunité a médiation cellulaire dans les travaux de recherche (McDermott AB et coll., 2012).

Parmi les nouvelles cibles possibles des corrélats de protection contre I’infection par le VIH,
un espoir est également permis avec la protéine cellulaire HBPB (human phosphate binding protein)
qui a des propriétés inhibitrices sur la réplication du VIH. La HBPB était déja connue, mais ses
vertus pour lutter contre le VIH viennent seulement d'étre mises en lumiere. La protéine agirait sur
une voie encore non ciblée par les thérapies actuelles. La protéine serait efficace aussi bien sur les
souches sauvages que sur les souches resistantes a I'AZT (Cherrier T et coll., 2011).

Enfin, a été décrit un groupe particulier, différents des « patients contréleurs » appelé
« contréleurs secondaires » capable de contrdler le virus, aprés Iarrét de leur traitement ARV mené
plusieurs années avec succes. Ce type de controle secondaire de 1’infection par le VIH pourrait
fournir de nouvelles informations sur les corrélats de protection utiles pour les stratégies
d'immunothérapie (Van Gulck E et coll., 2012).

Pour étudier de la diversité genétique deux techniques sont utilisées : les techniques de

biologie moléculaire et les techniques de réaction antigene/anticorps.

111.3 Méthodes de détermination des sous types du VIH-1

Pour la détermination des sous-types viraux du VIH-1, les techniques de choix restent les
techniques moléculaires, mais des techniques sérologiques basées sur des réactions
immunoenzymatiques peuvent également étre utilisées. On distingue pour les technigques
moléculaires, I’analyse phylogénétique trés largement utilisée et des techniques alternatives : la

MHA (Multi Hybridization Assay) et la HMA (Heteroduplex Mobility Assay).
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111.3.1 Détermination du génotype par les techniques moléculaires

Pour cette technique, il est nécessaire de disposer d’abord d’une séquence nucléotidique ou
protéique de I’échantillon a étudier. Pour cela, I’amplification génique par PCR est effectuée en
amont de la réaction de séquencage. Le génotypage par séquencage est devenue aujourd’hui une

technique rapide et fiable, mais elle est également la plus colteuse.

111.3.1.1 Séquencage et phylogénie moléculaire : élements de base

111.3.1.1.1 Séquengage nucléotidique

C’est la méthode de référence pour I’étude de la diversité génétique du VIH. Le plus souvent, elle
fait recours a la PCR pour I’amplification du géne (ou des génes) d’intérét a étudier a partir de
I’ADN proviral ou de I’ADNC obtenu par rétrotranscription de I’ARN viral. Deux grands types de

séquengage existent :

111.3.1.1.1.1 Séquencage de premiere géneration

Technigue de Frederick Sanger

Il s’agit de la méthode de séquengage la plus utilisée. La méthode de Sanger automatisée est
considérée comme étant la technique de séquencage haut-débit de premiére génération. Elle fait
recourt a un séquenceur automatique pourvu d’un laser (ou infrarouge). Son principe repose sur
I’utilisation en plus de déoxynucléotides classiques, de nucléotides particuliers marques par des
fluorochromes appelés didéoxynucléotides, dépourvus de groupement OH sur le carbone 3°. Ce sont
des terminateurs de chaine qui, bloquent aprés leur incorporation la synthése d’ADN (Sanger F et
coll., 1977). Durant la polymérisation, 1l est incorporé de facon aléatoire au niveau de chaque
nucléotide de I’ADN matrice, un déoxynucléotide ou un didéoxynucléotide. I1 en résulte un mélange
de brins d’ADN de diverses longueurs qui seront ensuite dénaturés et sépares selon leur taille
(Sanger F, 1981). Sur le séquenceur automatique, les brins de différentes tailles passent
successivement devant la source (laser ou infrarouge) qui excite les fluorochromes portés par les
didéoxynucléotides et enregistre ’intensité et la couleur du signal correspondant au nucléotide
terminant le brin. Ainsi, on obtient des chromatogrammes qui, aprés édition et traitement
informatique, permettent la lecture de la succession des bases de I’ADN séquencé. Apres correction
et évaluation de leur qualité, les séquences sont prétes pour une analyse phylogénétique par

comparaison a des séquences de référence.
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L’impact de virus résistants présents en proportion minoritaire sur la réponse virologique a
principalement été retrouvé pour des variants minoritaires porteurs de mutations de résistance aux
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) de type K103N ou Y181C avec un
risque deux a trois fois plus élevé d’échec virologique (Pilger D et coll., 2011).

Les techniques de séquencage standard ne détectent que les populations virales présentes a
des proportions >15-25% de la population virale globale ; d’ou la nécessité de mise en place de
nouvelles techniques d’amplification et détection, capables de détecter les variants minoritaires
(Archer J et coll., 2012 ; Cousins MM et coll., 2012). Pour cela, des techniques plus sensibles ont
été développées (Pilger D et coll., 2011 ; Hauser A et coll., 2012). Ces techniques de séquencage
ultrasensibles peuvent étre a haut débit ou non et permettent d’atteindre une sensibilité de 0,1 a 1%

pour la détection des variants minoritaires.

111.3.1.1.1.2 Nouvelles générations de techniques de séquencage ultrasensibles a haut débit ou
next-generation sequencing (NGS)

Les techniques de séquencage de nouvelles generations (NGS) actuelles et celles en
développement sont nombreuses (Zhang J et coll., 2011). Elles ont en commun 1’élimination de
I’étape de clonage et la lecture directe de la séquence obtenue apres le séquencage. Elles fournissent
de ce fait, un grand nombre de données en peu de temps, avec un codt requis pour séquencer un
génome nettement plus réduit, en comparaison avec la technique de Sanger (Beerenwinkel N et
coll., 2012). Les plus largement utilisées d’entre-elles sont, la technique de pyroséquencage, le

séquencage par ligation et le séquencage a I’aide de terminateurs réversibles.

Tehnologie 454 de pyroséquencage (ROCHE)

I1 s’agit d’une méthode Introduite en 1988 (Hyman ED et coll., 1988). Elle fut améliorée par
la suite par introduction de la PCR (Ronaghi M et coll., 1996 ; Ronaghi M et coll., 1998). C’est une
technique de séquencage par synthese (sequencing by synthesis, SBS) qui repose sur la détection en
temps réel de I’activité de ’ADN polymérase (real time sequencing) lors de l'incorporation de
nucléotides. L'ADN subit aprés fragmentation une étape d'amplification par PCR. Cette PCR est
réalisée en émulsion, ce qui permet d'effectuer plusieurs millions de réactions indépendantes dans un
seul tube. Aprés préparation du mélange réactionnel avec les enzymes nécessaires et les différents
substrats, ce dernier est déposé sur une plague ou chaque emplacement ne peut contenir qu'une seule

molécule d’ADN amplifiée.

.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Archer%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beerenwinkel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22973268

A la différence de la méthode de Sanger, la réaction de séquencage par synthese est alors
initiée base par base. Si le Nucléotide ajouté dans le milieu réactionnel correspond a celui attendu par
la Polymérase, il est incorporé dans le brin en cours de synthese et libere un pyrophosphate. Une
ATPsulfurylase vient alors transformer ce Pyrophosphate (PPi) en ATP. Cet ATP est ensuite utilisé
par une Luciférase couplée a une Luciférine pour produire de I’Oxyluciférine et un signal lumineux.
Parallelement une Apyrase intervient pour dégrader les nucléotides en excés. Le signal lumineux
récupéré par un capteur CCD (Charge-Coupled Device) est reproduit sous forme d’un pic sur le
Pyrogramme. La hauteur des pics est fonction de I’intensité du signal lumineux, elle-méme
proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés en méme temps. En cas de mélange de
nucléotides a une méme position (polymorphisme de séquence), la taille des pics permet d’avoir une
quantification de la proportion de brins porteurs de 1’un ou I’autre des nucléotides. Cette technologie
permet d'obtenir aujourd’hui jusqu'a 1 million de séquences pouvant atteindre jusqu'a 400 bases. Les
erreurs de séquences détectées sont majoritairement des insertions/delétions dues aux régions

homopolymeéres (répétitions identiques de la méme base) (Brodin J et coll., 2013).

Le séquencage par ligation: SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection;
Applied Biosystems)

Elle est fondée sur I’intégration de plusieurs techniques a savoir, la PCR en émulsion
(emPCR), les technologies de plaques en fibre optique picotitrées, le pyroséquencage et les
technologies bioinformatiques (Margulies M et coll., 2005). L’ADN genomique a séquencer est
d’abord fragmenté aléatoirement par nébulisation en petits brins de quelques centaines de bases
auxquels on ajoute en présence de ligase deux séquences adaptatrices (A et B) par ligation aux deux
extrémités sur lesquels vont s’accrocher les amorces de séquencage. Les fragments sont ensuite mis
en contact avec des billes en polystyrene et subit alors une dénaturation. Chaque fragment d’ADN
subit une amplification clonale par PCR d’émulsion (ou emPCR) autour des billes dans des
microréacteurs (gouttelettes d’une émulsion) avec possibilité de 300 000 réactions de PCR en
parallele. Aprés amplification les microgouttelettes (microréacteurs) sont dissociées, et les
microbilles porteuses de I’ADN simple brin amplifié sont pipetées dans une plaque de pico-titration
en fibre optique (PicoTiterplate (PTP) contenant 1,4 millions de puits. Le diametre des puits est fait
de telle sorte a assurer le dépot d’une seule microbille par puits. Le pyroséquencage est lancé en
parallele dans chacun des puits a partir d’un systéme microfluidique qui alimente la plaque de
picotitration avec les différents réactifs nécessaires et les quatre nucléotides séparément. Avec ce
systeme, 400 000 réactions de séquencage peuvent se faire en parallele. La plaque est couplée & un

capteur CCD qui permet la lecture des images apreés addition de chaque nucléotide.
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Connaissant I’ordre dans lequel les 4 nucléotides sont ajoutés automatiquement, 1’analyse des
différentes images capturées permet la déduction de la séquence des différents fragments d’ADN
(illustré par pyrogramme). Des logiciels bioinformatiques sont ensuite utilisés pour reconstituer la
séquence initiale grace aux groupages des contigs. Les erreurs les plus rencontrées sont des erreurs
d’insertion (Salmela L, 2010). Le systéme incorporé de correction d'erreurs associe a l'utilisation de
la ligase rend cette technologie tres fiable.

Séquencage a I’aide de terminateurs réversibles : technologie CRT Solexa/illumina.

11 s’agit d’une technique également fondée sur 1’intégration de plusieurs technologies.

L’ADN a séquencer est fragmenté par nébulisation en fragments d’environ 400 a 500 pb auxquels
des séquences adaptatrices sont ajoutés aux extrémités. Les fragments d’ADN simple brin sont
ensuite immobilisés sur un support solide (plague de verre) avec des amorces s’hybridant aux
adaptateurs. Cela permet I’amplification localisée par pontage d’un fragment unique en plusieurs
centaines de millions de fragments identiques, appelés «polonie». Le séquencage est alors réalisé
directement sur le support ou I'ADN a été amplifié. Son principe est basé sur 1’incorporation
réversible de nucléotides fluorescents (CRT : cyclic reversible termination) et par lecture optique de
la fluorescence (Metzker ML, 2010). 11 s’agit d’une terminaison de synthése basée sur I’utilisation
d’un terminateur réversible contenant un groupement de protection attaché au nucléotide qui termine
la synthése d’ADN. L’¢élimination du groupement de protection par photoclivage utilisant la lumicre
ultraviolette (> 300nm) implique la restauration du groupement fonctionnel du nucléotide incorpore,
ce qui permet a I’ADN polymérase d’incorporer le prochain nucléotide et ainsi de suite.

Le séquencage se fait en temps réel et est basé sur la détection de la fluorescence mais en
présence des 4 nucléotides marqués (avantage par rapport a la technologie 454) et sans recours a
I’¢électrophorese (grand avantage par rapport au séquenceur a capillaire). Des molécules de 25 paires
de bases sont séquencées puis alignées, grace a un logiciel, et comparé a une séquence de référence
pour reconstituer la séquence. Une lecture laser permet alors de détecter simultanément toutes les
positions incorporées. Chaque position étant lue 1’'une apres 1’autre, les erreurs principales de cette
technologie sont des erreurs de substitution d’une base par une autre (Salmela L, 2010). La tres
haute densité de la puce a ADN (plus de 100 millions de molécules par centimétres carrés) permet
de séquencer environ 100.000 paires de bases par seconde. La méthode, peut produire 100 a 200

millions de matrices pouvant étre séquencées sur une méme lame (Metzker ML, 2010).
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111.3.1.1.2 Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire permet d’établir par comparaison de séquences (nucléiques ou
protéiques) des liens génétiques entre des isolats et comprendre leur histoire évolutive depuis une
supposée séquence ancestrale.
Ces liens établis sont traduits par des reconstructions ou arbres phylogénétiques, caractérisés par

leur :

- Topologie ou position des nceuds qui représentent une unité évolutive ou état ancestral ou

actuel des caractéres et

- Longueur qui est la somme de la longueur des branches représentant le nombre de
changements évolutifs (exemple le nombre de substitutions nucléotidiques au sein d’une
séquence qui sont intervenues depuis la divergence de deux taxons. La branche deéfinit les
relations entre les unités évolutives en termes d’ascendance et de descendance.

Ainsi les nceuds représentent les ancétres communs, et la longueur des branches le temps
d’évolution. La distance génétique peut étre définie comme étant le nombre de substitutions réalisées
au cours de I’évolution entre deux séquences (dissimilarité), rapporté au nombre de sites des
séquences. La base de ces analyses est l'alignement des sites homologues dans les séquences, c’est a
dire des sites qui dérivent d'un ancétre commun. De ce fait disposer d’un bon alignement est de

rigueur pour 1’obtention de résultats de qualité.

111.3.1.1.2.1 Méthodes de reconstruction phylogénétique
Il existe deux grands types de méthodes permettant la reconstruction d'arbres
phylogénétiques :
- méthodes basées sur les calculs de distances entre séquences prises deux a deux, c'est a dire le
nombre de substitutions de nucléotides ou d'acides aminés entre ces deux séquences,
- meéthodes basées sur les caractéres qui s'intéressent au nombre de mutations (substitutions /

insertions /délétions) qui affectent chacun des sites (positions) de la séquence.

Méthodes basées sur le calcul de distances génétiques

Le principe de ces méthodes est basé sur le calcul du nombre de substitutions réalisées au
cours de I’évolution entre deux séquences, rapporté au nombre de sites des séquences pour établir la
distance génétique entre deux isolats. Elles estiment la distance évolutive vraie par différents moyens

statistiques et mathématiques, telle que la méthode de calcul de Kimura a deux parametres.
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Il s’agit d’une méthode dont I’hypothése de départ est que les sites de deux séquences évoluent
indépendamment, a la méme vitesse, et que les substitutions se produisent selon deux fréquences :
1I’une pour les transitions (A<=>G, C<=>T) et I’autre pour les transversions (purine<=>pyrimidine),
les transitions se produisant deux fois plus que les transversions. La distance génétique est basée sur
le calcul de ces fréquences de transitions et de transversions observées entre deux séquences
(Kimura M, 1980). Plusieurs méthodes basées sur les matrices de distance existent, dont

principalement :

- La méthode LS (Least Squares) ou méthode des moindres carrées
- La méthode ME (ou minimum d’évolution), utilisée pour un petit nombre de séquences
- La méthode NJ (Neighbor Joining) ou méthode du plus proche voisin

- La UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic) : pour les sequences peu
divergentes.

Cependant, la plus couramment utilisée d’entre-elles est la méthode NJ (Neighbor Joining). Elle
consiste a optimiser les branchements a chaque étape de construction par calcul d’une nouvelle
matrice dans laquelle figurent les distances modifiées. Ainsi, a chaque distance entre deux especes, la
moyenne des distances de chacune d’entre-elles est retirée a toutes les autres. Les longueurs des
branches ainsi que la topologie d'un arbre parcimonieux peuvent étre rapidement obtenue en utilisant
cette méthode (Saitou N et Nei M, 1987).

Méthodes basées sur les caractéres

Ces méthodes utilisent une matrice de caractéres (matrice de caracteres discrets) : I'état des
sites est précisé pour chaque espéce. Il s’agit de méthodes tres lentes car le nombre d'arbres possibles
(topologies) a examiner est tres grand méme pour un petit nombre de séquences et pour chacun de
ces arbres on doit évaluer le nombre minimum requis de substitutions. Cependant, ces méthodes

présentent I’avantage d’étre précises. Parmi elles, deux principales méthodes peuvent étre citées :

- La méthode du MP (Maximum Parcimony) ou Parcimonie maximum, qui recherche le
réseau le plus économique en substitutions permettant le choix du réseau ayant la longueur
totale la plus courte. Elle examine tous les sites nucléotidiques, mais n’en conserve pour
I’analyse que les sites informatifs (Sourdis J et coll., 1988). Ce sont en d’autres termes, des
sites qui favorisent le passage d’une séquence a 1’autre en utilisant le plus petit nombre de

mutations.
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- La méthode du ML (Maximum Likelihood) ou maximum de vraisemblance qui prend en
compte tous les sites nucléotidiques séparément et calcule pour chaque événement
(embranchement, distance entre deux noeuds) la probabilit¢é d’avoir cet événement
(vraisemblance). L’arbre construit est celui des embranchements positionnant les différentes
séquences les plus probables (Felsenstein J, 1981).

La méthode du maximum de vraisemblance est une méthode qui conduit a un résultat tres
proche de l'arbre évolutif réel. De toutes ces méthodes développées, elle est considérée la plus
fiable (Tateno Y et coll., 1994 ; Guindon S et Gascuel O, 2003). Au départ, la méthode était
celle qui demandait la plus grosse puissance de calcul et celle la plus lente. Elle a beaucoup
évolué et est devenue rapide et précise avec la création de la version 3.0 du programme PhyML
(Guindon S et coll., 2010).

Lorsque le taux d'évolution est trés variable d'une branche a l'autre, les trois méthodes (Neighbor
Joining, Maximum Likelihood et Maximum-Parcimony) peuvent a des niveaux différents, ne pas
récupérer la topologie (arbre) réelle (Nei M, 1996). Cependant, avec une ampleur de la divergence de
séquences ne dépassant pas 5% et un nombre de nucléotides > 1000, ces méthodes montrent une
efficacité bonne et comparable dans I'obtention de l'estimation des longueurs de branche et de la

topologie correcte (Tateno Y et coll., 1994).

111.3.1.1.2.2 Supports statistiques de calcul de la robustesse

La robustesse mesure la qualité des résultats. La Valeur de bootstrap (Efron B, 1979) est
devenue la méthode de réference (Felsenstein J, 1985) utilisée pour tester la fiabilité des branches
internes. Le bootstrap consiste a effectuer un tirage des sites au hasard avec remise, donc dans
chaque réplication de bootstrap certains sites peuvent étre présents plusieurs fois, tandis que les
autres peuvent étre absents. Chaque réplication produit un nouvel alignement "artificiel” qui est
utilisé pour construire un arbre "artificiel”. Pour chaque branche interne on calcule le pourcentage
des arbres "artificiels" contenant cette branche. On applique généralement 100 a 1000 re-
échantillonages. Les valeurs de Bootstrap représentent le nombre de fois ou, parmi les arbres
obtenus, on obtient le méme embranchement. Plus cette valeur est élevée, plus la solidité de
I'embranchement est assurée. Les valeurs idéales de bootstrap varient entre 90% et 95%. Cependant,
la valeur limite acceptée est de 70 %. En dessous de cette valeur, la branche n'est plus considérée
comme fiable (Sitnikova T, 1996).
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Pour la méthode du maximum de vraisemblance, la fiabilité des branches est définie par une valeur
de Bootstrap > 95% et pour que la méthode soit statistiquement valable, il faut 1000 réplications de

Bootstrap.

111.3.1.1.2.3 Analyse des recombinants

Elle nécessite des tailles de fragments supérieures a 1000 pb. (Posada D, 2001). Elle
s’applique a des souches qui ne se lient pas de maniére consistante (valeur de Bootstrap < 70). Pour
déterminer leurs sous types, on procéde a des découpages et analyse phylogénique de chaque partie
sur la totalité des séquences a étudier. Des programmes spécifiques permettent une analyse
automatique a partir des alignements découpés en fragments successifs qui se chevauchent le long
des séquences. Les arbres correspondant a ces fragments sont ensuite calculés et les résultats
présentés sous forme de graphique avec des courbes correspondant aux valeurs de Bootstrap.
L'évolution des courbes permet d'estimer les points de recombinaison et determiner les profils. De
nombreuses meéthodes et programmes informatiques de détermination des recombinants existent.
Les plus utilisées d’entre-eux sont :

Le programme « Diversity plotting », de Rega.® 1l estime le pourcentage de diversité entre
les paires de séquences sélectionnées. Pour cela, le programme considere une fenétre de 300 a 500 pb
sur un alignement aprés avoir défini un incrément d’environ 20 paires de base (pb). Il établit en fin
d’analyse, un graphique de comparaisons des distances génétiques entre la séquence a étudier et les
séquences de référence.

Le programme « Simplot/Bootscanning » : Le « Simplot »*° calcule la similarité (en %) de la
séquence a analyser par rapport aux seéquences de référence le long de I’alignement. Plus ce
pourcentage est ¢levé, plus la probabilité d’appartenance d’une souche a un groupe de virus de

référence est grande. Le "Bootscanning"®

est basé sur le méme principe que le Simplot avec la
particularit¢ d’engendrer des arbres le long d’un alignement sur des fenétres avec un incrément
constant. La méthode indique une valeur de "bootstrap” pour chaque arbre produit au cours de
I’analyse. Les différences dans la position de la souche a analyser indiquent une possible

recombinaison (Salminen MO et coll., 1995).

%8 http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghiv.html (Consulté le 02/09/2013).
% http://sray.med.som.jhmi.edu/RaySoft/SimPlot/ (Consulté le 02/09/2013).
http://www.ktl.fi/hiv/mirrors/pub/programs/ (Consultéle 02/09/2013).
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111.3.1.2 Techniques génotypiques alternatives

Single Genom Amplification (SGA)

La SGA initialement appelé SGS (Single Genom Sequencing) est une technique de détection
de variants minoritaires qui par ailleurs est utilisee pour la détection des mutations associées a la
résistance aux antirétroviraux (ARV). Le principe de la SGA appliqué au VIH consiste a réaliser une
PCR a travers plusieurs séries de dilution pour isoler et amplifier I’ADNc viral issu d’un seul clone
viral. Des dilutions en série de ’ADNc produit a partir de ’ARN viral par rétrotranscription
permettent la réalisation de plusieurs concentrations. L’ADNc est amplifié par PCR nichée pour
chacune des concentrations. La dilution présentant moins de 20% des produits d’amplification est
supposée résulter de ’amplification d’un seul clone viral (isolat) d’apres la loi de distribution de
Poisson. Les produits d’amplification issus de cette dilution sont ensuite séquenceés et analysés. L’un
des avantages du SGA est de limiter le risque de recombinaison génétique in vitro puisque I’ADNc
issu d’un seul clone sert de matrice pour chacune des PCR. Le SGA permet I’identification de
populations minoritaires résistantes au traitement antirétroviral, de facon plus sensible que le
génotypage standard. En effet, elle permet de détecter 10% des mutations de résistance en plus de
celles détectées par les techniques de séquencage classique, ce qui lui confere un avantage certain
dans le suivi de la variabilité génétique et la détection des mutations associées a la résistance aux
ARV (Palmer et coll., 2005). La technique peut étre utile dans la cartographie des mutations liées a
un échappement cellulaire aux réponses immunitaire humorale, notamment dans le cadre du
développement vaccinal (Salazar-Gonzalez et coll.,, 2008). Bien qu’elle représente un
investissement en termes de temps et de colt, la méthode est devenue la référence pour I’isolement
de quasi-especes virales au sein d’une population spécifique et pour 1’analyse de la diversité au sein
d’une population virale infectant un individu donné a un instant donné. C’est le cas d’une étude
menée en Tanzanie chez les professionnelles du sexe (PS) pour déterminer la distribution des sous-
types, infections multiples et fréquence des recombinaisons et une autre menée au Sénégal chez les
MSM pour la détermination des variants minoritaires et la confirmation des doubles infections
(Kiwelu et coll., 2013 ; Leye N et coll., 2013).
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PCR en temps réel alléle spécifigue

C’est une technique de de PCR en temps réel de détermination de variants minoritaires
(Hauser A et coll., 2012). Extrémement sensible, elle détecte des mutations ponctuelles par des PCR
spécifiques d’alléles. De toutes les techniques de détermination des variants minoritaires, elle est la
moins colteuse. Cependant, elle nécessite une sonde individuelle pour chaque mutation, ce qui
constitue une limite dans son utilisation en routine, en lien avec le nombre élevé de mutations

associées a une résistance aux ARV.

Génotypage par HMA (ou Heteroduplex Mobility Assay)

Autre méthode alternative d’étude de la diversité génétique des souches de VIH (Delwart EL
et coll., 1993), elle est basée sur 1’analyse électrophorétique des hétéroduplexes. La partie V3-V5 du
gene gp120 ou la p24 du géne gag est amplifiée et hybridée avec un produit homologue obtenu a
partir d’un plasmide référence de chaque sous-type ou recombinant connu. Apres hybridation, les
hybrides obtenus sont analysés par électrophorése. Si la souche est différente de la référence, il se
forme une boucle au point de divergence génétique et ce défaut d’appariement se traduit par des
anomalies de mobilité, contrairement a une souche semblable a la référence. L’analyse de cette
mobilité permet de décider de quel groupe le virus étudie est le plus proche. Cependant, la technique
présente quelques inconvénients car elle nécessite une mise a jour permanente des plasmides. Par
ailleurs, elle ne permet pas de différencier certaines souches comme les sous types A et G et
CRF02_AG (Buonaguro L et coll., 2004 ; Heslop OD et coll.,, 2009). Cette technique est

actuellement délaissée.

Génotypage par MHA (Multi-region Hybridation Assay)

Le MHA a pour but de caractériser les sous-types ou recombinants et de détecter de
potentielles doubles infections aprés amplification de plusieurs régions génomiques (gag, pol, env,
vpu, nef, tat) du VIH-1 (Hoelscher M et coll., 2002 ; Guimar&es ML et coll., 2012). Il s’agit d’une
technique d’hybridation basée sur la reconnaissance sonde-séquence cible spécifique utilisant la PCR
en temps réel. Elle est utilisée avec succes dans les zones du monde ou circule un nombre limité de
sous-types comme I’Afrique de I’Est (A, C et D), I’Asie (B, C et CRFO1_AE) ou I’Amérique latine
(B, F et CRF12_BF) (Herbinger KH et coll., 2006 ; Kijak GH et coll., 2007 ; Hierholzer J et
coll., 2002).
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La HMA représenterait un plus gros challenge pour I’Afrique de I’Ouest et du Centre du fait de la
circulation d’une multitude de sous-types/CRF. Malgré cela, il a été développé avec succés un
nouveau test MHA basé sur 3 régions (gag pl7, vpu et nef) du génome viral permettant
I'identification de huit variants communs du VIH-1 circulant dans ces deux zones (Vidal N et coll.,
2013).

111.3.2 Détermination des sous types par sérotypage

Elle se fait par une technique ELISA qui est d’une grande efficacité pour discriminer les deux
types de virus, VIH-1 et VIH-2. Par ailleurs, la technique est utile pour le diagnostic des infections a
groupes N et O (Depatureaux A et coll., 2010 ; Vallari A et coll., 2010).
Néanmoins, la technique reste moins sensible pour différencier les différents sous-types du groupe M
(Plantier JC et coll., 1999 ; Casseb J et coll., 2002). Cette technique est actuellement délaissée.

La grande diversité génétique du VIH associée a I’infidélité de la transcriptase inverse et au
phénomene de recombinaison génetique necessite le besoin permanent de développer de nouvelles
molécules et nouvelles cibles thérapeutiques antirétrovirales. Par ailleurs, pour obtenir une bonne
suppression de la réplication virale et une restauration de 1’immunité, une association d’au moins 3

molécules antirétrovirales est requise.

Chapitre IV : Traitement antirétroviral et résistance aux antirétroviraux

La premiere molécule antirétrovirale : AZT ou Zidovudine a été découverte en 1987 (St Clair
MH et coll., 1987). Depuis, beaucoup de progres ont été enregistrés point de vue découverte autant
en termes de nombre de molécules qu’en termes de cibles thérapeutiques. Cette avancée a eu comme
impact de favoriser la survie des patients séropositifs et d’améliorer considérablement leur qualité de
vie (Gulick RM et coll., 2010 ; Jordan MR et coll., 2011).

Avec I’avénement des inhibiteurs de la protéase (IP) en 1996 la trithérapie consistant a associer
2 INTI a 1 IP permettant un traitement antirétroviral hautement actif (ou HAART pour Highly active
antiretroviral therapy) devient le traitement standard. Avec I’apparition en 1998 des inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), de nouveaux schémas HAART deviennent
possibles (Vella et coll., 2012).
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Par sa capacité a diminuer la morbidité et mortalité liées a I’infection a VIH/SIDA et a augmenter
I’espérance de vie des patients, la trithérapie a révolutionné la thérapeutique antirétrovirale (Palella
FJ et coll., 1998 ; Hogg R et coll., 2008). Cependant, vu que les traitements ARV durent toute la
vie, leur efficacité est mise en mal, principalement en raison des difficultés d’adhésion au traitement,
de leur toxicité, mais également de la possibilit¢ d’émergence de virus résistants. En effet la
résistance aux antirétroviraux (ARV) est un phénomene inévitable et de plus en plus élevée au cours
du temps. (Tozzi V et coll.,, 2006). De ce fait, en plus de 1’évaluation de nouvelles stratégies
d’utilisation, il y a un besoin permanent de développer de nouvelles molécules et nouvelles cibles
thérapeutiques a puissance accrue et propriétés pharmacocinétiques améliorées (Ghosh R et coll.,
2011).

IV.1 Différentes classes de molécules antirétrovirales
IV.1.1 Molécules existantes

Le traitement antirétroviral ne permet pas 1’éradication du virus, mais permet de réduire a un
niveau indétectable sa multiplication afin d’empécher 1’émergence de virus resistants. Pour arriver a
cela, la thérapeutique antirétrovirale doit cibler et contrecarrer de maniere spécifique, les différentes
étapes du cycle de réplication : i) I’attachement du virus a la surface de la cellule hote grace aux
antagonistes des co-récepteurs, ii) la fusion des membranes virale et cellulaire via les inhibiteurs de
fusion, iii) la rétrotranscription de I’ARN en ADNc grace aux inhibiteurs de la transcriptase inverse,
iiii) I’intégration de I’ADN proviral dans le génome cellulaire a travers les inhibiteurs de 1I’intégrase
et la maturation des particules virales via les inhibiteurs de la protéase (Tang MW et Shafer RW,
2012). Actuellement, 25 molécules antirétrovirales reparties en 6 classes sont approuvées par I’US
Food en Drug Administration (FDA).%

$http://www.fda.gov/ForConsumers/byAudience/ForPatientAdvocates/HIVandAIDSActivities/ucm118915.htm
(Consulté, le 26 Aolt 2013).
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Figure 23 : Cibles des molécules antirétrovirales (Metifiot M et Coll., 2010).

Pour assurer une thérapie hautement active contre la réplication virale, une association
minimale de 3 molécules est requise. Pour le cas particulier de la chimioprophylaxie de la
transmission de la mére a ’enfant (PTME), cette trithérapie qui était en 2010 une option parmi
d’autres recommandée par I’OMS, devient deésormais 1’unique option, selon les nouvelles
recommandations 2013 sur 1utilisation des traitements ARV.*

Les 2 stratégies thérapeutiques les plus adaptées recommandées par I’OMS en traitement de
premiére ligne, associent en trithérapie 2 INTI et 1 IP ou 2 INTI + 1 INNTI. Dans les pays du Sud, le
dernier schéma est le plus largement utilisé (Hamers RL et coll., 2013). En absence de contre-
indication, I’association en dose fixe (TDF+ 3TC (ou FTC) + EFV) est préférée si elle est

disponible.?®

$2http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727_eng.pdf (Consulté le 10/08/2013).
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L’association de 3 INTI présente une efficacité virologique inférieure associée a une grande toxicité
médicamenteuse et favorise la sélection relativement rapide de mutations de résistance (Morillo
Verdugo R et coll., 2005). Par contre, une association de 4 INTI intégrant le Ténofovir donne de
meilleurs résultats, notamment chez les patients en échec de premiére ligne (Stephan C et coll.,
2009).

En 2°™ ligne, selon les recommandations de POMS 2013, les IP plus puissants sont les
molécules de choix.? Enfin les nouvelles molécules telles que les inhibiteurs d’entrée, les inhibiteurs
de I’intégrase, les nouvelles générations d’INNTI et d’IP sont réservées aux traitements des patients
en échec de seconde ligne (Gallien S et coll., 2011 ; Eron JJ et coll., 2013).

1VV.1.1.1 Les inhibiteurs d’entrée et de fusion
L'entrée du VIH-1 se fait suite a la fusion des membranes virale et cellulaire et ’introduction

du materiel génétique viral dans le cytoplasme de la cellule héte. A Chacune de ces deux étapes
correspond une classe d’ARV. Seules deux molécules sont aujourd’hui disponibles : le Maraviroc et
I’Enfurvitide (T-20).

IV.1.1.1.1 Antagonistes du co-récepteur CCR5

Le co-récepetur CCR5 est devenu recemment une nouvelle cible des thérapies antirétrovirales
(Latinovic O et coll., 2009). Le Maraviroc (Celsentri®), est le premier antagoniste de co-récepteurs
ayant obtenu son autorisation de mise sur le marché. Il présente des propriétés pharmacologiques
avantageuses, avec une bonne biodisponibilité par voie orale et une meilleure capacité de diffusion
dans les compartiments profonds (Dumond JB et coll., 2009).
L’utilisation du Maraviroc qui n’est actif que sur les virus a tropisme R5, utilisant le CCR5 comme
corécepteur est tres limitée (Gulick et coll., 2008). Il s’oppose a I’attachement du virus a la surface
de la cellule en empéchant la liaison entre la gp120 et le CCR5 par modifications de conformation au
niveau de la gp4l (Kuritzkes DR, 2011). La molécule est indiquée chez les patients ayant recu un
traitement antirétroviral antérieur et infectés par des virus de tropisme R5. Son efficacité en
association a d’autres antirétroviraux a été démontrée par des essais cliniques (étude MOTIVATE-1
et -2), chez des patients en multi-échecs (Gulick RM et coll., 2008). Des antagonistes du CXCR4
(AMD-3100 et KRH3955) ont été étudiés et constituent des agents prometteurs dans 1’arsenal
thérapeutique anti-VIH-1 (Hendrix CW et coll., 2000 ; Murakami T et Coll., 2009).
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IV.1.1.1.2 Inhibiteurs de fusion

L'Enfurvitide ou T-20 est le premier inhibiteur de I’entrée du virus dans la cellule
commercialisé. Par liaison au complexe trimérique HR-1, il empéche l'association de HR-1 avec
HR-2 qui inhibe le phénoméne de fusion-lyse et bloque ainsi I'entrée du virus (Moyle G et Coll.,
2003). Associé a un traitement de base optimisé, la T-20 assure une suppression virale significative
accompagnée d’une bonne restauration immunitaire sur une période de 24 semaines (Bonora S et
coll., 2012). Méme si la molécule est bien toléree, son colt et surtout son mode d’administration
(injection sous-cutanée) occasionnant des réactions douloureuses au site d'injection, limite son usage
a long terme. La T-20 a une efficacité prouvée dans de nombreux essais cliniques ou son association
a un traitement optimisé améliore considérablement les taux de réponse aux nouvelles molécules
telles que le Tipranavir, le Darunavir et le Maraviroc (Fatkenheuer G et coll., 2008, Clotet B et
coll., 2007). Malgré ceci, la molécule n’échappe pas au phénomene de résistance en lien avec des
substitutions dans la région HR1 de la gp41 (Kuritzkes, 2011).

Des inhibiteurs de fusion de nouvelle génération obtenus par substitution, actifs sur les
souches de VIH-1 résistantes au T-20 sont en cours de développement (Pan C et coll., 2009 ; Naito
T et coll., 2009).

IV.1.1.2 Les inhibiteurs de I’Intégrase

Depuis que l'intégrase a été reconnue comme une cible thérapeutique pour le traitement de
l'infection a VIH, de remarquables progres ont été enregistrés dans le développement des
médicaments antirétroviraux. Les molécules de cette classe agissent en entrainant une diminution de
I'intégration du VIH dans les chromosomes de I'hdte (Witvrouw M et coll., 2004 ; McColl DJ et
coll., 2010).

Le Raltégravir est le premier inhibiteur d'intégrase approuvé par le FDA. D’abord utilisé pour
les patients en échec thérapeutique (en 2007), il va par la suite servir de traitements de 1lére ligne
(FDA notifications, 2009).% 11 est en effet plus toléré et peut constituer une alternative a I'Efavirenz
dans le cadre d'un traitement de premiére ligne en association avec le Ténofovir et 'Emtricitabine
(Lennox JL et coll., 2009). La molécule est indiquée pour le traitement des adultes en échec
virologique, présentant une résistance multiple aux ARV (Stellbrink HJ et coll., 2009).

Le Raltégravir est également efficace contre le VIH-2 (Gottlieb GS et coll., 2011). 1l agit en
inhibant de facon compétitive la réaction de transfert de brin de I'ADN proviral par liaison avec les

ions métalliques dans le site actif de I’intégrase (Witvrouw M et coll., 2004).

% http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2009/022145s013Ibl.pdf (Consulté le 16/02/2013).
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Le Dolutegravir (DTG) est efficace contre les souches de VIH résistantes aux inhibiteurs de
I’intégrase de 1ére génération avec des effets secondaires similaires au placebo (Vandeckerckhove

L, 2010). D’autres inhibiteurs de I’intégrase sont en développement (Ghosh RK et coll., 2011).

IV.1.1.3 Les inhibiteurs de la transcriptase inverse
Ils sont regroupés dans 2 grandes familles de molécules antirétrovirales qui ont une action

inhibitrice sur la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN complémentaire.

IV.1.1.3.1 Inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la Reverse Transcriptase

Premiére famille de molécules antirétrovirales développées, les INTI sont des analogues des
nucléosides naturels dont ils different généralement par ’absence d’hydroxyle en 3’. Ce sont des
inhibiteurs compétitifs qui doivent subir une triple phosphorylation dans la cellule infectée pour étre
actifs (Sarafianos SG et coll., 2009). lIs agissent au niveau du site de polymérisation de I’enzyme et
bloquent 1’¢longation de I’ADN. Leur intégration dans ’ADN en cours de formation empéche
I'incorporation de nouvelles bases. L'élongation de la chaine d'ADN proviral ainsi bloquée empéche
toute réplication. Les INTI sont actifs sur les 2 types de virus VIH-1 et VIH-2. Plusieurs analogues
nucléosidiques/nucléotidiques ont été approuvés par la FDA (AZT, 3TC, ddl, d4T, FTC, TDF et
ABC). Cependant, I'OMS recommande depuis 2010 apres évaluation des codts, le remplacement
progressif dans les lignes de traitements de la DAT (vue sa toxicité) par ’AZT ou le TDF, méme
chez les patients pour qui I’échec virologique n’a pas été documenté.®
En lien avec sa toxicité limitée il a été démontré que le TDF présente plus de bénéfice que I’AZT et
serait dans un contexte de non disponibilité de la charge virale plus préférable (Tang MW et coll.,
2013).

Le TDF est un nucléotide monophosphate appartenant a la classe des inhibiteurs
nucléotidiques de la RT qui nécessite une double phosphorylation au lieu de 3 pour étre actif
(Tsibris AM et Hirsch MS, 2010). Présentant une demi-vie intra-cellulaire beaucoup plus longue
que les INTI, il est le seul représentant actuel de sa classe.

L’association TDF/FTC (Truvada) administrée par voie orale, ayant montré une baisse de 75% de
I’incidence du VIH, est le premier traitement préventif contre le VIH destinée aux personnes a risque

hétérosexuel approuvé par le FDA (Baeten JM et coll., 2012).

% http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241599764 eng.pdf (Consulté, le 14/02/2013).
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Beaucoup d’espoir sont permis pour I’administration (vaginale ou rectale) du TDF, en application
locale dans le cadre d’une prophylaxie pré-exposition sous forme de gel (Rohan LC et coll., 2010 ;
Baleta A, 2010 ; Sokal DC et coll., 2013). Son administration par voie orale a également montré des
résultats encourageants (Peterson L et coll., 2007 ; Guest G coll., 2010) mais parfois avec une
différence d’efficacité non significative comparée au Truvada (Baeten JM et coll., 2012).

1V.1.1.3.2 Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

Découverts en 1998, les INNTI sont des inhibiteurs non compétitifs de la TIl. Sans subir de
transformation, ils agissent directement au niveau d’une poche hydrophobe, distincte mais proche du
site actif de I’enzyme au niveau de la sous-unité p66. L’inhibition de I’enzyme se fait par une
distorsion du site polymérasique actif (De Clercq E, 1998). La poche hydrophobe de la p66 ou se
lient les INNRT est moins conservée que le site de liaison des dNTPs, ce qui confere au virus une
prédisposition a développer rapidement des résistances vis a vis des molécules de cette classe.

Les INNTI sont des composés hautement actifs sur le VIH-1, mais ils restent inefficaces sur le VIH-
2 et le VIH-1 groupe O du fait d’une résistance naturelle (Balzarini J, 2004).

La quasi-totalité des INNTI de premiére génération (Névirapine, Efavirenz, Délavirdine) ont
le méme mécanisme d’action, ce qui fait qu’une seule mutation au niveau du site de liaison de la
molécule suffit pour entrainer une résistance croisee au sein de la classe (Tsibris et Hirsch, 2010).

L’Etravirine ayant vu le jour en 2008 tout comme la Rilpivirine, récemment commercialisée
et dont I’efficacité a été prouvée sont des INNTI de seconde génération a barriere génétique plus
élevée que les INNTI de premiere génération (Sax PE, 2008 ; Cohen CJ et coll., 2012).

L’Etravirine est efficace lorsqu’elle est utilisée en trithérapie de 2¢me ligne, chez des patients

présentant une résistance multiple aux ARV (Sax PE, 2008 ; Schiller DS et coll., 2009).

La Rilpivirine présentant une puissante activité antirétrovirale est caractérisée par une longue demi-
vie. Mieux tolérée que les INNTI de 1ére génération, elle présente une efficacité similaire a celle de
I’Efavirenz, 'INNTI actuellement la plus largement utilisé. Elle présente cependant une résistance
croisée avec I’Etravirine (Azijn H et coll., 2010).

La disponibilité de la Rilpivirine en association avec le Ténofovir et I’Emtricitabine en combinaison
a dose fixe, rend son utilisation encore plus attrayante. Néanmoins son efficacité chez les patients
ayant une charge virale de base elevée (supérieure a 5 log) doit faire 1’objet d’évaluation
(Fernandez-Montero JV et coll., 2012 ; Lyseng-Williamson KA et coll., 2012).
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IV.1.1.4 Les Inhibiteurs de la protéase

Suite a la découverte qu’une mutation au niveau du géne pol de la région de la protéase
empéchait la maturation du précurseur de la polyprotéine Gag, I’enzyme protéase fut considérée
comme une cible potentielle pour un traitement antirétroviral (Oxford JS et coll., 1989 ; Park J et
coll., 1993). Les IP ont la propriété d'aller occuper le site actif de la protéase avec une haute affinité
et bloquer ainsi l'activité de I'enzyme méme a des concentrations trés basses.®

Depuis 1998, dix IP dont le Ritonavir (présentant une action inhibitrice sur le cytochrome
P450) ont été mis sur le marché. Par ailleurs, les IP sont métabolisés par le cytochrome P450. De ce
fait, ils sont généralement administrés en association avec le Ritonavir a faible dose, ce qui permet
une augmentation de la demi-vie du produit auquel il est associé, baissant ainsi le nombre de prises et
la toxicité médicamenteuse, d’ou le terme d’IP boosté (von Moltke LL et coll., 1998 ; Lichterfeld
M et coll., 2003). Les IP sont actifs sur les deux types de VIH (1 et 2). Suivant leur degre de
tolérance et leur barriere génetique, plusieurs générations d’IP existent. Les IP de 1lere genération
(Indinavir, Saquinavir, Nelfinavir, Ritonavir) présentent une barriere génétique assez basse
favorisant ’émergence rapide de résistance croisée et sont associés a des effets secondaires assez
Sérieux.

Pour répondre au souci de limiter les effets secondaires et de minimiser le risque d’émergence
de mutants résistants associés aux IP de premiere generation, de nouvelles générations de molécules
généralement utilisées en cas d’échec thérapeutique de 1ére ligne (Lopinavir/Ritonavir) voire chez
des patients présentant une résistance multiple (Darunavir, Tipranavir) ont été developpées (Vergani
B et Rusconi F 2011).

Le GS-9350 (Cobocistat) est une molécule capable d’améliorer 'efficacité d'autres molécules
antirétrovirales co-administrées (réle de booster), pouvant constituer une alternative possible pour le
Ritonavir (Mathias AA et coll., 2010).

Plusieurs combinaisons intégrant des inhibiteurs de la Tl dont I’objectif est de réduire le
nombre de prises avec la meilleure tolérance, ont été développées et approuvées par la FDA, alors
que d’autres sont en cours de développement. Pour les combinaisons déja approuvées, on peut citer
I’Atripla associant (Efavirenz, Ténofovir et Emtricitabine), la pilule 4-en-1 nommée QUAD
associant  (Elvitégravir, Ténofovir et Emtricitabine et le Cobicistat (GS9350) et
Complera™/Eviplera™ associant (Rilpivirine, I’Emtricitabine et le Tenofovir) (Permpalung N et
coll., 2012).

®http://www.pistes.fr/transcriptases/47_415.htm (Consulté le 20/02/2013).
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Comparées entre elles, les deux combinaisons (QUAD et Compléra) présentent une efficacité
comparable et meilleure que celle de I’Atripla, (Lyseng-Williamson KA et Scott LJ, 2012 ;
Bernardini C et Maggiolo F, 2013).

Tableau Il : Liste des ARV approuvés par la FDA et commercialisés en 2013.%

Non générique (DCI) Abréviation Nom commercial
Inhibiteurs nucléosidiques/Nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI)

Zidovudine AZT Rétrovir®
Didanosine DDI Videx®
Stavidune DAT Zérit®
Lamivudine 3TC Epivir®
Emtricitabine FTC Emtriva®
Abacavir ABC Abacavir®
Tenofovir disoproxil* TDF Viread®
Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI)

Névirapine NVP Viramune®
Efavirenz EFV Efavirenz®
Delavirdine DLV Rescriptor®
Etravirine ETV Intelence®
Rilpivirine RLV Edurant®
Combinaisons associant des INTI

Zidovudine + Lamivudine AZT + 3TC Combivir®
Abacavir + Lamivudine ABC + 3TC Epzicom®
Tenofovir + Emtricitabine TDF + FTC Truvada®
Inhibiteurs de la protéase

Saquinavir SQV Invirase®
Ritonavir RTV Norvir®
Indinavir IDV Crixivan®
Nelfinavir NFV Viracept®
Fosamprenavir Fos-APV Telzir®
Lopinavir/ritonavir LPVI/r Kaletra®
Atazanavir ATZ Reyataz®
Tipranavir TPV Aptivus®
Darunavir DRV Prézista®
Inhibiteur du corécepteur CCR5

Maraviroc MRV Celzentry®
Inhibiteurs de fusion

Enfurvitide T20 Fuzéon®
Inhibiteurs de I'intégrase

Raltégravir RVG Isentress®
Dolutégravir DTG Tivicay®
Combinaisons en prise unigque

Zidovudine + Lamivudine + Abacavir AZT + 3TC +ABC Trizivir®
Tenofovir+Emtricitabine+Efavirenz TDF+FTC+EFV Atripla®
Emtricitabine+Rilpivirine+Tenofovir FTC+RLV+TDF Complera®

Elvitegravir+Cobicistat+Emtricitabine+Tenofovir EVG+GS9350+FTC+TDF  Stribild®

36http /Imww.fda.gov/ForConsumers/byAudience/ForPatientAdvocates/HIVandAIDSActivities/ucm118915.htm
(Consulté, le 26/08/2013).
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IV.1.2 Molécules antirétrovirales en développement
Avec I’apparition permanente de souches de VIH résistantes aux molécules antirétrovirales
disponibles, disposer de molécules ARV actives devient un souci constant. Il y’a donc nécessité de
poursuivre la recherche pour disposer de nouvelles molécules mieux tolérées avec une barriére
génétique plus élevée aussi bien pour les classes d’ARV déja connus que dans le cadre de nouvelles
cibles thérapeutiques (Ghosh RK et coll., 2011).

IV.1.2.1 Classes existantes (en développement)
Concernant les INTI, 4 molécules de 2éme génération (Amdoxovir, Elvucitabine, Racivir,
Apricitabine) sont en cours de développement, mais exception faite de I’ Apricitabine, les essais de

phase 11 n‘ont pas montré une grande promesse thérapeutique (Ghosh R et coll., 2011).

Pour les INNTI,

Les INNTI sont caracterisés par une faible barriére génétique, une toxicité élevée associée a
des réactions d’hypersensibilité. La recherche de nouvelles générations de molécules d’INNTI est
basée sur leur capacité a rester actifs devant certaines mutations specifiques de résistance aux INNTI
déja connues. C’est sur cette base que I’Etravirine, molécule déja approuvée a été synthétisee ainsi
que la Dapavirine, molécule en cours d’investigation hotamment en application vaginale (Zhan Pet
coll., 2009 ; Cranston RD et coll., 2013)

D’autres molécules comme le GSK 2248761, RDEAS806 et BILR 355 BS font l'objet d'essais
de phase 1l (Usach I et coll., 2013)

Pour les inhibiteurs de I’intégrase, un analogue du Raltégravir, I’Elvitegravir (EVG) est en
phase |11 de développement (Ghosh RK et coll., 2011 ; Quashie PK et coll., 2012). L’Elvitégravir a
présenté une bonne activité antivirale au cours des essais de phase I1b mais présente in vitro le méme
profil de résistance que le Raltégravir. Il a été par ailleurs montré que la combinaison en dose fixe a
base de d’Elvitegravir potentialisé par le Cobicistat en association avec I’Emtricitabine et le
Ténofovir, constituerait une nouvelle stratégie de traitement attrayante chez les patients naifs (Sax
PE et coll., 2012).

Dans la classe des inhibiteurs de fusion, le Sifuvirtide présente une activité antirétrovirale,
une tolérance, une demi-vie et un profil de résistance améliorés comparé a I’Enfurvitide permettant
une réduction des doses et du nombre de prises. Le Sifuvirtide est hautement efficace contre des
souches résistantes a I’Enfurvitide (T20) (Henrich TJ et Kuritzkes DR, 2013).
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Avec des mécanismes d’action différents, la combinaison Sifuvirtide avec la T20 peut améliorer
I’efficacité et le profil de résistance, ce qui pourrait amener a une réduction de la posologie et du
nombre de prises (He Y et coll., 2008 ; Pan C et coll., 2009). A ce jour, il n'a pas encore été mis en
évidence de rapports de résistance croisée entre I'Enfurvitide et le Sifuvirtide (Ghosh et coll., 2011).
Avec des résultats extrémement prometteurs, I’essai de phase 1Ib du Sifuvirtide vient de s’achever.®’

Une étude menée en Chine évaluant le potentiel du Sifuvirtide formulé en gel microbicide
préventif a montré une efficacité contre les VIH-1 sous-types B, C, CRFO7_BC et CRFO1_AE et une
stabilité du gel d’au moins 8 semaines, méme a 40°C in vitro et in vivo. Ces résultats suggérent que
le Sifuvirtide pourrait faire I’objet d’un essai pré-clinique ou clinique en tant que microbicide
vagino-rectal pour la prévention de la transmission sexuelle du VIH. En outre le Sifuvirtide est
susceptible d'exercer son effet synergique avec d'autres classes d'antirétroviraux, tels que les
inhibiteurs de la transcriptase inverse et les inhibiteurs de la protéase, et ainsi étre utilisé dans le

développement d’un candidat microbicide plus puissant (Li L et coll., 2012).

Dans la classe des antagonistes des co-récepteurs du CCR5, le Vicriviroc presentait une
bonne alternative au Maraviroc. Cependant, suite a des essais de phase I11 (VICTOR-E3 et VICTOR-
E4) n’ayant montré aucun avantage réel en termes d’efficacité et de réduction des effets secondaires,
le développement de ce produit a eté arrété (Caseiro MM et coll., 2012). D’autres antagonistes du
CCRS5 ont ete étudiés notamment, le Cenicriviroc en phase 2b d’essais aprés des résultats d’essais
précoces encourageants, 1’Aplaviroc qui, aprés des essais de phases Ilb assez prometteurs, est en
phase 3 de développement (Kuritzkes DR, 2009 ; Henrich TJ et Kuritzkes DR, 2013).

1V.1.2.2 Nouveaux concepts thérapeutiques
IV.1.2.2.1 Les inhibiteurs d’entrée
Afin d’empécher I’entrée du virus dans les cellules CD4+, I’inhibiteur peut cibler soit des
éléments cellulaires comme les anticorps monoclonaux dirigés contre les co-récepteurs ou
la molécule CD4, soit le récepteur viral représenté par la gp120 pour s’opposer a sa liaison avec la
molécule CDA4. Le développement des antagonistes du co-recepteur CXCR4 n'a pas encore connu de
succes a ce jour (Alexander L et coll., 2009 ; Moyle G et coll., 2009 ; Henrich TJ et coll., 2013).
A T’opposé, pour les antagonistes du CCRS5, de nouvelles molécules comme le PRO 140 sont

en cours de développement. Il s’agit d’un anticorps monoclonal dirigé contre le co-recepteur CCR5.

$http://www.chinadaily.com.cn/regional/2010-08/09/content_11124662.htm. (Consulté, le 26/02/2013).
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L’injection sous-cutanée du PRO 140 a travers une étude de phase Il randomisée en double aveugle,
contrblée par placebo, a démontré une bonne tolérance et une activité antirétrovirale puissante et
prolongée chez des adultes infectés par des VIH-1 de tropisme R5. Cet essai démontre la preuve du
concept d’un anticorps monoclonal administré par voie sous-cutanée (Jacobson JM et coll., 2010).
Le PRO 140, capable d’une inhibition totale des isolats R5, n’a aucun effet sur les isolats de tropisme
X4 (Cilliers et coll., 2003).

Les anticorps monoclonaux anti-CD4 bloquent I'interaction entre la gp120 et le CD4 et
inhibent le processus d'entrée virale par liaison avec la molécule CD4. Une molécule est a 1’étude;
Ibalizumab, initialement appelé TNX 355 (Jeffrey M et coll., 2009).

L’Ibalizumab fait actuellement l'objet d'un essai clinique de Phase Il (Ghosh et coll., 2011).
Cette molécule n'empéche pas la liaison du gpl20 au CD4, mais diminuerait la flexibilité du
récepteur CD4, ce qui entrave l'acces de la gp120-CD4 liée au CCR5 et CXCR4 (Zhang XQ et coll.,
2006). Ces anticorps anti-CD4 n'ont montré aucun effet indésirable grave a court terme, ni de
déplétion du taux de CD4 (Jeffrey M et coll., 2009).

Concernant le blocage de la liaison gp120/CD4, la PRO 542 (CD4-1gG2) est une protéine de
fusion tétravalente congue pour empécher l'attachement du virus par sa glycoprotéine 120 a la
molécule CD4. Elle neutralise largement les isolats primaires du VIH-1 en se liant a la glycoprotéine
gp 120. Elle a demontré une activité antirétrovirale, sans toxicité significative lors des essais a des
doses uniques allant jusqu'a 25 mg/kg, associée a une réduction significative du taux d’ARN

plasmatique en particulier chez les patients a un stade avancé (Fletcher CV et coll., 2007).

IV.1.2.2.2 Les inhibiteurs de I’intégration du génome viral dans le génome cellulaire

Le LEDGF/p75 (pour Lens epithélium-derived growth factor), est une protéine cellulaire
(Cherepanov P et coll.,, 2003) qui a été identifice comme étant un cofacteur essentiel de
I’intégration du VIH-1. En interagissant directement avec 1’intégrase, LEDGF/p75 permet le ciblage
et ’intégration du génome viral dans des régions spécifiques du génome humain (Cribier A et coll.,
2007 ; Schrijvers R et coll., 2012). La réplication virale efficace est tres fortement tributaire de ce
cofacteur. En effet, il a été démontré que des souches VIH de laboratoire étaient capables de se
répliquer en l'absence de LEDGF/p75 mais présentaient un défaut de réplication drastique
(Schrijvers R et coll.,, 2012). Le mécanisme des inhibiteurs du LEDGF/p75 differe de celui des

inhibiteurs de l'intégrase.
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Deux membres prometteurs de ce groupe sont : le CX04328, puissant inhibiteur de l'interaction
LEDGF/p75-intégrase et de la réplication virale qui n’a montré aucune toxicité sur des cultures
cellulaires ni de résistance croisée avec les inhibiteurs d'intégrase comme le Raltégravir et
I’Elvitégravir ; le CX06387, le plus puissant a ce jour et trés fortement sélectif. 1l a produit de bonnes
données sur la toxicité préliminaires, ce qui fait de lui un candidat trés prometteur pour le

développement clinique (Ghosh RK et coll., 2011).

IVV.1.2.2.3 Les inhibiteurs de maturation

Le Bevirimat est la premiére molécule de cette classe. Il perturbe la réplication du VIH en
empéchant la maturation virale, par inhibition d’une étape tardive du processus de transformation de
Gag. Par opposition aux inhibiteurs de la protéase qui ciblent le site actif de la protéase, il se fixerait
sur Pr55Gag, bloguant la conversion du précurseur de capside du VIH-1 CA-SP1 (p25) en protéine
de capside (p24) mature (Nguyen AN et coll., 2011) conduisant ainsi a la formation de virions
immatures et peu infectieux. C’est un puissant inhibiteur contre un large éventail d’isolats du VIH-1,
parmi lesquels des variants résistants. Cependant, il présente une sensibilité réduite vis-a-vis des
souches présentant des mutations de résistance aux IP. En effet pour les isolats de VIH présentant
une résistance a un inhibiteur de la protéase, la prévalence des mutations de résistance au Berivimat
est porté a 45% (Verheyen J et coll., 2010). En raison d’une biodisponibilité faible (Lalezari J et
coll., 2009) et sa sensibilité diminuée vis-a-vis des souches présentant les mutations de résistance aux
IP (Verheyen J et coll., 2010), le développement de la molécule a été arrété (Ghosh RK et coll.,
2011).

Chacune des molécules de I’arsenal important des drogues antirétrovirales peut étre utilisée
dans le cadre d’une trithérapic antirétrovirale capable d’amener la réplication virale a un niveau
indétectable. Cependant cette inhibition de la réplication virale dépend essentiellement de I’efficacité
du traitement antirétrovirale administré, la bonne adhésion du patient et la sensibilité de la souche
virale infectante au traitement administré. Toutefois, plusieurs obstacles se dressent contre cette
efficacité thérapeutique : effets indésirables, toxicité, pénétration limitée des médicaments dans
certains réservoirs viraux, 1’observance du traitement, les co-infections, en particulier (hépatites et
tuberculose) et I'emergence de souches de VIH résistantes. La survenue de la résistance aux ARV est

I’une des causes majeures de I’échec thérapeutique.
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V.2 Résistance aux antirétroviraux
IV.2.1 Définition

La résistance est définie comme une persistance de la réplication virale en présence d’un
inhibiteur normalement actif. Elle est liée a la sélection de quasi-especes virales comportant des
mutations dans les génes des enzymes (protéase, transcriptase inverse, intégrase) ou des protéines
(protéine d'enveloppe gp41l) cibles de la thérapeutique antirétrovirale.
Trois types de résistance sont décrits :

e la résistance naturelle qui est le résultat d’un polymorphisme naturel. C’est le cas du VIH-1
groupe O et du VIH-2, naturellement résistants aux INNRT.

e la résistance acquise ou induite, également appelée résistance secondaire qui survient chez
un patient sous traitement ARV. Elle est le résultat d’'une multiplication virale en présence
d’une concentration de medicament sub-optimale non suffisante, pour induire une reduction
significative de la réplication virale.

e la résistance primaire ou transmise qui est observée chez des patients naifs de tout

traitement antirétroviral, infectés par des souches d’emblée résistantes.

La sélection de mutations de résistance est liée essentiellement au taux d’erreurs élevé de la
transcriptase inverse non dotée d’une fonction d’édition et a la pression de sélection exercée par un
TARYV sub-optimal. Ainsi, du fait d’un taux de mutations de 1’ordre de 1-10 par cycle de réplication,
la transcriptase inverse génere des variants ou essaims au sein de la population virale globale (Ji J et
coll., 1992).

Le facteur déterminant pour la survenue des mutations de résistance est la vitesse de
réplication qui en présence d’un traitement ARV inefficace, va éliminer la population sensible pour
favoriser I’émergence de souches résistantes en raison de leur avantage réplicatif.

Eu égard a cela, la molécule antirétrovirale ne serait pas directement inductrice de résistance mais
serait plut6t responsable de la sélection de la souche virale la plus apte a se développer dans le
nouvel environnement qu’elle impose, sur la base de la capacité de réplication et de mutation
intrinséque (Shafer RW et coll., 1999). La survenue de la résistance dépend donc de facteurs
pharmacologiques (taux sub-optimal d’antirétroviral, interactions médicamenteuses), de la puissance
du traitement antiviral mais aussi de la « barriere génétique » du virus vis a vis des différents
antirétroviraux, c'est-a-dire du nombre de mutations requises pour qu’un virus acquiert une
résistance. La vitesse d’émergence d’une souche résistante dépend de sa « barriere génétique». C’est
ainsi que la Névirapine (NVP) et la Lamividune (3TC) ne nécessitent qu’une seule mutation pour

développer un haut niveau de résistance lors d’un traitement qui les comporte.
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Pour certaines molécules telles que L’AZT, mais particuliérement les IP, I’accumulation dans le
temps de plusieurs mutations est nécessaire pour 1’acquisition de la résistance (Zhang YM et coll.,
1997P ; Preston BD et coll., 1988 ; Shafer RW, 2002). La figure 27 représente la pression de

sélection médicamenteuse sur I’émergence de mutants résistants.
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Figure 24 : Sélection de variants résistants sous la pression d’un traitement ARV non
suppressif (Delaugerre C, 2007).

IVV.2.2 Mutations associées a la résistance aux antirétroviraux

Les mutations de résistance sont divisées en deux catégories (Shafer RW, 2002) :

e les mutations majeures a impact considerable sur la sensibilité du virus aux antirétroviraux.
Elles surviennent au niveau du site actif de I’enzyme (ou au niveau de la cible) et conferent
une résistance phénotypique mesurable.

e les mutations mineures qui augmentent la résistance seulement lorsqu'elles sont associées a
d’autres mutations ou compensent l’activité réplicative par la présence des mutations
majeures. Elles se situent généralement a distance du site actif et peuvent diminuer le fitness
viral.

D’autres types de mutations ont été rapportés sur des genes ne codant pas les cibles
thérapeutiques. C’est le cas de celles survenant au niveau des sites de clivage (p7/pl et p1/p6) situes
sur le géne gag. Elles pourraient jouer un rdle dans la résistance, en particulier contre les inhibiteurs
de protéase (Zhang YM et coll., 1997, Larrouy L et coll., 2010) et compenseraient la capacité de

réplication réduite de virus résistants aux médicaments (Verheyen J et coll., 2006).
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Des mutations isolées dans les sites de clivage de gag ne semblent pas conférer une résistance aux IP,
mais elles pourraient se substituer a des mutations mineures (Banke S et coll., 2009).

Aucune classe de molécules décrites a ce jour, méme celles de découverte récente n’échappe

aux mutations de résistance aux ARV (Shafer RW et Schapiro JM, 2008 ; Jhonson VA et coll.,
2011). Trois algorithmes d’interprétation des mutations de résistance établis par des experts et mis a
jour régulierement existent : le HIV French Resistance algorithm,® HIV drug resistance database®
et Rega Institute Drug Resistance Interpretation Algorithm.*
Globalement les algorithmes d’interprétation des mutations aux ARV sont comparables, cependant
certaines discordances persistent entre eux (Ravela J et coll., 2003). Le nombre de discordances qui
semble étre significativement associé au sous-type viral (Snoeck J et coll., 2006) serait plus
important pour les sous-types non-B (Yebra G et coll., 2012). Avec sa mise a jour annuelle, la liste
de ’AS-USA Mutations Associated With Drug Resistance (https://www.iasusa.org/), représente un
consensus d’experts prenant en compte les 3 algorithmes pre-cités (Johnson VA et coll., 2003 ;
Johnson VA et coll., 2009 ; Johnson VA et coll., 2011, Johnson VA et coll., 2013).

Tableau 11l : Mutations associées a la résistance aux inhibiteurs d’entrée (Johnson VA et coll.,
2013).
MUTATIONS IN THE ENVELOPE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO ENTRY INHIBITORS
7] 1 y i} i ] L]
Enfuvirtides 3% 7 2B E] 40 42 43
i} W A R H T 1]
5 M
E

Maraviroc Sem Lser Mote

Tableau IV : Mutations associées a la résistance aux inhibiteurs de I’intégrase (Johnson VA et

coll., 2013).

MUTATIONS IN THE INTEGRASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO INTEGRASE STRAND TRANSFER INHIBITORS

E i3 q
Dolutegravirs 12 146
A 5 H
4 I
- ) I 5 0
Elvitegravir= 73 -] 87 T 4E 155
] 1] A R H
& G H
K K
i L I E G Y g .l
Raltegravir= T4 52 57 12 W 5] 155
M ] A A R H H
K H K
C R

*8 http://www.hivfrenchresistance.org/ (Consulté le 02/03/2013).
% http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/HIVdb.html (Consulté le 02/03/2013).
“0 http://regaweb.med.kuleuven.be/ (Consulté le 02/03/2013).
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Tableau V : Mutations associées a la résistance aux INTI et aux INNTI
(Johnson VA et coll., 2013).

MUTATIONS IN THE REVERSE TRANSCRIPTASE GENE AS50CIATED WITH RESISTANCE TO REVERSE TRANSCRIFTASE INHIBITORS

Nudeoside and Nudeotide Analogue Reverse Transcriptase Inhibitors (nRTls)®
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Tableau VI : Mutations associées a la résistance aux IP (Johnson VA et coll., 2013).

MUTATIONS IN THE PROTEASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO PROTEASE INHIBITORSPS!
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1VV.2.2.1 Mutations associées aux inhibiteurs de fusion

Les mutations de résistance aux IF sont localisées entre les codons 36 et 45 situées dans le
site de liaison de I’Enfurvitide. Elles sont constituées des mutations G36D/S, 137V, V38A/MIE,
Q39H/R, Q40H, N42T et N43D (Conf. tableau IV).

Une seule mutation de résistance liée aux IF suffit généralement a réduire de ’ordre de 10 fois la
sensibilité a la molécule, alors que cette proportion passe a environ 100 avec deux mutations (Melby
T et coll., 2006 ; Su C et coll., 2006).

Les preuves que les souches de VIH résistantes a I’Enfurvitide répliquent moins bien que les
souches sensibles ont été rapportées par des études de compétition in vitro (Lu J et coll., 2004) et
études sur des patients en arrét de traitement montrant une réversion rapide a 16 semaines chez la
plupart des individus (Deeks S et coll., 2007).
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Par ailleurs, il a été rapporté par plusieurs études que les mutations accessoires situées en dehors du
site de liaison a ’enzyme (N126K, N137K et S138A), lorsqu’elles sont associ€ées aux mutations en
position 36-45 amélioreraient le fitness viral (Su C et coll., 2006 ; Tolstrup M et coll., 2007 ; Wood
MP et coll., 2013).

1VV.2.2.2 Mutations associées aux inhibiteurs de ’intégrase

Il s’agit d’une classe d’ARV qui a fait I’objet de beaucoup d’essais cliniques depuis son
apparition en 2007 (Santos AF et Soares MA, 2010). En association aux INRT, elle ouvre la
perspective sur de nouvelles stratégies de traitements a prise unique prometteuses pour une large
utilisation dans les traitements de premiere ligne ou chez des patients en échec thérapeutique
(Messiaen P et coll., 2013). La majorité des mutations qui leurs sont associées sont localisées au
niveau de leur site de liaison a I’enzyme. Certaines d’entre-elles peuvent diminuer par elles-mémes
la sensibilité aux ARV, tandis que d’autres en association avec certaines mutations de résistance aux
inhibiteurs de I’intégrase présentent un effet compensateur de la baisse du fitness viral (Lataillade M
et coll., 2007).

Il semblerait que l'intégrase presente autant de polymorphisme naturel que la protéase, mais
les mutations de polymorphisme conduisant a une résistance de haut niveau y sont rarement, voire
jamais observées chez les patients naifs de traitements (Low A et coll., 2009). Cependant, 1’activité
de I’intégrase et la réplication virale sont affectées par les différentes mutations qui lui sont associées
(Lu R et coll., 2004 ; Delelis O et coll., 2009).

Pour le Raltégravir 3 voies ou profils de mutations conférant un niveau de résistance éeleve,
existent (Malet I et coll., 2008 ; Delelis O et coll., 2009 ; Ni XJ et coll., 2011).

Les deux voies les plus freguemment rencontrées sont constituées par la mutation N155H
associée a (L74M, E92Q ou G163R) et la mutation Q148H/R/K associée a G140A/S (Malet | et
coll., 2008). Comparee a la voie Q148H/R/K, la voie N155H exposait a plus de réduction de la
sensibilité au Raltégravir et présenterait de ce fait une plus grande capacité réplicative (Fransen S et
coll., 2012).

A cOté de ces deux voies, d’autres mutations sélectionnées in Vvivo ou in Vvitro,
polymorphiques (T97A et V1511) ou non polymorphiques (L74R, E138A/K, N155S, H183P,
Y226D/F/H, S230R et D232N ont également été rapportées pour la molécule (Malet | et coll.,
2008 ; Delelis O et coll., 2009 ; Fransen S et coll., 2009).

La 3eme voie de résistance moins fréquente et de survenue plus tardive est constituée par la
mutation Y143R/C/H souvent associées aux mutations E92Q et T97A (Quercia R et coll.,
2009 ; Blanco JL et coll., 2011 ; Ni XJ et coll., 2011).
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La mutation Y143G qui interférerait avec la fin du processus de transcription inverse n'a aucun effet
sur le transport nucléaire. Par contre elle aurait un léger effet sur I'intégration et serait de ce fait liée a
un taux de réplication plus faible (Tsurutani N et coll., 2000 ; Delelis O et coll., 2010).

La voie N155 est généralement celle observée la premiére au début de I'évolution de la
résistance au Raltégravir. Elle est par la suite remplacée dans la plupart des cas, par des mutations
appartenant a la voie Q148 ou a la voie Y143 (Quercia R et coll., 2009). Enfin, en présence de
N155H, Y143C diminuerait le niveau de résistance a I’intégrase, ce qui laisserait supposer que ces
deux mutations ont des effets antagonistes (Ni XJ et coll., 2011).

L’Elvitégravir présente un profil de mutations de résistance commun au Raltégravir (E92Q,
E138K, Q148H/R/K et N155H), impliquant un taux important de résistance croisée entre les deux
molécules (Blanco J-L et coll., 2011). A cété de cela, I’Elvitégravir est associé a des mutations
primaires qui lui sont propres (T661/A/K et S147G) pouvant chacune isolément entrainer une baisse
de sa sensibilité (Shimura K et coll., 2008 ; Metifiot M et coll., 2010 ; Blanco J-L et coll., 2011).
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Figure 25 : Structure de I’intégrase montrant les positions de mutations majeures conférant la
résistance aux inhibiteurs de I’intégrase (Metifiot M et coll., 2010)

1VV.2.2.3 Mutations associées aux INTI

Elles regroupent la mutation M184V, les mutations liées aux analogues de la thymidine
(TAM, pour thymidine analog mutations), les mutations liées aux schémas thérapeutiques ne
contenant pas les analogues de la thymidine, les mutations entrainant des résistances multiples aux

INTI et plusieurs mutations accessoires non polymorphiques (Shafer RW et Schapiro JM, 2008).
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Figure 26 : Modele structural représentant la Tl du VIH-1 cristallisée avec un INTI et les
mutations de résistance aux INNTI (Shafer RW, 2002).

Les grosses boules dorées représentent la molécule ARV. Les positions liées a la résistance aux INTI sont
représentées par de petites boules violettes et des traits colorés en vue de face (A) et par derriére (B)

e M184V

Il s’agit de la plus fréquente mutation associée a la résistance aux INTI (Shafer RW et
Schapiro JM, 2008 ; Sharma PL et coll., 2009). Elle se produirait seule dans 17,4% des séquences
mutantes (Rhee S et coll., 2004). In vitro, elle entraine une résistance croisée et de haut niveau au
3TC et FTC, une résistance de bas niveau pour la ddl et ABC et une augmentation de la sensibilité a
I’AZT, d4T et TDF (Whitcomb JM et coll., 2003 ; Trivedi V et coll., 2008). La signification
clinique et phénotypique de la mutation M184V est influencée par la présence ou pas d'autres
mutations de résistance aux INTI. C’est ainsi qu’elle montre une sensibilité accrue au Ténofovir
associée a la K65R (White KL et coll., 2002), alors qu’avec la méme mutation K65R ou L74V, la
M184V entraine une résistance croisée et de haut niveau a I'ABC et au ddl (White KL et coll.,
2002 ; Rhee S et coll., 2004). En revanche, un minimum de trois TAM associés a la M184V sont
requises pour entrainer une résistance de haut niveau a I’ABC et au ddI (Whitcomb JM et coll.,
2003; Lanier ER et coll., 2004 ; Rhee S et coll., 2004 ; Marcelin AG et coll., 2005).

L’ Apricitabine, nouvelle molécule de la classe des INTI constitue une bonne alternative pour
les patients présentant la mutation M184V seule ou en association avec des TAM (Chan P et coll.,
2011).
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e Mutations liées aux analogues de la thymidine (TAM)

Les TAM sont sélectionnées par les analogues de la thymidine (AZT et d4T). lls diminuent la

sensibilité de ces INTI et dans une moindre mesure celle de I’ABC, du ddl et du TDF (Whitcomb
JM et coll, 2003). L’accumulation de TAM se fait selon 2 profils distincts mais
chevauchants (Marcelin A et coll., 2004 ; Cozzi-Lepri A et coll., 2005). i) Le profil | inclut les
mutations M41L, L210W et T215Y. ii) Le profil Il comprend les mutations D67N, K70R, K219Q/E
et parfois T215F (Cozzi-Lepri A et coll., 2005).
Le profil I, plus que le profil 1, entraine une résistance croisée & ABC, ddl et TDF et provoque une
hausse des niveaux de résistance phénotypique et clinique pour les analogues de la thymidine. Par
ailleurs, la combinaison de la mutation secondaire R284K et le profil TAM | est responsable d’une
résistance de haut niveau au Ténofovir et ’Emitricitabine, dévoilant un nouveau mécanisme par
lequel les mutations secondaires sont sélectionnées dans le cadre des mutations de résistance aux
ARV (Betancor G. et coll., 2012). L'importance clinique du profil 11 est moins bien élucidée.

D'autres mutations dans plusieurs positions TAM sont communes. Les plus courantes sont les
révertants T215 partielle T215C/D/E/I/SIV (Yerly S et coll., 1998) ; K219N/R et K70E/G qui ont un
effet phénotypique totalement opposeé a celles de K70R, diminuant la sensibilité a ABC, ddl, TDF,
3TC, FTC et augmentant celle de I’AZT (Sluis-Cremer N et coll., 2007 ; Bradshaw D et coll.,
2007).

Les mutations les plus rencontrées chez les patients présentant un échec virologique dans un
régime sans analogues de la thymidine comprennent la M184V isolée ou en association avec K65R
ou L74V/l1 (Moyle G et coll., 2005 ; Gallant JE et coll., 2006 ; McColl DJ et coll., 2008). K65R
entraine une résistance intermediaire a TDF, ABC, ddl, 3TC et FTC, une résistance de bas niveau au
d4T et une susceptibilité accrue a AZT (Antinori A et coll.,, 2007). Il a été proposé que son
émergence précede celle de K70E qu’elle remplace et qui partage avec elle, le méme profil de

résistance (Van Rompay KK et coll., 2007).

L74V/1 entraine une résistance intermédiaire a la ddl et ABC et une légére augmentation de la
sensibilité a ’AZT et au TDF (McColl DJ et coll., 2008 ; Trivedi V et coll., 2008). Méme si K70R
et T215F étaient les plus fortement liées a un risque élevé de sélection de la L74l, cette mutation se
trouve associe a des TAM multiples peut-étre du fait d’une augmentation moindre de la sensibilité a
I’AZT et au TDF (Wirden M et coll., 2006).
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e Mutations associées a des résistances multiples aux INTI

C’est le cas :

- des insertions d'acides aminés au niveau du codon 69 de la TI. Associée a une résistance
intermédiaire a la 3TC et FTC et une résistance de haut niveau a I'AZT, 3TC, d4T et ABC.
Cette insertion se produit géneralement en présence de TAM multiples (Masquelier B et
coll., 2001).

- de la mutation Q151M a 2-PB (CAG — ATG), habituellement accompagnée d’au moins
deux des mutations suivantes : A62V, V751, F77L, F116Y (Zaccarelli M et coll., 2004 ;
Shafer RW et Schapiro JM, 2008 ; Mohamad S et coll., 2012). Le complexe Q151M
sélectionnée aprés plusieurs lignes de traitement comportant des analogues nucléosidiques
confere une résistance de haut niveau a I’ensemble des autres analogues nucléosidiques de la
RT a I’exception du TDF (Harada S et coll., 2007 ; Mbisa JL et coll., 2011). 1l est rarement
sélectionné par les régimes contenant 3TC ou FTC. Ce complexe survenant rarement est
observé chez moins de 5% des patients ayant recu, la ddl en association avec I’AZT ou la
d4T (Van Vaerenbergh K et coll., 2000).

e Autres mutations associees a la résistance aux INTI

Plusieurs mutations non polymorphes (K20R, T39A, K43E/Q/N, E203D/K, H208Y, D218E,
H221Y, K223Q et L228H/R) généralement liées a des mutations majeures ont été decrites dans le
domaine de la polymérase. C’est ainsi que les mutations T39A, K43EQN, E203KD et H208Y sont
généralement associées au TAM. Ces mutations non polymorphes, ont des effets limités sur la
sensibilité du VIH-1 aux INTI et sur la réplication (Saracino A et coll., 2006).

De nombreuses autres mutations ont également été décrites dans le domaine de connexion et
le domaine RNaseH de la transcriptase inverse du VIH-1 (Radzio J et coll., 2010 ; Roquebert B et
Leleu J, 2010). II s’agit de 20 substitutions différentes qui peuvent étre présentes seules ou plus
généralement en association avec des mutations de résistance «classiques» (Roquebert B et Leleu J,
2010).

Les mutations, associées aux TAM comme la N348I et la G333D, augmentent la résistance a
I’AZT. Elles peuvent affecter la capacité de I'enzyme a reconnaitre et a intégrer les analogues de
nucléotides sur le site actif de I'ADN polymérase active et diminueraient ainsi la sensibilité aux INTI

via 2 mécanismes :
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i) un changement conformationnel dans la région « pouce » qui se traduit par un ralentissement de
I’activité polymérasique (Zelina S et coll., 2008) responsable d’une augmentation du temps
d’excision des INTI (AZT et d4T) ; ii) une diminution de I’activité ribonucléasique provoquant le
ralentissement de la dégradation du brin d’ARN matrice qui augmente ainsi le temps d’excision
par la Tl des INTI déja incorpores (Delviks-Frankenberry KA, 2007).

1V.2.2.4 Mutations associées aux INNTI

Les INNTI sont caractérisés par une barriere génétique faible et seulement une a deux
mutations leurs suffisent pour induire une résistance souvent croisée et de haut niveau (Casado JL et
coll., 2000 ; Shafer RW, 2002 ; Lecossier D et coll., 2005). La majorité de ces mutations sont
localisées dans la poche hydrophobique de liaison aux INNTI ou a proximité de celle-ci (Sarafianos
Setcoll,, 2004 ; Ren J et coll., 2008).

Figure 27 : Modéle structural de la T1 du VIH-1 cristallisée avec la Névirapine (boules jaunes)
et les mutations de résistance aux INNTI (Shafer RW, 2002).

Les positions liées a la résistance aux INNTI (en rouge) entourent la poche hydrophobe dans laquelle la
Névirapine et les autres INNT] se lient.

4 catégories de mutations de résistance aux INNTI existent :

e Les mutations primaires qui entrainent une résistance de haut niveau a un ou plusieurs
INNTI. Elles sont les premieres a se développer lors d’un traitement aux INNTI.

e Les mutations secondaires qui ont des conséquences cliniques de taille pour le choix de
I’Etravirine. Elles se produisent généralement en combinaison avec les mutations primaires.

e Les mutations mineures non-polymorphes qui entrainent une diminution de la sensibilité
aux INNTI. Elles surviennent seules ou en combinaison avec d'autres mutations de résistance
aux INNTI.
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e Les mutations accessoires polymorphes qui modulent les effets des autres mutations de
résistance aux INNTI (Shafer RW et Schapiro JM, 2008).

Mutations primaires de résistance aux INNTI
Ce sont les mutations : K103N/S, V106A/M, Y181C/I/V, Y188L/C/H, G190A/S/E capable

de provoquer chacune une résistance de haut niveau a la Névirapine et une résistance variable a

I'Efavirenz (Bacheler L et coll., 2001 ; Rhee S et coll., 2006). Ces mutations sont sans effet sur
I’Etravirine exception faites de celles en position 181 et dans une moindre mesure celles en position
190, susceptibles de compromettre la réponse a la molécule (Madruga JV et coll., 2007 ; Maiga Al
et coll., 2010). Associées, les deux mutations K103N et Y181C conferent une résistance de haut
niveau a la Névirapine et a la Délavirdine (Casado JL et coll., 2000).

Mutations secondaires majeures de résistance aux INNTI

Les mutations secondaires: L100I, K101P, P225H, F227L, M230L et K238T sont
généralement associées aux mutations primaires de résistance aux INNTI. En présence de la K103N,
les mutations L1001, K101P, P225H et K238T/N entrainent une baisse de la sensibilité a la NVP et a
I’EFV (Parkin N et coll., 2006 ; Rhee S et coll., 2006). La F227L survient toujours en combinaison
avec la V106A entrainant une baisse de la sensibilité a la NVP (Balzarini J et coll., 1998 ; Zhang Z

et coll., 2007). La M230L qui peut survenir de facon isolée, diminue considérablement la sensibilité
de tous les INNTI disponibles, y compris ceux de seconde génération comme I'Etravirine et la
Rilpivirine (Xu HT et coll., 2010 ; Anta L et coll., 2013).

Les mutations V179F, F227C, L234l et L318F sont rares, mais connaissent une importance
accrue depuis la mise sur le marché de I’Etravirine. Elles entrainent en association avec la mutation
Y181C/1/V, une baisse de la sensibilité a I’Etravirine (Anta L et coll., 2013 ; Harrigan PR et coll.,
2002 ; Vingerhoets J et coll., 2005). La mutation Y318F a elle seule, est suffisante pour conférer un

haut niveau de résistance a la Délavirdine (Harrigan PR et coll., 2002).

Mutations mineures de résistance aux INNTI
A98G, K101E, V108l et V179D/E sont des mutations de résistance communes aux INNTI.

Elles réduisent de 2 a 5 fois, la sensibilité a la Névirapine et I'Efavirenz (Rhee S et coll., 2004).

La K103R survient de facon isolée chez environ 1% des patients naifs de tout traitement,
mais elle ne présente aucun effet sur la sensibilité aux INNTI. Par contre, cette méme mutation,
réduirait considérablement la sensibilité a tous les INNRT actuellement approuvées lorsqu’elle se

trouve associée a la \V179D.
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La V179D seule, réduirait d’environ 15 fois la sensibilité a la NVP et a I'EFV (Parkin NT et coll.,
2006). Par ailleurs, la mutation V179D et rarement les mutations A98G et V108I peuvent étre
observées chez les patients naifs de tout traitement aux INNTI (Shafer R et coll., 2007 ; Derche A
et coll., 2008).

La mutation la plus commune émergeant au cours d’un traitement a base de Rilpivirine est la
mutation E138K, qui se produit souvent en combinaison avec M184l. E138K est susceptible
d'entrainer une résistance croisée aux autres INNTI limitant ainsi I'utilisation de cette classe (Schafer
JJ et Short WR, 2012). La E138K serait responsable d’une diminution de la sensibilité a la
Rilpivirine, mais vue sa barriere génétique élevée en comparaison aux INNTI de premiere
génération, il y a nécessité de I’émergence de plusieurs mutations pour que la résistance soit effective
(Azijn H et coll., 2010 ; Wainberg MA, 2013). La mutation M230L est une mutation rare qui se
trouve souvent associée a la E138K chez les patients sous Rilpivirine (Asahchop EL et coll., 2011).
Enfin, il a été démontré une résistance croisée entre la Rilpivirine a ’Etravirine (Bunupuradah T et

coll., 2011 ; Imaz A et coll., 2013).

Mutations accessoires polymorphes de résistance aux INNTI
Plusieurs mutations tres polymorphes de la TI, telles que la K101Q, 1135T / M, V179l et la

L283I, réduisent la sensibilité a la NVP et a I'EFV et peuvent agir en synergie avec les mutations
primaires des INNTI (Ceccherini-Silberstein F et coll., 2007 ; Gupta S et coll., 2011).

D'autres mutations comme la L74V, H221Y, K223E/Q, L228H/R et N348l sont sélectionnées
principalement par les INTI, mais peuvent entrainer également une réduction de la sensibilité aux
INNTI (Dykes C et Demeter LM, 2007 ; Yap SH et coll., 2012). V90l et V106l sont des mutations
tres polymorphes qui sont associées a une réponse virologique diminuée a [I'Etravirine
(Sungkanuparph S et coll.,, 2008). Enfin, il existe des arguments de taille en faveur d’une
hypersensibilité aux INNTI par les TAM, en particulier de type | (M41L / L210W / T215Y),
(Whitcomb J et coll., 2002 ; Shulman N et coll., 2004).

IV.2.2.5 Mutations associées aux inhibiteurs de la protéase

Il s’agit de la classe d’ARV qui sélectionne le plus de mutations de résistance (conf. tableau V1). lls
existent deux classes de mutations de résistance liées au géne de la protéase : les mutations
«majeures» survenant les premiéres, responsables d’une diminution importante de la capacité
catalytique de la protéase et les mutations «mineures» ou accessoires survenant plus tardivement,

responsables d’une diminution de I’affinité de la protéase pour I'IP.
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Ces deux types de mutations sont habituellement acquis de fagon graduelle par accumulation de
plusieurs mutations. Certaines mutations mineures de polymorphisme sont communes aux souches

du VIH-1 non-B et ne présentent aucun impact sur la résistance (Doulla-Bell F et coll., 2004).

Figure 28 : Modele structural des deux sous-unités de la protéase du VIH-1 (Shafer RW, 2002).
L’enzyme (positions 1 a 99) est présentée sous forme de squelette polypeptidique cristallise avec
I'Indinavir et les mutations de résistance aux IP. Le site actif (positions 25 a 27) est représenté sur
les deux sous-unités sous forme de petites boules et traits colorés en violet. Les grosses boules dorées
représentent I’IDV.

e Mutations majeures de résistance aux IP

Elles peuvent réduire la sensibilité aux IP administrés seuls ou en association avec d’autres IP.
Ainsi, parmi les mutations liees aux IP, certaines peuvent entrainer la baisse de la sensibilité avec la
modification d’un seul acide aminé. C’est le cas des mutations : M46l1/L associée a la résistance a
I’IDV, D30N associée a la résistance au NFV, 147A associée a la résistance au LPV, 150V associée
a la résistance au FPV et la I50L associée a la résistance a I’ATZ. D’autres mutations peuvent induire
une résistance croisée aux IP. C’est le cas de la mutation I’'I84A/V, responsable d’une résistance a
I'IDV et au NFV.** Pour d’autres molécules, singuliérement les IP de 2éme et 3éme génération a
barriere génétique ¢€levée, I’accumulation de plusieurs mutations est nécessaire pour 1’expression

d’une résistance. Ce sont les exemples du :

- LPV nécessitant parmi les mutations : L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F, M46l/L, 150V,
F53L, I54M/L/T/V, L63P, A71I/LIVIT, V82A/F/SIT, 184V et L90OM, au moins 4 & 5 pour
I’acquisition d’une résistance intermédiaire et au moins 6 pour I’acquisition d’une résistance

totale.

http://www.hivfrenchresistance.org/2012/Algo-sep-2012.pdf (Consulté le 29/09/2013).
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- DRV neécessitant parmi les mutations : V111, V321, L33F, 147V, 150V, 154L/M, T74P, L76V,
184V, L89V, 3 pour l’acquisition d’une résistance intermédiaire et au moins 4 pour
I’acquisition d’une résistance totale.*?

Plusieurs mutations sont associées a une sensibilité accrue a un ou plusieurs IP. C’est le cas de
la mutation 150L, qui augmente la susceptibilité de tous les IP a I’exception de I’Atazanavir
(Colonno R et coll., 2004), de la mutation L76V qui augmente la sensibilité a I'Atazanavir, au
Saquinavir et au Tipranavir (Wiesmann et coll.,, 2011 ; Tartaglia A et coll., 2009), la mutation
I50V qui augmente la sensibilité au Tipranavir et a I’Atazanavir (Elston R et coll., 2006), la
mutation 154L qui augmente la sensibilité au Tipranavir (Talbot A et coll., 2010) et la mutation

N88S qui augmente la sensibilité au Fosamprenavir (Ziermann R et coll., 2000).

e Mutations mineures ou accessoires de résistance aux IP

Elles peuvent survenir a de différents endroits du site actif de ’enzyme et peuvent avoir un

impact sur son architecture moléculaire et sa stabilité (Ala PJ et coll., 1998).
Ces mutations réduisent la sensibilité aux IP, quand elles sont associées a d'autres mutations de
résistance aux IP ou compensent les défauts de réplication liés a d'autres mutations de résistance. Ce
sont les mutations aux positions 10, 36, 63 trés polymorphes et les mutations aux positions 20 et 71
qui améliorent la processivité de la Protéase afin de compenser la diminution du fitness des souches
présentant des mutations majeures de résistance (Mammano F et coll., 1998 ; Hoffman NG et coll.,
2003 ; van Maarseveen N et coll., 2006)

Les autres mutations accessoires sélectionnées par les IP peuvent étre polymorphiques :
mutations 113V, D60E, 162V, V771 et 193L, ou non-polymorphiques et peu communes : mutations
V11l, E34Q, E35G, K43T, K451, K55R, Q58E, T74P/A/S, V75I, N83D, P79A / S, 185V, L89V,
T91S, Q92K et C95F23 (Wu TD et coll., 2003 ; Svicher V et coll., 2005 ; Rhee SY et coll., 2005).
Plusieurs de ces mutations non-polymorphes ont été utilisés pour definir les scores de sensibilité
génotypique au TPV/r (E35G, K43T, Q58E, T74P et N83D) et au DRV/r (V11I, T74P, et L89V). Par
ailleurs, 1’accumulation des mutations en fonction de la molécule concernée (TPV/r, DRV/r) est
associée a une sensibilité réduite a I’IP en question. (Baxter JD et coll., 2006 ; de Meyer S et coll.,

2008 ; Stirmer M et coll., 2011). Les effets sur d’autres IP de ces mutations n’ont pas été évaluées.

“Zhttp://www.hivfrenchresistance.org/2012/Algo-sep-2012.pdf (Consulté le 29/09/2013).
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Cependant, il a été rapporté que leur présence avant l'initiation d’un traitement antirétroviral est

corrélée a une sensibilité réduite aux premiéres générations d’inhibiteurs de protéase (de Meyer S et

coll., 2008).

e Mutations au niveau des sites de clivage de Gag

IL a été montré une association entre des mutations telles que A431V ou 1437V situées sur les

sites de clivage au niveau de la région NC-SP2-p6 de gag et des mutations au niveau de la protéase
(Maguire MF et coll., 2002 ; Dam E et coll., 2009 ; Kolli M et coll., 2009).
C’est ainsi que la mutation A431V, située dans le site de clivage p7/pl, a été décrite comme pouvant
étre associée aux mutations de résistance M461/L, V82A/F/T ou 154V liées a la protéase, alors que
les mutations S373Q et L449P situées a deux endroits différents de sites de clivage de Gag ont été
associées aux mutations de la protéase K20I/R/M et L89M/I (Malet I et coll., 2007 ; Kolli M et
coll., 2009). Les mutations liées aux sites de clivage sont plus fréquentes chez les patients traités que
chez les patients naifs, ce qui laisse supposer qu’elles seraient soumises a la pression de sélection
(Banke S et coll., 2009).

Un virus présentant a la fois des mutations sur le gene de la protéase et au niveau des sites de
clivage de gag, par opposition a un virus muté uniquement au niveau de la protéase, permet une
récupération partielle de la capacité réplicative du virus par augmentation du clivage des précurseurs
Gag et Gag-pol, (Zhang YM et coll., 1997 ; Maguire MF et coll., 2002 ; Parry CM et coll., 2009).
Parallelement a cela, il a été démontré que des changements dans les sites de clivage de Gag, en
particulier en région NC/p1, peuvent compenser les défauts de la capacité replicative d'une protéase
résistante, comme ils peuvent a I’inverse contribuer a la résistance aux IP (van Maarseveen NM et
coll., 2012).

Enfin, comme les mutations liées aux IP, les mutations au niveau des sites de clivage de gag
retrouvées de facon isolées, peuvent se comporter comme des mutations de résistance mineure et
réduiraient ainsi I’activité catalytique de la protéase (Nijhuis M et coll., 2007 ; Banke S et coll.,
2009 ; Dam E et coll., 2009). Néanmoins, ces mutations et particulierement celles situées en région
MA-CA-SP1 de Gag peuvent avoir un impact positif sur la réponse au traitement antirétroviral a
base d’IP (Dam E et coll., 2009).
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e Mutations de résistance aux IP spécifiques de sous-types

Les IP sont autant efficaces sur les souches B que sur les souches non-B. Ceci a été confirmé
par un grand nombre d’études in vivo (Rhee S et coll., 2006). Cependant, les mutations de
polymorphisme (113V, K20l, M361 et 193L) spécifiques des souches non-B peuvent survenir au
niveau de points de mutations accessoires des sous-types B (Parkin N et coll., 2004 ; Santos AF et
Soares AM, 2010).

Habituellement, le mécanisme d’acquisition de la résistance ne varie pas en fonction du sous-
type ; mais quelques exceptions échappent a cette regle (Wainberg MA et Brenner BG, 2012).
C’est le cas de la mutation D30N survenant plus chez les souches de sous-type B (Cane P et coll.,
2001 ; Santos AF et Soares MA, 2011), la mutation N88S émergeant plus chez le sous type
CRF01_AE apres un traitement au NFV (Ariyoshi K et coll., 2003), les mutations L90M, le plus
souvent rencontrée chez les sous-types C et F (Cane P et coll., 2001 ; Calazans A et coll., 2005).
Enfin on peut citer les exemples de la mutation L89V prédominante dans le sous type CRF02_AG
(Santoro MM et coll., 2012) et la mutation T74P associée a la résistance au TPV et responsable
d’une réduction de la sensibilit¢ au NFV, principalement retrouvée dans le sous-type C et plus

rarement au niveau des autres sous-types (Rhee S et coll., 2006 ; Santoro MM et coll., 2012).

IV.2.3 Surveillance de la transmission de la resistance aux ARV

La transmission de virus d’emblée résistants peut influencer négativement l'efficacité des
traitements de premiére ligne. Elle est responsable d’un échec virologique précoce (Chaix ML et
coll., 2007). Ainsi, les patients nouvellement mis sous ARV porteurs de virus d’emblée résistants
débutent leur traitement avec des chances de succes thérapeutiques réduites. Ceci est liée a, la
modification de la barriere génétique des molécules qui devient plus faible avec des risques certains
d’échec virologique et de développement de la résistance, méme aux molécules pour lesquelles la
souche était sensible. Il en découle des options de traitement initial limités et des réponses sous-
optimales aux ARV administrés (Little SJ et coll., 2002 ; Daar ES et coll., 2005).

La transmission de souches résistantes constitue un réel probléeme de santé publique,
particulierement pour les pays a faibles ressources, du fait du nombre limité d’ARV de 1% ligne,
voire le nombre limité ou non disponibilité des molécules de 2°™ ligne. Afin de limiter le probléme
par une réduction de 1’émergence et transmission de souches résistantes, I’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) a élaboré une stratégie simplifiée de détermination et surveillance des seuils de

résistance aux ARV pour (HIVDR-TS : HIV drug résistance threshold survey).
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Pour la mise en ceuvre de ces stratégies, ’OMS renforce les capacités locales des pays et les
accompagnent dans la mise en ceuvre, 1’évaluation et ’exploitation des résultats d’enquétes (Bennett
D et coll., 2008). Les enquétes sont généralement menées dans les services de consultation prénatale
ou services de dépistage volontaire du VIH (Somi GR et coll., 2008 ; Nguyen HT et coll., 2008).
Les critéres d’inclusion sur lesquelles se basent cette surveillance sont : sujets jeunes d’age <
25 ans (idéalement < 22 ans) de préférence des femmes enceintes, sélectionnées a leur premiére
grossesse ou sujets récemment infectés avec premier risque estimé d’infection par le VIH sur une
période ne dépassant pas les 3 dernieres années (si possible) ou sujets avec un taux de CD4>500
cellules/ul.** Pour faciliter I’interprétation des résultats générés dans le cadre de ce programme,
I’OMS a établi une liste standard de mutations de résistance aux drogues a surveiller (ou SDRM :
Surveillance Drug Resistance Mutations) (http://cpr.stanford.edu/cpr/lists/sdrm_2009) afin de
caractériser 1’épidémiologie de la résistance transmise sur la base de 4 critéres (Shafer RW et coll.,
2007 ; Bennet D et coll., 2009). Ces mutations doivent : i) étre reconnues par au moins 3 listes
d’experts comme associees a la résistance, ii) étre non polymorphiques chez les patients non traités,
iii) étre applicables aux 8 sous-types et CRF les plus fréquents: A, B, C, D, F, G, CRFO1_AE et

CRF02_AG. iiii) exclure les mutations tres rarement liées a une pression de sélection.

Selon le rapport OMS de 2012 sur la résistance du VIH aux ARV, le taux de résistance
transmise dans les pays a faibles ressources était de 6,6%.* Cependant des disparités régionales ont
été observées. Ces prévalences étaient respectivement de 5,7% en Afrique, 7,6% en Asie pour
atteindre 8,4% au Brésil. La classe d’ARV la plus touchée par cette résistance transmise était les
inhibiteurs non nucléosidiques de la RT et la moins touchée celle des IP, certainement du fait que les
traitements de premiere ligne soient majoritaires dans les pays a faibles ressources®. Dans un
contexte de passage a I’échelle des ARV caractérisé pour les pays a faibles ressources par un
probléme d’acces aux molécules de deuxiéme ligne, un intérét de plus en plus grandissant est
accordeé a la gestion de la résistance. Ceci a amené I’OMS a développer en 2012 des stratégies plus
globales sur la surveillance et le monitoring de la résistance aux ARV. Ainsi en plus des enquétes de
surveillance de la résistance transmises conduites auprés de patients nouvellement contaminés et le

suivi des indicateurs d’alerte précoces (IAP), 3 stratégies supplémentaires sont recommandeées :

- surveillance de la résistance aux ARV chez les enfants de moins de 18 mois (a travers les

programmes de PTME),

“http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/77349/1/9789241504768_eng.pdf (Consulté le 12/12/2013).
** http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/75183/1/9789241503938 _eng.pdf (Consulté le 12/07/2013).
** http://www.hivfrenchresistance.org/ (Consulté le 12/07/2013).
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- surveillance de la résistance aux ARV chez les patients initiant leur traitement ARV (JO de
mise sous ARV) et

- surveillance de la résistance acquise chez les patients sous ARV a 12 et 24 mois de traitement

(a travers des études transversales)*®.

IVV.3 Méthodes d’étude de la résistance aux ARV

La résistance aux ARV peut étre évaluée par les tests génotypiques ou les tests phénotypiques
(Yeni P, 2010).

Les tests génotypiques analysent et identifient sur le génome viral des mutations conférant
une résistance. Ces mutations sont détectées par des techniques de biologie moléculaire (PCR,
sondes nucléiques, séquencage).

Les tests phénotypiques quant a eux permettent de définir le caractere sensible ou résistant du
virus mis en culture avec différentes concentrations de ’antiviral & tester. Les concentrations de

molécules généralement utilisées sont celles inhibitrices de la réplication virale a 50 % ou a 90%.

IV.3.1 Les tests génotypiques

Ils sont destinés a mettre en évidence les mutations associées a la résistance aux différents
antirétroviraux au sein de la population virale. La détermination du génotype de résistance par la
réalisation de la séquence compléte des genes a étudier est devenue la technique de référence pour le
monitoring en routine des patients sous traitement ARV. Elle permet de déterminer le caractere
sauvage, muté ou mixte (coexistence d’une double population virale sauvage et mutée) des codons a
certaines positions des genes cibles de la thérapeutique antirétrovirale (Damond F et Descamps D,
1998).

IV.3.1.1 Le sequencage nucléotidique

C’est la technique référence d’étude de la résistance aux ARV. Apres une rétrotranscription
de I’ARN viral plasmatique en ADNc et son amplification par PCR, on procéde au séquencage direct
du produit d’amplification selon la technique de Sanger. Des séquenceurs automatiques, permettent
la lecture des séquences nucléotidiques par migration électrophorétique.

Apreés traduction avec des logiciels spécifiques, la séquence nucléotidique correspondante est
comparée a une séquence de laboratoire référence de sous-type B (HxBZ2), pour rechercher

d’éventuelles mutations de résistance (Wagner TA et Frenkel LM, 2006).

*®http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/77349/1/9789241504768_eng.pdf (Consulté le 13/11/2013).
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Deux kits de séquencage incluant un logiciel d’analyse des profils de mutations sont actuellement
disponibles : les kits des firmes Visible Genetics (Trugene® HIV-1 genotyping kit) de SIEMENS et
Viroseq Genotyping system (Celera/Abbott Laboratories) qui ont regu I’agrément d’utilisation par la
Food and Drug Administration aux Etats-Unis (FDA). Ces deux kits donnent des résultats
concordants dans 97,8 % des cas analysés. L’utilisation de ces techniques commerciales validées a
partir du sous-type B, dans les pays en voie de développement ou les sous types non-B prédominent,
nécessite une évaluation en continue par comparaison aux techniques « maisons» qui seraient plus
adaptées aux souches non-B (Chen JH et coll., 2007). En effet, une étude menée au Cameroun, avait
montré une différence de performance du Viroseq sur des souches non B en lien avec des différences
de polymorphisme entre les souches B et sous types non B du VIH-1 (Aghokeng AF et coll., 2011).

A coté de ces techniques commerciales, bon nombre de laboratoires utilisent les techniques
dites « maison ». Parmi celles-ci on peut citer celle du groupe de Résistance AC11 de ’ANRS*,
celle de I'IRD (Vergne L et coll., 2000) et celle décrite par Djoko et collaborateurs en 2011 (Djoko
CF et coll., 2011). Pour ces techniques maison, 1’analyse des mutations est réalisée gréce aux
algorithmes établis par des panels d’experts tels que celui du HIV French Resistance de I’ANRS*,
Stanford HIVdb program® ou la liste de 'TAS®. Les résultats rendus renseignent sur le sous-type et
les mutations de résistance avec leur interprétation (résistance, résistance possible ou sensible) par
antiviral. Par ailleurs, ils informent sur les mutations de polymorphisme. Apreés interprétation, il est
possible de calculer le GSS (genotypic sensitivity score) qui représente la somme des médicaments
actifs selon I’algorithme utilisé. Bracciale et collaborateurs ont montré la prédictivité de ce score
pour la réponse thérapeutique (Bracciale L et coll., 2009). En plus d’étre mieux adaptées aux
souches non B, les techniques maison ont I’avantage de permettre la recherche de mutations sur des
cibles plus larges a un cot moindre.

Le séquencage, technique génotypique standard ne permet pas d’analyser les variants
minoritaires. La technique ne prend en compte que la population virale majoritaire représentant plus
de 20% de la population virale totale circulante dans le plasma (Yeni P, 2010).

La technique de pyroséquencage a haut debit permet la possibilité d’un séquencage massif en
parallele avec des colts comparables au séquencage conventionnel. Elle offre par ailleurs des
opportunités d’applications permettant de détecter des variants minoritaires, en particulier bénéfiques

a la surveillance de la résistance transmise (Ji H et coll., 2010).

*" http://www.hivfrenchresistance.org/ (Consulté le 12/07/2013).

*8 http://www.hivfrenchresistance.org/ (Consulté le 12/07/2013).

*% http://hivdb.stanford.edu/ (Consulté le 12/07/2013).

% http://www.iasusa.org/resistance_mutations/mutations_Figures.pdf (Consulté le 12/07/2013).
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Cette technique est commercialisée sous le nom 454 Life Sciences de Roche (Basel, Switzerland). A
Coté d’elle, on peut citer la technique Solexa/Génome Analyser d’Illumina (San Diego, California,
USA) et la technique SoLiD d’Applied Biosystems (Carlsbad, California, USA) (Conf. Chapitre
111.3.1.1.1.1.2). Ces techniques de séquencage ultrasensibles a haut débit constituent un nouveau
challenge en bioinformatique par leur grande capacité a fournir des données en temps réel et le risque
assez limité de survenue des erreurs, comparées au séquencage classique par la technique de Sanger
(Balzer S et coll., 2010 ; Armenia D et coll., 2012).

IV.3.1.2 Les techniques alternatives
Il existe des techniques alternatives de génotypage qui permettent la détection des points de
mutations ponctuelles spécifiques méme si elles sont présentes a de trés faibles concentrations. 1L

s’agit de :

Tests d’hybridation du produit de PCR avec des sondes immobilisées sur des bandelettes de

nitrocellulose

Elles n’analysent que certains codons. C’est le cas de la technique commerciale INNO-LiPA HIV-1
RT (Stuyver L et coll., 1997 ; Servais J et coll., 2002). Méme s’ils donnent de bonnes
concordances variant parfois entre 91 et 98% en comparaison aux tests de séquencage
nucléotidique (Servais J et coll., 2001 ; Tsongalis GJ et coll., 2005), ces tests détecteraient plus de
populations virales mixtes que les techniques de séquencage, indiquant une meilleure sensibilité
(Tsongalis GJ et coll., 2005). Par ailleurs, ils ne sont pas aussi informatifs que la technique de
référence, dans un processus dynamique ou le nombre de mutations associées a la résistance est

soumis a une croissance rapide.

Techniques de détection de mutations ponctuelles par des PCR spécifiques d’alléles

Elles ont vu le jour avec I’avénement de la PCR en temps reel. 1l s’agit de techniques attrayantes,
trés sensibles, permettant de détecter des variants minoritaires avec une sensibilité de plus de 0.01%
(Metzner KJ et coll., 2005 ; Johnson JA et coll., 2007).

Ces techniques présentent néanmoins, une faiblesse. En effet chaque mutation nécessite le
design d’une sonde individuelle, ce qui limite leurs utilisation en pratique courante vu le nombre
conséquent de mutations possibles et leur dynamique. De ce fait leur utilisation en routine est
limitée a la détection de quelques mutations bien déterminées (Johnson JA et coll., 2008 ; Hauser
A et coll., 2009).Par ailleurs, les mutations au niveau de la fixation des sondes qui pourraient sous
ou surestimer les populations de mutations limitent les performances de ces tests (Hauser A et
coll., 2009).
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Single Genom Amplification (SGA)

Son principe appliqué au VIH consiste a réaliser une PCR a travers plusieurs séries de dilution pour
isoler et amplifier I’ADNc viral issu d’un seul clone viral. L’un des avantages du SGA est de limiter
le risque de recombinaison génétique in vitro puisque I’ADNCc issu d’un seul clone sert de matrice
pour chacune des PCR (Conf. Chapitre 111.3.1.2). 1l s’agit d’une technique de détection de variants

minoritaires.

IV.3.2 Tests phénotypiques

Les tests phénotypiques permettent de définir la concentration de I'antirétroviral inhibant 50%
et 90% de la réplication virale in vitro : on parle de concentrations inhibitrices a 50% et 90% (C150
et C190) exprimées en uM, ou nM. (Damond F et Decamps D, 1998 ; Bigaillon C et coll., 2010).
La résistance d’un antirétroviral se définit comme la capacité du virus a se multiplier en présence
d'un composé a des concentrations qui inhibent la réplication d'un virus sensible. Ainsi, la diminution
de sensibilité d'une souche virale va se traduire par une augmentation des C150 et CI190. Deux types
de tests phenotypiques existent : les tests phénotypiques classiques et les tests utilisant des virus

recombinants pour recombinant virus assay (RVA) (Damond F et Decamps D, 1998).

1V.3.2.1 Tests phénotypiques classiques

Pour ces tests, I'isolement du virus du patient (généralement a partir des lymphocytes du sang
périphérique), constitue un préalable. L’isolat est par la suite cultivé a différentes dilutions en
présence d'une gamme de concentrations croissantes de l'antirétroviral a tester sur des lymphocytes
d'un donneur séronégatif au VIH.
Au bout de 5 a 10 jours, l'inhibition de la réplication virale est évaluée a travers la diminution de la
production d'antigene viral p24 ou de lactivité transcriptase inverse, dans le surnageant des

différentes cultures (Damond F et Decamps D, 1998).

Les tests phénotypiques classiques néecessitant 3 a 4 semaines, sont longs a réaliser et
onéreux. Ces limites ont conduit a la conception de nouveaux tests phénotypiques utilisant des virus
recombinants. Leur applicabilité aux sous-types non-B a été demontré (Bronze M et coll., 2012)
avec une bonne concordance dans l'interprétation de la pharmacorésistance en comparaison avec la
base de données de Stanford (Jiamsakul A et coll., 2012).
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1V.3.2.2 Tests recombinants

Comme pour les tests génotypiques, on procéde a une rétrotranscription de I’ARN viral a
partir du plasma. L’ADNc de la zone d’intérét comme par exemple le fragment du géne pol codant
pour la protéase et la transcriptase inverse est amplifié et inséré dans un virus non infectieux dont la
région codante correspondante a été délétée. La co-transfection dans les cellules réceptrices conduit a
une recombinaison homologue, aboutissant & un virus infectieux dont la transcriptase inverse et/ou la
protéase proviennent du virus du patient. Les mesures des CI150 et C190 s'effectuent alors en cultivant
le virus recombinant en présence de plusieurs concentrations d'antirétroviraux sur des systéemes de
cultures cellulaires divers. Ce concept raccourcit d’environ une semaine la durée du test qui reste
cependant toujours longue (Damond F et Decamps D, 1998 ; Wagner TA et Frenkel LM, 2006).

Trois tests phénotypiques commerciaux sont disponibles : Antivirogram® (Virco, Mechelem,
PhenoSense® (Monogram, Biosciences) et Phenoscript® (Viralliance) (Bigaillon C et coll., 2010).
L’interprétation des résultats proposée par la firme Virco consiste en la comparaison des séquences
génotypiques avec celles des patients dont le phénotype est connu et enregistré dans une base de
donneées. Le résultat est rendu comme une estimation du phénotype théorique et pose les mémes
problémes d’interprétation que le phénotype réel, en particulier pour les INTI (Bigaillon et coll.,
2010).

Classiquement, la concentration inhibitrice a 50% est déterminée pour un panel d'ARV. Les
résultats sont exprimeés par le rapport de la CI50 de la souche du patient sur une valeur seuil définie
avec un isolat considéré comme sensible a une molécule donnée. La détermination de ces valeurs
seuils a d’abord été définie par rapport a la variabilité de la technique qui différe selon les molécules.
Par la suite, les firmes ont modifié ces valeurs seuils dites «techniques» en valeurs seuils
«biologiques», dérivées de la distribution des CI50 (ou CI90) d’isolats provenant de patients naifs de
traitement (Wrin T et coll., 2001).

Le défi commun aux tests d’étude de la résistance, est de pouvoir prédire la réponse
virologique d’un patient a une drogue donnée. Ainsi, les valeurs seuils définies «cliniquement» qui
permettent d’apprécier 1’action d’une drogue sur la suppression de la réplication virale sont les plus
pertinentes. Elles sont établies a partir de ’analyse d’essais cliniques visant la définition de la valeur
seuil, au-dela de laquelle la réponse virologique du patient est significativement réduite
(www.monogrambio.com). Cependant, ces valeurs n’ont pas été établies pour tous les ARV et sont
inapplicables aux nouvelles molécules ou aux génotypes rares (Bigaillon et coll., 2010). Les tests

phénotypiques sont complexes, de longue durée et n’évaluent qu’un antiviral a la fois.
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IV.3.3 Capacité de réplication

Une variante des tests phénotypiques, "la capacité de réplication” mesure le taux de
réplication virale in vitro en I'absence d'antirétroviraux. Ce test repose sur le principe que la capacité
de réplication du virus d’un patient traité aux ARV, présentant des mutations de résistance est plus
faible que celle d’un virus de patient naif de tout traitement (Martinez-Picado J et coll., 2005). Le
seul test commercial de mesure de « la capacité de réplication » actuellement disponible est le test
Phenosense HIV (Monogram, Biosciences, Inc).™

1V.3.4 Phénotype virtuel

Le phénotype «virtuel» consistant a I’interprétation du génotype, est une approche qui associe
les méthodes génotypiques et phénotypiques. 11 s’agit d’une méthode développé par la firme Virco.
Elle repose sur l'utilisation d'une base de données informatique comprenant des génotypes et des
phénotypes réels appariés. Aprés sequencage, la séquence nucléotidique obtenue est soumise a un
systéeme informatique. Ce dernier identifie toutes les mutations qui ont un impact sur la résistance a
chacun des médicaments. Il recherche ensuite, parmi les séquences de patients stockées dans la base
de données informatique, toutes celles qui présentent la méme combinaison de mutations d'acides
aminés que celle trouvée chez le patient. Apres cela, le systeme recherche le phénotype réel
correspondant a ces séquences stockeées, puis calcule la CI50 moyenne pour chaque médicament
antirétroviral. Dans le phénotype virtuel résultant, la résistance est exprimée sous la forme d'un
rapport entre cette CI50 moyenne et la CI50 moyenne de virus naturels "wild-type". Les résultats du
phénotype virtuel sont rendus comme une estimation calculée d’un phénotype théorique.
Cette interprétation, proposée par la firme Virco, inapplicable aux nouvelles molécules, pose les
mémes problémes d’interprétation que le phénotype réel, en particulier pour les INTI. D’autre part,
devant un profil génotypique rare la fiabilité de la méthode peut étre mise en doute, vu le nombre
faible de phénotypes correspondants analysables dans la base de données. Cette méthode qui ne
présente aucun avantage supplémentaire en comparaison a un rapport génotypique seul, n’est pas

recommandée en pratique clinique (Gallego O et coll., 2004 ; Hales G et coll., 2006).

IV.3.5 Tests de tropisme

La détermination du tropisme viral CCR5 ou CXCR4 est un préalable impératif avant la mise
sous inhibiteurs de CCR5. Pour déterminer le tropisme, des tests phénotypiques utilisant des virus
recombinants sont utilisés (Phenoscript® (VIRalliance Eurofins), TrofileTM (Monogram

Biosciences).

*!http://www.monogrambio.com/200H1VProducts.aspx (Consulté le 23/01/2013).
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Ces tests ont les mémes limites que les tests phénotypiques de détection de la résistance : ils
nécessitent une charge virale d’au moins 1000 copies/ml et ils ne permettent pas de différencier les
souches ayant un double tropisme R5/X4 d’un mélange de deux populations distinctes. Leur cofit et
la durée de réalisation 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 de différencier les
virus X4 de virus mixtes (Bigaillon C et coll., 2010).

IVV.3.6 Détermination du quotient d’inhibition génotypique (QIG)

Le concept de QIG a débuté avec la classe des IP car leur concentration plasmatique peut étre
modulée et leur barriere génétique est élevée. 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 ne le sont separément les paramétres qui servent a le calculer
(Marcelin AG et coll., 2003). Du fait d’un manque de standardisation, la méthode n’est pas utilisée
en pratique courante (Bigaillon C et coll., 2010).

Les tests phénotypiques ne sont pas utilisés en routine mais leur intérét réside dans
I’évaluation de nouvelles molécules et leur utilisation chez les patients multi-traités. Ils sont
particulierement utilisés pour caractériser des mutations de résistance et mesurer leur impact sur la
sensibilité¢ du VIH aux molécules antirétrovirales. C’est ainsi qu’on a pu démontrer par analyse
phénotypique que les mutations N348l1, T369V et A371V situées au niveau de la région C-terminale
de la TI du VIH-1 sous type B, retrouvées seules, conféraient une résistance a la Névirapine et
associées aux TAMS de type | et/ou de type Il, entrainaient une diminution de la sensibilité a la
Zidovudine (Lengruber et coll., 2011).
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DEUXIEME PARTIE : Travaux de these

Nos travaux s’inscrivent dans un cadre de collaboration Sud-Sud entre les deux Laboratoires
de référence nationale en VIH/SIDA, le Laboratoire de Virologie de [IInstitut National de
Recherches en Santé Publique (Mauritanie) et le Laboratoire de Bactériologie/Virologie Aristide le

Dantec de Dakar (Sénégal).

I. Contexte

1.1 Généralités sur le pays

La Mauritanie est située entre les 15éme et 27éme degrés de latitude nord et les 5éme et 17éme

degrés de longitude ouest. Le pays bénéficie d’une position géographique stratégique au carrefour de

I’ Afrique du Nord et de I’ Afrique subsaharienne. D’une superficie de 1. 030.700 km?, il est limité au

Nord par le Sahara Occidental et I’Algérie, a I’Est et Sud-Est par le Mali et au Sud-Ouest par le

Sénégal. Largement ouvert sur I’océan atlantique a I’ouest sur prés de 700 km de cote, il est doté

d’un potentiel halieutique parmi les plus riches au monde.

L’unique cours d’cau permanent du pays est le fleuve Sénégal. D’une largeur de 1 a 2,5 km,

il constitue une frontiére naturelle avec le Senégal. Le pays est désertique a 80% et les terres arables ne
dépassent guere 0.2% de sa superficie totale. Les sécheresses récurrentes enregistrées depuis le début
des années 1970 ont entrainé dans leur sillage, un exode rural massif, une urbanisation fulgurante et
une sédentarisation accéléree de la population nomade. Suite a cet exode, la population urbaine qui
était d’environ 5% en 1960 est passée actuellement a 70% et Nouakchott la capitale, abrite plus du

tiers de la population nationale.

Au plan administratif, le pays est subdivisé en 13 Wilayas (régions), Nouakchott la capitale y
compris. Ces régions sont réparties a leur tour en 53 Moughataas (départements), elles mémes réparties

en 216 Belediyas (ou communes).>?

La population mauritanienne est estimée a 3. 359.185 habitants (Juillet 2011) avec une
densité de 2.4 habitants au km?. Il s’agit d’une population jeune : 40.4% de la population nationale &

moins de 15 ans. Son taux d’accroissement démographique annuel est de 2.32% (2011).

*Zhttp://www.ons.mr/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=6&Itemid=6 (Consulté le
24/09/2013).
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Principaux indicateurs démographigues (2011) :

indice synthétique de fécondite : 4.22 naissances/femme.

taux brut de natalité : 32.78 naissances/1.000 habitants.

taux brut de mortalité : 8.66 décés/1.000 habitants.

Taux de mortalité infantile : 58.93 deces/1.000 naissances normales.

espérance de vie a la naissance : 61.53 ans.>

1.2 Systéme de santé et organisation des services sanitaires

Le systeme de santé est calqué sur le découpage administratif. De type pyramidal, il

comprend trois niveaux administratifs et techniques™ :

Sur le plan administratif :

Niveau central : regroupe le cabinet du Ministre, le secrétariat général, ’Inspection de la

Santé, 8 directions centrales, les services et les programmes prioritaires de santé.

Niveau intermédiaire : sert d’appui technique. Il regroupe les Directions Régionales de la

Protection Sanitaire (DRPS) englobant les services régionaux preventifs et sociaux.

Niveau périphérique ou départemental (Moughataa) constitué par les districts sanitaires.

Sur le plan technique (3 niveaux de prestations) :

Central : englobe les établissements et hdpitaux de références.

Intermédiaire : comprend les 10 hépitaux régionaux offrant des prestations de soins
obstétricaux et néonataux.

Périphérique : comprend les 53 CS de Moughataa (CSM) dirigés par un médecin (13 de type
A 40 de type B) et 340 postes de Santé (PS) tenus par un(e) infirmier (e) et une accoucheuse.

Ces structures se situent dans les grandes communes rurales et collectivités difficiles d’accés.

Le secteur privé contribue de maniére significative dans la couverture sanitaire. 1l compte 12

cliniques médicales, 22 cabinets médicaux de consultation externe, 15 cabinets de soins, 14 cabinets

dentaires et quelques laboratoires d’analyses médicales.

%% http://www.indexmundi.com/fr/mauritanie/population_profil.html (Consulté le 24/09/2013).

http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce. MR _Narrative R

eport[1].pdf (Consulté le 24/09/2012).
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Figure 1 : Carte géographique de la Mauritanie.”

1.3 Situation épidémiologique du VIH/SIDA

Selon ’ONUSIDA en 2011, I’épidémie du VIH/SIDA en Mauritanie est de type concentré
avec une prévalence estimée au niveau de la population générale & 0.4% [0.3% - 0.6%]°. En effet
comme le montre, les enquétes de surveillance sentinelle et enquétes seconde génération chez
plusieurs groupes specifiques, la seroprévalence du VIH chez les femmes enceintes est inférieure a
1% alors que des prévalences, supérieures a 5%, sont observés chez les groupes plus vulnérables au
VIH, notamment les Professionnelles du Sexe (PS).

Dans le pays, les deux principaux groupes fournissant des données réguliéres sur I’épidémie
sont respectivement : les femmes enceintes en consultation prénatale a travers les centres de santé et

les donneurs de sang. Par ailleurs les données restent ponctuelles et rares.

Les données du VIH chez le groupe de donneurs étaient jusqu’en 2001, la seule source
permettant de suivre la tendance de I’infection. La prévalence au sein du groupe était respectivement
de 0.4%, 0.88% et 0.25% respectivement en 1989, 2002 et 2011.

% http://www.statistiques-mondiales.com/mauritanie.htm (Consulté le 14/12/2013).
%8 http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/mauritania/ (Consulté le 09/12/2013).
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La surveillance sentinelle instaurée en 2001 repose sur le groupe de femmes enceintes en
consultation prénatale. Les données générées permettent de suivre I’évolution de la prévalence au
sein du groupe et contribuent a I’estimation de la prévalence au sein de la population générale. Avec

une évolution stable, la prévalence chez le groupe est passée de 0.57% en 2001 a 0.48% en 2009.

L’évolution de la séroprévalence chez les tuberculeux est significative ; elle était de 0.53%
en 1986, 1.4% en 1996 et 4.6% en 2008.

Pour ce qui est des groupes les données disponibles sont relatives a une série
d’enquétes socio-comportementale et sérologique menée en 2008. Des prévalences proches de celle
estimée au niveau national étaient retrouvées chez les marins (0.82%), les pécheurs (0.83%) et les
camionneurs (0.9%). Chez les prisonniers et les Professionnelles du Sexe, ces prévalences étaient
respectivement de 3.9% et 7.4%. Cependant quel que soit la prévalence retrouvée, chez tous les
groupes étudiées, des comportements, attitudes et pratiques a haute vulnérabilité au VIH avaient été

trouvés.

Il. Cadre de I’étude et justificatifs
1.1 Cadre de I’étude

Nos travaux ont eu pour cadre, le Centre de traitement ambulatoire (CTA) du Centre
Hospitalier National (CHN) de Nouakchott, le laboratoire de Bacteriologie-Virologie (LBV) du
Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Aristide Le Dantec (Dakar, Sénégal) et I’Institut National de
Recherches en Santé Publique (INRSP) de Nouakchott (Mauritanie).

I1.1.1 Centre de traitement ambulatoire (CTA) du Centre Hospitalier National (CHN) de
Nouakchott

Le CTA est la structure publique de référence pour la prise en charge et le suivi des
Personnes Vivant avec le VIH (PVVIH), abritée par le Centre Hospitalier National de Nouakchott
(CHN). Il assure la prise en charge médicale (traitement ARV et maladies opportunistes) et quelques
aspects de la prise en charge sociale et nutritionnelle des PVV- VIH. Il est doté d’un laboratoire
assurant qui assure le suivi immunologique et les examens complémentaires en hématologie et

biochimie.
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11.1.2 Institut National de Recherches en Santé Publique (Mauritanie)

L’INRSP est un établissement public de référence sous tutelle du Ministére de la Santé en
charge de la recherche en santé publique. 1l regroupe les laboratoires de référence dans plusieurs
domaines :

- paludisme et parasitoses intestinales,
- mycobactéries, essentiellement la tuberculose,

- viroses : fievres hémorragiques, grippes...

Dans le cadre particulier du VIH/SIDA il abrite le laboratoire de Virologie : laboratoire de
référence nationale en charge du suivi virologique des patients sous traitement antirétroviral, de la
surveillance épidémiologique, la recherche opérationnelle et la formation des personnels de
laboratoire des structures de santé périphériques en diagnostic du VIH.

Le laboratoire est constitué de 4 unités dont ’Unité de Biologie moléculaire qui assure le test
de charge virale pour patients de la cohorte nationale de santé publique suivie au Centre de
Traitement Ambulatoire du CHN.

11.1.3 Laboratoire de Bactériologie-Virologie Aristide Le Dantec de Dakar (Sénégal)

I1 s’agit du laboratoire de référence nationale des IST et du VIH/SIDA, sous la responsabilité
du Professeur Souleymane Mboup. Dés 1985, le laboratoire a initié en partenariat avec le programme
national de lutte contre les IST/SIDA, des programmes de recherche sur les rétrovirus humains en
collaboration avec des équipes européennes, américaines et africaines. Ce partenariat qui a débuté
avec la convention de recherche inter-universitaire sur les rétrovirus qui liait les universités de
Dakar, Tours, Limoges et Harvard a permis en 1986 la premiere description puis la caractérisation du
VIH-2.

Le laboratoire constitue un centre de formation pour la région Afrique de 1’Ouest. Il abrite le
Réseau Africain de Recherche sur le SIDA (RARS) et assure la formation des biologistes
francophones dans le cadre d’un Diplome Universitaire de Rétrovirologie. A coté d’autres unités, le
laboratoire a une Unité de Biologie moléculaire. Cette derniere a en charge, le diagnostic précoce et
suivi virologique des PVVIH en partenariat avec les structures nationales de santé publique. L unité
assure par ailleurs des activités de recherche notamment dans le domaine de la résistance aux ARV et

la diversité génétique du VIH.
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11.2 Justificatifs

En Mauritanie, le premier cas de VIH a été officiellement notifié en 1987. De cette période a
2001, I’épidémie était trés peu documentée et le pays ne disposait pas d’un systéme de surveillance
continue de I’épidémie. Suite a I’enquéte nationale sérologique chez les femmes en consultation
prénatale, un systéme structuré de surveillance sentinelle a été mis en place. Depuis 2001, les
enquétes ont été menées tous les deux ans chez les femmes en consultation prénatale fréquentant les
centres de santé des capitales de wilayas (régions). Jusqu’en 2007, I’évolution et la tendance de
I’infection au sein du groupe sentinel n’étaient pas connues et aucune évaluation de la qualité des
activités des sites n’avait été effectuée. Il s’avérait alors nécessaire d’une part, de connaitre
I’évolution de I’infection au sein du groupe, et d’autre part de faire un bilan sur la qualité des

données générées pour en tirer les recommandations nécessaires.

L’objectif de notre premier travail de these était d’étudier 1’évolution de la prévalence du VIH
et d’évaluer la qualité des données générées dans le cadre du réseau national de surveillance

sentinelle chez les femmes enceintes en consultation prénatale sur la période de 2001 a 2007.

Apreés plusieurs annees de surveillance sérologique, le constat était que cette derniere a elle
seule ne suffisait pas pour bien cerner I’épidémie du VIH/SIDA dans le pays, d’ou I'intérét de
s’orienter vers la surveillance de seconde génération (biologique et comportementale), plus en
mesure de définir les facteurs et comportements qui propagent I’infection. Les enquétes de
surveillance de seconde génération ont été amorcées dans le pays en 2008 avec le ciblage de
quelques groupes supposes vulnérables au VIH tels que, les marins, les pécheurs, les camionneurs,

les Professionnelles du Sexe, (PS) et les prisonniers.

Chez les consultants pour IST (Infections Sexuellement Transmissibles, la seule étude officielle
remontait a plus d’une décennie (Lo B et coll., 1997).

Les IST (ulcérantes et non ulcérantes) augmentent le risque de transmission du VIH
(Wilkinson D et Rutherford G, 2001). Vu ce lien et afin de disposer de données biologique et
comportementale récentes chez le groupe, il était important de se faire une idée sur la prévalence du
VIH et de définir les comportements, attitudes et pratiques qui lui sont sous-jacents, d’ou :

notre deuxieéme objectif de travail de thése, était d’estimer en marge des enquétes de seconde
génération menées dans le pays a la méme période, la prévalence du VIH chez les consultants pour

IST et de décrire leurs Connaissances, Comportements, Atitudes et Pratiques (CCAP) face au VIH.
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L’avénement des antirétroviraux a é€té associé a un succes clinico-virologique et a une
amélioration de la qualité de vie des personnes vivant avec le VIH. Cependant, ce succes est
compromis par la survenue de la resistance. En Mauritanie, la prise en charge medicale des
personnes vivant avec le VIH (PVVIH) a démarré en 2005 et la charge virale introduite en 2009. Le
test génotypique de résistance n’est pas encore disponible et la situation de la résistance et
I’épidémiologie moléculaire du VIH dans le pays sont encore méconnues. Compléter les données de
surveillance épidémiologique avec des données sur la résistance aux ARV et I’épidémiologie
moléculaire des souches de VIH qui circulent dans le pays donnerait une situation plus complete de
I’infection. L’association de ces 2 types de données permettra d’orienter les stratégies de prévention

et de guider le choix de traitement de 2éme ligne chez les patients en échec virologique.

Notre 3eme objectif a concerné la documentation du profil de résistance et I’épidémiologie

moléculaire des souches de VIH-1 circulantes en Mauritanie.

La grande variabilité génétique du VIH peut avoir un impact sur la performance des
techniques de quantification virale. Ces techniques optimisées a partir du sous type B sont utilisées
dans les pays du Sud ou prédominent les sous-types non B. Evaluer leurs performances a quantifier

les souches qui circulent dans ces pays s’avere nécessaire. C’est ainsi que :

pour le quatriéme objectif, nous avons évalué les technologies de charge virale utilisées dans
notre contexte.

Tous ces objectifs ont fait ’objet d’études et d’articles scientifiques.

I11. Analyses des travaux
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111.1 Article n° 1 : Surveillance sentinelles du VIH chez les femmes enceintes en Mauritanie
entre 2001 et 2007.
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111.1.1 Problématique

En Mauritanie, le premier cas de SIDA a été notifié officiellement en 1987. Jusqu’en 2001,
I’épidémie du VIH/SIDA était trés peu documentée et les seules données régulieres permettant de
suivre 1’évolution de I’infection étaient celles des donneurs de sang.>” Ceci a poussé a la réalisation
de la premiere enquéte d’envergure chez les femmes en consultation prénatale couvrant les 13
wilayas (régions) du pays et a la mise en place d’une surveillance sentinelle menée avec une
périodicité biennale. L’intérét de la surveillance chez les femmes enceintes est justifié par 1’acces
facile a la cible, la minimisation des colts de la surveillance (test fait dans le cadre des activités du
bilan de grossesse). Par ailleurs, cette surveillance permet de maniére indirecte de se faire une idée
sur les infections récentes chez les femmes enceintes (a travers les femmes agées de moins de 25
ans) et donc sur I’incidence du VIH au sein du méme groupe. Ainsi, il est possible d’examiner la
tendance de la séroprévalence des femmes récemment infectées mais également celle de la
prévalence par site qui est utilisée pour orienter les stratégies de prévention et de prise en charge. La
surveillance sentinelle en Mauritanie est menée chez le méme groupe de femmes enceintes en
consultation prénatale (CPN) selon les recommandations de I’'OMS>®,

Apres plusieurs années, il était nécessaire d’évaluer la qualité des données générées et de se

faire une idée sur 1’évolution de 1’épidémie au niveau des sites de surveillance.

Shttp://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce. MR Narrative R
eport%5B1%5D.pdf (Consulté le 05/09/2013).
%8 http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/quidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 12/09/2013).
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111.1.2 Objectif

L’objectif de ce travail était de faire le point sur les données de la surveillance sentinelle entre
2001 et 2007 en Mauritanie. Les objectifs spécifiques visés étaient :
- apprécier I’évolution de la prévalence des sites entre 2001 et 2007.

- apprécier la qualité des données généreées.

111.1.3 Méthodologie

Il s’agit d’une enquéte de périodicité biennale, de type transversale, descriptive et analytique
anonyme non corrélé. Elle a ciblé les femmes enceintes en consultation prénatale (CPN) dans les
centres de santé. La taille de 1’échantillon pour 2001 et 2003 était de 300 par site. A partir de 2005,
I’échantillon requis a été fixé a 600. Toute femme se présentant & son ler rendez-vous de CPN a été
incluse et avait fait ’objet d’un questionnaire et d’un prélévement de sang veineux de 5 ml sur tube
sec. L’analyse des sérums a éte faite selon un algorithme utilisant deux tests ELISA 3éme
génération : Genscreen (Biorad) et Murex (Abott) et un test de confirmation : New Lav Blot | et 1l
(Biorad). La période de collecte des échantillons était de 3 a 4 mois selon les sites par année d’étude.
Le contréle de la qualité a concerné 10% des échantillons négatifs sélectionnés au hasard et
I’ensemble des échantillons positifs. Les données recueillies étaient strictement anonymes et non
corrélées a I’identité des individus sélectionnés. La saisie et analyse des données ont été faites par les
logiciels Excel, Epi-info version 6.4D et SPSS version 10.0 Aprés 1’étude descriptive des
prévalences et un calcul des tendances, le test de Khi 2 et I'intervalle de confiance (I.C) a 95% ont

été appliqués pour établir des comparaisons.

I11.1.4 Résultats

Le nombre de sites était de 8 et 17 selon ’année. Les tailles des échantillons étaient de 4204
femmes en 2001, 2393 en 2003, 5126 en 2005 et 5070 en 2007.
La prévalence du VIH chez les femmes en milieu rural n’était pas disponible. Celle des jeunes
femmes de 15-24 ans était disponible pour ’année 2005 et montrait une différence statistiquement
significative pour le site de Sebkha a Nouakchott (p = 0.04<0.05) avec une prévalence de 2.2% chez

les 15 -24 ans versus 1.2% pour les femmes de 25 ans et plus.
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Tableau VII : Prévalence du VIH chez les femmes en CPN au niveau des sites sentinelles entre

2001 et 2007.
ANNEE
2002 2003 2005 2007
n Prév. (9% n Prév. (9 n Prév. (9% n Prév. (%

SITE (%) (%) (%) (%) p_value
3 (1.00) 4 (0.75) 139 0

Néma 299 0-1.6 - - 533 0-1.55 0.990>0,05

- - - - - 331 0

Aioun

Kiffa 391 3(0.77) 308 3(0.97) 801 1(0.12) 605 6 (0.99) 0.149>0,05
0-1.64 0-2.06 0-0.36 0.20-1.78

Sélibaby 297 2 (0.67) 300 4 (1.33) - 425 2 (0.47) 0.416>0,05
0-1.60 0.03-2.63 0-1.12

Kaédi 283 1(0.35) - - 611 7 (1.15) 641 2(0.31) 0.146>0,05
0-1.04 0.30-2.00 0-0.74

Aleg - 0 307 1(0.32) - -

0-0.95

Rosso 296 3(1.01) 295 3(1.01) 607 2 (0.33) 390 2 (0.51) 0.500>0,05
0-2.15 0-2.17 0.46-2.14 0-1.22

Akjoujt - - 118 0 - - -

Atar - - - - 198 0

Tidjikja 282 0 - - -

Zouérate 271 1(0.37) - - 445 2 (0.45) 0.663>0,05
0-1.09 0.17-1.07

Nouadhi- 590 6 (1.01) 452 4 (0.88) 694 9(1.3) 606 9(1.48) 0.796>0,05

bou 0.2-1.82 0.02-1.74 0.46-2.14 0.52-2.44

Toujou-

nine 300 0 - - -

Arafat

ext. 297 0 - - -

Sebkha 299 1(0.33) 300 2 (0.66) 765 8 (1.05) 650 7 (1.07) 0.642>0,05
0.32-0.98 0-1.58 0.33-1.77 0.28-1.86

Poly- 299 1(0.33) 313 3 (0.95) 593 7 (1.18) - - 0.453>0,05

clinique 0.32-0.98 0-2.02 0.31-2.05

Teyarett 300 3(1.00) - - 522 3 (0.57) 640 1(0.15) 0.201>0,05
0.13-2.13 0.08-1.22 0.15-0.45

TOTAL 4204 24 (0.57) 2393 20 (0.83) 5126 40 (0.80) 5070 31 (0.61) 0.396>0,05
0.34-0.80 0.44-1.16 0.56-1.04 0.40-0.82
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Résumé Selon le rapport 2008 sur I’épidémie de sida dans
le monde, 33 millions de personnes vivent avec le VIH/
sida. L’Afrique intertropicale est la région du globe la
plus touchée. Le premier cas de sida en Mauritanie a été
décrit en 1987, La prévalence nationale du VIH/sida dans
le pays est estimée a moins de 1 %. La surveillance séro-
logique du VIH chez les femmes enceintes mauritaniennes
a été mise en place en 2001. Notre travail s’est concentré
sur la surveillance sentinelle du VIH chez les femmes
enceintes dans les cliniques anténatales, les centres de
santé dans les différentes wilayas (régions) du pays, afin
de suivre I’évolution de la prévalence entre 2001 et 2007.
Une méthode anonyme et non corrélée est utilisée dans
cette enquéte. Un questionnaire a été appliqué et des pré-
lévements veineux ont été effectués chez les femmes éligi-
bles. Les analyses ont été conduites avec un algorithme
basé sur deux tests de dépistage (Elisa) et un autre test
pour confirmation (New Lav Blot). Malgré certaines dispa-
rités entre les sites étudiés, les résultats ont révélé un faible
taux de prévalence (entre 0,1 et 14R). La prévalence
moyenne des échantillons recueillis infectés par le VIH
est passée de 0,57 % [0,34-0,80] en 2001 a 0,61 %
[0,40-0,82] en 2007, avec un intervalle de confiance a
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95 %. L'analyse statistique n’a révélé aucun changement
significatif entre 2001 et 2007, dans tous ces sites. Le
VIHI est le type le plus fréquent, avec une proportion de
93,5 % en 2007. Aprés plusieurs années de surveillance
sentinelle classique du VIH, et pour mieux comprendre
les disparités entre les sites, nous préconisons une surveil-
lance sentinelle de seconde génération (comportementale et
sérologique).

Mots clés infection 4 VIH - séroprévalence
centres de santé - surveillance sentinelle
évolution - Mauritanie - Afrique

Abstract According to the 2008 report on global AIDS
epidemic, 33 millions of people are living with HIV/
AIDS. Subsaharian Africa is the most affected part of the
world. The first case of AIDS in Mauritania was reported
in 1987. The national prevalence of HIV/AIDS in the
country is estimated at less than 1%. The HIV serosurveil-
lance among pregnant women started in country in 2001.
This work has focused on HIV sentinel surveillance among
pregnant women in antenatal clinics, attending health cen-
tres in different wilayas (regions) of the country in order to
assess evolution of prevalence between 2001 and 2007. An
anonymous and non-correlated method is used for this sur-
vey. A questionnaire was administered and venous sam-
pling made for eligible women. Analyses were performed
with an algorithm based on two screening tests (ELISA)
and another test for confirmation (New Lav Blot). Despite
some disparities between the sites considered, the results
have shown a low prevalence rate (between 0.1 and
1.48). The average prevalence of HIV infection samples
collected increased from 0.57% [0.34-0.80] in 2001 to
0.61% [0.40-0.82] in 2007 with 95% confidence interval.
Statistical analysis showed no significant changes between
2001 and 2007 at all these sites. HIV1 is the most frequent
type with a proportion of 93.5% in 2007. After several
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years of classic HIV sentinel surveillance, and to betier
understand disparities between sites, we recommend a
second generation sentingl surveillance (behavioural and
serological) approach.

Keywords HIV infection - seroprevalence - health centres -
sentingl surveillance - trend - Mauritania - Africa

Introduction

Selon le rapport mondial 2008 sur I'épidémie du sida [4],
environ 33 millions de personnes vivent avec le VIH/sida,
et I"Afrique est la région la plus touchée. En Mauritanie, le
premier cas de sida a été notifié en 1987, et la prévalence du
VIH/sida est estimée 4 moins de 1 %.

La surveillance sentinelle a débuté dans le pays en 2001 et
concerne les femmes enceintes en consultation prénatale [3].
Ce travail gest proposé de faire le point sur ces données de
surveillance sentinelle entre 2001 et 2007 en Mauntanie,
pour mieux en apprécier les tendances.

Cadre de I'étude

La Mauritanie couvre une superficie de 1 030 700 km® pour
une population d’environ trois millions d*habitants. Le pays
partage des frontiéres avec I"Algérie, le Maroc, le Sénégal et
le Mali. 11 est subdivisé en 13 wilayas (régions), 53 mougha-
taas (départements) et 218 communes. Les sites de surveil-
lance sentinelle se situent au niveau des centres de santé des
capitales de wilayas [3].

Matériels et méthodes

Il s’agit d"une enquéte de périodicité biennale, de type trans-
versal, deseriptif, analytique anonyme et non comrélé. Elle a
ciblé les femmes enceintes en consultation prénatale (CPN)
des centres de santé de wilayas (régions). L'échantillon pour
2001 et 2003 était de 300 par site. En 2005 et 2007, il est
passé a 600 (Tableau 1).

Toute femme enceinte & son premier rendez-vous de CPN
a ¢té incluse et a fait I"objet d'un questionnaire et d*un pré-
lévement de sang veineux de 5 ml sur tube sec.

L'algonthme adopté a utlisé deux tests Elisa de troisiéme
génération : Genscreen™ (Biorad) et Murex (Abott), et un
test de confirmation : New Lav Blot [ et II (Biorad).

La période d’enquéte par année était de trois a quatre mois
selon les sites. Le contréle de la qualité a concemé 10 % des
échantillons négatifs sélectionnés au hasard et la totalité des
echantillons positifs [3].

‘a Springer

l'ableau 1 Prévalence du VIH chez les femmes en CPN au niveau des sites sentinelles entre 2001 et 2007/ HIV prevalence among women anending prenatal consultation at the

sentinel sites from 20040 1o 2007

2007

2005

2003

2001

Site

Prévalence en %%

et [1C]

pos

Prévalence en %% n

pos
et [1C]

Prévalence enm % n
et [1C)

pos

Prévalence enm % R

et [1C]

pos

0,99
0.15

139
(1]
425

0,75 [0-1,55]

4

533
201

1,00 [0-1,6]

3
3

299
301

Méma

78]

0,50

07] 0,66

0,99 [0,20-1

[

0,12 [0-0,36]

0.97 [0-2,06]

3

4

308

0,47 [0-1,12

1,33 [0,03-2,63]

0,31 [0-0,74
0,51 [0-1,22
0, 45 [0,17

2

641
390
445
606
650

1,15 [0,30-2,00]
0,33 [0,46-2,14]

7
2

ol

o7

1,01 [0-2,17)

3

0,77 [0-1.64

Kiffa

207
283

Sélibaby
Kaédi

0,35 [0-1.04

1
3

[

206
271

Rosso

Zouérate

0,37 [0-1,09

0,80
0,64
0,45

1,48 [0,52-2.44]

9
7

1,3 [0.46-2,14]

9

604

T65
593

0,88 [0.02-1,74]
0,66 [0-1,58]

4

452
300

313

1,01 [0,2-1.82)

500
299

Nouadhi-bou

1,07 [0,28-1,86]

1,05 [0,33-1,77]

8
7

2
3

0,33 [0,32-0,98]
0,33 [0,32-0,98]

1
1

Mouakchott (Sebkha)

Mouakchott

1,18 [0,31-2,05]

0,95 [0-2,02]

299

(Polyclinique)
Mouakchott (Tevarett)

Total

0,20

0,15 [0.15-0.45]
0,40

0,61 [0,40-0,82)

1

640

0,57 [0,08-1.22)

3

1,00 [0,13-2,13]

3

300

0,80 [0,56-1,04] 5070 31

40

5126

0,83 [0,44-1,16]

20

2393

0,57 [0,34-0,80]

24

4 204
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Pour la saisie et I'analyse des données, les logiciels Excel
et Epilnfo™ version 6.4D et SFSS version 10 ont été utili-
sés. Pour établir des comparaisons, le test de y* et un inter-
valle de confiance (IC) a 95 % ont été appliqués.

Analyse

Le nombre de sites était compris entre huit et 17 selon
I’année. Les échantillons étaient de 4 204 femmes en 2001,
2393 en 2003, 5 126 en 2005 et 5 070 en 2007.

Selon les sites, la prévalence variait entre 0,10 et 1,48 %.
Sans que la différence ne soit statistiquement significative,
c¢’était au niveau des grandes agglomérations que les préva-
lences les plus élevées (autour de 1 %) ont été observées.
Pour un IC a 95 %, I'évolution de la séroprévalence
moyenne était statistiquement non significative (p = 0,39) ;
elle était respectivement de 0,57 et 0,83 % en 2001 et 2003 et
de 0,80 et 0,61 % en 2005 et 2007.

Le VIH1 prédominait au niveau des sites, avec des pro-
portions respectivement de :

® 87 % en 2001, avec 9 % de VIH2 et 4 % de doubles
séropositivités ;

® 94 % en 2007, avec 6 % de VIH2 et aucune double
séropositivite.

Discussion

La surveillance sentinelle en Mauritanie entre 2001 et 2007
montre des prévalences a évolution stable, avec des disparités
régionales. Les prévalences les plus élevées ont été réguliére-
ment observées au niveau des deux grandes agglomérations.
Cette situation a été rapportée dans les études de surveillance
chez les femmes enceintes au Maroc et au Sénégal. Pour des
échantillons globalement comparables, compris entre 300 et
600 par site, cette moyenne de prévalence était plus élevée que
celle du Maroc (autour de 0,1 %) et plus faible que celle du
Sénégal (entre 0,7 et 1,4 %). Le VIH1 prédominait avec une
proportion plus importante que celle retrouvée au Maroc et
moins importante qu’au niveau du Sénégal [1,2].

L’analyse des données collectées a relevé des insuffisan-
ces relatives a la prévalence en milieu rural et en fonction des
tranches d’age.

Conclusion

Notre travail a montré que la surveillance sentinelle chez
les femmes enceintes en Mauritanie de 2001 et 2007 est
caractérisée par une prévalence relativement faible sans
évolution significative dans le temps.

Nous recommandons dans le cadre de ce travail :

e d’enrichir les données de surveillance sentinelle par
I"'exploitation de I"dge des femmes et I'intégration de
données de prévalence en milieu rural ;

¢ d’accompagner la surveillance sentinelle par des enquétes
sur les comportements attitudes et pratiques (CAP) pour
expliquer les disparités entres sites ;

e de mener une enquéte nationale EDS+ (comportementale
et biologique) pour se faire une idée globale et compléte
sur la situation épidémique du pays.
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111.1.5 Conclusion

La surveillance sentinelle en Mauritanie entre 2001 et 2007 a montré des prévalences a
évolution stable, avec des disparités régionales. Les prévalences les plus élevées ont été
régulierement observées au niveau des deux grandes agglomérations (Nouakchott et Nouadhibou).
La surveillance de la séroprévalence chez les jeunes femmes de 15-24 ans, qui permet de se faire une
idée indirecte de I’incidence du VIH parmi les femmes en CPN recommandée par I’'OMS™ n’a été
effectuée que pour I’année 2005. L’analyse des données collectées a aussi montré des insuffisances
relatives a la prévalence en milieu rural. Ces données permettent de suivre la prévalence au sein de la
population générale, mais pour avoir une vision globale en vue d’une meilleure orientation des
stratégies, il est également important de disposer de données chez les groupes vulnérables comme les
consultants pour IST et cette population a été notre cible dans le deuxiéme objectif de cette these.

Apreés plusieurs années de surveillance par réseau sentinelle pour suivre 1’épidémie au niveau
du pays, s’orienter vers des enquétes secondes generation devenait une nécessité. En effet, ces
derniéres sont plus adaptées pour definir les facteurs et comportements qui propagent I’infection a
VIH dans les groupes étudiés. Leur réalisation est d’autant plus importante qu’elles sont en mesure
de permettre une meilleure estimation de la prévalence du VIH et de définir le type d’épidémie
national en I’absence d’une enquéte EDS+ (Enquéte Démographique et de Santé intégrant un test
VIH). Dans le cadre de nos travaux nous nous sommes intéressés aux consultants pour infections
sexuellement transmissibles (IST) au niveau de 3 sites : ’ONG Santé Sans Frontiéres (SSF) et
I’Institut National de Recherches en Santé Publique (INSRP) a Nouakchott et le CHN/NDB (Centre
Hospitalier National de Nouadhibou). Le choix de cette cible était basé sur le facteur favorisant des

IST non traités sur I’infection par le VIH.

**http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/guidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 12/09/2013).
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111.2.1 Probematique

En Mauritanie, les données relatives aux Infections Sexuellement Transmissibles et a la
prévalence du VIH chez le groupe restent insignifiantes et/ou peu fiables. La derniére enquéte chez le
groupe remontait a 1997 (Lo B et coll., 1997). Du fait du tabou culturel autour des Infections
Sexuellement Transmissibles (IST), les porteurs d’IST préférent consulter des filieres paralleles
(Pharmacies) plutét que les structures de santé. La surveillance sentinelle (sérologique) structurée a
été instaurée en Mauritanie en 2001 chez les femmes en consultation prénatale. Les données
recueillies entre 2001 et 2007 ont montré une seroprévalence relativement faible (0.62% en 2007) et
une évolution stable de I’épidémie au sein du groupe.

Aprés plusieurs années de surveillance sérologique, pour mieux documenter 1’épidémie du
VIH/SIDA en Mauritanie, il était important de s’orienter vers la surveillance seconde génération plus
en mesure d’expliquer les comportements sous-jacents a la prévalence observée chez un groupe
étudié.®® C’est dans ce cadre qu’une série d’enquétes seconde génération chez plusieurs groupe
supposés vulnérables ont été amorcées en 2008.°" Nous-nous sommes intéressés dans le cadre de

cette étude aux consultants pour IST au niveau de Nouakchott et Nouadhibou.

8 http://www.who.int/hiv/pub/surveillance/en/isbn9291732206fr.pdf (14/09/2013).
®1http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce. MR Narrative R
eport%5B1%5D.pdf (14/09/2013).

139


http://www.who.int/hiv/pub/surveillance/en/isbn9291732206fr.pdf
http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce_MR_Narrative_Report%5B1%5D.pdf
http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce_MR_Narrative_Report%5B1%5D.pdf

111.2.2 Objectif

L’objectif de cette étude était d’estimer la séroprévalence de I’infection par le VIH et de
décrire les Connaissances Comportements Attitudes et Pratiques (CCAP) des consultants pour IST
face au VIH/SIDA a Nouakchott et Nouadhibou.

111.2.3 Méthodologie

Il s’agit d’une enquéte, anonyme et confidentielle aussi bien pour les données collectées
(cliniques et comportementales) que pour le volet biologique (tests VIH et syphilis). Elle s’est
déroulée sur la période de décembre 2007 a décembre 2008 au niveau de 3 sites et a porté sur les
consultants IST sur la base d’un consentement éclairé obtenu auprés de chaque patient avant son
inclusion. Les 3 sites d’enquéte étaient situés a Nouakchott (Institut National de Recherches en Santé
Publique (INRSP) ; Centre Alpha de ’ONG Santé Sans Frontiéres (SSF)) et Nouadhibou (Hopital
National de Nouadhibou). Le référencement des patients vers les sites avait nécessité une
sensibilisation des personnels de pharmacies, centres de santé et cliniques privées offrant des
consultations externes en gynécologie et dermatologie. Tout consultant présentant un écoulement
urétral (Gonocoques, Chlamydiae,...) une ulceration génitale (syphilis, chancre mou...) ou tout autre
symptéme d’IST (condylomes génitaux, bubon inguinal, tumeéfaction du scrotum, syndrome
abdominal pelvien...) et acceptant de participer a I'enquéte sur la base d’un consentement ecrit a été
inclus et avait fait I'objet d’'un examen clinique, d’une interview a travers un questionnaire et d’un
prélevement de sang. L’anonymat et la confidentialité des données ont reposé sur un systeme de
codage avec acces limité a la base de données. Le diagnostic clinique et la prise en charge des IST
étaient basés sur I'approche syndromique. Le diagnostic de I'infection a VIH a fait recours a deux
tests ELISA de troisiéme géenération (Genscreen®/Biorad, Murex®/Abott) et un test de confirmation,

New Lav Blot I/l11(Biorad). Le diagnostic de la syphilis a reposé sur un test RPR et un test TPHA.

111.2.4 Résultats

Deux cent vingt quatre (224) consultants pour motif d’IST avec un sex-ratio de 1.01 et une
moyenne d’age de 35 ans ont été inclus dans 1’étude. Parmi eux 37% avaient moins de 30 ans. Les
mariées constituaient la majorité des enquétés avec respectivement pour les monogames et polygames
des proportions de 59.8% et de 9.4%. Les patients étaient relativement jeunes avec un age maximal
de 40 ans (78% ; n=164) et étaient a 70.5% (n=148) mariés et n’avaient pas dépassé pour la plupart

le niveau primaire (81.4% ; n=171).
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Les symptomes d’IST les plus cités par les enquétés étaient les mictions douloureuses, les
ulcérations/plaies génitales et les douleurs abdominales basses et les principaux retrouvés étaient (n=
64 ; 30.5%) les douleurs abdominales basses et les douleurs mictionnelles. Parmi les enquétes, 94%
et 83% ont entendu parler respectivement du VIH et des IST. Les enquétés a 97 % confirmaient
qu’on pouvait se protéger du VIH en ayant un partenaire sexuel fidele non séropositif et presque 1
sur 10 d’entre-eux (9.8%) pensaient que fréquenter les petites filles ou filles vierges constituait une
protection contre I’infection.

Les enquétés avaient a 21% des partenaires sexuels occasionnels en dehors de leurs conjoints
présentant eux-mémes des IST (26.7%), et seulement 50% d’entre-eux informaient leurs partenaires
sur leur IST. Bien que 80% des consultants savaient que le préservatif a pour role de protéger contre
les IST, 75% d’entre-eux ne I’utilisaient pas lors des rapports extraconjugaux. Les principales raisons
avanceées pour la non utilisation du préservatif étaient qu’il réduirait le plaisir (41.7%) ou son oubli
au moment du rapport sexuel (25%). Les prévalences du VIH et de la syphilis étaient respectivement
de 9% et 10%.

Tableau VIII : Statut sérologique (VIH) selon I’age, le statut matrimonial et niveau
d’instruction.

Statut VIH
Ech. Séro- %
(n) positif (n)
Selon age <20 ans 35 1 2.9
21-40 ans 129 15 11.6
> 40 ans 46 g 6.5
Selon statut matrimonial Mariés (mono/poly-game) 148 13 8.8
Célibataire 62 6 9.7
Selon niveau d’instruction  Aucun 58 10 17.2
Ecole coranique 62 3 4.8
Primaire 51 3 5.9

Secondaire et plus 39 3 7.7
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Résumé Ce travail présente les résultats de 'enquéte
comportementale et sérologique sur le virus de I'immunodé-
ficience humaine (VIH/sida) réalisée de décembre 2007 &
décembre 2008 chez les consultants pour infections sexuel-
lement transmissibles (IST), considérés comme a risque
d’infection a2 VIH. En Mauritanie, la demiére enquéte de
séroprévalence chez les consultants IST remonte a I"année
1995, elle était alors estimée a 0,9 %. L'objectif était de
déterminer la séroprévalence du VIH et de la syphilis et
de recueillir des informations sur les connaissances et les
comportements sexuels a nsque de ces patients. Deux cent
vingt-quatre consultants IST ont été recrutés sur un an, sans
prédominance de sexe, et avec une majorité d’adultes jeunes.
Les séroprévalences relevées sont respectivement de 9 %
pour le VIH et de 10 % pour la syphilis. Le préservatifest peu
utilisé par ces patients, méme lors de rapports occasionnels.
Ils constituent également un groupe a risque d’infection de
VIH et de syphilis en raison de leurs comportements et de
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Abstract This work presents the results of the behavioural
and serologic survey on HIV/AIDS conducted from
December 2007 to December 2008 among the group of
STD (sexually transmitted disease) patients, supposed to be
at HIV infection risk. In Mauritania, the last survey of HIV
seroprevalence among the STD patients goes up to the year
1995 (the prevalence was estimated then to be 0.9%). The
goal was to determine the seroprevalence of HIV and
syphilis and to gather information on the knowledge, the
sexual behaviours on a risk concerning the HIV/AIDS, and
the sexually transmitted disease among these patients. The
census has been made on over 224 STD patients during
the period of the study, without predominance of sex
and with a majority of young adults. The prevalence for
HIV is 9% and for the syphilis it is 10%. Actually, the
condom is widely underused by this group, even in occa-
sional intercourse. The STD patients are a group of risk
towards HIV, because of their risk behaviours and low
level of knowledge. To cite this journal: Bull. Soc. Pathol.
Exot 104 (2010).

Keywords Sexually transmitted diseases - HIV/AIDS -
Syphilis - Seroprevalence - Epidemiology - Nouakchott -
Nouadhibou - Mauritania - Africa

Introduction

En Mauritanie, la demiére enquéte de séroprévalence au
virus de I'immunodéficience humaime (VIH) chez les
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consultants avec des infections sexuellement transmissibles
(IST) remonte a 1995 ; cette prévalence était alors estimée
a0,9 % [1].

Les IST sont un sujet tabou ; les patients préférent consul-
ter des filicres paralléles (pharmacies) pour y trouver un
réconfort rapide et discret, plutot que de se rendre dans une
structure sanitaire. Les données épidémiologiques recueillies
par la surveillance sentinelle de 2001 a 2007 chez les fem-
mes enceintes montrent une séroprévalence relativement
faible (0,62 %) et une tendance a la stabilisation de I"épi-
démie [2]. Des enquétes combinées sociocomportementale,
biologique et clinique, comme celle que nous présentons
pour les consultants IST, ont été également antérieurement
réalisées chez les marnns, les camionneurs, les travailleuses
du sexe, les prisonniers et les pécheurs.

Matériels et méthodes

Il s’agit d’une enquéte prospective, anonyme, confidentielle
et aprés consentement éclairé de chaque patient, tant pour les
volets cliniques et comportementaux que pour le volet bio-
logique et les prélévements. Elle a porté sur les consultants
IST a Nouakchott et a Nouadhibou de décembre 2007 a
décembre 2008. Le recrutement a nécessité une sensibilisa-
tion des pharmacies, des centres de santé et des cliniques
privées de consultations externes de gynécologie et de der-
matologie pour référer les patients aux sites de I'enquéte.
Tout consultant pour un écoulement urétral, une ulcération
génitale ou tout autre symptome d’IST acceptant de partici-
per a 'enquéte a été inclus. Chaque enquété a fait I"objet
d’un examen clinique, d’un interview sur questionnaire et
d’un prélévement sanguin. L’anonymat et la confidentialité
des données reposent sur un systéme de codage. Le diag-
nostic clinique et la prise en charge des IST sont basés sur
'approche syndromique. Le diagnostic de I'infection VIH
repose sur un test Elisa de troisiéme génération (Genscreen
Biorad™) et une confirmation par Westernblot ; celui de la
syphilis repose sur un test RPR et un test TPHA. Le contrdle

de qualité externe a été assuré par le laboratoire de bactério-
logie et de virologie du centre hospitalier universitaire
Le-Dantec de Dakar. Il a consisté a retester 10 % des
échantillons négatifs au VIH, a la syphilis et a la totalité
des échantillons positifs pour les mémes parameétres. Les
patients présentant une IST étaient pris en charge gratuite-
ment sur le site de I'enquéte. Une carte de référence était
remise au patient lui permettant de retirer son résultat d’ana-
lyses biologiques s'il le souhaitait. Une autre carte lui a
été confiée pour étre remise a son partenaire sexuel (PS),
I"invitant a consulter dans le méme site.

Les patients séropositifs pour le VIH étaient adressés aux
centres de traitement ambulatoire de Nouakchott et de
Nouadhibou pour la prise en charge de I'infection a VIH.

Le test de Mantel Haenszel a été utilisé pour les compa-
raisons avec un seuil de 0,05.

Résultats

L’enquéte a permis de recruter 224 consultants présentant
une IST, avec un sex-ratio de 1,01. Parmi les sujets,
37,1 % avaient moins de 30 ans.

Résultats cliniques

Les motifs de consultations des patients sont résumeés dans le
Tableau 1.

Résultats sérologiques

La séroprévalence de I'infection VIH est de 9 % et celle
de I'infection syphilitique de 10 %.

La séroprévalence de l'infection VIH selon ['dge, le
niveau d'instruction et la situation matrimoniale est résumée
dans le Tableau 2.

Tableau 1 Motif de consultation des patients / Reason for patient consultation

Syvmptomes N Sexe Yo
Masculin Féminin

Douleurs abdominales basses 23 8 15 19,30

Miction douloureuse (chaude pisse) 41 41 34,45

Ulcérations/plaies génitales 17 12 14,28

Pertes vaginales 32 0 32 26,89

Gonflement/ulcérations de 1’aine 3 2 | 2,52

Condylomes génitaux 3 2 1 2,52

N : nombre ; % : pourcentage.
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Tableau 2 Statut sérologique selon 1'age, la situation matrimoniale et le niveau d'instruction / HIV status by age, marital status and
education level
Statut VIH
Negatif Positif Total
N Yo N Yo N Yo
Selon I'age < 20 ans 34 97,1 1 2,9 35 100
21-40 ans 114 89,6 15 11,6 129 100
=41 ans 43 92,3 3 6,5 46 100
Total 191 91 19 9 210 100
Selon la situation matrimoniale Célibataire 56 89,8 6 10,2 62 100
Marié (monogame ou polygame) 135 89,8 13 10,2 148 100
Total 191 91 19 9 210 100
Selon le niveau d’instruction Aucun 48 82,8 10 17.2 58 100
Ecole coranique 59 95,2 3 4.8 62 100
Primaire 48 94,1 3 5,9 51 100
Secondaire ou plus 36 90,9 3 9,1 39 100
Total 191 91 19 9 210 100
N : nombre ; % : pourcentage.

Résultats de I’enquéte comportementale

Parmi les enquétés, 94.1 % ont entendu parler du VIH et 83 %
des IST. Ils sont 97,3 % a affirmer qu’on peut se protéger du
sida en ayant un PS fidéle et qui ne soit pas infecté par le VIH.
Cependant, seulement 50 % des consultants informent leurs
partenaires de leurs IST, alors que 21,2 % ont des PS en
dehors de leurs conjoints. Ces PS sont dans la majorité des
partenaires occasionnels et présentent eux-mémes des IST
dans 26,7 % des cas. Les enquétés n’utilisent pas de préser-
vatifs dans 75 % des cas lors des rapports extraconjugaux.
Le préservatif est qualifi¢ de facilement accessible par
76,8 % ; 80,1 % d’entre eux savent qu’il a pour role de
protéger contre les IST et 73,1 % des patients utilisant le
préservatif masculin se le procurent dans les pharmacies.

Discussion

Ces résultats confirment le fait que les consultants IST
constituent un groupe a risque vis-a-vis de I'infection a
VIH en Mauritanie en raison de leurs comportements et de
leur bas niveau de connaissance.

La prévalence du VIH chez les consultants IST est trés
élevée (9 %) par rapport a la population générale dont la
prévalence est estimée a moins de 1 % : elle est en augmen-
tation par rapport aux données antérieures [3.4]. Une série
d’enquétes, réalisée en 2008, montre que les prévalences des
marins (1,24 %), des camionneurs (0,35 %) et des pécheurs
(0,83 %) sont proches de celle de la population générale,
alors que cette prévalence est relativement plus élevée chez
les travailleuses du sexe (2,08 %) et chez les prisonniers

(3.9 %). Cependant, tous ces groupes ont une prévalence
inférieure a celle des consultants IST. Les données pour la
syphilis correspondent a une prévalence sérologique sans
atteinte clinique patente. Ces sérologies positives a la syphi-
lis sont toutes associées a une sérologie syphilitique positive
chez le partenaire.

Certains comportements des personnes enquétées
peuvent expliquer cette séroprévalence élevée. En effet,
notre étude a montré que 21,2 % de nos sujets avaient
des partenaires extraconjugaux et qu’ils n’utilisaient pas de
préservatif dans 75 % des cas. 1l apparait que les enquétés
privilégient comme moyen de prévention la fidélité et
connaissent mal le préservatif.

Conclusion

L'importante prévalence de 'infection par le VIH (9 %)
trouvée dans le cadre de cette étude confirme que les consul-
tants IST constituent un groupe a nsque d’infection par le
VIH en Mauritanie également.

Le faible niveau de connaissance et les comportements a
risque favorisent une grande vulnérabilité face a I'infection
par le VIH.

Au terme de ce travail, certaines recommandations peu-
vent étre formulées :

renforcer la sensibilisation sur les IST/VIH/sida ;
promouvoir ['usage du préservatif ;

sensibiliser au dépistage volontaire du VIH/sida ;
décentraliser la prise en charge des consultants IST et de
leurs partenaires.
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Résistance aux antirétroviraux et
diversité géneétique chez les
patients traités en Mauritanie.




I11.3 Article N°3 : Mutations de résistance aux antirétroviraux et diversité genétique chez les
adultes traités pour une infection par le VIH de type 1 en Mauritanie.
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111.3.1 Probématique

Le passage a 1’échelle des traitements antirétroviraux (ARV) a permis la réduction
significative du nombre de déceés liés au VIH/SIDA et I’'augmentation de 1’espérance de vie des
personnes vivant avec le VIH. Cependant, le succes des ARV peut étre compromis par 1I’échec
virologique et 1’émergence de virus porteurs de mutations de résistance (Jordan MR, 2011). Pour
limiter I’émergence de la résistance, le monitoring virologique est systématique dans les pays
développés pour tous les patients traités. Cette approche vise a optimiser 1’efficacité des premieres
lignes et guider les traitements de relais de seconde et troisieme lignes (Revel AD et coll., 2010).
Dans les pays a faibles ressources, la charge virale et le génotypage de résistance ne sont pas
disponibles en routine et le suivi des patients traités est principalement basé sur le dosage des CD4 et
la clinique (Kouanfack C et coll., 2009 ; Barth RE et coll., 2010).
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En Mauritanie le traitement ARV a été mis en place en début 2005 et en fin 2009, le nombre
de patients recevant les ARV était de 1162 sur une cohorte de 2797 PVVIH. Ces patients étaient
suivis au niveau du Centre de traitement Ambulatoire (CTA).®* A I'instar de la plupart des pays
africains, seuls deux lignes de traitements sont disponibles dans le pays et les inhibiteurs non
nucléosidiques de la reverse transcriptase constituent 1’épine dorsale des traitements de premiere
ligne. La charge virale a été introduite en 2008 alors que le génotypage de résistance n’est pas encore

disponible et aucune donnée publiée sur les mutations de résistance aux ARV n’existe.

111.3.2 Objectif
L’objectif de cette étude était d’évaluer les profils de résistance observés et de documenter la
diversité génétique chez les patients mauritaniens (cohorte nationale de santé publique), sous

traitement antirétroviral présentant un échec virologique.

111.3.3 Méthodologie

L’étude avait porté sur 86 patients recrutes entre janvier 2009 et mars 2010. Les échantillons
ont été sélectionnés sur la base d’une CV > 3 logio copies/ml, déterminée par la technique Cobas®
Ampliprep®/Cobas® TagMan® 48 (CAP-CTM) HIV-1 quantitative assay (Roche Molecular
Diagnostics, Basel, Switzerland). L’ARN a été extrait par le kit Qlamp viral RNA de QIAGEN®,

amplifié et séquencé selon la technique de génotypage ARNS AC 11°%

sur des fragments du géne pol
(totalité de la protéase et 240 premiers acides aminés de la Transcriptase Inverse). Les mutations
génotypiques de résistance ont été obtenues par soumission des séquences au site de I’Université de
Stanford.®® L’analyse des mutations de résistance a fait recours a la derniére version de ’algorithme

de PANRS-AC11.%

Pour I’analyse phylogénétique, les séquences obtenues ont été analysées avec le logiciel
Seaview v4.4.1 pour déterminer les différents sous-types, CRFs et URF. Les séquences
nucléotidiques ont été alignées avec des séquences de référence intégrant tous les sous-types purs et

CRFs qui circulent en Afrique de 1’Ouest et disponibles dans la base de données de Los Alalmos.®

82http://www.internationalhealthpartnership.net/fileadmin/uploads/ihp/Documents/Country _Pages/Mauritania/Analyse%
20de%20situation%20secteur%20de%20sant%202011%20VF.pdf (Consulté le 14/12/2013).

%% http://www.hivfrenchresistance.org/ (Consulté le 17/07/2013).

% http://hivdb.stanford.edu/ (Consulté le 17/07/2013).

® http://www.hivfrenchresistance.org/ ((Consulté le 17/07/2013).

% http://www.hiv.lanl.gov/content/index (Consulté le 17/07/2013).
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Pour déterminer si les virus étaient recombinants ou non, I'analyse de similarité et le bootscanning
ont été réalisés avec le logiciel Simplot 2.6. L’arbre phylogénétique final a été élaboré selon la
methode du plus proche voisin ou Neighbor-joning sur Seaview V4.4.1.

111.3.4 Résultats

Quatre vingt six (86) patients avec une médiane d’age de 38 (21-64) ans, en majorité hommes
58 (67%) ont été enr6lés dans le cadre de cette étude. Soixante dix neuf patients (92%) étaient sous
traitement de premiére ligne (INTI + EFV / NVP) dont 26 (33%) sous Triomune dose fixe et 7 (8 %)
sous deuxiéme ligne de traitement avec un régime a base d’inhibiteur de protéase (IP) boosté au
ritonavir. Aprés une médiane de suivi de 32 (6-88) mois, les médianes de charge virale ARN et de
lymphocytes T CD4 étaient respectivement de 4.94 (3.1 a 7) log copies/ml et 180 (18 a 1082)
cellules/mm?®.

Sur les 86 échantillons de plasma, 65 ont été amplifiés puis sequences (58 sur le gene de la

protease et le gene partiel de la RT et 7 au niveau du gene partiel de la RT). Ces échantillons
correspondaient a 59 patients (91%) sous premiére ligne de traitement dont 19 (32%) sous Triomune
dose fixe. Selon les recommandations de ’OMS 2010 révisees, parmi les 65 échantillons de plasmas
10 (15.4%) présentaient une charge virale comprise entre 3 et 3.67 log10 copies/ml et cinquante-cing
(84,6 %) une charge virale supérieure a 3.7 log10 (5000) copies/ml.
Le taux global des mutations de résistance (MDR) était de 72.3% avec 47 souches portant au moins
une mutation de résistance. Pour la premiere ligne, le taux de MDR était de 73.0% (43/59) avec 50.8
% (n=30) et 71.2% (n=42) respectivement pour les INRT et les INNRT. Une combinaison de
mutations de résistance (INTI et les INNTI) a été observée pour 49.1% (29/59) échantillons. Pour la
deuxiéme ligne, sur les 6 patients, 4 ont présenté des mutations de résistance aux INRT et/ou aux
INNRT, dont un seul portant des MDR aux IP (L101, M46l, 154V et V82A).

Les plus fréquentes mutations de résistance rencontrées étaient respectivement, la M184V/I
(n = 32; 49.2%), K103N (n = 28; 43.1%) et Y181C (n = 13; 20.0%). Les mutations associées aux
analogues de la thymidine (TAM) ont été retrouvés a 26.1% (n = 17) et la plus commune était la
T215Y (n =11, 16.9%) Figure 30.

Selon la durée du traitement, 41 (63.1%) patients étaient a plus de 24 mois de suivi, mais une
accumulation de MDR a été trouvé avec une différence significative seulement pour la mutation
M184V [p = 0.035].

148



M184V 49.2%
K219E
T215Y/F
L210W

TAMs=26%
K70R

_-
-
DETN |
M41L ;
0

A Inhibiteurs Nucléosidiques de la Reverse Transcriptase

20 40 60 80 100

M230L 4.6%

P225H 6%

G190A 3%

Y18S8L
Y181C 20%
K103N 43%

K101E

40 60 80 100

B Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Reverse Transcriptase

Figure 29 : Pourcentages de résistance associées aux inhibiteurs nucléosidiques de la reverse
transcriptase (A) et aux inhibiteurs non nucléosidiques de la reverse transcriptase (B).

Les MDR retrouvées ont été analysées pour la prédiction du schéma thérapeutique future ou
le changement thérapeutique.
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Pour la deuxiéme génération d'INNTI, la Y181C ou la M230L ont été trouvees chez 11 patients en
premiere ligne conférant une diminution de la sensibilité a I'Etravirine et aussi une résistance a la
Rilpivirine qui ne peut pas étre utilisee en deuxiéme ligne thérapeutique pour ces patients. Par
ailleurs, un patient traité par Triomune dose fixe a présenté la combinaison de L74V/I et Y181C qui
compromet l'utilisation future de I'Abacavir et de la deuxieéme génération des INNTI. La Y181C a
également été trouvée chez 2 autres patients sous deuxieme ligne de traitement. Le patient qui était
sous IND/r et LPV/r, présentait une résistance intermédiaire a la LPV/r mais sa souche reste sensible

a la derniére génération d’IP (Darunavir, Tipranavir et Atazanavir) et aux INNTI.

Cinquante huit (58) échantillons ont été séquencés en protéase et en partielle RT. Parmi eux,
3 ne sont pas représentés sur I’arbre correspondant a la figure 30. Leur distribution était la suivante :
CRF02_AG (n=1), CRF06_cpx (n=1), C/UC (n=1). La distribution globale des 55 échantillons
représentés sur I’arbre phylogénétique (figure 31) était la suivante : CRF02_AG (n=38), CRF06_cpx
(n=5), A3 (n=2), B (n=1), H (n=1). Huit (8) autres variants correspondant a des formes
recombinantes uniques (ou URF) ont également été retrouvés : U/ICRFO1_AE (n=1), CRF02_AG/A3
(n=2), CRF02_AG/A3/CRF02_AG (n=1), A3/G (n=3), and CRF37_cpx/U (n=1).

Les 7 séquences restantes obtenues que dans le gene de la transcriptase inverse appartenaient
aux sous-types suivants : CRF02_AG (n=3), CRF11 _cpx (n=1), A3 (n=1), C (n=1) et D '/ Al (n=1).
Globalement, l'analyse phylogénétique a révélé que le CRF02_AG était le variant prédominant
(n=42; 64.6%). Il était suivi par le CRF06 _cpx (n=6; 9.2%). En outre, le taux de formes

recombinantes uniques était de 15.4% (n= 10).
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(protéase et RT partielle) de 1011 pb, montrant la variabilité et la relation phylogénétique

entre les souches de I’étude.
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The aim of this cross-sectional study was to
evaluate the drug resistance mutationprofile
observed in patients receiving antiretroviral
therapy with virological failure and to docu-
ment the HIV-1 genetic diversity in Mauritania.
Eighty-six subjects were included and 65 sam-
ples were amplified successfully and se-
quenced. HIV-1 genotyping was performed
using the Agence Nationale de Recherche sur
le SIDA AC11 resistance procedure. The medi-
an treatment duration was 32 months (range:
6-88) and the median viral load, 5logigcopies/
ml (range: 3.13-7). Fifty-nine patients (90.8%)
were on first line regimens including 32.0%
(19/59) on triomune fixed-dose and six on
second-line therapy with NonNucleoside Re-
verse Transcriptase plus a protease inhibitor.
Forty-seven patients (72.3%) had at least one
drug resistance mutation including 73.0% (43/
59) on first-line therapy. For the second-line,
one out of six patients presented resistance
mutations and only one presented Pl DRM.
Overall, the most common DRMs detected
were M184V/l (n=32; 49.2%), K103N (n=28;
43%), and Y181C (n=13; 20%). Thymidine
Analog Mutations (TAMs) were found in 26.2%
(n =17) of strains and the most common was
T215Y (n=11, 16.9%). Phylogenetic analysis
revealed 17 HIV-1 variants with the predomi-
nance of CRF02_AG (n=42; 64.6%). A high rate
of DRM was found in this study and shows the
potential need for a structured virological sur-
veillance including viral load quantification and
genotyping. Further studies may also be need-
ed in regards to the great variability of HIV-1
strains in Mauritania. J. Med. Virol. 9999:
XX-XX, 2013. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

©2013 WILEY PERIODICALS, INC.

KEY WORDS: HIV-1; genetic diversity; thera-
peutic failure; Mauritania

INTRODUCTION

The antiretroviral therapy scale-up has reduced
significantly the number of deaths related to HIV/
AIDS and improved the life expectancy of people
living with HIV. In sub-Saharan Africa, the number
of people dying from AIDS-related causes declined by
32% from 2005 to 2011 [UNAIDS, 2012b]. However,
the success of Highly Active Antiretroviral Therapy
(HAART) could be compromised by the emergence of
HIV drug resistance mutations [Jordan, 2011]. These
drug resistance mutations can occur during treatment
[Mohamad et al., 2012] and can also be transmitted to
a treatment naive population [Mamadou et al., 2011;
Maiga et al., 2013]. Resistance has been identified to
all antiretroviral (ARV) drug classes, even those
discovered recently [Johnson et al., 2011]. Numerous
studies have shown the extent of resistance for both

Grant sponsor: Committee Against HIV/AIDS (Mauritania);
Grant sponsor: World Bank Multi-Aids Project (MAP); Grant
sponsor: Laboratory of Bacteriology-Virology, University Hospital
Center Aristide Le Dantec, Dakar, Senegal cofinanced the study

The authors declare no conflicts of interest.

*Correspondence to: Coumba Touré Kane, Université Cheikh
Anta Diop, Dakar, and Laboratoire de Bactériologie-Virologie,
CHU Aristide Le Dantee, Dakar, Senegal.

E-mail: ctourekane@yahoo.co.uk

Accepted 8 November 2013

DOI 10.1002/jmv.23860

Published online in Wiley Online Library

(wileyonlinelibrary.com).

153



2

first and second line regimens [Johannessen et al.,
2009; Soares et al.,, 2010]. To limit the emergence of
HIV drug resistance strains, virological monitoring
(viral load and genotyping) is required, a process that
is routinely use in developed countries for all HIV
treated patients. This approach aims to optimize the
efficiency of the first line regimens and drive the relay
processing to second or third line treatment [Revell
et al., 2010]. In developing countries, viral load and
genotypic resistance testing are not conducted rou-
tinely and the management of HIV treated patients is
primarily based on the CD4 cell count and clinical
monitoring [Kouanfack et al.,, 2009; Barth et al,
2010]. Therefore, patients can be maintained on first
line treatment for a long period of time, despite
potential unmonitored HIV virological failure.

In Mauritania, the HIV epidemic is concentrated
with a prevalence of 1.1% [0.6-2.0%] in the general
population [UNAIDS, 2011] and more than 5% in key
groups such as Female Sex Workers [UNAIDS, 2012a]|
and patients attending the sexually transmitted infec-
tion (STIs) clinics [Kebe et al., 2011]. The HIV
antiretroviral treatment medical care began in Decem-
ber 2004 in Mauritania and the number of patients
receiving ARV treatment was 1,162 out of the 2,797
by late 2009. At the time, all HIV infected patients
were followed at the Centre de Traitement Ambula-
toire (CTA) [Ministere de la Santé-Mauritanie, 2011].
As in many other African countries, only two lines of
treatment are available in Mauritania according to
WHO recommendations. The first generation of Non
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs)
is the back-bone of the first line regimen. Viral load
testing was introduced in Mauritania in late 2008,
and genotypic resistance testing is still not available.
There is currently no published data describing drug
resistance mutations in Mauritania. For these reasons,
clinicians are faced with the challenge of diagnosing
therapeutic failure and making timely decisions to
change patient treatment. To address this gap of
knowledge, the objective of this study was to evaluate
the drug resistance mutation profile observed in
patients receiving antiretroviral therapy with virologi-
cal failure and document the genetic diversity for the
first time in Mauritania.

MATERIALS AND METHODS
Patients

HIV-1-infected adult patients followed at the Centre
de Treatment Ambulatoire (the main health care
structure for HIV-infected patients) in Nouakchott,
the capital of Mauritania, were enrolled in the study
from January 2009 to March 2010, after signing
written consent. The study falls within the frame-
work of the national Mauritanian antiretroviral
treatment program and was approved by the Health
Unit against HIV/AIDS under the supervision of the
Ministry of Health. In addition, all the laboratory

oJ. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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investigations directly benefited the patients, and
allowed the orientation of individual therapeutic
regimen.

Blood Sampling and Processing

Blood samples were collected by venipuncture into
ethylene diamine tetra acetic (EDTA) tubes. After
centrifugation, plasma was separated, aliquoted and
kept frozen at —80°C until processing.

Viral Load and Resistance Testing

Plasma HIV-1 RNA viral load (VL) was performed
using the Cobas TagMan™ 48/Cobas™ Ampliprep™
(CAP/CTM) HIV-1 quantitative assay (Roche Molecu-
lar Diagnostics, Basel, Switzerland), according to
manufacturer’s instructions. Any sample with VL
superior to 3logcopies/ml was included in the analysis.
This threshold is in concordance with the WHO revised
recommendations in 2013 [WHO, 2013].

Genotypic resistance testing was performed on
plasma samples using the consensus technique of the
Agence Nationale de Recherches sur le SIDA et les
Hépatites Virales (ANRS, Paris, France), as previously
described (http://www.hivfrenchresistance.org/). Briefly,
ENA extraction was performed using the QiaAmp
Viral RNA kit (Qiagen, Valencia, Spain) according to
the manufacturer’s instructions. The entire protease
gene and at least the first 240 amino acids encoded
the reverse transcriptase (RT) gene were amplified,
PCR products were purified (Qiagen) and directly
sequenced on ABI3100-Avant using Big Dye Termina-
tor v3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France).
The generated sequences were edited using the Seq-
Man II 5.08 software program from DNAstar software
v.5.08 (Lasergene, Konstanz, Germany). Genotypic
resistance profiles were obtained from the Stanford
University HIV drug resistance database version 6.0.8
website (http://hivdb.stanford.edu/) and analyzed ac-
cording to the last version of the ANRS-AC11 resis-
tance algorithm (http:/www.hivirenchresistance.org/).

Phylogenetic Analysis

Nucleotide sequences were aligned with a set of
reference sequences of HIV-1 group M subtypes and
circulating recombinant forms (CRFs) downloaded
from Los Alamos HIV database (http://www.hiv.lanl.
gov/content/index). All pure subtypes and CRFs circu-
lating in West Africa were included in the analysis
with at least three reference sequences per subtype/
CRF. Sequences were aligned with MUSCLE and gap
positions removed by using the Gblocks program on
SEAVIEW v4.4.1. Neighbor-joining trees with 100
hootstrap replicates were also generated on SEA-
VIEW v4.4.1. To determine whether the viruses were
recombinant or not, similarity analysis and bootscan-
ning were performed with Simplot software (version
3.5.1).
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HIV-1 DRM and Genetic Diversity in Mauritania

The sequences HIV-1 generated in this study were
deposited in European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) under the following numbers: HG518329 to
HG5H18396.

RESULTS
Patient Characteristics

Eighty-six patients (median age, 38, range: 21-64
years; with a sex-ratio of 2.07) were enrolled in this
study. According to the therapeutic regimen, seventy-
nine patients (91.9%) were on first-line antiretroviral
treatment with Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitors (NRTIs) plus NNRTI (Efavirenz or Nevira-
pine) including 26 (33.0%) on triomune fixed-dose,
whereas 7 (8.1%) were on second-line treatment with
ritonavir boosted-protease inhibitor (PI) regimen.
After a median follow-up of 32 months (range, 6-88),
the median HIV-1 RNA load was 4.94logcopies/ml
(range, 3.1-7logcopies/ml) and the median CDAT cell
count was 180 (range, 18-1,082 cell/mm?).

Of the 86 plasma samples, 65 were successfully
amplified and further sequenced including seven in
partial RT gene only and 58 in full protease gene and
partial RT. These samples are from 59 patients (90.8%)
on first line regimen, with 19 (32%) on Triomune
(d4T + 3TC + NVP)-fixed dose regimen; and 6 (9.2%)
on second line ARV treatment. According to the 2010
revised WHO criteria [WHO, 2010], plasma HIV-1 VL.
was between 3 and 3.67logygcopies/ml in 10 cases
(15.4%) and greater than 3.7logyo (5,000) copies/ml in
55 (84.6%) cases. Table 1 described the therapeutic
regimen and main virological findings of these patients.

Antiretroviral Drug Resistance Mutations

Table I summarizes the drug resistance mutations
(MDR) harbored by the study population. Therefore
72.3% (n=47) had at least one DRM. For the first
line, the rate of DRM was 73.0% (43/569) with 50.8%
(n=230) and 71.2% (n=42) for NRTIs and NNRTIs,
respectively. Moreover, 49.1% (29/59) showed a com-
bination of resistance mutations for both NRTI and
NNRTI.

For the second-line, four out of six patients that
presented resistance mutations had NRTI and/or
NNRTI DRM but only one harbored PI DRM with
L10I, M46I, 154V, and VB2A. This patient was
treated after the first line regimen by IND/r and is
currently under LPV/r and harbored strains with
NRTI DRM.

Overall, the most common detected DRM were
M184V/I (n=32; 49.2%), K103N (n=28; 43.1%), and
Y181C (n=13; 20%). The other mutations detected in
the RT gene include K101E (n=5; 7.7%), V1081
(n=>5; 7.7%), and V751, V106M, G190A, Y188L, albeit
at lower frequencies. Thymidine analog mutations
(TAMs) were found in 26.1% (n=17) and the most
common was T215Y (n=11, 16.9%; Fig. 1). Three
patients harbored drug resistant strains with TAM,

3

TABLE 1. Therapeutic, Virological, Drug Resistance, and
Therapeutic Patient Group Data

No. (%) of patients

First-line Second-line

Parameter ART (n=459) ART (n=6)
Viral load (logg)

3-3.67 10 (16.9) —

3.67-5 14 (23.7) 3 (50.0)

>5 35(52.3) 3 (50.0)
Treatment

D4AT +3TC +NVP 19 (32.2)

D4T +3TC+ EFV 14 (23.7)

AZT +3TC +NVP/EFV 24 (40.7)

FTC+TDF + EFV 1(1.7)

3TC +DDI+ NVP 1(1.7)

AZT +3TC+IND/r 1(1.7)

D4T +3TC+LPV/r 1(1.7)

FTC+3TC+LPVi 1(1.7)

ABC+TDF +LPV/r 1(1.7)

ABC +DDI+ IND/r 1(1.7)

ABV +DDI+ LPV/r 1(1.7)
ART times (months)

6-12 7(11.9) 1(16.7)

13-24 16 (27.1) —_

>24 36 (61.0) 5(83.3)
DRMs 4 (50.0)

NRTIs 30 (50.8) 3 (50.0)

NNRTI 42 (71.2) 3 (50.0)

NRTIs + NNRTs 29 (49.1) 1(16.7)

NRTIs + PI/r — 4 (66.7)

Any DRM 43 (72.9) —_

ART, antiretroviral treatment; DRM, drug resistance mutations;
ZT, zidovudine; 3TC, lamivudine; FTC, emtricitabine; d4T, stavu-
dine; NVP, nevirapine; EFV, efavirenz; DDI, didanosine; TDF,
tenofovir; ABC, abacavir; LPV/r, lopinavir/ritonavir; IDV/r, indinavir/
ritonavir.

one through the TAM-1 pathway (M41L, L210W, and
T215Y), a second through the TAM-2 pathway
(D67TN, K70R, Y215F, and K219E) and a third with
mutations in both pathways. This later patient was
the one who experienced both IND/r and LPV/r.
According to treatment duration, 41 of 65 (63.1%)
patients were greater than 24 months of follow up
but an accumulation of DRM was found with a
significant difference only for the M184V (P-value =
0.035; Fig. 2).

The DRM found were analyzed for the prediction of
future therapeutic regimen or therapeutic switching.
For the second generation of NNRTI, the Y181C or
the M230L were found in 11 patients in first line
conferring a decrease of susceptibility for etravirine
and also a resistance to rilpivirine that cannot he
used in second line therapeutic for these patients.

One patient treated by fixed dose triomune pre-
sented the combination of L74V/T and Y181C which
compromised the future use of Abacavir and the
second generation of NNRTL The Y181C was also
reported in two other patients in second line regimen.

For the patient with both IND/r and LPV/r, there
was an intermediate resistance to LPV/r but the strain
remaing sensitive to the last generation of PI (daruna-
vir, tipranavir, and atazanavir) and the NNRTI.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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Fig. 1. Percentages of resistance-associated mutations to
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (A) and to non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (B).

Phylogenetic Analysis of the Protease and
Reverse Transcriptase Sequences

Fifty-eight samples were sequenced for full protease
(PR) and partial reverse transcriptase (RT). Among
them, three did not overlapped for generating a full
protease—partial RT fragment. Therefore phylogenetic
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Fig. 2. Frequency of drug resistance mutations according to
the treatment duration among HIV-1 infected adult patients
living in Mauritania and taking antiretroviral drug therapy.
TAMs, tymidine analog mutations; NRTI, nucleoside reverse-
transcriptase inhibitors; NNRTI, nonnucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors.
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tree was built with the 55 remaining sequences
presenting a full protease-partial RT fragment. This
phylogenetic tree is presented in Figure 3. The
phylogenetic distribution of these three samples was
CRF02_AG, CRF06_cpx and C/UC. The general dis-
tribution of the 55 overlapping sequences was as
follow: CRF02 AG (n=38), CRF06 cpx (n=5), A3
(n=2), B (n=1), H (n=1). Eight other variants
corresponding to unique recombinant forms (URF)
were also found with U/CRF01 AE (n=1), CRF02_
AG/A3 (n=2), CRF02_AG/A3/CRF0Z_AG (n=1),
A3/G (n=3), and CRF37 cpx/U (n=1). In addition,
the seven samples with only partial reverse tran-
scriptase sequences gave the following distribution:
CRF02_AG (n=3), CRF11 _cpx (n=1), A3 (n= 1), C
(n=1), and D/A1 (n=1). Overall CRF02_AG was the
predominant variant (n=42; 64.6%) followed hy
CRF06_cpx (n=6; 9.2%) and the rate of unique
recombinant forms was 15.4% (n= 10).

DISCUSSION

This cross-sectional study investigated the preva-
lence of HIV-1 drug resistance mutations and the
genetic variability among Mauritanian patients un-
dergoing HAART in the public health system. Eighty-
six samples with viral load >3log;qcopies/ml from
patients undergoing ART and suspected of treatment
failure were included. Using only the 2010 revised
WHO criteria, 10 cases of virological failure would be
missed according to their VL between 3 and 3.7log
copies/ml. For the first line regimens, the stavudine
(d4T) was the major NRTI (55.93%) and 30% of
patients were treated with Triomune fixed-dose. This
feature was also found in many other resource-
limited countries [Dagnra et al, 2011; Messou
et al., 2013] before the 2010 WHO recommendation
on the d4T phase out (http://www.who.int/hiv/pub/
arv/adult2010/en/index.html).

A high rate of drug resistance mutations (72.30%)
was found among the 65 samples successfully se-
quenced after a median follow up of 32 months.
Similar results were found in countries using the
same first-line regimen containing two NNRTIs and
one NNTI, such as Senegal, after a median of
treatment duration of 40 months [Thiam et al., 2013]
and other resource-limited settings [El-Khatib
et al., 2010; Pere et al., 2012]. For patients receiving
first line regimens, the M184V mutation was the
most prevalent followed by K103N and Y181C; for
TAMs, the T215Y was the most frequent mutation
observed. These results are similar to those found in
Senegal and other African countries [El-Khatib
et al., 2010; Chaplin et al., 2011; Thiam et al., 2013].

An association was observed between the M184V
mutation and the treatment duration, however it
was not the case for the TAMs, probably due to the
small sample size in this study (Figure 2). Indeed,
without virological monitoring, continuous treatment
in the presence of viral replication is associated with
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Fig. 3. Neighbor Joining tree built with 1,011bp of protease and partial RT gene illustrating
the phylogenetic relationships between the sequences in the study. The length of the alignment
was 1,011 bp. HIV-1 reference sequences are indicated by dashed lines and studied sequences by
solid lines. Unique recombinant forms were indicated by asterisks.

stepwise accumulation of resistance mutations
[Sturmer et al., 2007]. This accumulation of resis-
tance mutations may compromise the effectiveness of
second line drugs [Petersen et al., 2008; Sigaloff
et al., 2011; Hosseinipour et al., 2013].

Among the six patients on second line therapies,
one had resistance mutations to ABC and TDF,
requiring third-line treatment unavailable in the
country. In total, 12 patients receiving first line and
2 on second-line therapeutic presented mutations
that compromise the future therapeutic regimen and
required ARV drugs that are not available in the
country and in many resource-limited settings.

This study has also showed a predominance of the
CRF02_AG (42/63, 64.6%) and the circulation of 17
subtypes/CRFs including 10 URFs, which represent
very high genetic diversity. The dominance of the
CRF02_AG type has also been described in many
other countries in West Africa and West central
Africa [Mamadou et al., 2011; Kebe et al., 2013;
Maiga et al., 2013; Tongo et al., 2013]. CRF06_cpx is
the second most prevalent strain of HIV-1 isolated in
our study and was found at a similar frequency in
Niger [Mamadou et al., 2011]. In contrast, only one
subtype B strain was identified in Mauritania,
although it is still the major variant circulating in
the northern neighboring countries such as Algeria,
Moroeco and Tunisia [Mumtaz et al., 2011; El Annaz

et al., 2012]. A rate of 15.4% of unique recombinant
forms were also found with a similar rate to that
reported in Senegal [Thiam et al., 2013], but lower
than the one reported in Mali [Maiga et al., 2012].

In conclusion, this study documents for the first
time the HIV-1 drug resistance profile and genetic
diversity in patients within the public health system
in Mauritania. Despite the small number of geno-
typed samples, a high rate of drug resistance muta-
tions was observed. These results demonstrate the
necessity importance of establishing a structured
virological monitoring system, as recommended in
the revised WHO recommendations with VL quanti-
tation at least once a year [WHO, 2013] including
genotypic resistance test if possible. There is also a
need to improve the compliance support for better
patient care in the Mauritanian national eohort. The
great variability of HIV-1 strains indicates the need
for further studies to better document the genetic
diversity in the country.

Study Group

Dr Barrikallah Ould Ely Leytim, Dr Mohamed
Vall Ould Mazzouz, Dr Abdallahi Ould Meissa,
(Centre de traitement Ambulatoire, Nouakchott,
Mauritania); Oumoulkhairatt Mint Beibacar, Dr Kelly
Mamadou (Laboratoire de Virologie, Institut National
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de Recherches en Santé Publique,
Mauritania).
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111.3.6 Conclusion

Ce travail a documenté pour la premiére fois la situation de la résistance aux ARV et la
diversité genétique dans le systéme de santé publique en Mauritanie. Il a montré un taux élevé de
mutations de résistance avec prédominance de la M184V, T215Y/F et K103N. Ces résultats
corroborent ceux d’autres études menées en Afrique. L’analyse phylogénétique des souches VIH-1 a
montré une prédominance du CRF02_AG comme cela avait été rapporté au Sénégal et dans d’autres
pays de I’Afrique de 1’Ouest. Les résultats obtenus soulignent I’intérét de la mise en place d’un
monitoring virologique structuré (une charge virale par an selon la recommandé par ’OMS en 2013)
incluant le test génotypique de résistance si possible et un dispositif d’aide a ’observance pour une
meilleure prise en charge des patients sous ARV. La grande variabilité des souches de VIH-1 étudiés

nécessite de plus grandes études pour mieux documenter la variabilité génétique au niveau du pays.

La grande diversité génétique du VIH pose un défi pour plusieurs aspects de la prise en
charge, en particulier le monitoring virologique. De nombreuses études ont montré que certains
variants non B et le CRFO2_AG prédominant en Afrique de I'Ouest sont non ou sous quantifiés par
certaines techniques de charge virale (Swanson P et coll., 2005 ; Wang Y et coll., 2008 ; Gomes P
et coll., 2013). Caracterisé par une grande circulation de variants non B avec prédominance du
CRF02_AG, le Sénégal, n’échappe pas a la grande variabilit¢ du VIH (Diop-Ndiaye H et coll.,
2010 ; Kébé K et coll., 2013). Pour ce qui est de la Mauritanie, I'échec virologique dans le cadre de
notre étude sur la résistance aux ARV qui avait révélée 17 variants du VIH et une prédominance du
CRF02_AG a été documenté grace a la technologie Cobas TagMan/Cobas Ampliprep (ROCHE
Molecular Diagnostic), qui est la seule plateforme de CV disponible dans le pays. Cependant elle
n’a jamais fait I’objet d’une évaluation locale, raison pour laquelle 1’évaluation de ses capacités a
quantifier les sous-types non B en collaboration avec le Sénégal a fait ’objet de notre 4°™ travail de

comparaison de 4 plateformes de charge.
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Comparaison des techniques de
charge virale du VIH.




I11.4 Article N°4 : Quantification de la charge virale des sous types non b : comparaison de 4

techniques commerciales.

111.4.1 Problématique

Conformément aux nouvelles recommandations de 'OMS pour le traitement antirétroviral
(ART), en plus du taux de CD4 relevé presque & 500 cellulessmm?® de sang, la charge virale occupe
une place importante pour la détection précoce de I’échec virologique dans le but dévaluer
I'efficacité du traitement ARV®*. Pour cette détermination de la charge virale, plusieurs techniques
sont disponibles. Ces dernieres ont été optimisées sur la base du sous-type B (Holguin A et coll.,
2008 ; da Silva D et coll., 2010) qui ne représente qu’environ 10% des souches de VIH dans le
monde. De nombreuses études ont montré que certains variants non-B comme le CRF02_AG
prédominant dans les pays de I’Afrique de I'Ouest et le Sénégal sont non ou sous quantifiés par
certains techniques de charge virale (Braun P et coll., 2007 ; Drexler JF et coll., 2007).

Malgré une faible prévalence du VIH, le Sénégal est caractérisé par une grande diversité
géneétique, avec la circulation de plusieurs variants du VIH. Le CRF02_AG represente plus de 60%
des souches de VIH dans la population générale (Geelen S et coll., 2003 ; Diop-Ndiaye H et coll.,
2013) et chez les professionnelles du sexe (Toure-Kane C et coll., 2000) tandis que le sous-type C
est prédominant dans le groupe d’Hommes ayant des rapports Sexuels avec d’autres Hommes (HSH)
(Hamel DJ et coll., 2007 ; Leye N et coll., 2013). Les ARV ont été introduits en 1998 dans le pays
(Laurent C et coll., 2002) et en 2012, 18 352 patients sont sous traitement hautement actif
(HAART).?” Le pays se lance dans une perspective de décentralisation de la charge virale, d’ou la
nécessité d'évaluer les capacités des différentes plates-formes disponibles a quantifier les souches de

VIH circulants localement.

111.4.2 Objectif

L’objectif de cette étude était de comparer quatre techniques commerciales de charge virale,
Nuclisens EasyQ v2.0® (EQ; Biomerieux), HIV-1 V2.0 COBAS AmpliPreP/COBAS Tagman
(CAP-CTM ; Roche), GENERIC HIV Charge Virale Assay (GEN; Biocentric) et Abbott Real Time
HIV-1® (m2000sp/rt, Abbott) définie comme la technique de référence.

®http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce SN Na
rrative_Report[1].pdf (Consulté, le 07/11/2013).
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111.4.3 Méthodologie
Prelévement des échantillons

Des prélevements sur tubes d’éthylene diamine tétra acétique (EDTA) ont été effectués sur
des patients du programme national ou de donneurs de sang. La séparation lymphocytaire a été
effectuée dans les 4 heures qui suivent le prélevement et les aliquots de plasmas conservés a -80°C
jusqu'a réalisation des tests. La quantification virale pour chaque plate-forme a été effectuée

conformément aux instructions du fabricant.

Quantification de la charge virale du VIH-1

L’étude a été réalisée en deux étapes : La premiere étape était de vérifier la performance
technologique d’Abbott (m2000sp/rt) considérée comme technique de référence a I’aide de
prélevements de plasmas VIH-1 de donneurs de sang. La deuxieme étape a consisté a comparer la
quantification virale des quatre plateformes (m2000sp/rt, EasyQ, GENERIC et CAP-CTM).

Technologie Abbott RealTime

Abbott Real Time HIV-1 assay (Abbott molecular diagnostics, Wiesbaden, Germany) est un
test in vitro d’amplification par RT PCR en temps réel de I’ARN viral ciblant la région de l'intégrase
du géne pol hautement conservé grace a une sonde d’hybridation. L’amplification est couplée a la
détection en temps réel utilisant une sonde partiellement double brin marquée. Ce test détecte les
VIH -1 groupes M, N, O et P et plusieurs CRF. L’extraction entierement automatisée a éte realisée
sur 600 pl de plasma avec I’automate Abbott m2000sp et I'amplification suivie d'une détection en
temps réel avec I’analyseur Abbott m2000rt. Les limites de détection de la technique sont de 1.60 a

7.0 logo copies/ml.

NucliSENS EasyQ HIV technologie

NucliSENS EasyQ v2.0 (BioMérieux, Lyon, France) effectue une amplification isothermique
de ’ARN viral grace a une balise moléculaire (NASBA) ciblant le géne gag du VIH-1. L’extraction
est effectuée sur 200ul de plasma en utilisant 1’automate NucliSens EasyMAG. L'amplification
NASBA et la détection en temps réel sont effectuées sur I’automate EasyQ. Un contrdle interne est
simultanément extrait et amplifié dans les mémes conditions que les échantillons. Le test détecte le
VIH-1 du groupe M et plusieurs CRF. Les limites de détection de la technique sont de 1.3 a 7.0 logio

copies/ml.
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Technologie Cobas Ampliprep/TagMan COBAS (CAP-CTM)

COBAS AmpliPrep/Cobas TagMan test VIH-1 v2.0 (Roche Molecular Diagnostics, Bale
Suisse) permet I’amplification en temps réel par RT-PCR ciblant des régions hautement conservées
du gene gag et la région LTR utilisant une sonde TagMan. COBAS TagMan utilise un contrdle
interne simultanément extrait et amplifié avec chaque échantillon. Ce test détecte les groupes M
et O et plusieurs CRF. L’extracteur automatique COBAS Ampliprep a été utilisé pour extraire I'acide
nucléique a partir de 10001 de plasma. L’amplification et détection en temps réel ont été realisées a

l'aide de I’automate COBAS TagMan 48 avec des limites de détection de 1.3 & 7.0 logso copies/ml.

Test BIOCENTRIC

Le test Generic HIV Charge virale (Biocentric, Brandol, France) utilise le principe de RT-
PCR ciblant une région conservée du genome LTR du VIH-1. La détection est faite a I’aide d’une
sonde TagMan. Le test quantifie les groupes M, O et plusieurs CRF. Une extraction manuelle de
I’ARN sur colonne a partir de 200ul de plasma a été effectuée avec le kit Qiagen® (QlAamp Viral
RNA Mini Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France). L'amplification a été réalisée sur ABI PRISM 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Le Kit Biocentric utilise un étalon externe et les

limites de détection de l'essai sont de 2.48 a 7.0 log10 copies / ml.

Génotypage et I'analyse phylogénétique

Tous les échantillons détectés au-dessus de 3 log par BIOCENTRIC ont été génotypés avec la
technique ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org). La totalité du gene de la protéase et les 240
premiers acides aminés du géene de la RT ont été amplifiés par une RT-PCR nichee. Les produits de
PCR ont éte purifiés avec le kit (Qiagen, Valencia, Espagne) et séquencés directement sur le
séquenceur ABI 3100-Avant en utilisant I’enzyme BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). Les séquences générées ont été corrigées a l'aide du logiciel SeqMan 1™ de
DNAStar v.5.08 (Lasergene, Madison) Les alignements et la reconstruction phylogénétique ont été
réalisés avec les logiciel Clustal X version 1.83 et Seaview 4.4.1 en utilisant la méthode du plus
proche voisin ou Neighbor-Joining (NJ). Tous les sous-types purs et CRF circulant en Afrique de
I'Ouest disponibles sur la base de données de Los Alamos ont été inclus dans l'analyse. Pour
déterminer si un virus était recombinant ou non, 1’analyse de similarité et le bootscanning a été

réalisée avec la version 3.5.1 du logiciel Simplot.
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Analyse statistique

Pour la comparaison des valeurs de charge virale il a été appliqué a 1’aide du logiciel
MethVal : (i) le test de corrélation (Pearson) qui consiste a tester I’hypothése de I’existence d’une
relation de proportionnalité entre deux variables quantitatives a comparer ; (ii) le test de concordance
(Bland Altman) consistant a apprécier 1’écart observé (biais) entre 2 techniques a comparer. Plus 2
techniques sont concordantes, plus le biais est faible et proche de 0. Le coefficient r de Pearson
évalue le degré de linéarité de la relation testée, son carré (r?) représentant le pourcentage de
variabilité expliquée par le modele linéaire, plus la valeur du r est proche de 1 plus les 2 techniques
sont corrélées. Pour établir des comparaisons, les CV ont été converties en logio et une limite de
détection fixée en fonction de la (ou des) techniques. Cette limite était fixée a 2.48 log (300 copies)
et 1.6 log (40 copies) pour respectivement la comparaison Biocentric/autres techniques et les 3 autres

techniques entre-elles. Une différence de CV est considérée significative si elle est > 0.5 logap.

111.4.4 Résultats
Analyse des performances d'Abbott RealTime :
La performance d’Abbott RealTime a été évaluée a laide de la répétabilite, la

reproductibilité, la justesse et la contamination.

Pour la répétabilité, les charges virales ont été réalisees en série de 30 aliquots pour chaque
niveau de concentration et les coefficients de variation (CV) obtenus étaient de 1.35% [0.44 a 1.37],
0.65% [0.44 a 0.72], 0.54% [de 0.46 a 0.72] pour respectivement les concentrations basses,

moyennes et les élevées.

Pour I’évaluation de la reproductibilité, deux panels avec des concentrations faibles et élevées
ont été constitués et passés en parallele dans 30 séries. Les coefficients de variation suivants ont été
obtenus : 2.36% [1.34-2.84] et 1.42% [1.32-1.44] pour respectivement les concentrations faibles et

élevées.

L’évaluation de la contamination effectuée sur 3 niveaux de concentration disposés
consécutivement (faibles-modérées-élevées) et répétés 5 fois a permis de retrouver 0.94% de

contamination.
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Comparaison des résultats de la charge virale
Comparaison entre Abbott RealTime (m2000sp/rt) et Cobas TagMan/ Cobas Ampliprep
(CAP-CTM)

Quatre vingt et un (81) échantillons ont été testés sur les deux plateformes. Sur m2000sp/rt,
29 échantillons présentaient des CV indétectables et 52 des CV détectables (moyenne CV = 4.03
log) et sur CAP-CTM 25 échantillons étaient indétectables et 56 détectables (moyenne de CV = 3.86
log). Trois échantillons détectables sur CAP-CTM étaient indétectables sur m2000rt/sp et 3 autres
détectables sur m2000sp/rt ne I’étaient pas sur CAP-CTM. Parmi les échantillons détectables sur les
2 plateformes, 3 présentaient des discordantes avec 2 et 1 échantillon(s) sous quantifié(s)
respectivement par m2000sp/rt et CAP-CTM. Avec une limite de détection fixée a 40 copies/ml, les
tests de corrélation et de concordance ont montré entre les deux techniques, une valeur de r = 0.98 et
un biais = -0.00185.

Comparaison entre Abbott RealTime et Nuclisens EasyQ

La comparaison entre ces 2 techniques a été effectuée sur 73 échantillons. Avec m2000sp/rt,
la CV était indétectable sur 22 échantillons et détectable sur 51 échantillons (moyenne de 4.09 log
copies/ml) et EasyQ avait présenté une CV indétectable sur 27 échantillons et détectable sur 46
échantillons (moyenne CV = 4.10 log copies/ml). Un échantillon était détecté par EasyQ et non par
m2000sp/rt et 6 détectés par m2000sp/rt et non par EQ. Les 7 échantillons présentaient une CV <
2.96 log copies/ml. Parmi 52 échantillons détectés par m2000rt/sp et/ou EasyQ, 20 présentaient une
discordance de CV qui variait de 2 a 6 log copies/ml avec 5 et 15 échantillons sous quantifiés
respectivement par m2000sp/rt et EasyQ. Une valeur r = 0.96 et un biais = -0.144 ont été trouvées

entre les 2 plateformes.

Comparaison entre Abbott RealTime et Biocentric (GEN)

Pour comparer ces 2 techniques, 123 échantillons ont été utilisés. Sur Abbott RealTime, 78
avaient des CV indétectables et 45 des CV détectables (moyenne de CV 4.39 log). Sur Biocentric, 67
échantillons étaient indétectables et 56 détectables (moyenne CV = 4.07 log). Quatorze (14)
échantillons détectables sur Biocentric étaient indétectables sur Abbott et 3 détectables sur Abbott
indétectables sur Biocentric. Sur 59 échantillons détectés par m2000sp/rt et/ou Biocentric, 13
présentaient des discordances avec une CV > 0.5 log. Parmi eux 6 et 7 étaient sous-quantifiés
respectivement par m2000sp/rt et Biocentric. La limite de détection entre les deux techniques était
fixée a 300 copies/ml et les tests de corrélation et de concordance ont montré entre les deux
techniques une valeur de r = 0.95 et un biais = 0.0147.
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Comparaison Nuclisens et Biocentric

La comparaison des CV EasyQ et Biocentric a utilisé 73 échantillons. Sur EasyQ 32
échantillons étaient indétectables et 41 détectables (moyenne CV = 4.39 log copies/ml) et sur GEN
19 échantillons étaient indétectables et 54 détectables (moyenne CV =de 4.11 log copies/ml). Un
échantillon détecté par EasyQ ne I’était pas par Biocentric et 14 détectés par Biocentric ne 1’étaient
pas par EasyQ.
Parmi les 54 échantillons avec CV détectable, 20 discordances ont été trouvees avec 6 et 14 sous
quantifications par Biocentric et EQ respectivement. Un coefficient de corrélation r = 0,90 et un biais
=-0.135 ont été trouvés entre les 2 techniques.

Comparaison des Nuclisens et Cobas TagMan

Soixante douze (72) échantillons ont été testés sur les deux plateformes. EasyQ a montré 27
CV indetectables et 45 CV détectables (moyenne de CV = 4.17 log copies/ml). Les échantillons
testés sur CAP-CTM ont montré une indéctabilité sur 19 échantillons et une détectabilité sur les 52
autres (moyenne CV=3.94 log copies/ml). Un échantillon détectable sur EQ était indétectable par
CAP-CTM et 9 détectables par CAP-CTM et non par EasyQ. Parmi les échantillons avec CV
détectable, 17 présentaient des discordances avec 5 et 12 échantillons sous quantifiés respectivement
par CAP-CTM et Nuclisens. Les tests de corrélation et de concordance ont montré entre les deux

techniques une valeur de r = 0.95 et un biais = -0.122.

Comparaison des Cobas TagMan (CAP-CTM) et Biocentric

La comparaison des 2 techniques a concerné 81 échantillons. Avec CAP-CTM, 38
échantillons étaient indétectables et 43 étaient détectables (moyenne CV= de 4.42 log copies/ml)
alors qu’avec la plate-forme Biocentric, 26 échantillons étaient indétectable et 55 détectables
(moyenne CV=4.08 log copies/ml). Deux échantillons étaient détectés uniqguement par CAP-CTM et
13 uniquement par Biocentric. Parmi les 57 échantillons avec une CV détectable, 14 avaient présenté
des discordances avec 7 échantillons sous quantifiés par CAP-CTM (avec 2 CV sous la limite de
détection) et 7 autres sous quantifiée par GEN (avec 2 CV sous la limite de détection). Les tests de
corrélation et de concordance ont montré entre les deux techniques une valeur r = 0,94 et un biais = -
0.0512.
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Analyse des écarts

La comparaison des charges virales entre les différentes plateformes a permis de répertorier
86 discordances portant sur 37 échantillons : 21 discordances entre EasyQ et CAP-CTM, 20 entre
m2000sp/rt et EasyQ, 15 entre EasyQ et GEN, 14 entre CAP-CTM et GEN, 13 entre m2000sp/rt et
GEN et 3 entre m2000sp/rt et CAP-CTM. La Plate-forme EasyQ présentait le plus grand écart avec
56 discordances, suivie de Biocentric (42 discordances), CAP-CTM (38 discordances) et m2000sp/rt
(36 discordances).

Les 37 échantillons sur lesquels ont porté les discordances présentaient sur la technologie
Biocentric une charge virale < 3 log pour 10 d’entre-eux et une charge virale > 3log pour les 27
restants. Vingt cing (25) des échantillons a charge virale > 3log ont été génotypé et ont montré une
prédominance du CRF02_AG (19/25). Les autres variants retrouvés étaient : C (n= 2), A3 (n=1), D
(n=1), CRFO1_AE (n=1) et le CRF49_cpx (n=1).
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Tableau IX : Résultats de charges virales, différences et quantification des variants non B en fonction des 4 plateformes.

Charge virale (CV)

Différence de CV

M2000 vs M2000 vs M2000 vs
EQvs CAP- CAP-CTMvs Sous

Dossier M2000 EQ CAP-CTM GEN GEN CAP-CTM EQ EQvs GEN CTM CAP-CTM type
M1-1017 2,75 2,11 1,73 N D 0,27 1,02 0,64 0,38 - - NS
M2-2027 2,14 ND 1,95 ND - 0,19 0,55 0,36 - - NS
M1-1051 2,41 1,81 2,05 25 0,03 0,36 [0)¢] 0,24 0,03 0,03 NS
M1-1026 2,8 2,45 2,77 31 03 0,03 0,36 0,32 0,62 0,33 02_AG
A2-3064 ND ND 3,11 2,79 0,32 1,52 - 1,52 0,32 0,32 NS
M1-1008 3,16 4 3,28 3,48 0,32 0,12 0,84 0,72 0,52 0,2 02_AG
A1-1006 3,96 32 3,78 4,26 0,3 0,19 0,76 0,57 1,06 0,48 02_AG
M2-2049 3,81 4,34 3,95 4,59 0,78 0,13 0,53 04 0,25 0,65 NS
M2-2035 3,84 4,73 4,13 4,32 0,49 0,3 o) ] o)) 0,41 0,16 02_AG
A2-1240 3,91 3,62 4,28 3,84 0,5 0,37 0,29 0,66 0,22 0,45 C
M1-1061 4,23 434 453 4,98 0,76 0,31 0,12 0,19 0,64 0,45 02_AG
M1-1014 4,59 4,53 4,67 4,13 0,47 0,08 0,06 0,14 0,4 0,54 01_AE
M2-2004 4,71 4,45 4,76 5,18 0,47 0,04 0,27 0,31 0,73 0,42 02_AG
M2-2003 4,91 54 4,85 4,69 0,23 0,07 0,28 0,55 0,71 0,16 D
M2-2009 4,72 4,63 4,88 5,21 0,49 0,16 0,09 0,25 0,58 0,33 02_AG
A1-1071 5,16 4,57 4,9 5,37 0,21 0,26 0,59 0,33 o) :] 0,47 02_AG
M2-2016 4,78 4,4 4,92 5,01 0,23 0,14 0,38 052 0,61 0,09 02_AG

NA: non amplifié
ND: non détecté
NS: non séquencé
INV: invalide
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Charge virale (CV)

DIFFERENCE DE CV

M2000 vs M2000 vs M2000 vs
EQvs CAP- CAP-CTMvs  Sous
Dossier M2000 EQ CAP-CTM GEN GEN CAP-CTM EQ EQvs GEN CTM CAP-CTM type
M2-2058 5,6 5,52 5,49 6,07 0,47 0,11 0,08 0,03 0,55 0,58 02_AG
M1-1027 6,2 5,59 5,86 6,54 0,33 0,35 0,61 0,26 0,95 0,68 02_AG
B1-1155 N D 2,96 N D 2,71 0,23 - 1,37 1,37 0,26 0,23 NS
A2-1782 ND INV ND 2,99 0,51 - - - - 0,51 NS
M1-1025 371 2,61 NA 3,94 0,23 PF L] PF 1,32 PF 02_AG
97019 3,02 1,88 2,68 2,77 0,25 0,34 1,14 0,29 08 0,09 NS
67033 3,83 3,72 3,67 2,67 1,16 0,16 0,11 1,05 0,05 i NS
67162 4,42 3,27 3,97 3,72 o 0,45 1,15 0,45 o) 74 0,25 02_AG
1502831 47 4,64 4,83 0 2,22 0,13 0,06 2,16 0,19 2,35 49 _cpx
1019301 472 4,79 4,89 4,22 0,5 0,17 0,07 0,57 01 0,67 c
1026779 5,17 4,47 4,99 4,64 0,53 0,18 07/ 0,17 0,52 0,35 02_AG
4007025 5,27 4,39 5,09 4,34 0,93 0,18 0,88 0,05 074 0,75 02_AG
8005126 5,63 6,23 5,34 4,81 0,82 0,29 o)) 1,42 0,89 0,53 02_AG
6307 5,69 53 5,26 5,16 0,53 0,43 0,39 0,14 0,04 01 A3
504152 2,45 ND 2,03 3,01 0,53 0,42 0,86 0,53 0,44 0,53 NS
8000783 4,77 3,38 4,53 4,49 0,28 0,24 1,39 1,11 1,15 0,04 02_AG
77415 ND ND 3,23 ND - 164 - - 164 0,75 NS

NA: non amplifié
ND: non détecté
NS: non séquencé
INV: invalide
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111.4.5 Conclusion

Cette étude a permis de comparer les performances de quatre techniques dans un contexte
caracterisé par une grande diversité génétique avec une prédominance du CRF02_AG. Elle a montré
une bonne corrélation entre la technique référence m2000rt/sp et les techniques Nuclisens, EasyQ et
CAP-CTM, mais également entre ces 3 derniéres techniques. Toutefois, la meilleure corrélation était
trouvée entre m2000rt/sp et CAP-CTM et la plus faible entre Nuclisens et Biocentric. Compte tenu
de son intérét pour I'épidémiologie moléculaire du VIH-1 dans notre contexte, un intérét particulier a
été accordé a la quantification du CRF02_AG. Comparées aux autres plates-formes, EasyQ et a
moindre mesure Biocentric sous quantifiaient le CRF02_AG, d’ou la nécessité d’améliorer la

performance de ces deux plateformes pour la quantification de ce variant.
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Non-B HIV-1 viral load Quantification : comparison of four commercial techniques
(en soumission au Journal of Virologicals Methods)

Background:

The new WHO guidelines recommend an early antiretroviral treatment initiation (ART) with CD4
count less than 500. Therefore the number of patients fulfilling the criteria to receive a highly active
antiretroviral therapy (HAART) will increase [1]. The challenge in resource limited setting will be to
maintain patients as long as possible under first line regimen [2]. For this goal, the strong
recommendation WHO is to use VL determination as the gold standard for the evaluation of
treatment efficacy (with a VL at the lowest possible level) and/or the detection of an earlier
virological failure. Indeed, virological failure occurs before the immunological and clinical failure
and allows anticipating in therapeutic regimen changes if needed [3]. For this VL determination,
several techniques are available and were developed based on subtype B [4-5], which represent
around 10% of HIV strains worldwide. Subtype B is found mainly in Europe and northern countries,
while non-B subtypes predominate in the world. Numerous studies have shown that certain variants
are missed or under quantified by some VL assays such as CRF02_AG which is predominant in
Senegal and other West African countries. [6-9]

Despite its low HIV prevalence, Senegal is characterized by a high genetic diversity with a
circulation of many HIV variants. CRF02_AG represent more than 60% of HIV strains in general
population [10-11] and sex workers [12] while subtype C is predominant in the MSM group [13].
The ART was initiated in 1998 and around 17 000 patients were actually under HAART throughout
the country. In the perspective of VL monitoring scaling up, there is a need to evaluate locally the
different VL platforms according to HIV strains circulating in the country. Therefore, the aim of this
study was to compare four commercial techniques, Nuclisens EasyQ v2.0 ® (EQ ; Biomerieux),
HIV-1 V2.0 COBAS AmpliPreP/COBAS Tagman (CTM ; Roche), GENERIC HIV CHARGE
VIRALE assay (GEN, BIOCENTRIC) and Abbott Real Time HIV-1 ® (m2000sp/rt, Abbott)

defined as reference technique.

Materials and methods
Sample collection
Blood samples were collected in Ethylene Diamine Tetra Acetic (EDTA) tubes from patients or

blood donors and cells separation was processed to obtain plasma within 4 hours after collection.
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Plasma aliquots for each platform were stored frozen (-80 °C) until testing. Viral quantification is
performed for each platform according to the manufacturer’s instructions.

HIV-1 viral load quantification

Study was performed in two steps: The first was to verify on site HIV Abbott RealTime
performances using HIV-1 plasma from blood donor and the second step was to compare VL
quantification using three other techniques above mentioned (EQ, GEN, CTM).

Abbott RealTime technology

Abbott RealTime HIV-1 assay (Abbott molecular diagnostics, Wiesbaden, Germany) is an in vitro
gRT-PCR targeting the integrase region of the highly conserved pol gene. Real time detection uses a
partially labeled double-stranded probe. A partial sequence of the pumpkin polymerase gene acts as
an internal control and is amplified simultaneously with the sample. This assay detect HIV-1 group
M, N, O and P and several CRFs (ref). A fully automatic extraction was performed with the Abbott
m2000sp and the amplification followed by real time detection was realized with the Abbott
m2000rt. The assay dynamic range is 1.60 to 7.0 logio copies/ml for 600 pL of plasma samples.

NucliSens HIV EasyQ technology

NucliSENS EasyQ v2.0 (BioMerieux, Lyon, France) assay perform isothermal viral ARN
amplification thanks to a molecular beacon (NASBA) targeting the HIV-1 gag gene. An internal
control was simultaneously extracted and amplified by the EasyQ instrument. This assay detect HIV-
1 group M and several CRFs. A fully automatic platform was used to extract nucleic acid from 200
pl of plasma using NucliSENS EasyMAG automate followed by NASBA amplification and Real
time detection performed on EasyQ automate. The assay dynamic range is 1.3 to 7.0 logio copies/ml

for this amount of plasma.

COBAS TagMan technology

COBAS AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 test v2.0 (Roche Molecular Diagnostics, Basel
Switzerland) is a qRT-PCR amplifying a conserved region in gag gene and LTR region using a
TagMan probe. COBAS TagMan use an internal control simultaneously extracted and amplified with
each sample. This assay detect group M, O and several CRFs. The VL determination was performed
using the COBAS Ampliprep nucleic acid extractor from 1000 pl of plasma and the amplification
and real time detection were realized using COBAS TagMan 48. The assay dynamic range is 1.3 to

7.0 logio copies/ml for this amount of plasma.
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BIOCENTRIC assay

Generic HIV-1 Charge Virale (BIOCENTRIC, Brandol, France) is a gRT-PCR targeting a conserved
region of LTR in HIV genome and VL was determined using a TagMan probe. This assay detect
group M, O and several CRFs. A manual RNA extraction was perfomed using with Qiagen spin
column (QlAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France) form 200 pl of plasma.
Amplification was performed on ABI PRISM 7300 (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA).
Biocentric Kit uses a external standard and the assay dynamic range is 2.48 to 7.0 logio copies/ml for
this amount of plasma.

Genotyping and phylogenetic analysis
Any samples detected above 3.0 log by BIOCENTRIC was genotyped with the HIV French drug

resistance technique (http://www.hivfrenchresistance.org). Briefly, the entire protease gene and a

fragment encoding the 240 first amino acid of RT gene were amplified by a nested RT-PCR. PCR
products were purified (Qiagen, Valencia, Spain) and directly sequenced on ABI 3100-Avant using
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). The sequences generated were
edited using the SeqMan Il software program from the DNAStar package v.5.08 (Lasergene,
Madison, WI).

HIV-1 subtype and CRF designations were determined by phylogenetic tree analysis. The nucleotide
sequences generated were aligned, and a neighbor-joining tree was drawn with 100 bootstrap
replicates, as implemented in the Seaview software [14]. All pure subtypes and CRFs available in the
Los Alamos database and circulating in

West Africa was included in the analysis. To determine whether the viruses 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, i.e., excluding those that were not

represented in the data set.

Abbott Performances evaluation and statistical analysis

Performances of Abbott RealTime technology were evaluated by testing the repeatability using 3
levels of concentration from plasma blood donor. For reproducibility, the values of high and low
positive controls from the same batch of Abbott kit were collected within 30 runs. Coefficients of
variation (CV), accuracy and uncertainties for both were calculated and were compared to

manufacturer’s CV values for contamination.

For VL quantification platform comparison, correlation and concordance tests were determined
between Abbott RealTime and the others with the MethVal software.
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Results:
Performance analysis of Abbott RealTime:
Abbott RealTime performance was assessed using repeatability, reproducibility, incertitude,

accuracy and contamination.

For repeatability, VL were performed in series with 30 aliquots for each concentration level and the
coefficients of variation (CV) obtained were 1.35% [0.44-1.37], 0.65% [0.44-0.72], 0.54% [0.46-
0.72] for low, intermediate and high concentrations respectively.

For reproducibility, VL were tested on two panels with low and high concentration on 30 series and
showed the following CV values : 2.36% [1.34-2.84] and 1.42% [1.32-1.44], for low and high

concentration levels respectively.

Accuracy and Incertitude were evaluated from the results of reproducibility on two panels (low and
high concentration). For Accuracy, the following values were obtained: 1.02% for the low
concentration and 0.20% for the high concentration. And incertitude obtained were: 0.14 for low

concentration and 0.14for high concentration.

Contamination evaluation was performed using three concentrations levels arranged consecutively

(low - moderate - high) and repeated 5 times. This evaluation method was allowed to obtain 0.94%.

Comparison of viral load results:

Comparison between Abbott RealTime and Cobas Tagman:

To compare VL between m2000sp/rt and CTM, 81 samples were tested on both platforms. With
m2000sp/rt, 29 samples had undetectable VL and 52 had detectable VL with a mean VL of 4.03 log.
With CTM, 25 samples had undetectable VL and 56 samples had detectable VL with a mean VL of
3.86 log. Three samples were detectable on CTM and undetectable on m2000sp/rt and three other
samples were detectable on m2000sp/rt and undetectable on CTM but all detectable VL was bellow 2
log copies/ml. Among the 59 samples detected by m2000sp/rt and/or CTM, 3 discrepancies were
observed; among them two samples detected around 3 log copies/ml by CTM were under quantified
and bellow the detection limit of Abbott technology. The last sample detected at 2.75 log copies/ml
by m2000sp/rt was under quantified by CTM. Pearson’s correlation showed a good correlation

between the two techniques with r> = 0.98 and mean difference of -0.00185.
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Comparison between Abbott RealTime and Nuclisens:

Comparison of VL between m2000sp/rt and Nuclisens was performed on 73 samples. With
m2000sp/rt platform, VL was undetectable on 22 samples and detected on 51 samples with a mean
VL of 4.09 log copies/ml. With EQ platform, VL was undetectable on 27 samples and detected on 46
with a mean VL of 4.10 log copies/ml. One sample was detectable by EQ and undetectable by
m2000sp/rt and 6 samples were detectable by m2000sp/rt and undetectable by EQ but all samples
were bellow 2.96 log copies/ml. Among the 52 samples detected by m2000sp/rt and/or EQ, 20 had
discrepancies VL ranged from 2 to 6 log copies/ml with 5 and 15 samples under quantified by
m2000sp/rt and EQ respectively. A good correlation was found between m2000sp/rt and EQ with r?
= 0.96 and mean difference of -0.144.

Comparison between Abbott RealTime and BIOCENTRIC:

For VL comparison between m2000sp/rt and GEN, 123 samples were tested on both platforms. With
Abbott RealTime, 78 samples presented undetectable VL and 45 samples were detected with a mean
VL of 4.39 log. With GEN platform, 67 samples were undetectable and 56 samples were detected
with a mean VL of 4.07 log copies/ml. Considering the threshold detection of GEN which is 2.48 log
copies/ml as the one for the comparison, 14 samples were detected by GEN and not detected by
m2000sp/rt and three samples were detected by m2000sp/rt and not detected by GEN.

Among the 59 samples detected by m2000sp/rt and/or GEN, 13 presented discrepancies with VL >
0.5 log including 6 samples under quantified by m2000sp/rt (with 2 below the detection limit) and 7
samples under quantified by GEN. Comparison of VL quantification between m2000sp/rt and GEN

showed a good correlation with r? = 0.96 and a biais of -0.144.

Comparison Nuclisens and Biocentric:

Comparison of VL between EQ and GEN was performed on 73 samples. Samples tested by EQ
showed 32 undetectable and 41 detectable with a mean VL of 4.39 log copies/ml. Samples tested by
GEN showed 19 undetectable and 54 detectable with a mean VL of 4.11 log copies/ml. One sample
was detectable by EQ and undetectable by BIOCENTRIC and 14 had detectable VL by GEN and
were undetectable by EQ. Among 54 samples with detectable VL, 20 discrepancies were found with
6 under quantified by GEN and 14 under quantified by EQ. Comparison of VL quantification
between EQ and GEN showed a coefficient of correlation of r> = 0.90 and a mean difference of -
0.135.
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Comparison of Nuclisens and Cobas:

To compare the viral loads between EQ and CTM, 72 samples were tested on both platforms.
Samples tested by EQ showed 27 samples with undetectable VL and 45 were detectable with a mean
VL of 4.17 log copies/ml. Samples tested by CTM showed 19 undetectable and 52 detected with a
mean VL of 3.94 log copies/ml. One sample was detectable by EQ and undetectable by CTM and 9
samples were only detected by CTM. Among 54 samples with VL detectable, 17 presented
discrepancies with 5 under quantified by CTM and 12 under quantified by EQ. Comparison of VL

quantification between EQ and CTM showed a good correlation r* = 0.95 and a bias of - 0.122.

Comparison of Cobas and Biocentric:

Comparing the viral loads between CTM and GEN, 81 samples were tested on both platforms. With
CTM platform, 38 samples were undetectable and 43 were detectable with a mean VL of 4.42 log
copies/ml. With GEN platform, 26 samples had undetectable VL and 55 samples were detectable
with a mean VL of 4.08 log copies/ml.

Two samples were detectable only on CTM and 13 samples were detectable only GEN. Among 57
samples with detectable VL, 14 samples presented discrepancies with 7 under quantified by CTM
(with 2 below the detection limit) and 7 other under quantified by GEN (with 2 below the detection
limit). Comparison of VL quantification between CTM and GEN showed for correlation r? = 0.94
and a biais of -0.0512.

Analysis of discrepancies

VL comparison showed 86 discrepancies between different platforms as follows: 21 between EQ and
CTM, 20 between m2000sp/rt and EQ, 15 between EQ and GEN, 14 between CTM and GEN 13
between m2000sp/rt and GEN and 3 between Abbott and CTM which presented the best
reproducibility. EQ platform also has a number of discrepancies with other techniques more
important with 56 discrepancies, GEN with 42 discrepancies, CTM with 38 and m2000sp/rt with 36
discrepancies.

All discrepancies repertories concerned 37 samples (table 1) and 10 present less than 3 log with
BIOCENTRIC technology and 27 had more than 3 log. Out of 27 samples with VL > 3 log,
genotyping was performed on 25 samples and the distributing was as followed: 19 were CRF02_AG,
2 were subtype C, 1 was A3, 1 subtype D, 1 CRFO1_AE and 1 CRF49 cpx.
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Table 1:

_ VIRAL LOAD VL DIFFERENCE Sub
Dossier 12000 o p— p— M2000 M2000 M2000 EQ EQ CTM  type
Vs Vs Vs Vs Vs Vs
GEN  CTM EQ GEN CTM CTM
M1-1017 2,75 2,11 1,73 ND 0,27 1,02 BEE o038 - - NS
M2-2027 2,14 ND 1,95 ND - o019 [HBE o038 - - NS
M1-1051 2,41 1,81 2,05 2,50 0,03 03 [HBE o024 003 003 NS
M1-1026 2,80 245 2,77 3,10 0,30 0,03 036 032 B 033 02AG
A2-3064 ND ND 3,11 2,79 0,32 [iEE - B8 o032 o032 NS
M1-1008 3,16 4,00 328 3,48 0,32 0,12 BB @@ BEEE o020 02AG
A1-1006 3,96 3,20 3,78 4,26 0,30 0,19 BEE @8 WEE o048 02AG
M2-2049 3,81 4,34 3,95 4,59 0,78 0,13 BE8 o040 o025 [EE NS
M2-2035 3,84 473 4,13 4,32 0,49 030 [{EE @BE o041 0716 02AG
A2-1240 3,91 3,62 428 3,84 0,50 0,37 029 B o022 045 c
M1-1061 423 4,34 4,53 4,98 @ o031 012 019 [@BE 045 02.AG
M1-1014 4,59 4,53 487 4,13 0,47 0,08 006 0714 o040 [@EE o01_AE
M2-2004 471 445 476 5,18 0,47 0,04 027 031 @ o042 o02.AG
M2-2003 491 5,40 485 4,69 0,23 0,07 o2 [HBE B 0.6 D
M2-2009 472 453 488 5,21 0,49 0,16 009 025 @B 033 024G
A1-1071 516 4,57 4,90 5,37 0,21 026 B8 o033 EEE 047 02AG
M2-2016 478 4,40 4,92 5,01 0,23 0,14 03 @88 @B o003 02AG
M1-1068 547 4,70 5,01 574 0,27 0.47 B o @@ @ o2 Ac
M2-2008 5,16 5,58 5,08 5,75 S o008 042 050 017 @B o02.AG
M1-1037 531 4,40 524 567 0,36 0,08 B @8 W@ o041 02 AG
M2-2058 5,60 552 5,49 6,07 0,47 0,11 oos o003 B BB o02acG
M1-1027 6,20 5,59 5,86 5,54 0,33 0,35 BB o022 @8 FEE 024G
B1-1155 ND 2,96 ND 2,71 0,23 - S @8 o2 o023 NS
A2-1782 ND INV ND 2,99 0.51 - - - - 0,51 NS
M1-1025 3,71 2,61 NA 3,94 0,23 PF 8 rr @ rr 024G
97019 3,02 1.88 2,68 2,77 0,25 03¢ @ o029 @8 o009 NS
67033 3,83 3,72 3,67 2,67 1,18 0,16 011 B8 o005 [ NS
67162 4,42 3,27 397 3,72 B o045 [ o045 @@ 025 024G
1502831 47 4,64 4,83 0,00 BE o013 00 [BHE o019 BB 49_cpx
1019301 4,72 4,79 4,89 4,22 0,50 0,17 007 [El o1 [EEE c
1026779 5,17 447 4,99 4,64 0.53 0,18 BE o017 B 035 02.AG
4007025 527 4,39 5,09 4,34 S o1 @8 o005 @ BE 024G
8005126 563 6,23 534 4,81 8 o029 i [ il B o02AG
6307 5,69 53 5,26 5,16 s o043 0,39 0,4 0,04 0,10 A3
504152 245 ND 2,03 3,01 0.53 0,42 BB @88 o4 S8 NS
8000783 4,77 3,38 4,53 4,49 0,28 0,24 B B e o001 024G
77415 ND ND 323 ND - .64 - 164 075 NS

NA: not amplified
ND: not detected
NS: not sequencing

INV: invalid
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Discussion

In the context of resource-limited setting, VL is a strong recommendation by WHO for monitoring
patients under ART. VL is a marker predicting the risk of disease progression [15]. Only VL is able
to confirm the HAART success and to detect earlier virological failure which is the entry point to
second line regimen [16]. So, VL is crucial for the monitoring of patients under ART and a rational
use of ARVs at programmatic level.

In Senegal, several techniques are available for patients VL monitoring. However, with the high
genetic diversity it becomes important to evaluate these VL techniques according to the main strains
circulating in the country.

This study aimed to compare the performance of four techniques for a potential switch between
different platforms in the context of resource-limited setting characterized by the problems of regular
procurement.

Abbott technology was used as the reference method in this study because it is routinely performed
in our laboratory and is on regular external quality control. Performances verification of this

technique was acceptable compared to other studies [17].

The comparison of VL quantification techniques showed high correlation and good agreement
between Abbott and three other techniques as well as these last techniques between them. The best
value of correlations (r* = 0.98) and agreement (bias = -0.00185 (-0.0761 to 0.0726)) is found
between m2000sp/rt vs CTM and confirm those obtained in other studies [17-18]. A low rate of false
negative results (3/81 for each platform) and under quantified VL (2/81 by Abbott and 1/81 by CTM)
is found between Abbott and CTM, and these discrepancies is related to samples with low or
undetectable VL as reported in other studies[18-19]. For Church et al the not-detection of samples
by the two techniques could be related to primer and probe mismatches in both pol-int and gag target
regions [19]. Bourlet et al found that CTM v2.0 presented a positive bias (0.33) over Abbott and
suppose that the over quantification could be due to probably the modification of amplification step

and viral load calculation [18].

The comparison of VL between m2000sp/rt and EQ have also showed a high correlation (r = 0.96)
and a relatively good agreement (bias = -0.144 (-0.256 to 0.0326)). However, a high number of false
negative results (1/73 on m2000sp/rt and 6/73 on EQ) and samples under quantified (5/73 m2000sp/rt
and 15/73 EQ) was noted between the two platforms. Similar results were found between CTM and
EQ (r? = 0.95 and bias = -0.122) with a high number of false negatives (1/72 on CTM and 9/72 on
EQ) and samples under quantified (5/72 by CTM and 12/72 by EQ) by EQ.
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The lowest value of correlation was found between platforms EQ and GEN (r2 = 0.90 and a bias = -
0.130). EQ have more samples false negatives (14/73) and under quantified samples (14/73) than
GEN with 1/73 sample false negative and 6/73 samples under quantified.

Among the four platforms VL studied, EQ presented the more number of false negative samples and
under quantified samples. The similar data were reported by Church et al between Realtime HIV-1,
COBAS TagMan Easy Q v1.2 and Versant v3.0 for determination of HIV-1 viral loads in a cohort of
Canadian patients with diverse HIV subtype infections. They also found more false negative results
(18/25; 72%) and under quantification results (32/41; 78%) with EQ and bDNA for patients with
non-B subtype infections. The lower correlation with the other platforms maybe due to a
combination of instability in the method (i.e., molecular beacon approach) as well as mismatches the
probe and primers and the gag target region, particularly [19]. The other study by Bourlet et al.
compared four commercial Real-Time assays showed that Nuclisens HIV EasyQ v1.2 assay was the
least favorable, exhibiting significantly lower viral loads and wider discrepancies [18].

The comparison between the reference technique m2000sp/rt and GEN had found a high correlation
value (r* = 0.95) and a good agreement (bias = 0.0147). However, Abbott has more false negative
(14 /123) than BIOCENTRIC generic kit (3/123). Both platforms have sensibility the same numbers
of samples under quantified with 6 samples under quantified by Abbott and 7 samples under
quantified by BIOCENTRIC.

The comparison between CTM platform and GEN has showed results comparable with those
obtained in the comparison between GEN and m2000sp/rt with a correlation value with r* = 0.94 and
a good agreement with bias = -0.0512. As the reference method, CTM has more false negative
results (13/81) than the BIOCENTRIC generic kit (2/81) and both platforms have the same number
of samples under quantified with 7 samples.

The number of samples under quantified between BIOCENTRIC and m2000sp/rt or CTM is
sensibility similar. However, the high number of false negative found in Abbott and CTM could be
the false positive and justify the relative high detection limit of BIOCENTRIC platform (2.48 log
copies/ml).

Samples with viral loads more than 3 Log had been genotyping. Twenty five (25) genotyping were
performed and CRF02_AG were predominant with 19/25.

Some studies reported difficulties of EQ platform to quantify the non-B subtypes including C, Al,
AG, G and CRF02_AG [2, 20, 21].
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Given his interest in the molecular epidemiology of HIV-1 in our context we are interested to the
quantification of CRF02_AG by EQ platform. We found that compared with other platforms, EQ
under quantified for 16/19 samples. Among the samples under quantified by EQ, 2 samples had
under quantified compared to three other platforms, 4 samples had under quantified compared to
Abbott and CTM, 4 other samples compared to Abbott and BIOCENTRIC, 1 sample under
quantified compared to CTM and BIOCENTRIC and 5 samples under quantified compared to
BIOCENTRIC. We also found that 3/19 CRF02_AG samples were over quantified by EQ. Among
them, 2/3 and 1/3 were under quantified by other platforms and Abbott and CTM respectively. These
results confirm previously studies of EQ to quantify non-B subtype particularly the CRF02_AG.
Another study by Rouet et al. in 2010 compared generic HIV viral load assay (BIOCENTRIC) with
CTM HIV-1 and Nuclisens HIV-1 EasyQ v1.2 techniques for plasma HIV-1 RNA quantification of
non-B subtypes. The generic kit BIOCENTRIC detected 9/160 strains that are not detected by CTM
(n=7) or EasyQ (n=2) [22].

This study compared the techniques of viral load quantification found a good correlation between the
reference technique and other techniques, but also past each other. However the best value-correlate
was found between Abbott Vs Cobas and the lowest value between Nuclisens Vs BioCentric.

The study also showed that compared to other techniques, EQ under quantified CRF-02_AG main
variant isolated in our context. Therefore, efforts to improve the perforation of the art with respect to

the quantification of non-B strains, in particular the CFR02_AG are required.
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DISCUSSION

- L’épidémiologie du VIH/SIDA en Mauritanie est trés peu documentée. C’est pour répondre &
cette préoccupation que les 4 thématiques suivantes ont été abordées dans le cadre de cette
thése :

- lasurveillance sentinelle chez les femmes en consultation prénatale (CPN) de 2001 a 2007,

- la surveillance seconde génération (sérologique et socio-comportementale) chez les
consultants pour Infection Sexuellement Transmissibles (IST),

- les profils de mutations de résistance et la diversité génétique chez les patients mauritaniens
suivis au sein de la cohorte nationale de santé publique

- la comparaison de 4 techniques de charge virale : m2000sp/rt (Abbott), COBAS
AmpliPreP/COBAS Tagman HIV-1 V2.0 (Roche), GENERIC HIV CHARGE VIRALE
Assay (BIOCENTRIC) et Nuclisens EasyQ v2.0 (Biomerieux) utilisées dans notre contexte
local.

Les résultats de la surveillance épidemiologique sont utiles pour suivre les épidémies, juger
de l'efficacité de la réponse nationale et éclairer les décisions de programmes (Pisani E et coll.,
2003). Ainsi, la documentation du VIH/SIDA au sein de la population générale, des groupes
spécifiques et au niveau des personnes vivant avec le VIH a travers plusieurs aspects est
incontournable pour une bonne gestion et un contréle épidémique. Le systeme de suivi de 1’épidémie
a VIH/SIDA en Mauritanie portait sur les donneurs de sang jusqu’en 2000.°® Méme si ce systéme
peut donner certaines indications sur le VIH/SIDA, en lien avec certains biais de sélection du groupe,
les résultats issus du dépistage des donneurs de sang doivent étre interprétés avec prudence et sont
plus utiles a des fins de sensibilisation. En effet les donneurs ayant un comportement a vulnérabilité
élevé ont tendance a s’abstenir de donner leur sang. Ce fait associé a une dynamique de fidélisation
des donneurs pourrait influencer la nature des résultats recueillis et leur utilisation a des fins
d’estimation de la prévalence nationale. Tout cela a joué un role de pulsion pour la réalisation de la
premiere enquéte d’envergure chez les femmes en consultation prénatale (CPN) en 2001.

Menée sur un échantillon représentatif, I’enquéte a ciblé toutes les régions du pays et sur la
base de ses résultats, un réseau national structuré de sites de surveillance sentinelle a été mis en place
en 2003.

®8http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce. MR _Narrative R
eport%5B1%5D.pdf (Consulté le 15/07/2013).
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De périodicité biennale, cette surveillance souscrit aux recommandations de I’OMS et porte sur les
femmes &gées de 15 a 49 ans fréquentant les centres de santé offrant des activités de CPN. Dans ce
type d’enquéte ou I’accent doit étre mis sur les jeunes femmes de moins de 25 ans pour une

estimation indirecte des infections récentes, les co(ts de surveillance sont minimisés.®

Notre travail sur la sérosurveillance des femmes en CPN nous a permis d’apprécier la qualité
des données générées et d’avoir une idée sur I’évolution de la prévalence sur 7 années de
surveillance réguliere. Sur la période d’étude, le recrutement des femmes enceintes avait montré une
amélioration perceptible. De 2393 femmes en 2003, on est passé a partir de 2005 a des échantillons
d’une taille supérieure a 5000."

Pour I’année 2003, 4 sites importants dont 2 des régions de I’Est (Néma et Aioun) proches
des frontieres maliennes, 1 (Kaédi) de la région du fleuve frontaliére avec le Sénégal et 1(Teyarett) a
Nouakchott la capitale n’avaient pas fourni une taille d’échantillon suffisante. En 2007, ce sont 3
sites dont 1 toujours au niveau de la région de I’Est (Néma) et 2 du Nord (Atar et Akjoujt) qui
présentaient la méme situation. Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette situation : manque de
sensibilisation et/ou de motivation des responsables et personnel impliqués, mobilité des ressources
humaines, probleme d’accessibilité financiére au bilan prénatal, population cible réduite (site
d’Akjoujt), supervision et suivi par le niveau central irréguliers.

Les résultats serologiques montraient une disparité de la prévalence entre les différents sites
pour une méme année. De méme, en fonction de ’année, un méme site montrait une prévalence
fluctuante. Cependant, cette derniére était statistiquement non significative. On peut citer ’exemple
de Kaédy qui avait montré une prévalence de 0.35% [0-1.04] en 2001, 1.15% [0.30-2.00] en 2005 et
0.31% [0-0.74] en 2007.

Ces résultats étaient a ’image de ceux observés au niveau des autres pays de la sous-région

comme le Sénégal.™

%http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/guidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 15/07/2013).
"http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce_MR_Narrative R
eport%5B1%5D.pdf (Consulté le 20/12/2013).

™ http://www.cnls-senegal.org/pdf/BulletinEpidemiologique1l.pdf (Consulté le 11/09/2013).
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En considéerant toute la période de notre étude, de facon globale c’est au niveau des sites
situés au Sud (Rosso, Sélibaby, Kaédy), a I’Est (Kiffa), et au niveau des 2 grandes villes du pays,
Nouakchott et Nouadhibou que les prévalences les plus élevées étaient observées. Néanmoins, quel
que soit I’année, les prévalences les plus élevées se situaient toujours au niveau de Nouadhibou et
Nouakchott. Ceci étant, la prévalence moyenne de Nouakchott était toujours plus basse ou proche de
la prévalence moyenne nationale. Elle était de 0.33% versus 0.57 % au niveau national et de 0.62 %
versus 0.61% respectivement en 2001 et 2007.

Alors que les données de séroprévalence du VIH chez les femmes en zones rurales sont
importantes et servent dans la définition des types d’épidémies locales, les sites ne couvraient pas le
milieu rural.”” Par ailleurs, méme si la fiche de collecte spécifiait le milieu de résidence permanent
des femmes recrutées (urbain ou rural), cette information était inexploitée. De ce fait la prévalence
du VIH chez les femmes en milieu rural ne ressortait pas dans les données de surveillance sentinelle.

Les enquétes sérologiques d’incidence exigent des échantillons de grande taille et un suivi de
longue durée mobilisant des ressources humaines et financieres importantes. Au lieu de mesurer
I’incidence, ’OMS recommande de suivre les tendances de la séroprévalence du VIH chez les
femmes jeunes d’age inférieure a 25 ans, a travers un nombre limité de sites sentinelles a forte
fréquentation.” Les seules données de prévalence en fonction de I’dge n’étaient disponibles que pour
I’année 2005. Elles ne montraient de différence statistiquement significative que pour le site de
Sebkha (p-value = 0.04<0.05) avec une prévalence plus élevée (2.2%) au sein des femmes de 15-24
ans contre une prévalence de 1.2% chez les femmes de 25 ans et plus. Du fait de la supposition que
les femmes de moins de 25 ans aient une activité sexuelle récente, la proportion de nouvelles
infections a plus de chance d’étre plus élevée parmi elles que parmi les femmes plus agées.” Grace
aux recommandations découlant de ce travail, les données sur les femmes de moins de 25 ans ont été
intégrées et pris en compte dans les données de surveillance sentinelle chez les femmes en CPN a

partir de 2009 (données non publiées).

Notre travail a montré pour un intervalle de confiance de 95%, une prévalence annuelle
relativement basse (inférieure a 1%) avec une évolution stable, statistiquement non significative [p-
value = 0.396] sur la période d’étude (de 2001 a 2007). Elle était respectivement de 0.57% et 0.83%
en 2001 et 2003 et de 0.8% et 0.61% en 2005 et 2007.

"2 http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/guidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 20/12/2013).
" http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/en/guidelinesforconduction_fr.pdf (Consulté le 20/09/2013).
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Le VIH-1 était prédominant sur notre période d’étude avec une proportion de 94% en 2007. Les
faiblesses de notre travail étaient le manque de prise en compte des femmes en milieu rural et des
femmes jeunes de moins de 25 ans.

La comparaison des données obtenues avec ceux de plusieurs pays voisins et autres pays de
I’ Afrique sub-saharienne a montré que la prévalence chez les femmes en CPN en Mauritanie était
plus élevée qu’au niveau du Maroc et de 1’ Algérie au Maghreb (Elharti E et coll., 2002 ; Aidaoui
M et coll., 2008) mais restait plus basse que celles des pays de I’ Afrique de 1’Ouest et du centre. Ces
derniers caractérisés par une prévalence dépassant 3% pour la plupart d’entre eux. Elles étaient de
1.7% en 2004 au Sénégal et de 3.6% en 2005 pour le Mali. De grands écarts de prévalence étaient
observés entre les pays de I’Afrique de I’Est présentant une prévalence moyenne de 4-5% et de
I’Australe avec des prévalences de 1’ordre de 29% et 32% en 2006 respectivement pour 1’Afrique du
Sud et le Botswana.”

Combinées aux données d’autres sources (programmes PTME, ARV...), les données de
surveillance sentinelle servent a estimer la prévalence nationale du VIH et a faire des projections sur
I’infection et les cas de SIDA. Par ailleurs, méme si les résultats de surveillance sentinelle ne
permettent pas une extrapolation a la population générale et ne peuvent étre appliqués qu’aux
populations et sites concernés, les données d’enquétes chez les femmes enceintes en CPN sont en
général trés proches des résultats d’enquétes menées auprés de la population générale. Il est
également admis que dans un contexte d’épidemie non généralisé, la prévalence parmi les femmes
enceintes est un bon indicateur de la prévalence au sein de la population générale.” Enfin, il est
suppose que les femmes en CPN présentent des risques au VIH similaires a ceux des femmes issues
de la population générale. De ce fait, intégrées dans la surveillance, elles pourraient donner une idée
sur I’infection chez les femmes de la population générale (Mmbaga EJ et coll., 2009). Cependant,
les données de prévalence chez les femmes en CPN n’informent pas sur les comportements qui
exposent a I’infection, les sous populations les plus vulnérables ou les groupes « passerelles »
vecteur de transmission et de diffusion du VIH de la population vulnérable a la population
générale.”® Ceci a motivé Iorientation vers la surveillance combinée sérologique et comportementale
plus en mesure d’identifier les sous groupes de populations les plus exposés au VIH et d’expliquer
les comportements, attitudes et pratiques sous-jacents a des taux de prévalence élevés de

I’infection.”’

™ http://data.unaids.org/pub/EPISlides/2007/2007_epiupdate_fr.pdf (Consulté le 19/09/2013).
" http://www.policyproject.com/policycircle/documents/epp_manf.pdf (Consulté le 19/12/2013).
"8 http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/secondgeneration_fr.pdf (Consulté le 27/07/2013).
"http://www.policyproject.com/policycircle/documents/epp_manf.pdf (Consulté le 27/07/2013).
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C’est ainsi qu’aprés notre travail sur le suivi de 1’épidémie du VIH chez les femmes en CPN en
Mauritanie sur la période de 2001 a 2007, nous nous sommes intéressés a la surveillance combinée
(sérologique et socio-comportementale) également appelée surveillance de seconde génération chez
les consultants pour infections sexuellement transmissibles (IST), groupe supposé vulnérable vis-a-
vis du VIH.

Présentant les mémes modes de transmission que le VIH, les IST augmenteraient la
probabilité de transmission du virus (Ng BE et coll., 2011). Par ailleurs, il a été clairement démontré
une forte association entre les IST ulcérantes et non ulcérantes et l'infection par le VIH, d’ou la
conclusion que le controle des IST peut contribuer & la prévention du VIH (Wilkinson D et
Rutherford G, 2001).

Les résultats de notre travail sur la sérologie du VIH, la syphilis et des connaissances,
comportements, attitudes et pratiques des consultants pour IST face aux VIH/SIDA a Nouakchott et
Nouadhibou avait porté sur 224 consultants pour IST recrutés selon 1’approche syndromique. Le
ration H/F était de 1.0 avec une moyenne d’age de 35 ans. Apres administration du questionnaire
210 patients ont accepté d’étre prélevés soit un taux d’acceptation de 94%. Le taux d’acceptation
était plus éleve que celui (90%) rapporté par une étude combinée menée au Sénégal auprés d’un
groupe a caractéristiques de la population généerale (Gueye Ndiaye A et coll., 2009). Les patients
étaient relativement jeunes avec un age maximal de 40 ans (78% ; n=164) et étaient a 70.5% (n=148)
mariés et n’avaient pas dépassé pour la plupart le niveau primaire (81.4% ; n=171).

Les symptomes d’IST les plus cités par les enquétés étaient les mictions douloureuses, les
ulcérations/plaies genitales et les douleurs abdominales basses et ceux les plus retrouvés (30.5%)
dans le cadre de notre travail, étaient les douleurs abdominales basses et les douleurs mictionnelles.

Le role de la fidélité a un partenaire stable séronégatif pour la protection contre le VIH
semblait étre bien connu par les enquétés (97.3%). Par ailleurs, les 4/5 des enquétés connaissaient le
réle préventif du préservatif contre les IST et le VIH. Cependant, 21% parmi ces derniers les 3/4
entretiendraient des relations avec un partenaire extra-conjugal régulier sans utilisation du
préservatif. Beaucoup de fausses croyances tel que le choix d’un partenaire qui parait en bonne santé
pour se prévenir du VIH/SIDA ont été citées par les enquétés. Ces fausses croyances étaient
associées a des attitudes qui exposent aux IST et VIH avec seulement la moitié des enquétés
déclarant informer leur partenaire sur le portage d’une IST parmi lesquels environ un cinquiéme

reconnaissant avoir des partenaires occasionnels dont 3/4 n’utilisant pas de preservatifs.
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Les principales raisons avancées pour la non utilisation du préservatif étaient qu’il réduit le plaisir
(41.7%) ou I’oubli (25%). Une étude menée au Botswana au sein de ’armée sur un échantillon de
211 hommes d’age maximum de 30 ans avait retrouvé en plus du méme motif principal (réduction du
plaisir sexuel) a la non utilisation du préservatif retrouvé dans le cadre de notre travail, une
consommation excessive d'alcool ou la confiance a la partenaire sexuelle (Tran BR et coll., 2013).

La séroprévalence de ’infection par le VIH était de 9 % et celle de la syphilis de 10%. A
c6té des hommes qui ont des relations sexuelles avec d’autres hommes, les professionnelles du sexe
constituent un groupe tres vulnérable au VIH avec des prévalences généralement trés nettement
supérieures a celles de tous les autres groupes spécifiques, y compris les consultants pour IST (Kane
CT et coll., 2009 ; Mooij SH et coll., 2013). Sans différence significative [p=0.49 ; > 0.05], la
séroprévalence de notre population d’étude (9%) était plus élevée que celle retrouvée (7.4%) chez les
Professionnelles du Sexe dans le cadre d’une étude similaire conduite dans le pays sur la méme
période’®.

Malgré un échantillon d’étude limité, la forte séroprévalence (9%) et les comportements
attitudes et pratiques décrits dans le cadre de ce travail permettent de confirmer la haute vulnérabilité

vis-a vis du VIH/SIDA des consultants pour IST fréquentant les 3 sites de notre etude.

Les résultats sur la surveillance du VIH chez les femmes en consultation prénatale et les
consultants pour IST ont permis de suivre 1’évolution de 1’épidémie au sein des sites sentinelles de
surveillance, d’estimer la prévalence au niveau national et de définir le type d’épidémiec locale.
Cependant, ils ne sont pas suffisants pour bien cerner la problématique du VIH/SIDA et sa meilleure
prise en charge. Pour répondre & ce souci, nous avons entrepris dans le cadre de notre 3°™
thématique de travail de thése, une étude sur les profils de mutations de résistance aux ARV et la
diversité génétique chez les patients mauritaniens traités pour infection par le VIH-1 suivis selon la

démarche de santé publique au Centre de traitement Ambulatoire de Nouakchott.

Les données issues de notre travail sur 86 patients suspectés d’échec virologique et présentant
une charge virale > 3 logio copies/ml nous a permis d’apprécier dans le cadre d’une étude
transversale ’efficacité des schémas thérapeutiques de 1% et 2°™ lignes chez les patients traités de la

cohorte nationale de santé publique et les profils de résistance aux antirétroviraux ARV.

Bhttp://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourresponse/countryprogressreports/2012countries/ce. MR _Narrative R
eport%5B1%5D.pdf (Consulté le 14/11/2013).
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Cette étude a montré un taux élevé (72.30%) de mutations de résistance aux ARV apres une
médiane de suivi de 32 mois. Des résultats similaires ont été trouvés aprés une médiane de suivi de
40 mois dans les pays utilisant les méme schémas thérapeutiques de premiere ligne contenant 2
INNTI et INNTI, comme le Sénégal (Thiam M et coll., 2013) et d'autres pays a ressources limitées
(EI-Khatib Z et coll., 2010 ; Péré H et coll., 2012). Pour les premieres lignes de traitements, la
Stavudine était le principal inhibiteur nucléosidique de la reverse transcriptase (INRT) et le tiers des
patients étaient sous Triomune fixe dose, comme c’est les cas de la plupart des pays a faibles
ressources (Dagnra AY et coll., 2011 ; Messou E et coll., 2013) avant la recommandation de ’OMS
2010 de remplacement de la DAT.

Pour les patients sous régimes de premiere ligne, les mutations les plus fréquentes étaient la
M184V et T215Y (TAM) pour les INRT et la K103N et Y181C pour les INNRT. Ces résultats
corroborent ceux observés au Sénégal et dans d’autres pays africains (E-Khatib Z et coll., 2010 ;
Chaplin B et coll., 2011 ; Thiam M et coll., 2013).

En absence de suivi virologique, la réplication virale en présence d’un traitement devenue
inefficace est associée a une accumulation progressive de mutations de resistance (Stirmer M et
coll., 2007). Cette accumulation de mutations de résistance peut compromettre I'efficacité des
traitements de deuxieme ligne (Petersen ML et coll., 2008; Sigaloff KCE et coll., 2011 ;
Hosseinipour et coll., 2013). L’association entre la durée du traitement et 1’accumulation de
mutations de résistance a été étudiee dans le cadre de ce travail et n’a montré de différence
significative que pour la M184V. Le fait que cette derniére ne soit pas trouvée pour les TAM,

pourrait probablement étre lié a la taille limitée de I'échantillon.

Pour ce qui est des besoins en traitements de relais, globalement, 12 patients sous premiére
ligne et 2 sous deuxieme ligne présentaient des mutations de résistance nécessitant des médicaments
antirétroviraux qui ne sont pas disponibles dans le pays et dans de nombreux pays a ressources

limitées compromettant ainsi I’avenir thérapeutique des patients.

7 http://www.who.int/hiv/pub/arv/adult2010/en/index.html (Consulté le 12/06/2013).
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A D’instar des autres pays a faible ressources, le nombre de molécules ARV et les possibilités de mise
sous traitement de deuxiéme ligne sont trés limités, alors que les 3*™ lignes sont indisponibles dans
la plupart de ces pays (Thiam M et coll.,, 2013), d’ou la nécessité de fournir des efforts pour
préserver pour une durée maximale 1’efficacité des traitements de premiére ligne. C’est ainsi que
I’OMS a développé (2012) a c6té des enquétes de surveillance de la résistance transmises conduites
aupres de sujets neufs récemment infectées par le VIH, 3 stratégies supplémentaires: la surveillance
de la résistance aux ARV chez les enfants de moins de 18 mois, chez les patients initiant leur
traitement ARV et la surveillance de la résistance acquise chez les patients sous ARV apres 12 et 24

mois de traitement®.

Cette €tude transversale a donné également une idée sur la diversité génétique des souches de
VIH-1 qui circulent en Mauritanie avec une prédominance du CRF02_AG (64.6%) et une grande
diversité genétique montrant 17 sous-types/CRF dont 10 recombinants uniques malgré un contexte
de prévalence nationale du VIH faible.®! Cette prédominance du CRF02_AG a été décrite dans de
nombreux autres pays d’Afrique de I'Ouest et dans la région ouest de I’Afrique centrale (Mamadou
S et coll., 2011 ; Kébé K et coll., 2013 ; Maiga Al et coll., 2013 ; Tongo M et coll., 2013). En
revanche, une seule souche du sous-type B a eté identifié alors qu'il est le principal variant circulant

dans les pays voisins du Nord au Maghreb (Mumtaz G et coll., 2011, El annaz H et coll., 2012).

Ce travail malgré le nombre limité d'échantillons, (faiblesse de notre étude), a documenté
pour la premiére fois, la situation de la résistance du VIH-1 aux antirétroviraux et la diversité

génétique au niveau du systeme national de santé publique en Mauritanie.

Dans les pays a ressources limitées ou 90% des nouvelles infections se produisent, avec le
passage a I’échelle des ARV, la charge virale est fortement recommande par ’'OMS pour évaluer

’efficacité du traitement antirétroviral®

. Ces techniques de charge virale développées sur la base des
sous type B et utilisées dans les pays a faibles ressources ou les sous-types non B prédominent
(Holguin A et coll., 2008) nécessitent des etudes comparatives pour la détermination de leurs
sensibilité et capacité a quantifier la CV de ces variants, en particulier le CRF02_AG dominant en

Afrique de I’Ouest (Hemelaar J et coll., 2012 ; Peeters M et coll., 2013).

8 http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727 eng.pdf (Consulté le 13/11/2012).
8 http://www.unaids.org/fr/regionscountries/countries/mauritania/ (Consulté le 27/07/2013).
8 http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727 eng.pdf (Consulté le 09/11/2013).
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Le Sénégal est caractérisé par une grande diversité génétique avec la circulation de variants
non B et une prédominance du CRF02_AG (Diop-Ndiaye H et coll., 2010 ; Diouara AA et coll.,
2013 ; Kébe K et coll., 2013). A I’instar des autres pays a faibles ressources, plusieurs techniques de
CV développées a partir du sous-type B sont utilisées dans le pays (Sénégal) pour le suivi des
patients sous ARV alors qu’en Mauritanie, une seule plateforme de charge virale, (Cobas
TagMan/Cobas Ampliprep (CAP-CTM, ROCHE)) est disponible. Utilisée pour le suivi des patients
sous traitement ARV, elle a servi a documenter 1’échec virologique de notre étude sur les profils de
mutation de résistance aux ARV en Mauritanie, qui a montré une grande diversité génétique des
sous-types non B avec prédominance du CRF02_AG. Malgré cela, 1’évaluation préalable de la
capacité de la technique a quantifier les sous-types non B avant son utilisation locale, n’avait jamais
fait ’objet d’une étude, d’ou notre 4°™ travail entrepris en collaboration avec le Sénégal pour
comparer les capacités des plateformes (Nuclisens EasyQ v2.0® (EQ, Biomerieux), HIV-1 V2.0
CobasAmpliPreP/CobasTagman (CAP-CTM, Roche), Generic HIV Charge Virale (Generic,

Biocentric) et Abbott Real Time HIV-1® (m2000sp/rt, Abbott) a quantifier les sous-types non-B.

Nos résultats sur la comparaison des 4 plateformes de quantification de la CV ont montre une forte
correlation entre Abbott et les 3 techniques (CAP-CTM, Biocentric et EasyQ), mais également entre
ces trois derniéres. Ceci étant, la meilleure corrélation (r2 = 0,98) et concordance (biais = -0,00185)
étaient trouvées entre m2000rt/sp (Abbott) et CAP-CTM (Roche). Ces résultats confirment ceux
obtenus dans le cadre d'autres études (Scott LE et coll., 2009 ; Bourlet T et coll., 2011). La plus
faible valeur de corrélation a été trouvée entre les plates-formes EQ et Biocentric (r* = 0,90, biais = -
0.130). Des 4 plateformes, EasyQ présentait egalement le plus grand nombre d'échantillons faux
négatifs et d’échantillons sous quantifiés. Des données similaires avaient été rapportées par une étude
comparant cette technique (EasyQ v2.0), la technique CobasTagMan et la v3.0 de Versant (Church
D et coll., 2011). A I’opposée, une autre étude comparant cette méme technique a m2000rt pour la
quantification des sous-types G et CRF02 AG avait montré avec des differences de CV non
significatives (de ’ordre de 0.3 log) des valeurs de charge virale moyenne plus élevé avec m2000 rt
qu’avec EasyQ v2.0 (Gomes P et coll., 2013).
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Vingt cing (25) échantillons présentant une charge virale > 3log avaient fait 1’objet d’un
génotypage qui avait montré une prédominance du CRF02_AG (n=19 ; 76%). Vu son importance
épidémiologique dans notre contexte, nous nous sommes intéressé a la quantification de ce variant.
Les plateformes EQ et Biocentric comparées aux autres techniques ont sous-quantifié respectivement
16/19 et 6/19 échantillons de CRF02_AG. Ces résultats corroborent ceux d’autres études
précédemment menées qui avaient montré la difficulté de la plateforme EQ a quantifier les sous-
types non-B (Hirsch MS et coll., 2008, Korenromp EL et coll., 2009).

Notre travail comparant les techniques de quantification de la charge virale a trouvé une
bonne corrélation entre la technique de référence et les autres techniques. Toutefois, la meilleure
corrélation a été trouvée entre m2000rt et Cobas et la plus faible entre Nuclisens et Biocentric.

L'étude a également montré que comparées aux autres techniques, EasyQ et a moindre
mesure Biocentric sous-quantifiaient le CRF- 02_AG, principal variant isolé dans notre contexte. Par
conséquent, son utilisation locale, nécessite des efforts d’amélioration de sa performance par rapport
a la quantification des souches non-B, en particulier le CRF02_AG. Les bons résultats de
comparaison entre les 2 techniques m2000rt/sp et CAP-CTM nous réconfortent sur son utilisation en
Mauritanie pour le diagnostic précoce de 1’échec virologique et le suivi des patients sous traitement
ARV.
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Les travaux menés dans le cadre cette thése ont eu comme but de contribuer a la bonne
documentation de la situation du VIH/SIDA en Mauritanie.

Le travail portant sur la surveillance sentinelle chez les femmes en consultation prénatale a
permis d’apprécier I’évolution de la prévalence sur 7 années de surveillance sentinelle (2001-2007).
Il avait montré une prévalence moyenne inférieure a 1% avec évolution stable sur la période d’étude.
Malgré des insuffisances relevées, les données de surveillance sentinelle en Mauritanie en plus de
leur utilité dans le suivi de 1’évolution de la prévalence du VIH chez les femmes en CPN ont permis
d’accélérer I’initiative nationale d’acces aux ARV.

Notre travail sur la surveillance seconde génération chez les consultants pour infections
sexuellement transmissibles a permis d’estimer la prévalence au sein du groupe et de documenter
leurs connaissances, comportement, attitudes et pratiques face au VIH/SIDA. Les séroprévalences
élevées de I’infection par le VIH (9 %) et de la syphilis de 10 % et les Comportements Attitudes et
Pratiques retrouvés dénote d’une mauvaise prise de conscience de la problématique du VIH/SIDA
par le groupe étudié. Méme si 1’échantillon d’étude était limité, ce travail a permis d’estimer la
prévalence du VIH au sein du groupe apres plusieurs années d’absence de données a leur niveau,
mais surtout de documenter pour la premiere fois, leurs connaissances, comportements, attitudes et
pratiques face au VIH/SIDA.

Les donnees de la surveillance sentinelle et celles de surveillance de seconde génération
issues de nos deux premiers travaux de these ont contribué a mieux documenter celles de la
surveillance épidémiologique en Mauritanie et d’accélérer I’initiative nationale d’acces aux ARV.
Par ailleurs, en absence d’une enquéte nationale EDS+, ils ont également permis une estimation plus
précise de la prévalence nationale et la catégorisation du type d’épidémie local. Ces données sur
I’épidémiologie générale ont été complétées par celles sur 1’épidémiologie moléculaire et I’étude des

mutations de résistance.

Les résultats sur les profils de mutations de résistance et 1’épidémiologie moléculaire du VIH-
1 chez les patients de la cohorte nationale suivis dans le systeme de santé publique ont montré un
taux de résistance aux ARV élevé (72.3%) apres une médiane de suivi de 32 mois. Les mutations de
résistance les plus fréquentes étaient la M184V/I, la K103N et la T215Y. Ces résultats corroborent
ceux d’autres études menées en Afrique. Parmi les MDR retrouvées, une association entre la durée
du traitement et I’accumulation de mutations a été trouvée avec une différence significative pour la
M184V [p = 0.035].
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L’analyse des mutations de résistance pour la prédiction du schéma thérapeutique a mis 1’accent sur
la nécessité de disposer de plus de molécules de premiére et deuxiéme lignes, mais également sur
I’importance de I’acces aux 3émes lignes de traitement. L’analyse phylogénétique des souches VIH-

1 a montré une grande diversité génétique et une prédominance du CRF02_AG.

Malgreé I’échantillon d’étude limité, les résultats de ce travail ont documenté pour la premiére
fois la situation de la résistance aux ARV et la diversité génétique en Mauritanie. Cette grande
diversité impose 1’évaluation des performances de toutes les technologies de diagnostic et de suivi

comme la charge par rapport aux souches locales circulantes.

Le 4eme objectif dans le cadre de cette these a été d’évaluer les performances de 4 techniques
de CV, y compris celle disponible en Mauritanie (CAP-CTM). Il a montré une bonne corrélation
entre la technique de référence (m2000 rt/sp et les 3 autres techniques avec une meilleure corrélation
et concordance entre la technique référence et CAP-CTM. L'étude a par ailleurs mis en évidence des
problemes de sous-quantification du CRF-02_AG par EQ et a moindre mesure par Biocentric, d’ou
la conclusion que I’utilisation locale de ces techniques, nécessite des efforts d’amélioration de leur
performance pour la quantification des sous types non B, en particulier le CRF02_AG. Les bons
résultats de comparaison entre les 2 techniques m2000rt/sp et CAP-CTM rassurent sur son utilisation

en Mauritanie dans le suivi des patients sous ARV.

Les travaux menes a travers les 4 objectifs de cette thése amenent a faire ces recommandations :

- mettre en place un systeme de surveillance epidémiologique régulier intégrant, milieu rural et
groupes clés et associant a la sérologie les comportements, pour mieux cerner les causes

d’éventuelles disparités entre différents sites géographiques et groupes,

- mettre en place le diagnostic précoce chez les nouveaux-nés de mere séropositves et un suivi
virologique structuré de la cohorte nationale avec une quantification de la charge virale une
fois par an selon les recommandations de ’OMS 2013% et intégrer & ce dernier si possible, le
test génotypique de résistance. Pour étre efficace, il est nécessaire d’associer a ce suivi, un

dispositif d’aide a ’observance.

# http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/85321/1/9789241505727 _eng.pdf (Consulté le 05/09/2013).
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PERSPECTIVES

Malgre les 4 axes contribuant a la connaissance de 1’épidémie du VIH et au bon suivi de patients
sous traitement antirétroviral en Mauritanie développés dans le cadre de cette thése, nombreux
aspects restent a explorer pour une meilleure documentation de la situation locale du VIH/SIDA en

Mauritanie. C’est ainsi que plusieurs perspectives se dégagent de ces travaux de thése :

e reconduire une nouvelle enquéte combinée chez les consultants pour IST pour affiner les

résultats de séroprévalence du VIH et CCAP trouvés dans le cadre de notre étude etc.,

e mener une plus large étude pour confirmer les profils de mutation de résistance et la diversité

génétique retrouves dans le cadre de nos travaux,
e mettre en place un systéme de surveillance de la résistance transmise,

e Mener une étude de validation de la technologie Cobas Ampliprep/ Cobas Tagman 48

disponible au niveau de 'INRSP a partir de souches de VIH-1 locales.
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VIH/SIDA en Mauritanie : de la surveillance épidémiologique a la résistance aux antirétroviraux.

RESUME

La situation du VIH/SIDA en Mauritanie est trés peu documentée et depuis 2001 le suivi de 1’épidémie a reposé essentiellement
sur la surveillance sentinelle chez les femmes en consultation prénatale (CPN). Sept années aprés la mise en place de cette
surveillance sérologique, la surveillance de seconde génération beaucoup plus informative n’avait pas encore été conduite dans le
pays. De méme, depuis la mise en place de la thérapeutique antirétrovirale en 2005, I’efficacité des antirétroviraux (ARV) et la
diversité génétique n’avaient jamais ét¢ documentées et la seule plateforme de Charge Virale (CV) disponible dans le pays avait
été utilisée dans le suivi des patients sans évaluation préalable. C’est pour répondre a ces préoccupations que nos travaux de thése
ont porté sur les 4 thématiques suivantes : (1) la surveillance sentinelle chez les femmes enceintes en CPN de 2001-2007 qui a
montré une prévalence moyenne annuelle inférieure a 1% avec une évolution stable sur la période d’étude [p-value =0.396].
Apreés plusieurs années de surveillance uniquement basée sur la sérologie qui ne permettait pas d’expliquer les causes d’une
prévalence observée, il s’avérait nécessaire de s’orienter vers la surveillance de seconde génération d’ou notre travail de (2)
surveillance sérologique et socio-comportementale chez les consultants pour Infections Sexuellement transmissibles (IST)
qui a permis de documenter la prévalence du VIH, les connaissances, comportements, attitudes et pratiques (CCAP) de ce groupe
face au VIH/SIDA. Ce travail a révélé une séroprévalence élevée (9%) associée a des CCAP qui permettent de conclure sur la
haute vulnérabilité du groupe au VIH. Ces études de séroprévalence ont accéléré la politique d’accés aux ARV et confirmé la
nature concentrée de 1’épidémie en Mauritanie. Cependant elles ne suffisent pas pour une bonne documentation locale de la
situation du VIH/SIDA d’ou la nécessité de les compléter par des données sur 1’épidémiologie moléculaire du VIH et la
résistance aux ARV ; ceci a mené a I’étude sur les (3) profils des mutations de résistance (MDR) aux antirétroviraux (ARV)
et la diversité génétique chez les patients VIH-1 traités de la cohorte nationale de santé publique. Ce travail a montré un
taux élevé (72.30%) de résistance aux ARV chez les patients en échec virologique aprés une médiane de suivi de 32 mois. Les
MDR les plus rencontrées étaient la M184V/I et les TAM pour les INRT et la K103N et Y181C pour INNRTI. Pour le traitement
de deuxiéme ligne, le taux de MDR était faible, mais 1’échantillon (6 patients) n’était pas représentatif. Une association entre la
durée du traitement et I’accumulation des mutations a été trouvée avec une différence significative pour la M184V [p = 0.035].
L’analyse phylogénétique des souches de VIH-1 a montré une prédominance du CRF02_AG (64.6%). Les résultats obtenus
soulignent I’intérét de la mise en place d’un monitoring virologique structuré et un dispositif d’aide a 1’observance. La grande
diversité du VIH et le défaut de quantification par certaines techniques des variants non B, en particulier le CRF02_AG
prédominant dans notre contexte, interpelle sur 1’intérét de I’évaluation de la seule technique de charge virale (CAP-CTM,
Roche) disponible en Mauritanie, ce qui a fait 1’objet de notre travail (4) sur la comparaison de 4 techniques de CV dont CAP-
CTM. Les résultats de cette étude ont montré une bonne corrélation entre la technique de référence (m2000 rt/sp) et CAP-CTM
ce qui conforte son utilisation en Mauritanie pour le suivi des patients sous ARV.

HIV/AIDS in Mauritania: from epidemiological surveillance to antiretroviral drug resistance
ABSTRACT
The situation of HIV/AIDS in Mauritania is poorly documented and since 2001 the epidemic monitoring was mainly based on
sentinel surveillance among Pregnant Women Attending Antenatal Clinics (PWAAC). Seven years after the first serological
surveillance, the second generation surveillance which is more informative has not been conducted yet in the country. Moreover,
since the beginning of Antiretroviral Therapy (ART) in 2005, the efficacy of ARV drugs and HIV genetic diversity has never
been documented and the only available Viral Load (VL) platform in the whole country had been used for the monitoring of
patients without any prior assessment. In order to address these concerns, our thesis work has focused on four themes: (1) HIV
sentinel surveillance among PWAAC from 2001 to 2007 which showed an average prevalence of less than 1% with a stable
evolution for the study period [p -value = 0.396]. After several years of this surveillance based only on serology which do not
explain the causes of an observed prevalence it has become necessary to move to the second generation surveillance which
combines serology and behavior and therefore explains better the causes of observed prevalence. This justified our second theme
(2) on the second generation surveillance among patient consulting for Sexually transmitted infections (ST1s) which has
permitted us to document the prevalence, knowledge, behaviors, attitudes and practices (NBAP) explaining the risk of this group
to HIV/AIDS. This work has revealed a high prevalence of 9% associated with NBAP that confirmed the high vulnerability of
this group to HIV infection. These prevalence studies have accelerated the policy to ARV access and confirmed the concentrated
nature of the epidemic in Mauritania. However these data are not sufficient for good local documentation of the HIV situation in
the country and need to be completed with molecular epidemiology and HIV drug resistance data. That is the reason of the study
on (3) drug resistance mutations (DRM) profiles and genetic diversity in HIV-1 patients treated in the national public
health cohort. This study showed a high rate (72.30 %) of DRM among patients with virologic failure after a median follow-up
of 32 months. The most common DRM were M184V/l and TAM for NRTIs and K103N and Y181C for INNRTI. For the second
line regime, the DRM rate was low, but the sample (6 patients) was not representative. An association between the treatment
duration and the accumulation of mutations was found with a significant difference for M184V [p=0.035]. The phylogenetic
analysis of HIV-1 strains showed a predominance of CRF02_AG (64.6%). These results underline the necessity to set up a
structured virological monitoring system and compliance support. The great diversity of HIV and the lack of quantification
through some techniques of non-B variants, particularly the CRF02_AG which is predominant in our context, require the
evaluation of the unique viral load technique (CAP-CTM, Roche) available in Mauritania, which has been the last part of our
work on (4) the comparison of four viral load techniques including CAP-CTM. The results of this study showed a good
correlation between the reference technique (m2000rt/sp) and CAP-CTM comforting its use in Mauritania for the monitoring of
HIV infected patients on ART.
Key Words : prevalence, Pregnant Women, consulting for STD, HIV-1 diversity, secondary resistance, viral load.
Mots clefs : prévalence, femme enceinte, consultants IST, diversité du VIH-1, résistance secondaire, charge virale.
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