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ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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HAART: Highly Active Antiretroviral Therapy
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ONUSIDA : Organisation des Nations Unies contre ISIDA
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Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au

moins 36 mois
1 INTRODUCTION

L'infection par le Virus de I'lmmunodéficience Huima (VIH) est loin d’étre une maladie
anecdotique ou en voie de disparition. Elle restepobleme de santé mondiale d’une portée sans
précédent. Bien qu’il y ait des avancées considésalelle figure parmi les causes premiéres de
mortalités dans le monde (1).

Le VIH-1 a été isolé pour la premiére fois en 1988s le laboratoire de Luc Montagnier a I'Institut
Pasteur de Paris (2).

D’aprés le dernier rapport ONUSIDA 2012, 34 millsode personnes vivaient avec le VIH dans le
monde. L’Afrique subsaharienne représentait 69%b(23llions) des cas de VIH avec 1,7 million de
personnes nouvellement infectées. Parmi elles, ¢we330.000 (90% du total mondiale) étaient des
enfants soit un recul de 26% du nombre d’enfanfisctds depuis 2009. Dans la méme région le
nombre de déces di au sida a diminué de 32% de&P051.

Cependant 70% des déces y sont survenus en 2011 (1)

Selon 'Enquéte Démographique et de Santé (EDS4¥ljsée au Mali en 2006, la prévalence du VIH
était estimée a 1,3% dans la population des honahdss femmes de 15 a 49 ans contre 1,6% en
2006 faisant du Mali un pays a faible prévalenge (3

Apres les premiéeres tentatives de monothérapiaszabvudine (AZT) sans succes, I'espoir dans le
traitement antirétroviral (ARV) est né en 1996 avawvenement des HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapy) comprenant les nouvellesléoales telles que les inhibiteurs de la protéase
(IP).

Ces molécules actives ont permis d’'atteindre I'diiff&u traitement antirétroviral, qui est de réaui

au maximum la charge virale (< 50 copies/ml ou @fies/ml selon les seuils des techniques utilisées)
afin d’arréter la progression de l'infection, et destaurer au mieux et le plus tét les différentes
fonctions immunitaires atteintes par le VIH (4).

Au Mali, I'Initiative Malienne d’Acceés aux Antirédwviraux (IMAARV) conjuguée a la gratuité du
traitement (Juillet 2004) a considérablement amélia vie des personnes vivant avec le VIH (PV
VIH) grace a I'élargissement de l'accés aux molésul’ARV. Ainsi en Septembre 2012, 28 751
patients étaient sous traitement ARV avec commienege premiere intention 2 INTI + 1 INNTI ou

1 IP dans certain cas.
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Un manque de suivi biologique des patients en qair ; un déficit majeur d’utilisation en routine
des outils immunovirilogiques de monitoring, potutrcaiaindre 'émergence et le développement de la
résistance aux ARV, qui est liée a la sélectionukesi-espéces virales comportant des mutations dans
les génes de la transcriptase inverse, de la pmtéa gp4l ou de l'intégrase lorsque la réplicatio
virale persiste en présence d’ARV (5).

Ces régimes de premiere intention, malgré leuca&dfté apres 6 mois de traitement, ont montré chez
des patients en échec virologique précoce (chargke w1000 copies/ml), des mutations de résistance
dans 50% des cas (principalement M184V et Y181@jé&ant de la résistance a la lamivudine (3TC)
et aux inhibiteurs non nucléosidique de la trapsase inverse (INNTI). Aucune mutation de
résistance (TAMSs) qui rendrait une multirésistaaaette classe d’'INTI n’a été détectée (6)

Des études récentes menées au Mali et au Burkinaamiré sur une cohorte de plus de 800 patients
avec une durée de 12 mois en moyenne de traite&kiRkt que la prévalence des mutations de
résistance appelées TAMs était de 32,6% (7).

En 2010 une étude similaire menée au Togo a mangérévalence de la résistance a 24,5% (8)
Trés peu de données sont disponibles sur l'uiitisad long terme des traitements ARV de premiére
ligne dans les pays aux ressources limitées ouilé wrologique des patients est insuffisant sinon
inexistant dans certains pays. Il est donc néaesssinon fondamental, de mener une étude sur le
suivi a long terme des schémas ARV de premiéreeligour améliorer les recommandations
nationales et internationales.

Notre étude a pour objectif principal de mesuregrtvalence de la résistance aux antirétroviraez ch
les patients infectés par le VIH-1 et sous traitehaprés 36 mois. Dans une large mesure cette étude
permettra de revoir les recommandations nationatemternationales sur la prise en charge des
patients sur de long terme.

Hypothése: une durée d’au moins 36 mois sous traitemeritéartviraux de premiere ligne sans
suivi virologique (charge virale) accélére I'émarge des mutations de résistance et compromet le

traitement des lignes ultérieures.
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2 LES OBJECTIFS:

2.10bjectif général :

Mesurer la prévalence de la résistance aux amviéaux chez les patients infectés par le VIH-Eret

échec de leurs traitements de premiere ligne aurésoins 36 mois.

2.2 Objectifs spécifiques :

> Décrire le profil sociodémographique et immunowgitjue des patients au moment de la
réalisation du test de résistance génotypique.

» Examiner la diversité génétique des différents dppes de VIH-1 circulant dans cette

population.

> Décrire les profils de résistance aux traitementsetroviraux aprés au moins 36 mois.

» Proposer des schémas thérapeutiques de relaioeffigaour les patients en échec apres 36

mois.
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3 LES GENERALITES

3.1 GENERALITES SUR L'INFECTION A VIH/SIDA :

3.1.1 Définition, origine et historique de la décoeerte du VIH/SIDA :

Le SIDA (syndrome de 'immunodéficience acquis)west maladie infectieuse d’origine virale causée
par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)tsmduisant par un déficit majeur de I'immunité a
condition gu’il n'y ait pas dautres causes physgijues, pathologigues ou thérapeutiques
d'immunodéficience (9). La premiere définition defection a VIH/SIDA fut établie en 1982 par le
CDC (10). Elle reprenait en grande partie les nestéftions observées chez les premiers patients
d’'une part et les observations au cours d’affestien relation avec ce nouveau phénomene d’autre
part.

Les infections a VIH dérivent de I'introduction ghthomme de rétrovirus simiens appelés SIV pour
simian immunodeficiency virus. Ces animaux sontssha et utilisés comme animaux de compagnies
et le passage a I'homme peut s’expliquer par desshtes ou des morsures (11). On connait
actuellement plus de 18 espéces de singes infepédases SIV, mais chez aucune d’entre elles, ces
virus n’apparaissent pathogénes (11).

C’est en 1981 que M. Gottlieb, a Los Angeles, estr@ a observer une pneumonierieumocystis
jiroveci chez un sujet masculin jeune sans antécédents awédinotables et présentant un
effondrement d’'une sous population lymphocytaireajit un role majeur dans l'orchestration des
défenses immunitaires : les lymphocytes T portdurggcepteur CD4, lymphocytes T CD4. Apres que
I'hypothese physiopathologique (toxicité du nitridgamyle pour les LTCD4) ait été rapidement
balayée par les évenements, I’hypothése d’'un agkatieux transmissible par le sang et les refeti
sexuelles, va faire son chemin. Et c’est en 198% da laboratoire de L. Montagnier a l'Institut
Pasteur de Paris que va étre isolé pour la prenfogsde virus responsable du SIDA. En 1986, la
méme équipe isolait chez deux malades portugaipitatisés a Lisbonne apres un long séjour en
Guinée Biseau, et présentant un SIDA, un virus i@gopé au VIH-1 mais différent au niveau de ses
protéines de surface : HIV-2 ou VIH-2 (2)

3.1.2 Epidémiologie :

3.1.2.1Données sur I'épidémie :

A I'échelle mondiale, 34 millions de personnes igwd avec le VIH a la fin de 'année 2011. Selon
les estimations, 0,8% des adultes agés entre 3% ans dans le monde entier vit avec le VIH biea qu
les circonstances de I'épidémie qui pésent sur dags et les régions continuent de varier

considérablement.
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L’Afrique subsaharienne reste I'une des régionglas gravement touchées avec prés d’'un adulte sur
vingt (4,9%) vivant avec le VIH, ce qui représef@o des personnes vivant avec le VIH dans le
monde. La prévalence régionale de l'infection a \dbt pres de 25 fois plus élevée en Afrique
subsaharienne gu’en Asie. Mais environ 5 millioespdrsonnes vivent avec le virus dans I'ensemble
de I'Asie du Sud, du Sud-est et de I'Est. Apredridue subsaharienne, les régions les plus fortémen
touchées sont les Caraibes, I'Europe de I'EstAdid’ centrale, ou 1% des adultes vivaient avec le
VIH en 2011.

A I'échelle mondiale, le nombre de nouvelles inf@ts continue de diminuer : le nombre de
personnes (adultes et enfants confondus) infecédepVIH en 2011 (2,5 millions) était de 20%
inferieur a celui de 2001. A la méme année, 1,7iand de décés dus au SIDA ont été enregistrés
dans le monde entier. Cela représente une bais2d%ede la mortalité liee au SIDA par rapport a
2005. En Afrique subsaharienne le nombre de déggsl SIDA a diminué de 32% de 2005 a 2011

().

MNOMBRE DE PERSOMNMES VIVANT AVEC LE VIH DAMS LE MONDE, 19902011

e ——

e

:”_'_‘_,.-—"/

NOMBRE DE PERSOMNMNES NOUWELLEMENT INFECTEES PAR LE VIH DANS LE MOMDE, 19902011

MNCOMEBRE DE DECES D'ADULTES ET D'EMNFANTS DUS AU SIDA DAMNS LE MOMNDE, 199%0-2011

Figure 1 : Les tendances mondiales en matiére de VIH, 1990-2Q)
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Au Mali, les résultats de la derniere étude demérmlence de l'infection a VIH réalisée en 2006

dans la population générale adulte au cours deguéte démographique et de santé (EDS-V) (3) ont

montré une baisse du taux de prévalence du VIH,d#® B 1,3% faisant du Mali un pays a faible

prévalence. La hausse de la prévalence des infscsexuellement transmissible (IST) pourrait

craindre une augmentation de cette prévalence.

Toute fois, 'examen attentif de cette étude rédele caractéristiques variables selon :

Le sexe : globalement les femmes sont plus toudipdeses hommes (respectivement 1,5% et
1%). La tranche d’age de 30 a 34 ans est la puchée (2,2%)

Les régions :
Régions Prévalence en %
Bamako 1,9%
Mopti 1,4%
Ségou 1,3%
Koulikoro 1,2%
Kayes 0,7%
Sikasso 0,6%
Kidal 0,6%
Tombouctou 0,5%

Les tranches d’'ages : le pic de séroprévalenatise, aussi bien chez les femmes que chez

les hommes, dans la tranche d’age 30 a 34 ans 22%ui témoigne d’'une épidémie déja

bien installée.

Le milieu : la séroprévalence est plus élevée dieunurbain (1,3%) qu’en milieu rural (0,6%).

L’évolution de la séroprévalence chez les groupesgaie selon I'enquéte ISBS (12) 2006 montre une

situation toujours préoccupante.

Chez les professionnelles de sexe : 35,3%
Chez les vendeuses ambulantes : 5,9%
Chez les routiers : 2,5%

Chez les coxeurs : 2,2%

Chez les aides familiales : 2,2%
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3.1.2.2Mode de transmission :
Trois principaux modes de transmission sont aaoaht responsables de I'expansion de I'épidémie
du VIH :

v/ La transmission par voie sexuelle :
Quatre-vingt pour cent des infections dans le momateété acquises lors de rapports sexuels non
protégés, hétérosexuels pour 70% d’entre eux, Btobexuels entre hommes pour 5 a 10%. La
transmission sexuelle de l'infection a VIH se faalr les muqueuses, mugueuses du vagin, du pénis, du
rectum ou de la bouche, en contact avec des satsetexuelles ou du sang contenant du virus.

v La transmission de la mere a I'enfant :
Ce probleme dévient crucial dans les pays en dppetnent. L'ONUSIDA rapport 330 000 enfants
nouvellement infectés par le VIH dans le monde @hl2 La transmission du virus de la mére a
lenfant peut survenir a des moments différents, utero dans les semaines précédentes
'accouchement dans 2/3 des cas, ou pendant teathant.

v" Transmission par voie sanguine :
Ce mode de transmission concerne principalemeistgroupes de population:
Les usagers de la drogue par voie intraveineusehdeophiles et les autres malades ayant recu une
transfusion de sang ou des dérivés du sang (11)
3.1.3 Les rétrovirus :
3.1.3.1 Définition :
Les rétrovirus se définissent par leur structurésmeartout par leur mode de réplication. Ces vaus
ARN, grace a I'enzyme qu’ils transportent, la reseetranscriptase (RT), en francais la transcriptase
inverse ou rétrotranscriptase (TI OU RT), vont al@ir génome rétrotranscrit en ADN viral qui peut
alors intégrer 'ADN chromosomique de la celluldenédous le nom de provirus (11)
3.1.3.2Classification :
La famille des rétrovirus (13), qui recouvre ert faute particule virale possédant un génome a ARN
monocaténaire et une transcriptase inverse, esisédaselon des criteres morphologiques ou
pathologiques. Selon la pathogénie des rétrovinudistingue trois sous-familles :

-Les ONCOVIRUS a ARN sont les rétrovirus les plus répandus. dlgg’ d’'oncovirus capables de

transformer les lymphocytes TCDhih vitro. Ces virus sont associés a des tumeudisdets leucémies.
On distingue : Les HTLV (Human T-Cell Leukemia \8)u(14), identifiés a la fin des années 1970
chez des malades atteints de leucémie T ou d’uphHgme cutanée (HTLV-1), puis chez un patient
présentant une leucémie a tricholeucocytes (HTLV-2)
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Récemment, deux nouveaux membres de la famille HTdésignés HTLV-3 et HTLV-4, ont été
identifiés au Cameroun (15,16).

- Les LENTIVIRUS sont des virus qui provoquent des maladies a @woaldatente (pneumonies,

désordres neurologiques) et qui sont cytopathogenesilture. Les HIV, ou VIH en francais, agents
responsables du SIDA, font partir de cette sousHeui7). Deux types de virus ont été identifiésea
jour : le VIH-1, le plus rependu sur I'ensemble destinents, et le VIH-2, présent surtout en Afaqu
de I'Ouest (18,19).

-Les SPUMAVIRUS sont des virus identifiés chez de nombreux manmmpsfemais ils ne sont

associés a aucune maladie connue chez ’lhommeet’enimal (20)

3.2 Caractéristiques :

Tous les rétrovirus possedent trois genes majeuirsaglent pour les polyprotéines : les genes gag,
pol, et env. Tous ces virus ont également deuxgydaeégulation de la réplication en commun, tat et
rev. Le génome viral posseéde a chaque extrémiti B) une méme sequence répétitive de taille
variable dite LTR (Long Terminal Repeat) permettané réplication intense du matériel génétique
viral et son intégration stable dans '’ADN de l#ude cible (11). Les lentivirus ont cependant quatre
genes auxiliaires : nef, vif, vpu et vpr. Les phoéSs produites par ces genes semblent avoir une

influence sur le taux de réplication et la virulernirale.
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3.1.4 Les virus de 'immunodéficience humain (VIH) :
3.1.4.1Structure et organisation génomique des VIt :
En microscopie électronique, Ig$H-1 et VIH-2, sont des particules de 90 a 120 nanometre awe

envel@ppe hérissée de spicules. (fi)

Enveloppe

|
_ |
gp 41 gp 120
p17 L= .
de matrice transmenbranaire de surface
P24 o
{ G apsige __
e Sy _‘A: —~ Proté
p7 de © el ) LI ,-j-.;-_:‘ B g D . rotease O
nucléocapside —~ - % g
R s N . N 1
Fe 'y i - f ﬁ\_w
Sl P Ve ) -
¢y RTMI LA D
et Transcriptase . ™
I)-{ - -'\-..l:_ 'l;.
W O)
._."‘-""\.'l i }F{I-
| Intégrase r.,i__i _(
|\. : ‘:_
?:'_‘ . | /'L: !
el )
T ARN L - ]
T e
Membrane -~ T v - }' B
T g e T
— 90 4120 nm -

Figure 2 : structure du I'HIV-1. (11)

Le core viral comprend deux moules d’ARN identiques, trois protéines et des eres virales : la
transcriptase inverse aatrotranscriptas, I'intégrase et la protéase. La capside virale est coéstite
la protéine interne dite majeure, car la plus abotg d’'un poids molécairede 24 Kd: : c’est la p24.
La protéine de nucléocapside Y&t associée aux molécules d’AFLa protéine de matrice ou p.
est la plus externe, et est assc a la troisieme enzyme virale ou proté L'enveloppe virale
entourant cette nucléocapside fesinée d’une double couche lipidique d’origine cklire et de deu
glycoprotéines virales : ldygoprotéine transmembrane gp41 traverse la double couche lipidiqu
est liée par des liaisons faibles a la glycopnetde surface qui forme I'enveloppe extergpl120,
I'enveloppe faisant saillie a la surface du viraasforme de spicules qui correspondent a desres
de ces glycoprotéines.
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Le génome des VIH-{fig3), sous forme d’AIN, a une longueur d’environ 92(nucléotides et est
flanqué de chaque cpéar des séquences répétitives appeLTR.

Comme tous les rétrovirues VIH ont trois genes de structure, gag et env, codant respectiveme
les protéines internes, les treiszymes virales et les glycotéines d’envelopp

La structure des VI est similaire au VI-1; seul changeres poids moléculaires dprotéines et
enzymes et constitutivee ce virusL’homologie globale est de I'ordre de 50%, asseiefau niveal

des protéines internes et pfagble au niveau des glycoprotéi d’enveloppe (39% (11).

5'LTR (gag) pol vif vou (env) 3'LTR

Site de fixation Précurseur | Gag-Pol

des facteurs .

de transcription clivage <----- Tt gp160

cellulaires ‘\1 N
protéines de capside, ) gp120  gp41

 de matrice...... : C) _____ - % |

Proteines de core Protéines  Protéines d'enveloppe
(Gag) régulatrices (Env)
aclivatrices

Figure 3: Structuregénomique de ’ADN proviral des VI-1 (11)

3.1.4.2 Cycle de réplication :

Cibles des molécules antirétrovirales principales étapes du cycle réplicatif du VIH soommune:
aux Rétrovirus. Le virus entre en contact avec@tepteur CD4 via sa glycoprotéine gp120, qu
subir certaines modifications lui permettant defiser & un corécepteur (CCR5 ou CXCR4). C
fixation dévoile la gp41, permettant ainsi la fusie I'enveloppe virale avec la membrane cellul:
Jusqu’il y a peu de temps, il était acquis querdadcription inverse de '’ARN viral n'avait lie
gu’apres la décapsidation. Or, dgades ont monérque cette étape pouvait avoir lieu également
la capside, présente dans le cytople (21).

L’ARN génomique y est ainsi rét-transcrit en ADN par la Tl. L'ADN migre ensuite dale noyat

sous forme de complexe de pnéégration pour étre intégré dans le génome dmellale héte sou
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forme provirale grace a l'intégrase. L’ADN provinaste ensuite soit a I'état latent, soit est tanhs

en ARN par la machinerie cellulaire.

Les ARN produits sont destinés a plusieurs étapestains serviront de matériel génétique pour les
nouveaux virions, d’autres seront traduits en palignes, en ayant subi une étape d’épissage au
préalable ou non.

Les polyprotéines produites vont subir certaineslifraations ; la gp160 est clivée par une protéase
cellulaire en gpl20 et gp4l, protéines qui vontugasmigrer vers la membrane cellulaire. Les
précurseurs gag et gag-pol vont ensuite étre clpagda protéase virale, qui se sera auto-clivée de
gag-pol au préalable. Tous ces éléements vont enselitapprocher de la membrane cellulaire pour étre
empaquetés. Le virion ainsi formé, aprés bourgement entre dans un processus de maturation

grace a la protéase pour aboutir a un virus makoin¢ la capside est définitivement assemblée (21).

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
24/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois
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Figure 4 : Cycle de réplication des V (11)

3.1.4.3Variabilité génétique des VIH:

Sur la base des distances génétiques entre le-1 retrouvés chez les patients, ulassification des
VIH-1 en quatregroupes distincts, appelés, (« Main »), O (« Outlier »N (« non-M, non O ») et P
a été établieLe groupe P est un nouveau variant -1 identifié recemmentchez une femme
Camerounaise (22). Le groupe (Majoritaire), regroupe 11 sougpes (Al, A2 B, C, D, F1, F2, G,
H, J et K) dont le sous type majoritaire est leuCrgprésente 50%esinfections dans le monde. |

répartition géographique de cesus-types est variablattp://www.hiv.lanl.go. Récemment 03 sous-

types du groupe M (A3, A4 et A5) ont été idens (22). Lesgroupes O et N, beaucoup plus ra
sont retrouvégprincipalement au Camerc avec une prévalence de 2 a 5 Dans le cas de co-
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infection par plusieurs types de VIH-1, des phénuoeséde recombinaisons entre les virus distincts
permettent I'émergence de virus recombinants, l€Sireulating Recombinant Form » (CRF),
composant de véritables mosaiques des différenistgpes. Parmi les 55 CRF identifiés, les plus
fréguemment décrits sont le recombinant CRFO1-ARb un rdle important dans I'épidémie en Asie
et le CRF02-AG responsable de I'épidémie en Afrigad’Ouest (Mali) et qui est tres frequemment
retrouvé en France. Plus de 200 formes recombisante correspondent pas a ces criteres de
classification, appelées unique recombinants fqkifF) ont été identifié a ce jour.

De méme que les VIH-1, les VH-2 sont égalemenséles jusqu’a présent en sept sous-types distincts
(23) (A, B, C, D, E, F et G). Un virus recombinalot VIH-2 a été identifié (le HIV-2 CRF01-AB) par
W. Sugiura http://www.hiv.lanl.gov

La variabilit¢ des VIH a de nombreuses conséquedoes la plus importante est la difficulté a
développer un vaccin préventif, qui n'est pas niois pans conséquences sur la physiopathologie de la

maladie et sur la prise en charge thérapeutiqueatemnts infectés par le VIH-1 de sous type non B.
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Figure 5: Arbre phylogénétique des VIt (22)

3.1.4.4Mécanismes de la diversité génétiqt :
Ces mécanismes sont essentiellement dus a spects :

v Faible fiabilité de la transcriptase invers;,
Qui est incapable de corriger Imésappariements introduitsrs de la polymérisatioide I'ADN
proviral et commet un taux d’erreur d’environ um pgcle, soit une erreur introduite par cy

v" Grande capacité de réplication :
Le haut niveau de la réplication du VIH (estimé @ — 10° virions produits par jours chez
individu infect€) induit une varialité de la population virale au sein médel'individu appelé qua-
espece, a cause dedable fiabilité de la TI

v' Recombinaison génétiqu :
La production de virusecombinani nécessite deux cycles viraux succes Lors du premier cycle
viral, deux virus différentsnfectent une mén personngsimultanément ou non. Il en résulte 1
cellule hébergeant deux provirus «in de son génome.
En effet le génome dUIH étant composé d’'un ARN dirrique, la Tl a la capacité de passer d’
molécule d’ARN a l'autre lors de la transcriptianvérse, créant ainsi un ADN provi chimérique
(24).
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Figure 6 : Mécanisne de la recombinaison généti (25)

3.1.4.5 Conségences de la diversité génétiqr :

La diversité génétique du VIH+EBsulte d’'un tauélevé dda réplication couplé a une faikt fidélité
de la Tl et au phénoméne tecombinaison génétique, elle due a différers mécanismes, et a des
impacts multiples sur le diagnostique (sérologiqtlearge viree) et notamment sur la ponse au
traitement antirétroviral.

v'Les tests de dépistage, reposant sur des antigan¢id-1 du soudype B prévalent en ocdent et
qui peuvent avoir ungensibilité moindre v-a-vis des autres sotgpes de groupe M appelé nor
v'Certaines études laissent entendre que la résistamc AR\ varierait selon les wus-types : par
exemple, le groupe O du VIH-pourrai présenter une sensibilithoindre aux INNTI. Ainsi des
études ont moné que plus de 50% des virus na infectantdes patients naifportent au moins trois
mutations mineures de résistances aux IP, alodlgui’est que 8¢ pour le E (24). La question de la
sensibilité aux ARVet particuliererent aux inhibiteurs de protéase @gesichesprésentant un grand

polymorphisme génétique, reste po
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v'La diversité génétique du VIH constitue un obstacla mise au point de vaccins efficaces. En effet,
la majorité des candidats vaccins, faisant actnefé I'objet d’essais cliniques ont été créés au
moyen de souches de VIH-1 de sous-type B (prédarharaAmeérique du Nord et en Europe).
Cependant, on ignore jusqu’a quel point ces vagomsraient conférer une protection croisée entre
les autres sous-types, notamment ceux prédominafvtrigue.

v'La recombinaison entre différents types et soussypeut induire des conséquences génétiques et
biologiques de loin plus importantes que celle ltéati de I'accumulation stable d’'une simple
mutation au sein d’'un type ou d’'un sous-type unique

v'La sélection des mutations a I'échec, les profilgshappement peuvent également étre différent
selon le sous type de VIH-1. En effet, certainesatmns spécifiques aux sous-types peuvent étre
sélectionnées lors du traitement, par exemple us-sgpe C, qui présente de nombreuses spécificités
(26).

3.1.4.6Répartition géographique :

Le VIH est tres répandu au niveau mondial (fig8s VIH-1 de sous-types non B représentent au
moins 90% des virus circulants. Les sous-typesqgmnéaants sont le sous-type C, responsable de 50%
des infections, principalement en Afrique de I'Est,Asie, le sous-type A et D en Afrique de I'Hst,
sous-type CRF02-AG en Afrique de I'Ouest et le siype B aux Etats-Unis, en Europe et en
Australie.

En Afrique centrale, circulent les différents gresmu VIH-1 (M, N et O), I'ensemble des sous-types
du groupe M et la majorité des formes recombinartasgrande majorité des infections a VIH-1
groupe O est retrouvée en Afrique du Centre-Oueptgiculierement au Cameroun ou il constitue
1,6% des patients infectés par le VIH (27). Deslé&urécentes ont montré qu’en France, des sous-
types non B circulent, et que la moitié de cessvianlés sont des virus CRF02-AG, ce qui témoigne
des liens existants entre la France et I'Afriqué¢’Qaest.

Le VIH-2 a une diffusion beaucoup plus limitéegest essentiellement présent en Afrique de I'Ouest,
en particulier en Guinée- Bissau, Gambie, Sénéyatk d’lvoire, Burkina-Faso et Mali. Il a atteist |
Mozambique et 'Angola, a partir de la Guinée-Bisset hors d’Afrique la France, I'inde, le Portugal
et le Brésil (23).
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Figure 7 : distribution geographiqué déS V-1 dans le monde. Les soypes’les plus fréquents
facon décroissante son€, A, B, CRF0-AG et CRFO1-AE. (25)

3.1.4.7Tropisme et récepteus du VIH :

Les cellulessensibles a l'infection du Vitexpriment la molécule CD4 au niveau membranaire
récepteur a été identifié comme étant le récegiencipal du VIF-1 en 198428), mais il est apparu
gue céte molécule n’était pas suffisie al'entrée du virus. Plus de 10 ans plus i les récepteurs aux
chimiokinesCCR5 et CXCR4 ont été mis en évidence comme corégepindispensables éentrée
du VIH-1 dans les cellule$2930). C’est la découverte de ces corécepteurs et leuressipr
différentielle a la surfacdes cellules CC* qui a permis d’expliquer les différences de tromsndu
VIH-1. Ainsi, lesvirus a tropisme macrophagiqutilisent préférentiellement Icorécepteur CCR5 et
sont de tropisme R5 et les virus a tropisme lympteies utilisent le corécepteur CXCR4 ett de
tropisme X4 Les virus capables utiliser les deux coréceptewssnt de tropisme mixte R5/>
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Figure 8 : Corécepteurs et tropisme des souches WéH-1 (11).

3.1.4.8 Histoire naturelle de la maladie :

L’évolution spontanée de l'infection VIH peut étlevisée en trois phases : la phase aigue ou primo-
infection, qui dure quelques semaines, la phasenaue, qui dure plusieurs années, caractérisée par
une latence clinique mais sans latence virologiguéa phase finale, symptomatique, qui dure de
guelques mois a quelques années.

Durant ces trois phases, il N’y a jamais de latefirede, et le VIH se réplique activement : a uneaiu
élevé durant la phase aigue, a un niveau plusefailais continu, principalement dans les organes
lymphoides, durant la phase chronique, suivie di@reudescence de la réplication durant la phase
finale (31).
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3.1.4.9 Classification des manifestations cliniques

A partir de 1983, les Centers for Diseases Corf@€8IC) ont proposé une classification modifiee de
l'infection VIH, en trois stades de sévérité crais®, sans possibilité pour un méme patient
d’appartenir simultanément a deux stades ni denigvau cours de son évolution, a un stade classant

antérieur.

Tableau | : Classification CDC de l'infection VIH pour les atkd et les adolescents > 15 ans

(révision 1993)

Catégorie clinique

(A) (B) (€)
Nombre de Asymptomatique | Symptomatique sans Sida
lymphocytes TCD4+  Primo-infection criteres (A) ou (C)
Lymphadénopathie

généralisée

persistante
>500 /mm Al B1 C1l
200-499/mm A2 B2 Cc2
<200/mm A3 B3 C3

En 2000, 'OMS a proposé une autre classificatiomodifiée en 2007) selon quatre groupes,
n’intégrant pas le taux de lymphocytes T CR# devenu plus utilisée en particulier dans lessgay

ressources faibles (tableau).
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Tableau Il : Classification OMS de l'infection VIH pour les dths et adolescentsl5 ans (révision

2007) (31)

Primo-infection VIH
Stade clinique 1 :

Stade clinique 2 :

Stade clinique 3

Stade clinique 4

Patient asymptomatique

Adénopathies persistantes généralisées

Perte de poids modérée < a 10% du poids corporel.
Manifestations cutanéo-muqueuses mineures (deemagborrhéique, prurig
atteinte fongique des ongles, ulcérations bucaalasrentes, chéilite angulaire)
Zona au cours des 5 derniéres années.

Infections récidivantes des voies respiratoiregapres (sinusite, otite moyen

ect).

Perte de poids sévére >10% du poids corporel
Diarrhée chronique inexpliquée pendant plus d’uismo
Fievre prolongée inexpliquée (intermittente ou ¢tante) pendant plus d’'un moig
Candidose buccale persistante (muguet)
Leucoplasie chevelue buccale

Tuberculose pulmonaire, dans I'année précédente
Infection bactériennes sévéres

Stomatite ulcéreux nécrosante aigue

Anémie persistante (hémoglobine <8 g/dI
Neutropénie (neutrophiles <500/mm
Thrombopénie chronique (plaquette <50 000Anm

Syndrome cachectisant du VIH, selon la définities CDC
Pneumonie #neumocystis jiroveci

Toxoplasmose cérébrale

Sarcome de kaposi et autres etc. ....
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3.2 DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE :

Le diagnostic de l'infection par le VIH est fondér sine méthode sérologique indirecte, c'est-a-dire
sur la détection des anticorps, et reste dans laritéades cas, I'approche diagnostique la plus
pertinente et la plus accessible.

3.2.1 Diagnostic Indirect :

3.2.1.1Tests de dépistage :

Les tests de dépistage de l'infection par les VéHosent d’'une part, sur la mise en évidence des
anticorps anti-VIH-1 et -2 par méthode immuno-enatique de type ELISA ou par test rapide, et
d’autre part, sur la mise en évidence couplée dasaaps anti VIH-1 et -2 et I'antigéne p24 du VIH-
grace aux trousses ELISA dites « combinées ». Léthades de référence pour le dépistage sont
actuellement les méthodes immuno-enzymatiquespieEyISA combiné (32).

v'Les tests rapides :

Les tests dits rapides, avec une réponse en queelguaites, sont aussi disponibles et facilement
réalisables sans appareillage sophistiqué : ladtaés sont obtenus plus rapidement qu’en ELISA
classique par lecture visuelle. Si ces tests serfbpnants pour dépister les anticorps anti- VIHetl
anti-VIH-2 au cours de la phase chronique de lotitm, ils n'offrent pas le méme niveau de
sensibilité que les tests ELISA combinés au coerdadprimo-infection. lls constituent un recours
pour les situations d’urgences et certains d’ eetre permettent, en plus de différencier les indest

a VIH-1 de celles a VIH-2.

Touts les tests de dépistages comportent le ridguésultats faussement positifs, risque qui gersis
méme s'il est trés faible, en dépit des progreples récents. Cette limite impose, en cas de ipigit

ou de discordance, le recours a des tests de @a@tion.

v'Tests sérologiques de confirmation :

La technique de référence est le Western blot, temselle les protéines virales sont séparées par
électrophorése avant d’étre transférées sur unebnaem de nitrocellulose. La présence d’anticorps
contre une protéine donnée est révélée par ungiaidacnmuno-enzymatique qui matérialise la
position de la protéine sous la forme d'une sewede colorée correspondant a une protéine
particuliere du VIH-1 et du VIH-2.

L’aspect et l'intensité des bandes peuvent vanefomction du mode de préparation industriel du
support de la réaction. Il faut donc se référer @sultats donnés par le témoin positif avec lagse
diagnostic utilisée. Quand peu de bandes sont wds®rle résultat doit étre interprété en foncties
criteres de positivité. Des tests « immunoblot mparables au Western-blot », fabriqués a partir de
protéines et de peptides de synthése déposés eesbhad@parées sur un support, sont agréés come

réactifs de confirmation.
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3.2.2 Diagnostic Direct :

3.2.2.1 Détection de l'antigene p24 :

Les méthodes ELISA commercialisées détectent esientent la protéine p24 du VIH-1, méme si
des réactivités croisées avec la p26 du VIH-2 parfbis observées. La positivité de la réaction do
étre confirmée par un test de neutralisation detifg@ne et permet ainsi d’exclure un possible faux
positif. La recherche isolée de l'antigene p24 densérum est aujourd’hui pratiquée en cas de
suspicion de primo-infection et lors de la quadifion des donneurs d’organes, de tissus et ddesellu
Comme indiqué plus haut, la recherche de l'antigitfeest associée a celle des anticorps anti-VIH-1
et VIH-2 dans les tests d’ELISA combineés.

3.2.2.2Isolement du VIH en culture de cellule :

L’isolement viral se fait a partir de cellules monicléés sanguines ou du plasma du sujet infecté
grace a l'adjonction de cellules mononuclées dendors sains qui servent de support pour la
multiplication virale. Une variante particuliéret ésndée sur la purification des cellules CRu sujet
infecté et leur activation avant coculture : cettpproche permet de détecter le virus qui conséiue
les cellules réservoirs de l'infection VIH (33) abs tous les cas, la multiplication virale est ciéie

par I'apparition de I'antigene p24 et/ou d’'une w@téi enzymatique de transcriptase inverse dans le
milieu de culture. La culture cellulaire est erdgraie et étudiée pendant plusieurs semaines.

Le VIH-2 est isolé par une procédure identiqueétecté par son activité transcriptase inversefaitu
des réactions croisées, il est souvent détectélgsatechniques ELISA de mise en évidence de
'antigéne p24 du VIH-1.

3.2.2.3Détection des acides nucléiques viraux :

L’amplification génique (PCR ou amplification metizymatique de type NASA) permet de détecter
'ADN proviral intégré dans I’ADN cellulaire et, afgs une étape supplémentaire de transcriptase
inverse, '’ARN génomique contenu dans les partguieles.

Cette technique est intrinséquement plus sensii#d’golement viral et, effectuée dans les meieu
conditions, cette approche moléculaire présentgatitnge d'étre bien adaptée a I'étude de
prélevements congelés pour les quels I'isolemerdtl w@st plus difficile ainsi que d’étre rapide et

automatisable.
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3.2.2.4 Quantification virale :

La détection de I'antigene p24, la culture virdlamplification génique et I'hybridation amplifiee
peuvent étre utilisées a des fins quantitativesir gstimer le niveau de réplications du VIH dans
I'organisme infecté (34,35).

Différentes firmes ont développé des trousses detiication de I'ARN du VIH-1 avec des Seuils de

détection différents (tableau IlI).

Tableau Il : Sensibilité et spécificité de quelques troussegudatification moléculaire de 'ARN du

VIH-1.

Nom Technique Sensibilité
commercial Prise Seuil de Région Détection des
(firme d’essai | détection | amplifiee variants
productrice) (ml) (copies
ARN/mI)
taqMan HIV- Amplification 1 20 Gag et | Groupe M sous 1
1 Cobas test génique (RT-PCR LTR type A-H et
v2.0(Roche) temps réel) groupe O
Real time Amplification 1 40 Pol Groupe M, O ¢
HIV-1 génique RT-PCR P
(Abbott) temps réel)
Versant HIV- Hybridation 1 50 Pol Groupe M
1 RNA 3.0 amplifiée (ADN
Assay branché)
(Siemens)
nucliSens Amplification 1 10 Gag Groupe M
Assay HIV génique (RT-
v2.0 NASBA)
(Biomérieux)

Aucune de ces technigues ne permet de quantiB&N du VIH-2. A cbte de ces techniques, il existe

aussi la technique Biocentric qui est une technggrerique.

Elle amplifie les LTRs avec une sensibilité au VIHgroupe M, sous-type A a H et a un seuil de
de 50

détection

hY

a 300 copies selon

http://biocentric.com/generic-HIV/charge virale
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3.2.2.5PCR (Polymerase Chain Reaction)

Mise au point en 1983 par Karry Mullis, la PCR @sé¢ technique de biologie moléculaire qui permet
de repérer un fragment d’ADN ou de géne précis, enprésent en quantité infime dans un mélange,
puis de 'amplifier exponentiellement.

v'Principe de la PCR

La PCR consiste en une succession cyclique dedtajses. Elle est basée sur la capacité de 'ADN
polymérase a synthétiser le brin complémentairen dADN servant de matrice. Pour initier le
processus, un segment d’acide nucléique doit Spaear afin de servir d’amorce. Cette amorce (ou
primer), de séquence complémentaire a celle dudamplifier, est un oligonucléotide synthétique
d’'une longueur de 17 a 30 bases. Son associatié&&l aboutissant ainsi a la synthese d’un ADN
double brin.

Le milieu tamponné comprend tous les éléments pedisables : les précurseurs trinucléotidiques
(dATP, dCTP, dTTP, dGTP), le cation Mgndispensable au bon fonctionnement de I'enzyma et
l'incorporation correcte des précurseurs, I’ADN yoérase et les amorces. A ce milieu, est ajouté
I’ADN extrait du milieu biologique a étudier (36).

3.2.2.6RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Retan):

La PCR est une technique qui amplifie ’TADN. Panséquent, pour étudier ’ARN par PCR, il faut
passer par une étape intermédiaire, la transanipiinverse oureverse transcription (RT), qui
transforme ’ARN en son ADN complémentaire (ADNOn peut alors réaliser une PCR.

Une enzyme, la transcriptase inverse, qui est ub& Adolymérase ARN-dépendante, transforme
’ARN en son ADNc. Cet ADNc pourra étre amplifiérpa technique de PCR déja décrite. Pour agir,
cette enzyme a besoin, de la méme maniére que I'dlinérase, d’'une amorce (37).

Le domaine d’application de la RT-PCR pour le d@it clinique comprend I'étude de la charge
virale des virus a ARN, I'analyse du produit dexpeession des génes (38).

3.2.3 Seéquencage de I'ADN :

v'Principe :

Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer los nucléotides sur la molécule d’ADN. C’est
le niveau de résolution le plus élevé pour recharth présence de mutations ponctuelles dans un
géene. La méthode utilisée aujourd’hui, proposéepaBanger en 1977 (prix Nobel de chimie en
1980), repose sur l'utilisation de nucléotides ipaliers appelés di-désoxynucléotides, qui bloqunt
synthese d’ADN par les ADN polymérases aprées lecmrporation. Ce blocage est di a I'impossibilité
gu'ont ces nucléotides de former une liaison phodigister avec un autre nucléotide en raison de
I'absence du groupement hydroxyle sur le carbane 3'

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
38/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

Depuis 1977, la méthode a considérablement évotééega la mise au point de séquenceurs
automatiques et de marquages des nucléotideda tia fluorochromes. Elle est devenue aujourd’hui
une technigue rapide et fiable utilisée frequemmeans le diagnostic de certaines maladies
héréditaires mais, reste néanmoins colteuse evéésa certains genes en nombre limités et deepetit
tailles (39).

3.2.4 Les outils bioinformatiques d’analyse des séquenceg I'’ADN :

3.2.4.1 Objet de la bioinformatique:

La bioinformatique est une discipline basée suraleguis de la biologie, des mathématiques, et de
linformatique. Elle consiste en I'ensemble des moéies et programmes pour gérer, organiser,
comparer, analyser, explorer, I'information génigiegénomique stockée dans les bases de données
dans le but de prédire et produire de nouvelleaissances et de développer aussi de nouveaux
concepts (40).

3.2.4.2Analyse des séquences

L’analyse bioinformatigue fondamentale et prinogpaléalisée sur les séquences d’ADN est
'alignement. Il s’agit de comparer des séquencéaseya des algorithmes.

L'objet d'un alignement de séquences est en gépéral :

- Quantifier et localiser la similarité

- Trouver la meilleure mise en correspondance dadugsjui conservent I'ordre des séquences.
(score de I'alignement)

- Prendre en compte des mutations ponctuelles qués@ment en trois événements majeurs :

Insertion, Délétion et Substitution.
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3.3 TRAITEMENT ET RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX :
3.3.1 Traitement :
3.3.1.1 Définition des ARV :

Un antirétroviral (ARV) est une classe de médicamaeitisée pour le traitement des infections liées
aux rétrovirus. Il s'agit de médicaments essemtednt virostatiques (actif sur VIH-1 et VIH-2) qui
agissent au niveau des trois enzymes et des peetéinles nécessaire a I'entrée et a la réplicatio
VIH dans la cellule.

3.3.1.20bjectifs du traitement antirétroviral :

A titre individuel, I'objectif principal du traiteent antirétroviral est d’'empécher la progressiars Ve
SIDA en maintenant ou en restaurant un nombre opipcytes CD4 >500/miDans la cohorte
COHERE, la mortalité des hommes ayant un nombigrdphocytes CD4 >500/mtrdepuis plus de

trois ans est comparable a celle des hommespigplalation générale (41)

Pour atteindre ce but, le traitement antirétrovitait rendre la charge virale plasmatique indét@eta
(<50 copies/ml), ce qui maximise la restauratioumitaire et minimise le risque de sélection de

virus mutants.

Au plan individuel, si l'efficacité immunovirologiee est l'objectif principal du traitement

antirétroviral, d’autres objectifs doivent étrelrerchés simultanément :
- La meilleure tolérance possible, clinique et bicjog, a court, moyen et long termes,
- L’amélioration ou la préservation de la qualitéviis

- La réduction de la transmission du VIH.
3.3.1.3Les obstacles:

Les avancées thérapeutiques ne doivent, cependantlgisser place aux triomphalismes car les

raisons suivantes peuvent constituer des obstacles

- les difficultés d’acceés aux soins (précarité alscidésorganisation des structures sanitaire$exien
psychologique...), concernent un nombre significdéifpatients ;

- les contraintes de traitement au long cours$ smiles ;

- les phénomenes de résistance acquise aux amdiratrx actuellement disponibles surviennent chez
un nombre croissant de patients ;

- Les complications métaboliques (syndrome lipadgtique, anomalies glucidolipidiques) laissent
présager une incidence accrue de complicationsilases a moyen ou a long terme.
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3.3.1.4Médicaments antirétroviraux :
Plus d'une trentaine d’antirétroviraux (ARV), apieaant a six classes thérapeutiques, constitue en
2011 l'arsenal thérapeutique antirétroviral dasspays industrialisés.

Les ARV actuels agissent a difféerents niveaux reaiess a l'infection puis a la réplication du VIH

dans la cellule :

- Inhibition de la transcriptase inverse, enzyme m@itamt la synthese de [I'ADN

complémentaire a partir de 'ARN viral et précédson intégration dans le génome de la cellule hote

- Inhibition de la protéase, enzyme nécessaire awagdi des précurseurs polypeptidiques
constitutifs des particules virales. Les inhibitedie protéase conduisent a la production de virions
immatures non infectieux et donc a l'interruptianaycle viral. Inhibant la phase post-traductioteel

de la réplication virale, ils sont actifs sur leslgles chroniguement infectées, contrairement aux

inhibiteurs de la transcriptase inverse ;

- Inhibition de l'intégrase, enzyme nécessaire adgnation de I’ADN viral au sein de '’ADN
chromosomique des cellules hotes ;

- Inhibition de la fusion entre le virus et la memieaellulaire ;

- Inhibition des corécepteurs CCR5 du VIH.

La CROI 2011 (Conférence sur les Rétrovirus etriésctions Opportunistes 2011) a permis de faire
le point surla Rilpivirine, un non nucléosidiqude Dolutégravir une anti-intégrase, é¢ BMS-
663068 un inhibiteur d’attachement en plus des moléceléstantes.

La Rilpivirine proche du niveau structural de [&tirine a été développée par Jansen. Elle a été
approuvée en Mai 2011 aux Etats-Unis par la FoadRxnug Administration (FDA), elle est en cours
d’évaluation en Europe (42).

Le Dolutégravir est un nouvel inhibiteur d’'intégeagéveloppé récemment par ViiV Healthcare. Les
résultats d’étude de phase Ilb permettront de meaunclure sur I'efficacité du Dolutégravir chez les
patients infectés par un virus résistant au radiégg43).

Parmi les approches thérapeutiques innovantesefiudéveloppement par BMS dif inhibiteur
d’attachement BMS-663068.

Son métabolite actif, le composé BMS-626529, seilla gp 120 virale et inhibe I'attachement du
virus au récepteur principal CD4. Le CRF01_AE etVIi#l-2 sont des résistants naturels a cette

molécule (44).
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3.3.1.5Principes actuelles de la thérapeutique antirétrovale :

Une décennie d'utilisation des ARV combinés s’'estudée. La thérapie antirétrovirale suit les grands
principes suivants :

La thérapeutique de référence demeure I'assocideateux analogue nucléosidiques inhibiteurs de la
transcriptase inverse (INTI) et d’'un inhibiteur gletéase (IP) ou d’un inhibiteur non nucléosidigee

la transcriptase inverse (INNTI). Méme si d’autidsatégies ont été évaluées ou sont en cours
d’évaluation : stratégies sans INTI, monothérafte 2 INTI + inhibiteurs d’intégrase, IP + anti-
intégrase, ce sont encore ces stratégies classgues révelent les plus sures, a moyen et lomgete
pour obtenir I'indétectabilité durable de la chavgale plasmatique.

3.3.1.6 Associations recommandée :

v'Le choix des 2 INTI de la trithérapie :

Deux associations fixes se détachent des autresiatisns d’INTI qu’on peut proposer en premiéere
ligne en raison de leur efficacité, tolérance etpdicité d’emploi (1cp/j) ténofovir + emtricitabine
(truvada) eabacavir + lamivudine (kivexa).

L’'associationténofovir + emtricitabine (truvada) est plus efficace sur le plan tant wigidue
gu’'immunologique et mieux tolérée que I'associati@ovudine/lamivudine (45,46)
L’associationabacavir + lamivudine (kivexa) offre également I'avantage de la simpdiacde la prise

et de la tolérance (kivexa, 1lcp/j). Son effica@tésa tolérance ont été confirmées dans plusieurs
essais, en association avec l'efavirenz (47,48).

Dans l'essai HEAT la non-inférioritde kivexa par rapport druvada a été démontrée en termes
d’efficacité virologiques (49).

L’associationzidovudine + lamivudine est celle pour la quelle on dispose de plus deées Elle a
démontré son efficacité et sa tolérance au semudgples trithérapies. Elle existe sous la formene
association fixe (combivir) a la dose d’un compri2féis par jour.

Toutes les autres associations de 2 INTI présentemprofil moins favorable, que ce soit en termes
d’efficacité ou de tolérance, et ne doivent plus éhoisies en premiére intension.

Il en est de méme de la trithérapie fixe zidovuameivudine/abacavir (trizivir).

En conclusion,

Les associations fixes TDF/FTC ou ABC/3TC doivetre éutilisées préférentiellement dans une
premiere trithérapie.

TDF/FTC doit étre préférée si la charge virale plasque est 5logio copies/ml en particulier en cas
d’association avec ATV/R ou EFV.

Lorsque la charge virale est < 5{ggopies/ml, le choix entre ABC/3TC et TDF/FTC pétre fait au
cas par cas et doit tenir compte d’éléments comeoneanfection VHB, insuffisance rénale.
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L’association TDF/FTC doit étre utilisée avec prdaan en cas d'insuffisance rénal ou de risque de
survenue d'insuffisance rénale. L'association ABZ3ne peut étre utilisée que chez des sujets non
porteurs de l'allele HLA B 5701.

v'Le choix du troisieme agent : IP/r vs INNTI vs INI

L'essai ACTG Ab5142 a comparé une trithérapie avdavieenz avec une trithérapie avec
lopinavir/ritonavir : le taux de réponse virologeétait meilleur dans le bras éfavirenz mais dans |
bras lopinavir/ritonavir, il y avait une meilleuréponse immunologique, moins de résistance en cas
d’échec et moins de lipodystrophie (50).

Le raltégravir est le premier représentant de dasg des INI. Il ne nécessite pas d’administrati®n
ritonavir mais doit étre donné en deux prises par.jLe raltégravir a la dose de 400 mg 2 fois par
jour a été comparé a I'éfavirenz en associatiort anesada chez 566 patients naifs dans le cadre de
'essai randomisé en double aveugle STARTMRK. La-imdériorité du raltégravir a été démontrée
en termes d’efficacité virologique. La tolérancetthitement avec raltégravir était significativernen
meilleure que celle du traitement avec éfavirena.rapidité de décroissance de la CV est plus
importante avec raltégravir qu’avec efavirenz. issjue de sélection de variants résistants en cas
d’échec virologique est plus important et plus dapgu’avec un traitement comportant un IP/r. Par
ailleurs on manque encore de données sur la taernm long cours de raltégravir et son cout raste e
juillet 2010 plus élevé que celui des autres tenss agents recommandeés.

Pour I'ensemble de ces raisons, le raltégravir tnjgsur l'instant pas recommandé de facon
préférentielle pour un premier traitement ARV.

En conclusion, le troisieme agent d’'une premiéggdpie doit étre préférentiellement un IP/r ou un
INNTI.

Au Mali, les régimes préférentiels en premiére rititn ou schéma de®f ligne et en deuxiéme
intention ou schéma dé”‘fligne chez I'adulte et 'adolescent sont les snigg51) :

Schémas de 4° ligne

(02) INTI+ (01) INNTI

- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + Néviram (NVP)

- Zidovudine (ZDV, AZT) + Lamivudine (3TC) + EfavireEFV)

- Ténofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) ou Emtricitabi(eTC) + Efavirenz (EFV)

- Ténofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) ou EmtricitabieTC) + Névirapine (NVP).
Le régime alternatif suivant est possible :

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

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
43/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

Le d4T (Stavudine) contenu actuellement dans I&®meas en cours devra étre progressivement
substitué par un autre inhibiteur nucléosidiquelnttdique de premiere ligne.

Les patients VIH-1 du groupe O chez lesquels légbiteurs non nuléosidiques de la transcriptase
inverse ne sont pas efficaces, utiliser des schéthasapeutiques associant des inhibiteurs
nucléosidiques/nucléotidique de la transcriptaserse a un inhibiteur de protéase boosté (IP/r) ou
(03) INTI.

Les associations suivantes sont a proscrire :

- TDF + 3TC+ ABC/ TDF + 3TC + ddl (Didanosine) / TDFddl + INNTI en raison de la
fréquence élevée des échecs virologiques précocesla toxicité pancréatique.

- TDF + ddlI en raison de sa moindre efficacité, deisteractions, toxicité augmentée du ddl et

baisse des lymphocytes T CDA4.

- ABC (Abacavir) + ddl en raison des risques d’dents cardiovasculaires (Infarctus du
myocarde).

Schémas de ¥ ligne

Le schéma deéﬁ‘eligne doit inclure au moins (02) nouvelles molésutlont I'une issue d’'une famille
différente des familles utilisées en premiere ligree lamivudine (3TC) ou I'emtricitabine (FTC) doit
étre toujours maintenue efi"ligne.

En cas d'échec thérapeutique confirmé VIH 1 et 2adE™ ligne, le schéma préférentiel de deuxiéme
ligne suivant est recommandeé :

Deux (02) inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiqdeda TI + Un (01) inhibiteur de protéase boosté.
Les IP préférentiels sont : Lopinavir/r (LPV/r)Atiazanavir (ATV/r).
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Tableau IV : Les alternatives de seconde ligne possibles retit;m des schémas utilisés en premiére

ligne et en cas de contre-indications ou de taxidé I'une des molécules du schéma préférentiel.

Schéma Yligne Schéma Z"ligne

INTI IP
(AZT ou d4T¥) 3TC + ddl
+ ou + LPVIr
(3TC ou FTC) ABC + TDF ou
+ ou IDV/r
(EFV ou NVP) TDF + 3TC = (AZT) ou
TDF + (3TC ou FTC) + (EFV ou NVP)| AZT ou ddl + 3TC ATVI/r
ABC + (3TC ou FTC) + (EFV ou NVP)| ddI + 3TC + (AZBu TDF + 3TC * (AZT) | ou
(AZT ou d4T) + EFV ou NVP + ddI SQVIr
(3TC ou FTC) +
(ABC ou TDF)

* Pour les malades traités encore par d4T : refiregressivement cette molécule conformément au

plan de retrait.

Schémas de %™ ligne

Les patients en échec virologique d&igne doivent étre gérés en fonction du résultatest de
génotype de résistance.

Choix des combinaisons de molécules :

- Darunavir + Etravirine + Raltégravir

- Darunavir + Lamivudine + Raltégravir

- Etravirine + Lamivudine + Raltégravir

Les indications de traitement antirétroviral chez énfants et nourrissons pour lesquels I'infectisin
confirmée sont en premier lieu l'initiation précade traitement ARV,

Nourrissons :

- Initier le traitement ARV chez tous les nourrissarfectés diagnostiqués dans f&année de
vie quelque soit le taux de CD4 ou le stade cliai@MS.
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Enfants :

- Initier le traitement ARV chez tous les enfant®oiés agés de moins de deux ans, quelque soit
le taux de CD4 ou le stade clinique OMS.

- Initier le traitement ARV chez tous les enfanteaiés agés de 24 a 59 mois, avec un nombre
de CD4< 750 cellules/mr) celui le plus bas quelque soit le stade clinih4sS.

- Initier le traitement ARV pour tous les enfantseicties agés de 5 ans et plus avec un nombre de
CD4< 350 cellules/mm(comme chez I'adulte) quelque soit le stade dligi@MS.

- Initier le traitement ARV pour tous les enfantseictés avec un stade clinique 3 et 4 quelque
soit le taux ou le nombre de CDA4.

- Initier le traitement ARV pour tout enfant &gé deins de 18 mois avec un diagnostic clinique
présomptif d’infection a VIH.

Les principes du traitement antirétroviral de lamif sont identiques a ceux du traitement de 'adult
avec cependant quelques particularités :

- L’éducation thérapeutique de ceux qui ont la chadge I'enfant, garante de la bonne
observance, est primordiale.

- Les posologies doivent étre ajustées en permaramdenction de I'évolution pondérale des
enfants.

- Il n'existe pas toujours de formes galéniques ampta l'usage pédiatrique. Les formes
pédiatriques (sirops, suspensions) sont utiliséez ¢enfant de moins de 15 kg ; on préférera les
comprimés pour I'enfant de plus de 15 kg.

3.4  Echec thérapeutique :

On appelle échec thérapeutique I'ensemble dedisihgasuivantes :

- Echec clinique, il se caractérise par la surveneiendnifestations cliniques témoins de la
progression de la maladie VIH (symptomes liés ad,Vhouvelle infection opportuniste ou rechute
d'une infection préexistante, survenue de tumeulHapituellement ce stade d’échec clinique est la
conséquence d’'un échec virologique et immunologiquec des lymphocytes CD4 effondrés et une
charge virale élevée.

- Echec immunologique, il est défini par 'absencasdension des lymphocytes CD4 malgré un
traitement antirétroviral efficace depuis au madnsois. Cette situation se rencontre plus volositie
chez les patients ayant initialement un taux deplyocytes CD4 préthérapeutique bas, un age plus

avanceé.
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Cet échec peut s’accompagner d’'un succes (chargle indétectable) ou d’un échec virologique (52).
Chez certains patients, la remontée des lympho&ikest lente, en particulier chez les sujets tayan
eu un nombre de CDA4 trés bas.

- Echec virologique, constitue la situation la plusgiiemment rencontrée. Il est stricto sensu

défini comme toute valeur détectable de la chamgdevplasmatique, c'est-a-dire juste au dessous du
seuil de détection. Plusieurs seuils de détectoradéplication virale dans le plasma ont étéséssl

au cours des 10 derniéres années (< 400 copi€d) s€dpies). Actuellement, un seuil & 50 copies est
le plus souvent utilisé et constitue I'objectiftéeandre pour une intervention thérapeutique queplie

soit la situation thérapeutique : traitement ihitia traitements de ligne ultérieure.

3.3.1.7Mécanismes et conséquences de I'échec virologique :

En regle générale, I'échec virologique résulte dumhibition suboptimale de la réplication virale,

conséqguence d’une puissance insuffisante du traiter@elle-ci peut étre due :

- A une concentration de molécules antirétroviralesuffisante, qu’elle soit plasmatique,
intracellulaire ou au sein d’'un sanctuaire de(shemde(s) antirétrovirale(s), résultant soit d’ugfalit

d’'observance, soit de posologie inadaptées, soitedlactions médicamenteuses néfastes ;

- Au développement de la résistance vis-a-vis d’'undeplusieurs molécules antirétrovirales.

Plusieurs facteurs vont influencer la sévérit€ éehlec virologiques et ses conséquences :

- Au niveau de la réplication virale : plus celuiest élevé, plus le risque de sélection des

mutations de résistance est élevé ;

- Au temps depuis le quel persiste la réplicatiomleirsous pression de sélection, surtout pour

les INTI ou les IP, classes thérapeutiques oudstance est un phénomene graduels ;

- Au type de médicaments présents dans I'associgti@mpeutique sous la quelle persiste la
réplication virale. Cela est une conséquence dapacité de chaque molécule a sélectionner plus ou

moins facilement et plus ou rapidement des mutatde résistance.

- Aux conséquences des mutations ne sont univoque<llé& impactent négativement
I'efficacité antivirale des molécules qui les omestionnées et celles pour les quelles existe une
résistance croisée, en revanche certaines mutgieungent avoir un effet négatif atténué : altératio
de la fitness virale (M184V) génant la réplicatianale (53) ou encore résensibilisation a d’autres

molécules ;

- Au niveau immunitaire : les conséquences clinigliaa échec virologiques different selon le

niveau des lymphocytes CD4.
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Plusieurs risques sont a considérer dans I'échietogique :
- A un niveau de la réplication virale méme modéedijiade 'accumulation de résistance ;

- Puis la poursuite de la réplication s’accompagneaa’diminution des lymphocytes CD4 et
d’'une augmentation de la charge virale, ensuiteffohdrement des CD4 sous le seuil de
100copies/mmconduit & la réapparition des événements oppatemibu manifestations directement

liées au VIH.

3.3.2 Résistance du VIH aux antirétroviraux :

La résistance aux antirétroviraux a été rapportée [a premiere fois en 1989 chez des patientefrai
par la zidovudine en monothérapie (54).

3.3.2.1 Définition :

La résistance aux antirétroviraux est liée a laaca@ du virus a se répliquer en présence d’ARV.

On distingue 03 types de résistance ; la résistanqaise sous traitement (résistance secondaare), |
résistance primaire et la résistance naturelle uanle sensibilité).

En effet, pour cette derniéere, les patients posteler virus résistants peuvent transmettre ces girus
leurs partenaires qui vont alors s’infecter d’eretd@ec des virus résistants lors de la primo-irdact
3.3.2.2Mécanisme d’apparition des mutations de résistance

Plusieurs facteurs liés a la durée de vie et ale@e réplication du VIH sont des contributeurssclé
vers une émergence rapide et généralisée de ressai est observée avec cet organisme.

Les mutations entrainent des modifications desraegyou protéines, en diminuant la sensibilité des
virus aux antirétroviraux par des mécanismes diffts selon les classes et méme selon I'antirétiovir
dans une méme classe.(5)

Ces mécanismes peuvent étre dus :

e Variabilité génétique importante du VIH,

La TI fait une erreur par cycle de réplication (iear tous les 10 000 nucléotides), d’ou introdurtti
au hasard de mutations tout au long du génome.

Pendant que la plupart de ces erreurs sont degitatibes de bases, autres mutations comme les
insertions ou duplications peuvent aussi se predue qui conduit a un taux important de
recombinaisons, d’ou I'existence d’une populatianale diversifiée appelée quasi-espéce ou variants
viraux.

» Dynamique de production virale trés rapide, il & éalculé qu’environ 10 milliards de virions

étaient produit chaque jour chez une personnetiédec
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» Préexistence, avant tout traitement, de variamesuxi présentant des mutations de résistance aux
ARV, qui peuvent s’accumuler.

3.3.2.3 Mécanisme de la résistance aux antirétroaux :

Différents mécanismes de résistance ont été identédn fonction des classes d’antirétroviraux et
méme selon les antiviraux au sein d’'une méme classe

3.3.2.4Les analogues nucléosidiques de la transcriptasevierse (INTI) :

Deux meécanismes moléculaires distincts sont regbes de la résistance aux analogues
nucléosidiques : la diminution de l'incorporatioe danalogue lors de la synthese de 'ADN et
I'excision de I'analogue de la chaine d’ADN.

. Diminution de I'incorporation de I'analogue :

La diminution de l'incorporation des nucléosides mucléotides artificiels au profit de nucléotides
naturels est observée avec certaines mutatiores; @articulier la mutation M184V associée a une
résistance de haut niveau au 3TC (lamivudine) eFBQ. Ce résidu est localisé au niveau du site
catalytigue de la transcriptase inverse. La suligiit d'une méthionine par une valine géne
l'incorporation du 3TC/FTC au niveau du site cdiglye de I'enzyme générant la résistance a cette
molécule. L’apparition de la résistance au 3TC/EECrapide avec la sélection de la mutation M184V
en quelques semaines.

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

- La mutation L74V est sélectionnée par la didanoginéabacavir (en association fréquente
avec la M184V) et les mutations K65R et K70E ppatement par le ténofovir ;

- L'impact de la mutation K65R est nul sur les anakgyde la thymidine (la zidovudine est
PINTI de choix en présence de K65R), certain seirténofovir probable sur I'abacavir (avec des
niveaux variables). L'utilisation de ténofovir essaciation avec I'abacavir doit étre réservée aux
patients en échec dont les virus présentent deationg TAM. En effet, ces derniéres empéchent la
sélection de la mutation K65R.

Le complexe MDR (Mutation Drug Resistance), retévde ce méme mécanisme, est composé des
mutations A62V, V75I, F77L, F116Y et Q151M.

Un autre profil de résistance a I'ensemble desogiuels nucléosidiques et au ténofovir consiste en de
insertions au codon 69 de la transcriptase inv&secomplexe comprend une mutation au codon 69,
typiguement une sérine, et une insertion d’acidemes (S-S, SA, S-G ou autre). Ces insertions au
codon 69 sont souvent associées a d’autres mugation le gene de la transcriptase inverse. La
fréquence de ces insertions est heureusementiire (
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. Excision des analogues médiée par I'ATP ou réactiae pyrophosphorolyse :

Ce mécanisme intervenant dans la résistance auk I®EL conféré a un groupe de six mutations :
M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/Eescmutations, initialement décrites comme
des mutations de résistances sélectionnées palolugiine puis également par la stavudine, afféctan
la réponse virologique a ces molécules, ont ét@lépp TAM pour Thymidine Analogue Mutations
(56,57).

L’accumulation des TAMs est graduelle et l'ordréapgparition peut varier. Les profils de TAM
sélectionnés sous traitement peuvent se répartideex groupes : 'un comprenant les mutations
M41L + L210W + T215Y (deux tiers des cas) et '@uD67N + K70R + T215F + K219Q/E (un tiers
des cas).

En effet, les TAM modifient la structure de la tsariptase inverse, facilitant I'entrée de 'ATP au
niveau d'un site proche de I'analogue incorpor®A®N. Le phosphate terminal de I'ATP réagit avec
la liaison phosphodiester liant 'analogue a 'ADNette réaction entraine I'excision de I'analogtie
la libération du groupement OH du dernier nuclemtila synthése de I'ADN viral peut alors
reprendre. Ce mécanisme sensible est efficace paurzidovudine. L'incorporation des
désoxynucléotides naturels et de la plupart defgnes nucléosidiqgues dans I’ADN est rapidement
suivie de leur translocation en un «complexe fesmét, dans cette conformation, la liaison
phosphodiester est réfractaire a I'excision parTPA La mutation M184V semble entrainer une
diminution de la pyrophosphorolyse, ce qui inhilteaimsi I'effet des TAM (58).

Les TAM sont responsables d’une résistance a lmbledes INTI & des niveaux divers, sauf a la
3TC et au FTC. Cette résistance croisée est var@blfonction du nombre de TAM et de I'INTI. Par
ailleurs, les mutations K70R et K219Q/E ont moifimgdact que les quatre autres sur la résistance
croisée. La mutation M184V, en présence de TAMnaemge la résistance in vivo a I'abacavir et n'a

pas d’impact sur la ténofovir ni la didanosine.
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A.Résistance par diminution d'incorporation des NRTI B. Résistance par excision du NRTI par I'ATP
Virus sauvage it de la chane Virus sauvage
d'ADN viral Transcriptase Transcriptase

£ cours de synthése Inverse inverse

Analogue
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Virus résistant Virus résistant AP
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de |'ADN viral par |'ATP

Figure 10 : Deux principaux mécanismes de résistance du VaIXLINTI (59).

3.3.2.5 Inhibiteurs non nucléosidiques de la transiptase inverse (INNTI) :

Les inhibiteurs non nucléosidiques comme I'éfavarenla névirapine pour les molécules de premiere
génération sont de petites molécules qui se fixantniveau d’'une poche hydrophobe située a
proximité du site catalytique de la transcriptaseerse. Ces composés seélectionnent des mutations
situées au niveau de leur site de fixation quickifda flexibilité de I'enzyme, bloquant ainsi la
synthése de I'ADN. Ce sont typiquement des molécdent la « barriere génétique » est basse
puisqu’'une mutation au niveau de la poche hydroplamnfére une résistance croisée entre efavirenz
et névirapine, INNTI de premiere génération. Devatles molécules de seconde génération, comme
I'étravirine et la Rilpivirine sont actives in vitret/ou in vivo sur certains virus ayant une résise¢

aux INNTI de premiére génération (60,61). L'edBBIET a ainsi démontré que la mutation K103N
n'avait pas dimpact délétere sur la réponde vigmae a I'Etravirine. En revanche, la mutation
Y181C a un impact négatif quand elle est associdiaadtres mutations de résistance aux INNTI.
Enfin, les mutations Y181I/V, méme isolées, reduisesignificativement la réponse a I'étravirine
(62).
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Il existe in vivo une résistance croisée élevéeeettravirine eRilpivirine.

Il est évident que I'accumulation de mutations dseistance aux INNTI de premiére généra
diminue I'efficacité de I'étravirin : il est donc recommandé de ne pas laisser uneaéiph résiduelle
sous éfavirenz ou névirapine pour ne pas accuncekmutations et réduire I'efficacité de traitem:
ultérieur par des molécules de seconde génératil@s guel’étravirine ouRilpivirine.
3.3.2.6Inhibiteurs de protéase(IP) :

Les inhibiteurs de protéase (IB9nstituent une famille importante qui bénéficierd barriere a la
résistance élevée méme s’il existe au sein de detiee une importante résistance cro

La résistance aux IP est un phénomene graduelameeenulation progressive de mutations au ni\
du site actif de I'enzyme et a distance de ci. On distingue des mutations de résistemajeures et

mineures :

- Les mutations mineures/secondaire, qui sont desatrons pouvant faire partie (
polymorphisme de la protéase virale, apparaisskist tardivement et vont augmenia résistance

aux IP et aider Igirus a retrouver ses capacités réplicat

- Les mutations majeures/primaires sont généralerséleictionnées les premieres lors d
échappement et diminuent la liaison des IP a lelstsat enzymatiqu

De nombreuses études montrent gexiste une grande différence entre les IP potesgmlpar le
ritonavir (IP/r) et les IP non potentialisés emterde réponse virologique et de taux de sélect&

mutations de résistance chez lesents naifs d’antirétroviraux (63)

Figure 11 : Position des principalemutations de résistance aux IP (64)
Theése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
52/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

3.3.2.7Les inhibiteurs d’entrée :

L’entrée du virus dans la cellule requiert plusseétapes, avec successivement la liaison de 12@p-1
a la molécule CD4, puis a un corécepteur, réceptieuchimokines, CCR5 et/ou CXCR4. Ces
événements sont responsables de I'associationaleshbucles trimériques, HR-1 et HR-2 (Heptad
Repeat), localisées dans la gp 41, conduisantrapprochement des membranes virale et cellulaire et
a leur fusion. La composition en acides aminés tddacle variableV3 de la gp-120 détermine la
reconnaissance spécifique du corécepteur.

v Inhibiteur de fusion :

L’inhibiteur de fusion, enfuvirtide ou T20 (Fuzéomst un peptide de 36 acides aminés dérivé de la
région HR-2 de la gp-41. Il se fixe a la bouclenttigue HR-1 inhibant ainsi la fusion et I'entrée d
virus dans la cellule. Des mutations dans HR-1 iszohil la sensibilité au T-20 ont été identifiées in
vitro mais aussi in vivo chez des patients échapadienfuvirtide dans les essais cliniques (€53s
mutations sont situées au niveau des codons 36 dedla gp 41. Elles apparaissent rapidement
(quelgues semaines) en cas de réplication virals §020. Des mutations sont sélectionnées plus
tardivement dans HR-2, mais elles n'ont pas d'imma la résistance au T 20 et compensent
probablement des mutations de HR-1 pour la capaggiicative virale.

Il n'existe pas de résistance croisée entre legiaDautres inhibiteurs d’entrée tels que les iitbiors

du corécepteur CCR5.

v Inhibiteur des corécepteurs :

De petites molécules inhibitrices de l'interactigpn-120-CCR5, telles que le maraviroc, sont des
antagonistes allostériques non compétitifs quiesg ku méme site que la gp-120 sur le corécepteur
CCRS5. Le maraviroc (Celsentri) a obtenu son awtida de mise sur le marché en Europe chez les
patients prétraités par antirétroviraux et infegtésdes isolats VIH a tropisme R5.

In vitro, la résistance au maraviroc est liée a dekappements de la gp-120 qui permettent a
'enveloppe virale de s’attacher au complexe CCRBawiroc (66) mais peu d’isolats cliniques
résistants au maraviroc ont été étudiés. La résistaemble associée a des mutations de la boucle V3
variables d'un isolat a l'autre, en particulier apmsitions 13 et 26. En pratique clinique, les
echappements thérapeutiques aux inhibiteurs de CQR%té attribués le plus souvent a la sélection
de virus de tropisme CXCR4, préexistants en praporninoritaire au traitement et non détectés par
les tests de tropisme. La détermination du tropisimele est donc absolument nécessaire avant la
prescription d’inhibiteurs de CCR5. Une autre molécest en cours de développement, il s’agit du
Vicriviroc qui agit aussi sur les virus a tropisiB.
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v Test de tropisme :

Les tests de tropisme actuellement disponible smitt des tests phénotypiques, soit des tests
génotypiques. Le test phénotypique commercialisdeetest Trofil€ (Monogram Biosciences, San
Francisco, CA, Etats-Unis), test recombinant nétzedsl’amplification du géne env du virus
plasmatique du patient, puis la construction d’sayglovirus infectieux alors inoculé sur des cedlule
exprimant soit CCR5, soit CXCR4. Ce test ne différe pas un virus a tropisme mixte d'une
population virale mixte constituée de virus X4 etvitus X5.

En juin 2008, le test Trofife initial a été remplacé par un test sensibilisé TS Enhanced
Sensitivity Trofile Assay) permettant la détectidas sous-populations X4 minoritaires avec une
sensibilité de 0,3%. Le test ESTA a été notammadilisél dans la réalisation de I'essai Merit
(maraviroc chez les patients naifs) (67). Dans fess il ne peut étre réalisé a partir de 'ARN
plasmatique que lorsque les charges virales spétrigures a 1000 copies /ml.

Il existe d’autres tests phénotypiques disponitke$e cas de la recherche : le test PhenX-R (InBhen
Basel, Switzerland) et le toulouse Tropism TestT;TUniversité de Toulouse-lll Paul-Sabatier (68).
Les tests génotypiques de tropismes sont fonddsasatyse de la séquence de la boucle V3 de la gp-
120 du virus du patient avec différents systemastaiprétation disponibles (69). L'analyse de la
boucle V3 réalisée a partir de 'ARN-VIH-1 plasntate a, comme pour les tests génotypiques de
résistance, une efficacité d’amplification moindpeand les charges virales sont inférieures a 500
copies/ml. Deux systemes d'interprétations, gene@phet PSSM, ont été évalués rétrospectivement
dans les bases données utilisant le maraviroctehontré une valeur prédictive équivalente a adlie
test Trofilé® sur la réponse virologique & cette molécule (70).

Les tests génotypiques de tropisme peuvent étliséga partir de I’ADN viral chez les patients ave
des CV plasmatiques faibles ou indétectables rhaisiste peu de données sur la validation des tests
génotypiques de détermination de tropisme powites de sous-type non-B (70)

3.3.2.8Inhibiteurs d’'intégrase (INI) :

En décembre 2007, le premier inhibiteur de I'ingsgr (INI), le raltégravir, obtenait son autorisatio
de mise sur le marché (AMM).

D’autres molécules comme I'elvitégravir et le Delgitavir sont en cours de développement.

La résistance aux inhibiteurs d’intégrase est diee s€lection et a 'émergence, sous traitement, de
variants viraux initialement minoritaires, portages mutations de résistance. In vivo, trois profils
majoritaires distincts comportant soit la mutatibin 155H, soit la mutation Q148H/K/R, ou la
mutation a la position 143 associés a une ou pltsigutations secondaires, ont été mis en évidence
en cas d’échappement virologique au raltégraviy. (71
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En ce qui concerne I'elvitégravir, différents plefpeuvent étre sélectionnés, notamment les maotatio
E92G/Q ou N155H ou Q148R/K (72). Il existe une s&Bice croisée tres importante entre la
raltégravir et I'elvitégravir.

La barriére génétique des molécules degBnération (Raltégravir et Elvitégravir) de cefmsse est
faible et une seule mutation peut induire d’emblée résistance complete a ces molécules.

Un nouvel inhibiteur d’intégrase, le SIGSK13495® Dolutégravir), ayant un profil de résistance
différent du raltégravir et de I'elvitégravir, est cours de développement en phase lll. Cette meléc
est actuellement efficace sur des virus résistntsmolécules de®f génération mais reste résistant &
tous les virus qui portent la mutation Q148R/K. Bane étude théorique Maiga et al, ont montré que
les VIH-1 de sous-type CRF02_AG échappent préfimidarnent avec la voie N155H qui pourrait
donner une bonne sensibilité de ces virus aux miEéce 2" génération telle que le Dolutégravir.
3.3.2.9Les tests de résistance :

Les tests genotypiques recherchent apres séqueded@eRN les mutations associées a la résistance
aux antirétroviraux. Les tests phénotypiques mesuaesensibilité du virus aux molécules par cétur
du virus en présence du/des composés.

v'Tests génotypiques :

Les tests genotypiques analysent les mutatiorseptés sur les genes codant les protéines cibdes de
antirétroviraux (TR, protéase, gp4l, intégrasehnhlyse de toute la séquence des genes de la
transcriptase inverse et de la protéase est laitpah de référence en matiére tests génotypiques.
Deux trousses commerciales de séquencage sontnitilg®y avec intégration d'un logiciel
interprétant le profil de mutation : les trousses dirmes Bayer (trugene HIV-1 genotyping kit) et
Abbott (perkin Elmer ABI ViroSeq Genotyping Systeamt recu I'agrément d’utilisation par 'agence
francaise de sécurité sanitaire et de la Food and Bdministration (FDA) aux Etats-Unis. Ces deux
trousses commerciales, évaluées dans un laboralomeaient des résultats trés concordants (97,8%).
Il faut souligner que le séquencage ne permet d/sea que la population virale majoritaire
représentant au moins 20 a 30 % de la populatioalevitotale circulante dans le plasma. Les
techniques de détection des populations viralesorit@#ires sortent actuellement du cadre de la
pratique clinique et sont réservées aux protoadaecherche.

Un contrdle de qualité, organisé chaque année ssiveenent depuis 2001 par le groupe résistance
AC11 de 'ANRS, puis par le CNR VIH Résistance aamtirétroviraux depuis 2008, concerne
actuellement une cinquantaine de laboratoiresyamtiquelques laboratoires de ville. La fréqueree d
résultats faussement positifs (mutation de résistamtrouvée alors que la séquence est sauvage) est
basse, mais celle de faux négatifs (mutation deteéxe non détectéee) est plus élevée.
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Cette sous estimation des mutations de résistastcagportée dans d’autres contréles de qualité en
Europe. Le contrble de qualité a un réle pédagagimportant, comme I'a montré I'augmentation des
performances des laboratoires depuis son instaaré&B).

v'Tests phénotypiques :

Deux firmes proposent des tests phénotypiques coomm& utilisant une technique de virus
recombinants : le test Antivirogram de Virco et Rb®ene de Monogram. Les résultats des tests
phénotypiques commerciaux sont exprimés par leorapgntre la G ou Cho (respectivement
concentration inhibitrice 50 % ou 90 %) de la sauclu patient et celle d’'un isolat sensible de
référence. Les tests phénotypiques n'ont pas matdr&énéfice clinique pour la prise en charge
thérapeutique des patients et sont peu utilisgsatique ; en revanche, ils restent aujourd’huoutil
indispensable a I'évaluation de nouvelles molécutesitro et au cours des essais thérapeutiques
(phases I/1l) de ces nouveaux antirétroviraux.

En plus des tests Antivirogram et PhenoSene ilt@xestest phénotypique virtuel de Virgo. Ce test
permet de prédire la sensibilité phénotypique diolat en se basant sur son test génotypique de
résistance. Le test virtuel n'est pas un test dasib#ité a chaque drogue mais un systéeme

d’interprétation d’un test génotypique.
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3.3.2.10 Indications et critéres d’utilisation des tests deésistances :
Tableau V : Résumé des recommandations d’utilisation des destésistance en France.

Situation clinique Recommandation
Primo-infection et infection récente (<6 Recommandé
mois)

Avant l'initiation du traitement :

- Ala découverte de la séropositivité Recommandé dés que possible car avec|le

. P . . i <)
- Sinon sur le prélévement disponible temps un virus sauvage dans le plasma peut

le plus ancien remplacer le virus muté présent au moment de

l'infection qui se sera archivé
- Ou avant de débuter le traitement

Recommandé

Echecs thérapeutiques La décision thérapeutique doit intégrer
I'histoire thérapeutique et les tests de

résistance antérieurs

Prophylaxie post exposition A réaliser au cas par c
Enfants Mémes indication que chez I'adulte
Grossesse Recommandé avant l'initiation du traitement,

gu’ils s’agissent du traitement de la mére ¢u
de la prévention de la transmission de la mére

a I'enfant

3.3.2.11 Critéres de demande de génotypage (cas du Mali)

Comme les tests de résistance sont codteux, le Mdicider de les utiliser uniguement pour les
patients en échec d&? ligne vu la complexité pour proposer un traitenst&™ ligne.

- Patients en échec de®™ligne thérapeutique aprés avoir éliminé un prolel@inobservance
qui va nécessiter plutét un renforcement de I'olmece

- Patients ayant épuisé les classes thérapeutigd&/dINTI, INNTI et IP)

- Avoir une charge virale détectabte 1000 copies/ml) récente datant de moins de 15 jour

- Garder le patient en échec sous le méme traitepoemtfaire le prélevement
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. Avant tout prélévement, le dossier du patient étieé présenté au staff clinico-biologique a
Bamako (CSLS) au préalable pour validation (74gsH aujourd’'hui important de réaliser les tests de
génotypage de résistance chez les patients en detgemiere ligne afin de proposer des schémas de

deuxieme ligne efficace.
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4 METHODOLOGIE :

4.1Cadre et lieu d’étude :

Notre étude s’est déroulée au centre de rechertlie dormation sur le VIH et la tuberculose
(SEREFO). SEREFO est situé dans I'enceinte dedalttade Médecine, et d’Odontostomatologie
(FMOS) de I'Université des Sciences, des Technisqiedes Technologies de Bamako (USTTB) au
Mali. Ce centre est une initiative de recherchemddicale qui a débuté en 2003. Il s’agit d'une
collaboration entre I'ex-Université de Bamako dndtitut National de I'Allergie et des Maladies
Infectieuses (NIAID) des Instituts Nationaux deSlanté des Etats-Unis (NIH). Le projet est basé sur
le concept de soutenir les centres internationenux I'excellence dans la recherche dans les pays e
voie de développement.

Les activités de SEREFO portent sur :

v Volet laboratoire :

L’activité de laboratoire est axée sur I'isolemditlentification et la description des variantes d
souches de mycobactéries, I'étude de la réponsaumtaire des patients infectés par le VIH et la
tuberculose, la quantification de 'ARN du VIH-1 ket séquencage du génome du VIH-1 pour le
génotype de résistance aux ARV.

Le laboratoire dispose d’'un espace de haute séawinmé BSL-3 (BioSafety level-3) ou laboratoire
de niveau P3, certifié par 'TOMS en 2006 dans légaepratiqué la culture des mycobactéries.

Il 'y existe un laboratoire de sérologie (pour lagtiostique du VIH), un laboratoire de biologie
moléculaire permettant de réaliser la PCR, le §pttping et le RLFP (Restriction Fragment Length
Polymorphism).

L’étude de la réponse immunitaire a lieu dans eidatoire d'immunologie équipé de FACSCount,
FACSCalibur, de LSR I, des centrifugeuses et dexdmttes a flux laminaires.

La charge virale et le test génotypique de résistasont effectués par l‘'unité d’épidémiologie
moléculaire de la résistance du VIH aux ARV.

v Volet clinique :

Il s’occupe du recrutement et le suivi des patisnisle plan clinique au niveau d’espaces ameénages
dans les hépitaux, au CESAC, dans les centredéenée des communes du district de Bamako.

Un autre aspect est I'expertise qu’offre SEREFO mdxlecins qui suivent les patients VIH en échec

thérapeutique en participant au staff clinico-bjidpe mensuel de la CSLS.
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4.2 Type et période d’étude :

Il s’agit d’une étude transversale et prospectiviestest déroulée de février 2012 a Mars 2013.

4.3 Population d’étude :

Tous les patients infectés par le VIH-1.

4.4 Criteres d'inclusion :

Ont été inclus :

-Patients en échec virologique de premiére ligneRy/ depuis 36 mois et toujours sous traitement
(INTI, INNTI, IP, exposition a deux classes d’ARV).

-CV > 1000 copies/ml.

-Données sociodémographiques disponibles.

-Mesure de CD4 disponible.

-Historique thérapeutique disponible (date de déeutraitement ARV, nadir de CD4).

-Patients Consentant a participer ou assentimenpalents.

4.5 Criteres de non inclusion :

N’ont pas été inclus-les :

-Patients ne répondant pas aux criteres ci-de$®ss ¢

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

-Patients ayant refusé de participer a I'étude@muassentiment des parents.

4.6 Calcul de I'échantillonnage :

Nous avons utilisé le logiciel Epi Info pour le @al de la taille de I'échantillon. La taille de
'échantillon a été fixée a 100 patients en estimgue la prévalence de la résistance pourrait
atteindre les 50% apres au moins 36 mois de traitersous ARV sur une population d’étude de
35000 patients infectés par le VHI-1.

4.7Méthodes utilisées :

Il s’agissait de mesurer la charge virale plasn&tides patients et de faire le génotype de résistan
pour ceux ayant une charge virale plasmatik@@00 copies/ml.

Les charges virales plasmatiques ont été réals@es\bbott Real Time HIV-1 Quantitative Assay
avec un kit prét a I'emploi, les génotypes de tasises ont été réalisés par un séquenceur (ABI,3130
Applied Biosystems) en utilisant un kit prét a I'elmi qui est la technique viroseq. L’alignement et
I'analyse des séquences ont été réalisés par diesels Sequencing Analysis puis ViroS¥dHIV-1

Genotyping System (Abbott Molecular).
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Les données sur les parametres démographiques, edage et le sexe, les renseignements sur les
traitements recus ainsi que les parametres immgitples ont été obtenus a partir des fiches de
demande de charge virale et du test de génotyessals au laboratoire.

4.7.1 Technique Abbott HIV-1 Real Time™ : (75)

4.7.1.1 Principe:

La RT-PCR en temps réel sur Abbott HIV-1 RealTitheQuantitative Assay est un test
d’amplification de signal de 'ARN cible converthéADN, grace a l'activité de transcription inverse
de la polymérase thermostable rTth ADN pour la tjtieation directe d’ARN VIH-1 dans le plasma
ou autres liquides biologiques des individus irdectEn premier lieu, les amorces ou primers de
transcription inverse du VIH-1 et du contréle imrs’hybrident avec leurs cibles respectives et
s’étendent au cours d’'une période d’'incubation@rgée. Ces deux amorces sont non compétitives,
et le Cl (Contrdle Interne) est détecté méme andesaux élevés de VIH. La cible de 'amorce VIH-1
est le géne de l'intégrase dans la région pol.

Apres I'étape de dénaturation, au cours de laqleeltempérature de la réaction s’éléve au dessus du
point de fusion du produit ADNc double brin : ARdhe deuxieme amorce s’hybride avec le brin de
I’ADNCc et s’étend sous l'activité de I’ADN polymésa afin de créer un produit d’ADN a double brin.
L’amplification exponentielle du produit est réaéks grace aux cycles répétés entre températures
élevées et basses du thermocycleur pour obteniaonmdification des séquences cibles d’un milliard
ou plus.

La technologie Abbott HIV-1 RealTim¥ utilise deux sondes d’hybridation, une spécifique/IH et
l'autre spécifique au CI (Contréle Interne).

4.7.1.20rganisation du local de la charge virale :

Le laboratoire de charge virale sise a coté dudwd doyen de la FMOS est subdivisé en zones
(zone 1 et zone 2). La zone 1 (Z1) est dédiéexardietion des acides nucléiques (secteur 1) et a
'ajout des acides nucléiques purifiés au master (eecteur 2). La zone 2 (Z2) est uniquement
réservée a la phase d’amplification et de détection

4.7.1.3Procédure de la technique :

v'L’extraction des ARN VIH-1

*Mode opératoire :

La procédure d’extraction des ARN du VIH-1 estiggsd dans le secteur 1.

1. Nettoyer le petit matériel avec I'hypochlorite dodium a 10%, puis a I'eau distillée et enfin a

I'éthanol 70%. Utilisez du papier buvard pour létogage ;
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2. Allumez les bains a sec chauffant : réglez e das tubes de 12 x 75mm a 50°C et celui des tubes
de 1,5 mL a75°C;

3. Décongelez les échantillons, les contrélescédibrateurs et le contrdle interne s'ils sont celég,

a une température comprise entre 15 et 30°C ouB2C(vérifier toujours I'absence de cristaux dans

les réactifs, sinon amener les solutions a temperambiante jusqu’a ce qu'ils disparaissent) :
- Passez les échantillons 3 fois au vortex;

- Pour les contrdles, les calibrateurs et le coniriikrne, mélangez le contenu des flacons en les
passant au vortex et tapotez afin d’en faire tortdeontenu au fond.

- Si les échantillons, les contrbles et les calibnastene sont pas immédiatement traités,
conservez les a une température entre 2 et 8°Gapenmthximum 6 heures, le contrdle interne pouvant
atteindre 24 heures au maximum ;

4. Etiquetez tous les tubes (nombre requis ponrdaipulation, de 24 a 52) : pour chaque échantillon
un tube de 12 x 75 mm et un tube microfuge a bauéhas de 1,5 mL ;

5. Préparez le tampanLysis et ajoutez 50QL de contréle interne par flacon de tampon de [\ise
flacon pour un protocole de 24 a 26 échantillons2 efiacons pour un protocole de 48 a 52
échantillons) et mélangez par retournement 5 aisddut en évitant la formation de mousse ;

6. Remettez les particulesMicroparticules en suspension en secouant doucedavent en arriere
jusqu’a ce que les particules soient en suspension

7. Préparez les tampons de lavag#&/ash 1 etmWash 2 et le tampon d’élutiomElution en
mélangeant par retournement 5 a 10 fois ;

8. Lyse :

- Adaptez un Combitips de 10 mL a la pipette a répéti

- Ajoutez rapidement 10QL de particulesmMicroparticules a chaque tube de 12 x 75 mm a
I'aide d’'une pipette a répétition ;

- Mélangez le tampon de lysalysis contenant du contréle interne par retourndrben 10 fois

et ajoutez 2,4 mL (800 uLx 3) a l'aide de la pipettrépétition;

- Transférez les échantillons (prélevements, caldoirat et contréles) vers les tubes de lyse la
quantité étant fonction du protocole utilisé ;

- Mélangez les échantillons avec le tampon de lysaggiration-refoulement ;

(Utilisez des embouts a filtre et changez d’embaptes chaque transfert de liquide)

- Placez les tubes de lyse dans le bain sec chaaffadit C pendant 20 minutes.

9. Retirer les tubes du bain sec chauffant et pléeedans le support de capture magnétique des tub

de 12 x 75 mm (rouge) pendant 2 mm ;
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10. Retirer soigneusement le lysat de chaque tubaide de pipettes pasteur stériles a bout fin.
N'ouvrez qu'un tube a la foistetirer autant de fluide que possible et éviter tdacher les
microparticules avec le bout des pipettes pasteur ;

11. Premier lavage Wash 1 : Transférez les tubek2de 75 mm vers un support non magnétique

immédiatement apres le retrait du tampon de lyse :

- ajoutez 70QuL de solutionmWash 1 dans chaque tube et remettez les partimdgsétiques
en suspension par aspiration-refoulement, rincepaeticules des parois du tube si nécessaire ;

- transférez le liquide de lavage et les particukassdun tube microfuge a bouchon a vis de 1,5
mL étiqueté ;

- Placez les tubes de 1,5 mL dans un support dereaptagnétique (bleu) pendant une minute ;
12. Retirez avec soins la solution mi&/ash 1 de chaque tube a l'aide d’embouts de pgpettitre.
N’ouvrez qu’un tube a la fois et changez d’embayies tout transfert de liquide ;

13. Second lavage Wash 1 : Transférez les tubasnll fers un portoir non-magnétique :

- ajoutez 70QuL de solutionmWash 1 dans chaque tube et remettez les partimdgsaétiques

en suspension par aspiration-refoulement, rincepaeticules des parois du tube si nécessaire ;

- Placez les tubes de 1,5 mL dans un support dereaptagnétique (bleu) pendant une minute ;
14. Retirez la solution deWash 1 et jetez le liquide

15. Premier lavage Wash 2 : méme procédure quectnd lavage Wash 1

16. Second lavage Wash 2 : méme procédure quederdogent

17. Retirez la solution deWash 2 et jetez le liquide

18. Elution : transférez les tubes de 1,5 mL verpartoir non-magnétique :

- Ajoutez 25uL de tampormElution dans chaque tube et remettez les particulmnétiques en

suspension par aspiration-refoulement, rincez éesqules des parois du tube si nécessaire ;
- Placez les tubes de 1,5 mL dans un bain chauffast@ ;

- Incubez pendant 20 minutes ; démarrez la munitersgue vous avez placé le dernier tube
dans l'incubateur.

19. Retirez les tubes de 1,5 mL du bain chauffalgsetransférez vers un portoir non magnétique ;
20. ajoutez 63iL de solution mWash 2 et remettez les particulegnéaques en suspension par
aspiration refoulement ; rincez les particulespi®is du tube, si nécessaire ;
21. Placez les tubes de 1,5 mL dans un supporapgire magnétique (bleu) jusqu’a la fin de la
préparation du master mix ;
22. Ensuite transférez les éluat vers les tubes mlL5 DNase/RNase free de type Beckman

correspondants en faisant attention a ne pas toackxemicroparticules.
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v Préparation du master mix

Cette étape se déroule au niveau du secteur 2g€hae gants.

Si vous effectuez une série de 25 a 48 ou 52 a¥e;tpréparez une seconde solution de master mix a

I'aide d’'un autre coffret-réactifs pour amplificari

1. Décongelez le coffret-réactifs de dosage a amgpérature entre 15 et 30°C ou 2 et 8°C; une fois

décongelé, les réactifs peuvent étre conservés 2rat 8°C pendant 24 heures Maximum ;

2. Mélangez par aspiration et ajoutez 2r1du réactif d’activation VIH-1 (Réactif 1) dans flacon

d’enzyme ADN rTth polymérase thermostable (RéaB}ifet 949uL du réactif d’'oligonucléotides

VIH-1 (Réactif 2) dans le méme flacon (réactif 3)igpmélangez. S’assurez avant le mélange des

différents réactifs qu'’il n’y a pas de cristaux ddm fond des flacons.

3. Pipetez le master mix contenu dans le flaconayme dans un tube DNase/RNase free et passez au

vortex pour homogénéiser.

4. Retirez la base et couverclstrataCooler96" (conserver a -20°C) et Portoir de travail ertahé

pour "StrataCoolerR6" (conserver a +4°C) du réfrigérateur et les mbnt

4. Placez une plague de réaction optique a 96 puit®Alblans le StrataCooler96" ;

5. Distribuez le master mix a I'aide d’'une pipetteerge a cet usage, distribuez des aliquots de 50
uL dans la plaque a 96 puits en allant du puitsthet de A1 a A12, utilisez le méme embout pour
distribuer le master mix dans tous les puits deéva formation de bulles dans les puits ;

6. vérifiez visuellement le niveau de remplissage(bp

v Ajout de I'éluét (addition de 'ARN) au master mix :

Cette étape est réalisée dans le secteur 1.

1. Transférez 5QL d’échantillon vers la plaque a 96 puits placéelsU'StrataCoole®6" dans
I'ordre du puits A a H et de A1 a A12 et éviterjtmurs la formation de bulles dans les puits.

Les puits Al, A2 et A3 sont respectivement occygsisles contréle négatif, contrdle positif faibte e

le contréle positif fort ;

2. Homogénéisez le mélange réactionnel en aspitargjetant la solution dans le puits 3 a 5 fois ;

utilisez un embout de pipette différent pour chamaesfert d’éluat d’échantillon ;

3. Vérifiez visuellement le niveau de remplissaga’yn total de 10QuL et pas plus a bien été

distribué dans chaque puits ;

4. Scellez la plaque a 96 puits : utilisez un coctee adhésif optique et fixez-le a l'aide de

I'applicateur pour couvercles adhésifs optiques.ttiehez en aucun cas la surface du film adhésif

sinon changer de film adhésif ;

5 Séparez les bandes situées sur les bords ennitibsligne perforée ;
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6 Retirez la plaque a 96 puits d&tfataCooler96" et placez-la sur la base de support anti
éclaboussures et transférez vers la zone d’amgtiific (zone 2) pour I'amplification et la
détection.

v Interprétation et rendu des résultats

Les résultats sont automatiquement rendus suateistde travaim2000Qt. Ils peuvent étre exprimeés

en copies/mL, en log [copies/mL], en unités intéomales (Ul)/mL, ou en log [Ul/mL] ; (1UI = 0,58

copies, 1 copie = 1,74 Ul). Les expressions les ptilisées sont : copies/mL et log [copies/mL].

Tableau VI : interprétation des résultats obtenus sur le m2Q@@rtutilisant les volumes 1,0 et 0,6

ml).
Volume de| Résultats en copies/m Interprétation
I'échantillon et log (copies/mL)
« Not detected » Cible non détectee

« < 40 copies/mL ou < 1,60 lgcCible détectée mais concentration
(copies/mL) » inférieure a la limite inférieure dE
guantification.
1,0 mL ou 0,6 mL | « 40 & 10 000 000 copies/mL ouCible détectée (la concentration |se
1,60 a 7,00 log (copies/mL) » | situe dans les limites linéaires ¢du
dosage.
«>10 000000 copies/mL oy Cible détectée mais concentration
> 7,00 log (copies/mL) » supérieure a la limite supérieure [de

guantification.

4.7.2 La technique VIROSEGQ" : (76)

4.7.2.1 Principe de la technique :

Le viroseq™ HIV-1 Genotyping System détecte lesatoms dans les régions de la RT et de la
protéase du géne pol et fournit un rapport présémga preuves génétiques d’une résistance villale.
s’agit d’'un systéme complet fournissant les résctiécessaires a I'isolement de 'ARN viral du
plasma, a la RT-PCR, a la PCR et a la réactiorédaeence (77,78). La totalité du gene de la pretéas
et les deux tiers du gene de la RT sont amplifats générer un amplicon de 1,8 kb. Cet amplicon est
utilisé comme matrice de séquencage pour 7 amger@sant une séquence consensus d’environ 1,3
kb.
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Le logiciel viroseq™ HIV-1 Genotyping System Softwa assemble, édite et identifie les mutations
au niveau de cette séquence de 1,3 kb. Le logiombpare la séquence consensus avec une référence
connue, HXB-2 (issu d’'un sous-type B du VIH-1),nafle déterminer les mutations présentes dans
I'échantillon.

Le logiciel utilise ensuite un algorithme de margigposée pour analyser les mutations et générer un
rapport de résistance aux différentes classes d’ARVI, INNTI et IP).

Pour effectuer le test avec cette technique, itéaedsentiel de suivre succinctement les processus
suivants :

-Préparation des échantillons (extraction de I'ARMNI plasmatique)

-RT-PCR et quantification de 'ADN

-Séquencage

-Electrophorese

-Analyse des données

-Génotype et rapport de résistance

4.7.2.20rganisation de la paillasse :

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

- Zonel : pour la préparation des échantillons,

- Zone 2 : pour la préparation des Mix, appelée zoopre

- Zone 3 : qui correspond a la zone ou sont tra@g@ptoduits amplifiés (ADN amplifi€).
4.7.2.3Réactifs et matériels :

Zone 1

v Réactifs

. Module de préparation des échantillons :

- HIV Viral Lysis Buffer (tampon de lyse virale du M), tube de 14,4ml contenant du
thiocyanate de guanidine, 43% dithiothréitol, < R%auroylsarcosine, < 1%.

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

. Isopropanol a 100% anhydre (ACS grade)

. Ethanol a 100%, non dénaturé (MB grade)

. Ethanol a 70% pour le nettoyage

. Hypochlorite de sodium a 10%,

. Eau désionisée stérile sans RNase/DNase

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

- HIV-1 8E5 Positive control (control positif HIV-1)ube de 500 pl.
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- Il a été préparé par dilution de virus VIH-1 deday® en culture (8E5) dans du plasma humain
négatif pour ’ARN du VIH et non réactif pour ' AgBs et pour les anticorps anti-VIH-1/2 anti-VHC,
anti-HTLV-1 par des tests approuvés. Le virus 8BBtient un génome viral intact mais défectueux
par insertion d’'une seule base au codon 219 du darla RT. La charge virale est comprise entre
50 000 et 100 000 copies/ml

- HIV-1 8E5 Négatif Control (control négatif HIV-1fyube de 950 pul. Le control négatif contient
du plasma humain normal sans ARN du VIH et a @@avie non réactif pour '’AgHBs et pour les
anticorps anti-VIH-1/2, anti-VHC, anti-HTLV-1 paed tests approuvés.

v Matériels et consommable :

. Hotte de sécurité biologique a flux laminaire, pep

. Micropipettes de 10 41000 pl

. Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, Q@01

. Tubes stériles de 1,5 ml munis de bouchons a aiss(RNase/DNase) pouvant supporter une
vitesse de 21000 a 25000 xg

. Un chronometre

. Des marqueurs de tube

. Un vortex

. Une centrifugeuse, rotation rapide des microtuBe8@xg)

. Une centrifugeuse, réfrigérée (21000 a 25000xgy avtor hermétiquement fermé pour tube
de 1,5 ml

. Gants, sans lac

. Blouses de laboratoire

. Congélateur et réfrigérateur satisfaisant aux ¢mrdi de conservation indiqguées dans la

documentation relative aux produits

Zone 2 :

Réactifs

. Viroseq™ HIV-1 RT-PCR Module

- HIV RT Mix, tube de 384 ul, contenant dATP, dCTPGTP et dTTP (amorces
oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1, synthégg et non infectieuses, < 0,1%)

- RNase inhibitor, tube de 48 pl, inhibiteur de RN&gU/ul

- MuLV Reverse transcriptase, tube de 48 pl, contem@nlranscriptase inverse du virus

(recombinant) de la leucémie murine, 50 U/ul
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- HIV PCR Mix, tube de 1,42 ml, contenant dATP, dCTH,TP, dUTP, < 0,1% (amorces
oligonucléotidiques spécifiques du VIH-1, synthéég et non infectieuses, < 0,1%)

- AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, tube de 24 pul, coatet 'ADN polymérase AmpliTaq
Gold®, 5U/ul

- AmpErase® UNG, tube de 48 ul, contenant I'Uracilglisosylase, 1U/ul

- DTT (100 mM), tube de 20 pl contenant le Dithiottuie 1,4%

Matériels et consommables :

. PCR chamber a lumiere UV (lampe UV de 300 nM)

. Agitateur vortex

. Centrifugeuse, rotation rapide des microtubes (209D

. Embouts résistants aux aérosols, sans RNase, Q@041
. Pipettes de transfert a embout fin de 0-1000 pl

. PCR tubes de marques thermo Gfidle 0,2ml

. Des marqueurs de tube
. Base de couvercle " StrataCooler" (conserver &€20
. Un congélateur et un réfrigérateur satisfaisant@unditions de conservation indiquées dans la

documentation relative aux produits.

Zone 3

Réactifs

. Agarose Gel Loading Buffer (tampon de charge erd@galarose), tube 240 pl

. DNA Mass Ladder, tube 36 pl marqueur de taille ABND,1%

. Tampon TBE, 10X

. Bromure d’éthidium

. Viroseq ™ HIV-1 sequencing module (module de séquencage) :

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

- Formamide, Recrystallized (formamide recristalligsde de 1,68 ml, > 95%

- HIV SEQ Mix A, tube de 576 pl, amorces oligonucidojues spécifigues du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTaq FS), < 0,1% chlorure de magmés« 0,1

- HIV SEQ Mix B, tube de 576 ul, amorces oligonudidioiues spécifigues du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN

polymérse ampliTdgFS), < 0,1% chlorure de magnésium, < 0,1
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- HIV SEQ Mix C, tube de 576 pl, amorces oligonudiiques spécifiques du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTayFS), < 0,1% chlorure de magnesium, < 0,1

- HIV SEQ Mix D, tube de 576 ul, amorces oligonudidigues spécifiques du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTafFS), < 0,1% chlorure de magnésium, < 0,1

- HIV SEQ Mix F, tube de 576 ul, amorces oligonuddigues spécifiques du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTdyFS), < 0,1% chlorure de magnésium, < 0,1

- HIV SEQ Mix G, tube de 576 pl, amorces oligonudiiques spécifigues du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTdgFS), < 0,1% chlorure de magnésium, < 0,1

- HIV SEQ Mix H, tube de 576 ul, amorces oligonudidigues spécifiques du VIH-1,
synthétiques et non infectieuses, < 0,1%, et ntidé® AmpliTag® DNA polymérase FS (ADN
polymérse ampliTayFS), < 0,1% chlorure de magnésium, < 0,1

Matériels et consommables :

- Thermocycler a 96 puits programmeé

- Balance pour peser

- Four & micro-onde

- Systeme d’électrophorese sur gel d’'agarose (cuyel a alimentation électrique, 10 V/cm de
gel d’agarose)

- Rouleau de papier d’aluminium

- Plagues de centrifugation 96 puits CENTRI SEP

- Agitateur, vortex

- Tubes

- Centrifugeuse rotation rapide des microtubes

- Pipettes multichannelles de 10 & 100 pl

- Embouts résistants aux aérosols, sans Rnase, A@aul

- Pipettes de 10 a 1000 pl

- Centrifugeuse avec pompe a vide (en cas d'utiisatie plaques de centrifugation CENTRI
SEPM)

- Plagues de centrifugation 96 puits CENTRI SEP

- Plaques optiques de réaction " 96-well optical ieaglate™

- Films optiques "optical adhesive cover"
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4.7.2.4Préparation des échantillons :

Elle s’est effectuée dans la zonel.

Un volume de 500 ul de plasma est ultracentrifug&@0g pendant une heure, a 4°C. Le surnageant
est retiré, et 60Qul de tampon de lyse sont ajoutés au culot. Aprés innubation de 10 min a
température ambiante, 6Q0 d’isopropanol sont additionnés, le mélange estirdagé a 13000g
pendant 15min a 20°C.

Le surnageant est prélevé et le culot d’ARN est ldans 1ml d’éthanol & 70%. Apres centrifugation a
13000g pendant 5 min a 20°C, le surnageant esé retile culot d’ARN est repris dans 50 ou {1l00
d’ARN diluant selon la CV, et conservé a —80°0t passeé directement a la PCR si la réaction de
RT/PCR était effectué dans I'heure apres, pour glassurance tout le travail a été effectué sods un
hotte.

Chaque culot a été résuspendu avec le RNA Dilueitt €n accord avec les indications ci-dessous et

maintenu dans de la glace :

Sl la charge virale est Ajouter

>15 000 copies/ml 100ul RNA Diluent
2000-15 000 copies/ml |  50ul RNA Diluent
Inconnue 50u! RNA Diluent

4.7.2.5Réaction de la RT-PCR :
Les réactifs décongelés (vortexer le RT Mix et IETDIes enzymes RNAse Inhibitor et la MuLV RT
n’'ont pas éte vortexer) et stockés a-2=8

Le RT Mastermix a été préparé de la fagon suivante

Réactifs Volume (pl/échantillon)
HIV RT Mix 8

RNAse Inhibitor

MuLV RT

DTT 0,4

Vortexer, breve centrifugation et garder le mélaagempérature ambiante.
Nous avons distribué 10ul d’ARN extrait dans chatue et le mettre dans un thermocycleur ABI

réglé de la maniere suivante :
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Température Temps Processus
65°C 30 secs Libere et relache les structuressieoes de 'ARN
42°C 5 min Refroidir pour la température optimagel’dnzyme
PAUSE
42°C 60 min Reverse transcription
99°C 5 min Inactivation du MuLV RT
4°C Hold (>10 min) | Maintient de la température d¢°€

A l'étape de la pause, il a été ajouté 10ul de RaBter mix sur les échantillons sortis du thermo-
cycler puis remit dans I'appareil pour continuerdaction.

A la fin de cette réaction, nous les avons laisse42C pendant au minimum 10 min avant de
continuer avec la PCR, ou stocké a -20° C si omaitehaisser pour une longue durée.

4.7.2.6 Réaction de la PCR :

Les réactifs ont été décongelés (Vortexer le PCR ati 'TUNG et les centrifuger tous avec
I'AmpliTaq)

La PCR master mix a été préparé dans un microgutians de la glace de la fagon suivante :

Réactifs Volume

(ul/échantillon)

PCR mix 29,5
AmpliTaq Gold 0,5
UNG 1,0

Nous avons ajouté 30ul de PCR Master mix dans ehtuhe provenant de la réaction de la RT, et

chargé les échantillons sur le thermo-cycler. kegmmme utilisé sur le thermo cycler était le

suivant :
Nombre de cycle Température Temps Processus
1 50°C 10 min UNG activation
1 93°C 12 min AmpliTaq Gold activation
40 93°C 20 secondes DNA dénaturation
64°C 45 secondes Hybridation des amorces
66°C 3 min Extension des amorces
1 72°C 10 min Final Extension
- 4°C Hold -
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Apres cette étape les produits de la RT étaieakss a -20C lorsque la technique n’était poursuivi
dans les 24 heures.

4.7.2.7Préparation des produits de PCR pour la réaction deéquence :

Cette préparation s’est déroulée dans la zone gooslification, ou nous avons décongelé le Gel
Loading Buffer et le Low DNA Mass Ladder (marquedespoids moléculaire).

Les produits obtenus a la fin de la PCR ont ét@s@&psur un gel d’agarose a 1%.

Préparation du gel d’agarose :150 ml de tampon TBE (pH 8,3) ont été mélangé®bayd’agarose
pure et le mélange a été porté a ébullition danfuna micro-ondes pendant 2 minutes pour faire
fondre I'agarose. Nous avons pris soin de survgiteir éviter les projections et de remuer deslgue
mélange commence a bouillir pour que ce dernier lsminogéne. Apres refroidissement a environ
50°C, nous avons ajouté 4 gouttes de bromure diéthi a la concentration de 0,7mg/ml. Ce produit
étant mutagéne et toxique, pour éviter d’inhaler \&mpeurs, beaucoup de précautions ont été prises
avant de couler le gel.

A la polymérisation du gel, le peigne a été retirée gel placé dans une cuve contenant du TBE.

La quantité de 5ul de produit PCR pour chaque édiloemy a été mixé avec 5ul de Gel Loading
Buffer sur du parafilm, et chargé ce 10ul de mixle gel a partir de la position 3, les positidnst 2
étant occupées par 6ul et 3ul de DNA mass Laddsyite laissé migrer pendant 30 min a 90 volts,
les examiné sous UV et enfin photographié le gel.

Apreés la photo, nous avons comparé l'intensitérdmuae bande a celui du M.L. et diluer le produit de
PCR comme indiqué dans le schéma de bande suivant :

6ul DNA 3L DNA Sample 1 Sample 3 Sample 4 Sample 5
Mass Ladder Mass Ladder

Dilute Dilute Add water Not
110 4 1:2 to 60uL suitable for
sequencing

Purification des Produits de PCR : Tous les échamsi qui sont sorti positifs sur le gel ont été
purifiés en suivant le protocole des colonnes Miors100.

Pour chaque échantillon, nous avons inséré unaelMicrocon-100 spin dans un tube de 1,5 ml et
ajouté 300ul de kcl (chlorure de potassium) damsjgl colonne sans toucher a la membrane.

Puis nous avons ajouté 45ul des produits de ldiodade PCR au centre de la colonne et fermer les
capuchons de chaque tube, et centrifugé pendamiri 500g.
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Aprés cela, nous avons ouvert le capuchon, jetésielu et ajouteé300ul d’eau distillé dans le eentr
de la colonne, centrifuger encore pendant 15 mita Ain cette centrifugation il a été ajouté 30l
d’eau distillée dans chaque colonne puis les @msén les renversant dans de nouveaux tubes et
centrifuger pendant 5 minutes. Ces produits de P@iiés ont été recueillis dans ces nouveaux tubes
et ont servi pour la réaction de séquence.

4.7.2.8Réaction de séquence :

Elle s’est déroulée aussi dans la zone post-amgtifin, aprés avoir décongeler les 7 amorces & I'ab
de la lumiere, nous avons distribué 12ul de chagoerces (primer) du kit Viroseq (A, B, C,D, F, G
et H) sur une nouvelle plaque de PCR et ajoutéd8ydroduits de PCR dans chaque puits contenant
I'un des sept (7) amorces.

Apres un léger vortex et centrifugation, les écitlans ont été chargés sur le thermo cycler aeec |

programme suivant :

Nombre de cycle Température Temps Processus

25 96°C 10 secondes DNA Dénaturation
50°C 5 secondes Primer Annealing
60°C 4 minutes Primer Extension

- 4°C HOLD -

Apres la réaction de séquence, nous avons prockdpuification des produits de PCR séquence par
la méthode « NUCLEO FAST 96 de Machely Nagel », qoisiste, apres la mise en place du
dispositif (voir annexe), a déposer les produitP@&R séquence (tout en respectant I'ordre du sshém
de plague PCR séquence) a purifier puis a ajo@n d’eau DNA free a chaque puit, et cela deux
fois successives pour le lavage.

Pour récupérer les ADNs marqués et purifies, notmns déposé 50uL d’eau DNA free, bien
meélanger puis distribuer 20uL de ces ADNs marqués dine plague de séquence ABI 3130. Cette
plaque est destinée a passer sur le séquenceur.

4.7.2.9 Préparation des échantillons a charger dars séquenceur :

Le montage du dispositif a été effectué pour latec@taque sur le séquenceur.

Apres les maintenances nécessaires du séquenchangé&nent des tampons, des poubelles et
vérification du polymer), la plague est introdui@ns son réceptacle puis introduite dans le
séquenceur. On crée un fichier au niveau du ldgigiese trouve sur I'ordinateur relié au séquenceu

ensuite on suit la procédure de lancement dedagug!.
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4.7.2.10 Détection des mutations et analyse des déss :

A la fin des runs, les échantillons ont été anaysgémédiatement paBequencing analysisur
'ordinateur relié au séquenceur, puis réanalysgsus autre ordinateur ou les séquences ont été
ensuite alignées par rapport a une séquence demééde VIH-1, HXB2, grace au logiciel Viroseq.

Les mutations de résistance sont répertoriées emettant la séquence dans la base de données
stanford et celle de I’ANRS h{tp://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.htndt la recherche
d’homologie entre nos séquences et celles d’aigotats a été faite a partir de cette base deéksin

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

de VIH rencontrés chez nos patients, en soumattaseéquences dans la base de données de ce site.
Le rapport de résistance aux antirétroviraux gémenéle logiciel Viroseq a été discuté au staff
clinico-biologique de CSLS et remit au médecin paygrise en charge.

‘ Extraction des
’ ARN viraux
Sang total prélevé sur EDTA ‘ ﬁ ’ P

Réactions de séquence
sur les brins sens et
antisens € migration

] N CACACA AT ARN viral
W «
[ARAARARA

Reverse Transcription

Positions de mutations connues

Bl Position de mutation
mais absentes ici

connuc ct présente

Chromatogramme et traduction

D D v .

T v |z §

[vv\ Alignement des'{équencet s¥hs ct antisens

2 ct comparaison avee la séquence de référence

Figure 16 : Schéma de la méthodologie du génotypage

4.7.3 Prélevement et stockage des échantillons :

v'Prélévement des échantillons :

Le viroseq HIV-1 genotyping system peut étre utilisé uniquement avec des échantillons
plasmatiques. Prélever 5 ml de sang total dansulwe stérile contenant de I'EDTA comme
anticoagulant (tubes VacutaifrPPT™, Becton-Dickinson #362788 ou équivalent) et homeiger
immédiatement en retournant le tube 8 & 10 fois.

Il est recommandé de séparer le plasma du sarigltota les 30 minutes suivant le prélevement, sans
dépasser les 120 minutes en cas d’utilisation blesté?PT ou leur équivalent.
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* Centrifuger les tubes entre 1000 et 28@Pa température ambiante (15 a 25°C) pendant thGtes.

» Dés que possible, transférer le plasma des teBds(ou équivalent) dans les tubes stériles denlL,5
en polypropylene, pour les conserver entre -6B@1C jusqu’a leur emploi.

v'Transport des échantillons :

Il est possible d’expédier les tubes de plasmaearwés entre 2 et 8°C pour une livraison dans les 24
heures ou bien a une température inférieure o &ya&10°C sur de la carboglace.

v'Conservation des échantillons :

Conserver les échantillons de plasma entre -28Q%(C. Ne pas congeler puis décongeler le plasma
plus de deux fois.

4.8 Analyse des données :

Nos données ont été saisies dans Microsoft officedVét Excel 2007 et analysés par le logiciel Epi
Info™ version 7.1.0.6

Nos références ont été insérées avec le logicielddley-Desktop p-1.7.1-Win 32.

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
75/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

5 RESULTATS

Nous avons réalisé 326 charges virales plasmaticues des patients infectés par le VIH-1 et sous
traitement antirétroviraux de premiére ligne apgasmoins 36 mois de traitement. Parmi ces 326
patients, 102 patients avaient une charge virasnpatique> 1000 copies/ml et répondaient a nos
criteres d'inclusion. Parmi les 102 patients, nolaons pas pu avoir d’extrait d’ARN VIH pour 10
patients et n'ont pas pu étre séquencés pour obtepres techniques.

Notre étude nous a permis de réaliser les tesiedatypage chez 92 patients.

Tableau VIl : Répartition des patients en fonction de I'age :

Tranche d’age (année) Effectif Pourcentage (%)
<29 35 38,00

[30-44] 47 51,10

> 45 10 10,90

Total 92 100,00

Environ 51,1% de nos patients était dans la traachge de 30 a 44 ans avec une médiane d’age de
33 ans et des extrémes de 4 et 52 ans.

M Feminin

M Masculin

Figure 13 : Répartition des patients en fonction du genre.
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Le sexe féminin était prédominant avec 60,90% detems. Le ratio est de 0,64 en faveur des

femmes.

Tableau VIII : Répartition des patients en fonction du serviceateeur :

Services demandeurs Fréquences Pourcentage (%)
CESAC 17 18,48
GASTRO CHU GT 2 2,17
HFD KAYES 1 1,09

HNF de SEGOU 21 22,83
PEDIATRIE CHU GT 19 20,65
SMIT CHU PT G 2 2,17
USAC CI 26 28,26
USAC CV 4 4,35
Total 92 100,00

La majorité de nos patients provenait de 'USACaleommune | soit 28,26% des patients suivis de

I’hépital Nianakoro Fomba de Ségou soit 22,83%.

Tableau IX: Répartition des patients en fonction du taux deplyocytes T CDZ%:

Taux de CD4 Effectif Pourcentage (%)
< 350 64 69,60
[351-500] 14 15,20
> 500 14 15,20
Total 92 100,00

Par rapport au CD4, 69,60% de nos patients avaawnde lymphocytes T CD4 350 cellules/mr)

avec une médiane de 291,5 cellulesfietrdes extrémes de 6 et 1319 cellulesiTmm
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Tableau X : Répartition des patients en fonction de la changge plasmatique :

Charge viral copies/ml Effectif Pourcentage (%)
1000 6 6,50
[1001-5000] 13 14,10
> 5000 73 79,40
Total 92 100,00

Concernant les charges, 79,4% de nos patients @waitharge virale plasmatiques000 copies/ml.
La médiane de la charge virale était de 28266,%s6pl avec des extrémes de 1000 et 2938495

copies/ml.

Tableau XI : Reépartition conditionnelle de la charge viralesptatique en fonction du taux de

lymphocyte T CD4 chez les 92 patients :

Charge Virale
CD4 1000 1001-5000 > 5000 Total
< 350 4 (66,67) 13 (92,31) 48 (65,75) 64 (15,22)
[351-500] 1 (16,67) 1(7,69) 12 (16,44) 14 (15,22)
> 500 1(16,67) 0 (0,00) 13 (17,81) 14 (69,57)
TOTAL 6 (100,00) 13 (100,00) 73 (100,00) 92 (100,00)

Parmi les 73 patients qui avaient une CV > 5000esdml, 65,75% avait un taux de C[x4350
cellules/mni. Nous avons trouvé une différence statistiquersagtificative entre les patients ayant
un taux de CD4 350 cellules/mrhet ceux ayant un taux CD4 > 350 cellules/fpx 0,01).
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Tableau Xll : Répartition des patients en fonction du traitenaeirétroviral :

Traitement actuel Effectif Pourcentage (%)
ABC+3TC+LPV/r 8 8,70
ABC+3TC+NVP 3 3,26
AZT+3TC+EFV 7 7,61
AZT+3TC+LPVIr 1 1,09
AZT+3TC+NVP 34 36,96
d4T+3TC+EFV 1 1,09
d4T+3TC+LPV/r 1 1,09
d4T+3TC+NVP 28 30,43
TDF+3TC+EFV 5 5,43
TDF+3TC+LPV/r 4 4,34
TDF+3TC+NVP 2 2,17
Total 92 100,00

Par rapport aux traitements ARV, 36,96% des peiétait sous DuoVirN (AZT + 3TC + NVP),
suivi de 30,43% des patients qui était sous Tricen@dT + 3TC + NVP).

Tableau Xlll : Répartition des patients en fonction de la dugggatement sous ARV:

Durée de traitement en mois Fréquence Pourcerfiage (
36 22 23,91
[37-48] 18 19,57
[49-60] 16 17,39
> 60 36 39,13
Total 92 100,00
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Tous les patients étaient sous traitement depumeans 3 ans. En effet, 39,13% de nos patientd avai
une durée de traitement sous ARV supérieure a 68 avec une médiane de 50,5 et des extrémes de
36 et 131.

Tableau XIV: Reépartition conditionnelle des traitements au mumeéu test de génotypage en

fonction de la durée sous traitement des 92 patient

Durée de traitement
Traitement 36 37-48 49-60 > 60 Total
ABC+3TC+LPVIr 1 (4,55) 2(11,112) 0 (0,00) 5(13,89) 8(8,70)
ABC+3TC+NVP 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 3(8,33) 3 (3,26)
AZT+3TC+EFV 0 (0,00) 0 (0,00) 2(12,50) 5(13,85) (7/61)
AZT+3TC+LPV/r 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (6,25) 0 (0,00) 1(1,09)
AZT+3TC+NVP  1568,1§) 6(33,33) 5(31,25) 8(22,22) 34(36,96)
D4t+3TC+EFV 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,78) 1(1,09)
d4T+3TC+LVP/r 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,78) (109)
d4T+3TC+NVP 5(22,73) 7(38,89) 6(37,50) 10(27,78 28 (30,43)
TDF+3TC+EFV 1(4,55) 2(11,11) 1(6,25) 1(2,78)  (5%43)
TDF+3TC+LPV/r 0 (0,00) 1 (5,56) 1 (6,25) 0 (0,00) 2(2,17)
TDF+3TC+NVP 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,78) 2@
TOTAL 22 18 16 36 92
(100,00) (200,00) (200,00) (100,00) (100,00)

Parmi les 36 patients qui avait une durée de trate¢ supérieure a 60 mois, 27,78% était sous
d4T+3TC+NVP, et parmi les 22 patients qui avaiemt durée sous traitement de 36 mois, 68,18%
était sous AZT+3TC+NVP
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Tableau XV: répartition conditionnelle du nombre de mutatiomgjeurs en fonction de la durée de
traitement (pourcentage en ligne) :

Nombre de mutations par durée de traitement

Mutations 36 37-48 49-60 > 60 Total
Nbre / % Nbre / % Nbre / % Nbre / % Nbre / %
M41L 3 (25,00) 3 (25,00) 2 (16,66) 4 (33,33) 12 (100,00)
K65R 0 (0,00) 1 (25,00) 1 (25,00) 2 (50,00) 4 (000,
D67N 3 (75,00) 2 (50,00) 0 (0,00) 3 (75,00) 4 (100,00)
insert 69 0 (0,00) 1 (50,00) 0 (0,00) 1 (50,00) 1@Q;00)
K70R/E 2 (25,00) 3 (37,50) 0 (0,00) 3 (37,50) 8 (100,00)
L74V/I 1 (25,00) 2 (50,00) 1 (25,00) 0 (0,00) 4 01@0)
M184V 18 (26,86) 13 (19,40) 10 (14,92) 26 (38,80) 67 (100,00)
L210W 0 (0,00) 1(12,50) 3 (37,50) 4 (50,00) 8 (D)
T215Y/F 4 (16,66) 5 (20,83) 3 (12,50) 12 (50,00) 24 (100,00)
K219Q/E 2 (28,57) 2 (28,57) 1(14,28) 2 (28,57) 10Q,00)
K103N 5 (15,62) 12 (37,50) 5 (15,62) 10 (31,25) 32 (100,00)
E138A/K/G/R 4 (44,44) 0 (0,00) 3 (33,33) 2 (22,22) 9 (100,00)
V179D 4 (23,53) 3(17,65) 3 (17,65) 7(41,17) 17 (100,00)
Y181C 3 (12,00) 2 (8,00) 4 (16,00) 16 (64,00) 25 (100,00)
Y188L 3 (37,50) 2 (25,00) 1(12,50) 2 (25,00) 8 (100,00)
G190A 5 (38,46) 0 (0,00) 2 (15,38) 6 (46,15) 130(00)
H221Y 3 (30,00) 1 (10,00) 2 (20,00) 4 (40,00) 10 (100,00)
P225H 0 (0,00) 3 (75,00) 0 (0,00) 1 (25,00) 4 (00D,
M230I 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (100,00) 2 (100,00)
Total 60 (23,07) 56 (24,35) 41 (15,77) 107 (41,1560 (100,00)

Parmi les 24 patients qui portaient les mutatio@45l¥/F, 50,00 % avait plus de 60 mois de
traitement et 16,66 % était a 36 mois de traitene¢iibccélération de I'émergence de cette mutation

avec la durée de traitement était statistiquemgnifgative (p < 0,01). La mutation Y181C présenta
le méme profil.
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Figure 14: Répartition des patients en fonction des -types de VIH-1 :
Différentes formes recombinantes circulent au Mailsi, le recombinant CRFF02_AG étai sous-
type leplus prédominant avec 58,7% des cas, suivi du CRFAI6 soit 8,70% des ¢
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Figure 15: Fréquence des mutations associées aux :
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En ce qui concerne la fréquence des mutations distaéce, la mutation M184\conférant
principalement de la résistance aux molécules :FTC etsecondairement a 'ABC était la pl
fréquente ave@2,83% des cas, suivi de la T215F/Y qui est s@épenée préférentiellement sous A
et d4T, soit 26,09% des cas.

Exposition et résistance aux INT
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Figure 16: Fréquence de l&sistancepar rapport a I'exposition aux INTI
Les patients étaient exposés a différentes molgcalmsi 95,65% des patients était exposé
3TC/FTC avec 74,71% de résista suivi de 'AZT 52,17% d’exposition contre 31,52% isistanc.
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Figure 17 : Fréquence des mutations associées aux |l
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Les mutations de résistance associées aux INNTierivdifférentsscénari: 34,78% des patients
portat la mutation K103N conférant de la résistance EFV et a la NVP, suivi des mutatio
Y181C/I/V conférant de la résistance a I'EFV, la NVFRPV et 'ETR soit 27,17% dess.
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Figure 18: Fréquence de l&sistancepar rapport a I'exposition aux INNTI

La fréquence d’exposition par rapport & la résistaaux INNTI se présentait comme : 76,09% des
patients ont été exposé a la NVP avec 71,74% dstagse, et 13,04% des patients ont recu I'E
avec 69,57% de résistance. 47,83% et 31,52% désnisaitaient résistants a RPV et a I'E
respectivement avec 0% d’exposit a ces molécules.
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Figure 19: Fréquence de mutations associées a
Concernant les mutations de résistance associlé® la plus part des patients portaient les mutati
M36I/L/V chez 69,57%, H69K/R/Q chez 69,56%, L89MI/¢hez 68,48% qui sont tous des mutati

mineures ou polymorphiques.
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Figure 20 : Fréquence de la@sistancepar rapport a I'exposition aux IP
Et la fréquence d’exposition par rapport a la tésise au IP se présentait comme : 36,96% des
patients étairésistants aux TPV, 9,78 % des paticont été exposé au LPV avec 2,17% de résis,

aucunpatient n’a été exposé au T (figure 25).

Tableau XVI : Impact de I'élévation de la charge virale plasmagiqur la résistance aux AF

Résistance aux molécules Risque ratio Intervalle deconfiance a 95%
Abacavir (ABC) 2,2105 0,5751- 8,4972
Zidovudine (AZT) 1,8246 0,6280- 5,3012

Stavudine (d4T) 1,9649 0,6796- 5,6808

Tenofovir (TDF) 1,2632 0,3126- 5,1046

Didanosine (ddl) 1,0526 0,1317-8,4113

FTC/3TC 1,2211 0,8188-1,8210

Nevirapine (NVP) 1,0526 0,7356- 1,5063
Efavirenz (EFV) 1,0144 0,7062- 1,4569

Rilpivirine (RPV) 1,1128 0,6097- 2,0310
Etravirine (ETV) 1,8246 0,6280- 5,3012

Atazanavir (ATV) 1,5263 0,6232- 3,7379

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA

85/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

Tipranavir (TPV) 0,8120 0,4313 - 1,5289

Une CV> 5000 copies/ml apparait comme un facteur de risgpgecié a la résistance aux traitements

ARV. Notre étude nous montre qu'il y a deux folasgpde chance de développer de la résistance a
'ABC chez des patients ayant une charge vira®000 copies/ml que ceux ayant une CV < 5000

copies/ml aprés au moins 36 mois de traitement ARV

Tableau XVII: Impact du niveau de taux des lymphocytes T CD4astésistance aux ARV.

Résistance aux molécules Risque ratio Intervalleoddiance a 95%
Abacavir (ABC) 2,0781 0,7780 — 5,5511
Zidovudine (AZT) 1,3750 0,6657 — 2,8401
Stavudine (d4T) 1,8229 0,8420 — 3,9468
Tenofovir (TDF) 5,6875 0,7814 — 41,3960
Emtricitabine/Lamivudine 0,9792 0,7552 — 1,2695
Nevirapine (NVP) 1,0822 0,8062 — 1,4528
Efavirenz (EFV) 1,2096 0,8675 — 1,6865
Rilpivirine (RPV) 1,1667 0,7127 — 1,9099
Etravirine (ETV) 1,1484 0,5803 — 2,2727
Atazanavir (ATV) 0,7656 0,4404 — 1,3810
Tipranavir (TPV) 1,6875 0,8357 — 3, 4076

Un taux de lymphocyte T CD4 350 cellules/mrapparait comme un facteur de risque associé a la
résistance aux traitements ARV. Les patients ayartaux de CD4< 350 cellules/mrprésentaient
cing fois plus de chance de développer une résistan TDF que ceux dont les taux de CD4 étaient

supérieurs a 350 cellules/mimprés au moins 36 mois de traitement ARV.

Tableau XVIII : Impact de la longue durée sous traitement su@distance aux ARV.
Résistance aux molécules Risque ratio Intervalleoddiance a 95%
Abacavir (ABC) 1,4929 0,5682-3,9222
Zidovudine (AZT) 1,5086 0,6539-3,4804
Stavudine (d4T) 1,3095 0,6178-2,7758
Tenofovir (TDF) 1,8857 0,4566-7,7878
Didanosine (ddl) 15714 0,1938-2,7423
FTC/3TC 0,8730 0,6823-1,1170
Nevirapine (NVP) 1,0686 0,7765-1,4705
Efavirenz (EFV) 1,1224 0,7918-1,5911
Rilpivirine (RPV) 0,8381 0,5296-1,3263
Etravirine (ETV) 0,6984 0,3742-1,3036
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Atazanavir (ATV) 1,1673 0,5894-2,3121
Tipranavir (TPV) 0,7543 0,4304-1,3218

Une durée de traitement > 36 mois apparait comméacteur de risque associé a la résistance aux
traitements ARV. Les patients qui avaient une ddeetraitement > 36 mois avaient 88% de chance

de développer de la résistance aux TDF que ceugtgitiseulement a 36 mois.

Tableau XIX : Les facteurs associés au risque d’élévation dadege virale plasmatique :

Facteurs associés aux risques Risque ratio Interdalconfiance a 95%
CD4< 350 1,7544 0,6021-5,1115
Durée de traitement > 36 mois 0,9231 0,7055-1,2078

Un taux de CD4 350 cellules/mapparait comme un facteur de risque associé éviébn de la
CV plasmatique. Les patients qui avaient un tenc®4< 350 cellules/mravaient 75% de chance
d’avoir une CV plasmatique 5000 copies/ml).

Tableau XX : CV plasmatique> 5000 copies/ml comme facteurs associés au risgpparition des
mutations de résistance (CV) :

Les mutations de résistance Risque ratio Intex\gdl confiance a 95%
M184V 1,3567 0,8652—-2,1276
L210W 1,4737 0,1946-11,1624
T215F/Y 2,3158 0,6043-8,8744
Y181Cl/I 1,1053 0,4390-2,7829
Y188L 1,4737 0,1946-11,1624
K103N 1,4737 0,6002-3,6185

Une CV> 5000 copies/ml apparait comme un facteur de risggecié a I'apparition des mutations de
résistance. Les patients qui avaient des>¥000 copies/ml avaient deux fois plus de chance de
développer les mutations T215F/Y.
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Tableau XXI : Taux de lymphocytes T CD4 350 cellules/mrhcomme facteur associé au risque
d’apparition des mutations de résistance :

Les mutations de résistance Risque ratio Intergidleonfiance a 95%
Y115F 4,5714 0,4320-48,3704
D67N 2,2857 0,6150-8,4954
M230L 2,2857 0,1482-35,2593
L100I 2,2857 0,1482-35,2593
V106A/IIM 1,1429 0,3747-3,4855

Un taux de CD4 350 cellules/mrassocié a I'apparition des mutations de résistams patients
avaient des CD4 350 cellules/mrhavaient au moins deux fois plus de chance de dgpetl les

mutations ci-dessus excepter la mutation V106A/I/M.

Tableau XXII : La durée de traitement sous ARV > 36 mois comroi{a associé au risque
d’apparition des mutations de résistance :

Les mutations de résistance Risque ratio Intergidleonfiance a 95%
T215Y/F 1,5714 0,6013-4,1070
K103N 1,6971 0,74 35-3,8738

Une durée de traitement > 36 mois apparait commécteur de risque associé a I'apparition des
mutations de résistance. Les patients qui avaieatdurée de traitement > 36 mois avaient 69% de

chance de développer la mutation K103N.
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION :

6.1Limites de notre étude :

Notre étude fait suite a un processus d’évaluatEsmconséquences de la longue durée sous traitement
antirétroviral sans suivi virologique (charge wralasmatique) chez des patients infectés parte1VI

et en échec de leurs traitements de premiére ignes au moins 36 mois.

Cette étude était limitée d’'une part par le faie da durée de la virémie détectable sous traitement
ARV n’était pas en mesure d'étre déterminée avécigion a cause de la non faisabilité ou de la non
disponibilité de la CV plasmatique dans tous ledres et d’autre part par 'absence d’informatian s
'adhérence aux traitements ARV.

La force de I'étude était qu’aucune donnée surrévadence de base de la résistance du VIH aux
antirétroviraux n’était disponible pour notre pagtidn d'étude. Cependant une prévalence de la
résistance primaire a 7,9% était connue (79).

Le but de I'étude était de déterminer les profdesmutations de résistances chez les patientsdsfec
par le VIH-1 sous traitement et en échec de laaitetnents de premiéere ligne aprés au moins 36
mois.

Quatre vingt douze patients ayant recu au moins mp&cule parmi les trois classes d’ARV
disponible (INTI, INNTI, IP) au Mali ont été inclu€es patients provenaient des centres de prise en
charge des PVVIH de Bamako et de deux hépitawonggix (hépital Nianakoro Fomba de Ségou et
I'hépital Fousseini Dao de Kayes). Tous les patienaient une CV récente réalisée au moment de la
demande de test de génotypage et des taux de lgytpsdl CD4 datant d’au plus 6 mois disponible
sur la fiche de demande de génotypage adresséba@atoire.

Les genes de la Tl et de la protéase de 92 patentété amplifiés afin de déterminer les mutations
conférant de la résistance aux molécules antirigtieg et de caractériser les sous-types de VIH-1
rencontrés dans notre population d’étude. Envi@gB% des patients avaient au moins une mutation
de résistance a une molécule d’ARV parmi les todésses disponible au Mali et 17,39% n’avait

aucune mutation de résistance a part des mutatioreures ou polymorphismes rendant résistant aux
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Tipranavir. Ces mutations mineures ou polymorphsp@urrait s’expliquer par le sous-type viral qui
est en général un recombinant ou une apparitiomopeé de la résistance de ces patients aux
traitements ARV.

Au Cameroun |'étude réalisée sur les patients dre@ae premiere ligne aprés 36+2 mois de
traitement a montré que, parmi les 66 patients tyges, 53 hébergeaient des virus résistants et 13
avaient des génotypes vierges soit 19,70% (80)utiEa études montrent des résultats similaires au
Burkina Faso (7) et au Malawi (81).

6.2 La technique utilisée :

Les tests génotypiques de résistance sont trésrtamp® dans la gestion optimale des traitements
ARV, le choix des meilleurs traitements de relais l& limitation du développement de la
multirésistance. La PCR utile pour I'analyse delymorphismes de taille, reste toute fois limitéeipo
I'exploration des micros hétérogénéités de taitladle séquence. Nous avons de ce faite utilisé le
séquencage et les outils bioinformatiques d’analysse séquences d’ADN dans notre démarche
meéthodologique afin de mieux apprécier la divergéaétique et les mutations sur le gene pol, comme
la Tl et la protéase, dont les roles sont esserdihs le traitement ARV.

Le kit virose§ HIV-1 genotyping system v2.5 a été utilisé poanklyse des séquences du géne pol
du VIH-1. Ce kit est prét pour I'emploi et contigous les réactifs nécessaires a I'extraction lat a
réaction de séquencage. Ceci explique notre cheixelkit. Mais une technique maison s’avéere
nécessaire vu le colt des techniques avec lescéitsnerciaux et aussi vu la diversité génétique
étendue du VIH, il serait intéressant d’avoir desprs tres spécifiques aux souches circulantes au
Mali qui sont bien connues. Il est important depepr que cette technique viroseq a été mise au poi
pour le sous-type B qui est le sous-type prédontiearcurope et aux Etats-Unis.

Le site (vww.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formage)cagiété utilisé pour identifier les sous-types

de VIH-1 rencontrés chez nos patients.

6.3 Données démographiques et biologiques :

Ces données ont été collectées a l'aide de la fithdemande de test de génotypage adressée au
laboratoire SEREFO ou, les charges virales plagmesi ont été réalisées.

Les femmes représentaient 60,9% de notre populatiéiude. Ceci confirme la féminisation de
l'infection & VIH en Afrique et particulierement adali ou les femmes représentent 1,5% du taux
d’infection (82).

Ce résultat est en concordance avec d’autres étudases au Mali et au Cameroun ou les taux de

prévalence de l'infection a VIH-1 chez les femmtsent de 67% et 72,9% respectivement (80,83).
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Cependant dans la cohorte Mauritanienne, ils ontvéF que 67,44% des patients en échec virologique
était des hommes (84).

La tranche d’age de 30-44 ans était la plus reptéseavec 51,1% des patients. L’age médian était de
33 ans avec des extrémes de 4 et 52 ans. Ce téssiitaomparable avec I'étude réalisée sur les
patients en échec d&™ ligne au Mali ou ils ont trouvé 35 ans comme agalian (83). D'autres
études réalisées en Afrique subsaharienne ont rapges médianes d’ages variantes : 31,5 au Mali,
38,5 au Malawi et 39 ans au Cameroun (80,81,85%. i€sultats montrent que l'infection a VIH

touche de fagon prédominant la population jeuneeléement active.

Environ 39,13% de nos patients avait une duréegaitement sous ARV supérieure a 60 mois. La
médiane de la durée de traitement sous ARV étabi0ce mois avec des extrémes de 36 et 131 mois.
Nos patients avaient une expérience sous traitelBM supérieure & ceux du Cameroun et du
Malawi qui ont trouvé des médianes de 36,5 et 36as respectivement (80,81).

69,6% de nos patients avait un taux de lymphocy®D#" inférieur & 350 cellules/minLa moyenne
des lymphocytes T CD4était de 291,5 avec des extrémes de 6 et 131% @Gella charge virale
plasmatique était de 28266,5 copies/ml. Nos pati€thient en déficit immunitaire modéré. Les
charges virales plasmatiques sont tres élevéespogciait s'expliquer par une mauvaise adhérence
aux traitements antirétroviraux, un arrét de tragat ou une accumulation de mutations de résistanc
due a la longue durée sous traitement sans samvedlvirologique. L'étude du Malawi a rapporté une
médiane des charges virales de I'ordre 52374 clpiet une médiane des lymphocytes T Chié
I'ordre de 68 cellules/mi(81). Ces patients sont en déficit immunitairesésés comparés & nos
patients mais avec une médiane de CV plasmatidaig/ement basse.

Nous navons pas pu suivre I'évolution du taux gmphocyte T CDZ4 et de la charge virale
plasmatique chez nos patients. Cependant nous &mmn& que, les patients qui avaient un taux de
CD4 < 350 avaient une CV plasmatique élevée (> 5000estipi) que ceux ayant un taux de CD4 >
350 (P< 0,01) ce résultat est en concordance avec celidae M (85).

Il aurait été intéressant de suivre I'évolution gesametres biologiques chez ces patients ayant des
mutations de résistance. Une étude de surveilldesgarametres biologiques a été réalisée au Mali e
au Burkina Faso et a montré des mutations de aésis$ a 12 mois de traitement (7).

6.4 Le traitement antirétroviral :

La majorité de nos patients ont recu la combinateénapeutique contenant 2 IN¥IL INNTI (87%)

et la combinaison 2 INTk 1IP chez 13% comme premiéere ligne de traitemees P sont

préférentiellement utilisés en deuxieme intenti86,87). Leur usage en premiére intention pourrait
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s’expliquer par leur puissance a rendre les CVnp#igjues indétectables plus rapidement d’'une part
et d’autre part par le fait que les IP ont uneibegrgénétique élevée a la résistance (83).

La combinaison & dose fixe DuoWit (AZT + 3TC + NVP) a été le traitement le pludisé (36,96 %
des patients) ainsi 68,18% des patients avaieni e régime a 36 mois de traitement. La
combinaison & dose fixe Triomuhéd4T +3TC + NVP) a été utilisé chez 30,43% deseps ainsi
27,78 des patients a plus de 60 mois de traitegtar@nt sous ce réegime.

Cette baisse d’'usage du d4T par rapport a 'AZTrous’expliquer par le retrait progressif du d4T
dans les régimes de premiere ligne chez les adetliles adolescents comme le recommande 'OMS et
la politique nationale (86,87).

Ce résultat est comparable a celui de I'étude s@aliau Mali et au Burkina qui a montré que la
combinaison AZT+3TC+NVP était la plus prédominafitg Par contre Dolo M, Hosseinipour et al
ainsi qu’Aghogeng et al ont trouvé dans leurs &uglee la combinaison d4T +3TC + NVP était la
plus utilisée (80,81,85).

6.5 Diversité génétique et sous-type de VIH-1 :

Le recombinant CRF02_AG était le plus prédominamtsdnotre population d’étude soit 58,7%, suivi
du CRF30 0206 soit 8,70%. Cependant les sous-tppmd pas été identifiés chez 8,70% des
patients. D’autres études réalisées au Mali onttréajque le recombinant CRF02_AG était le sous
type le plus prédominant (24,83).

Ces résultats confirment les études réalisées squéfde 'Ouest qui ont trouvé que ce recombinant
était prédominant dans cette région Africaine (B8 Le recombinant CRF02_AG est aussi
prévalent au Cameroun (80).

Dans notre étude, le sous type CRF30_0206 qui restrecombinaison entre le CRF02_AG et le
CRF06_cpx (89) vient en seconde position malgrélgseus-type CRF06_cpx semble étre le second
sous-type prédominant en Afrigue de I'Ouest. Dans étude menée au Niger, le CRF30_0206
apparaissait comme le troisieme sous-type prédomi(@0). Les sous-types Al, C, CRFO1_AE,
CRF06_cpx, CRF45_cpx, D, F2, G, et des URF onaéssi rapportés chez nos patients.

6.6 Prévalence des mutations de résistance :

Nous avons observé une forte prévalence de laagsesapres au moins 36 mois de traitement ARV.
82,61% des patients portaient au moins une mutaéodant résistance a au moins un medicament
des trois classes d’ARV disponible au Mali. Cetgd prévalence de la résistance est probablement
due a la longue durée sous traitement sans sanvedllvirologique. La prévalence de la résistance pa
classe thérapeutique était : 75% de résistancengoms un INTI, 71,73% de résistance a au moins un
INNTI et 2,17% de résistance aux IP. Cependant reziguutation majeure n'a été identifiée chez
17,39% des patients, sauf des mutations mineurepabymorphisme rendant la résistance au
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tipranavir. Ces différences de prévalence entrént@biteurs non nucléosidique et nucléotidiqudale
transcriptase inverse et les IP pourraient s’exliqd’'une part par le fait que les IP sont tres peu
utilisés en premiére intention et d’autre part lear forte barriere génétique a la résistance. &n s
aujourd’hui que la résistance aux IP est associéeaccumulation de mutation de résistance.

Il faut plusieurs mutations pour rendre résistamt WP comme le LPV utilisé dans nos

recommandations nationales en deuxieme ligne (5).

D’autres études réalisées chez les patients irfqué le VIH-1 et en échec de leurs traitements de
premiére ligne apres une durée médiane de 36 H2e&hB86,5 mois ont montré des résultats suivants :
au Cameroun 79,24% de résistance aux INTI+INNT89% de résistance aux IP et 19,70% de
génotype vierge (80) et au Malawi 93% de résistancelNNTI et 81% de résistance aux INTI (81).
Ces résultats suggérent une surveillance régudieda charge virale plasmatique et en cas d’échec d
faire recours a la seconde ligne afin de limitac¢dumulation de mutations de résistance chez les
patients prenant des molécules dont la barriérétggre est faible a la résistance.

6.6.1 Prévalence des mutations de résistance aux INTI :

Soixante quinze pourcent de nos patients étaiistagg a au moins un INTI. Une étude menée chez
des patients en échec précoce aprés 6 mois damgait a montré que 50% d’entre eux présentait des
mutations de résistances au 3TC/FTC qui donnaiawantage de pouvoir utiliser les molécules
d’'INTI en deuxieme ligne. Une autre étude menéez ales patients en échec tardif a montré la
prédominance des TAMs et montre la difficulté denmor recycler ces molécules en deuxieme apres
un échec tardif sans suivi virologique (6,7). Uoetd prévalence de la résistance aux INTI a été
rapporté aprés 12 mois de traitement chez desnpait@ugandais avec comme régime d4T/3TC/NVP
(91).

La mutation M184V, conférant de la résistance al&/BTC et a I'ABC était la plus fréquente avec
72,83% des cas. Dans I'étude du Malawi, ils onposie que, 81% de leur population d’étude portait
cette mutation (81). La mutation M41L a été ided#ifchez 13,04% des patients, la K65R chez
4,13%, insertion au codon 69 chez 2,17%, la K70&/FRa L210W chez 8,70%, la T215F/Y chez
26,09%, la K219Q/E chez 5,43% des cas.

La prévalence des TAMs était de 11,78% qui eselamnt inférieure au résultat trouvé dans I'étude

du Malawi (régime de®ligne différent) dans la quelle la prévalence Tads était de 56% (81).
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Nos résultats sont en concordance avec d'autrede®tprécédentes qui ont montré une faible
prévalence des TAMs quand la FTC/3TC est combinégx &AZT/d4T, probablement due au
développement de la mutation M184V qui freine lalic&ition virale (92). Cette faible prévalence des
TAMs suggere que la plus part des INTI pourraigrg étilisée en deuxieme ligne de traitement.

Le complexe Q151M rendant une multirésistance a kesiinhibiteurs nucléosidiques de la Tl sauf au
TDF (qui est un inhibiteur nucléotidique) n’a étienmtifié chez aucun patient. Cependant 2,17% des
patients portait une insertion au codon 69 entrdinae multirésistance a tous les INTI, inclut BFT
L’étude menée au Malawi a montré un taux élevéatuptexe Q151M soit 19,15% des patients et a
montré aussi que son apparition était associéradw a l'autre des mutations suivant : K65R ou
K70E.

Donc cette absence de ce complexe chez nos patimmtsit probablement s’expliquer par le fait que
la plus part de nos patients ont recu la combimaSaT/D4T+FTC/3TC, dont 'usage entraine une
faible apparition du complexe Q151M (92).

Une faible prévalence des mutations K65R et K7@#eatrouvé chez nos patients : 4,13% et 8,70%
respectivement ; ces données pourraient s'éteradreugage de I'AZT et du d4T et probablement par
'usage du ténofovir. L'usage du d4T est associn@ émergence de ces mutations K65R et K70E
(81). L'usage du d4T est indépendamment assocénautation K65R dans notre étude. Cependant
cette mutation commence a étre identifiee dangéss aux ressources limités ou la combinaison
d4T/3TC/NVP est utilisé en premiére ligne (93,94).

6.6.2 Prévalence de la résistance par rapport a I'exposatn aux INTI.

Dans les cas suivant, la fréquence de la résistaiaitesupérieure a la fréquence d’exposition : ABC
25% de résistance pour 18,70% d’exposition, dd2%, 5de résistance pour 1,09% d’exposition, TDF
15,22% de résistance pour 7,61% d’exposition. @esltats pourraient s’expliquer par la résistance
croisée entre les INTI. Ces résultats sont singitaé& ceux de Maiga et al au Mali (83).

Pour I'AZT, il y avait 52,17% d’exposition contrel 52% de résistance, le d4T 45,65 d’exposition
contre 33,70% de résistance le FTC/3TC 95,65% adsitippn contre 73,91% de résistance.

6.6.3 Prévalence des mutations de résistance aux INNTI :

Une prévalence élevée de la résistance aux INN@&téaretrouvée dans notre étude : 71,73% de
résistance a la NVP, 67,57% de résistance a I'HRWTI de premiere génération) et 32,52% de
résistance a 'ETR, 47,83% de résistance a la RRWTI de seconde génération). Ces résultats
supportent les études qui ont montré que la prévelale la résistance aux INNTI de premiere
génération était élevée en Afrique et pourrait camettre I'usage de I'etravirine dans ces pays.(95)
38% de résistance a 'ETR a été retrouvé chezdésmis en échec de deuxiéme ligne au Mali (83).
Une autre étude menée au Mali a aussi rapportéaumei les 320 patients en échecs a la NVP ou a
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EFV, 22 et 29% était résistance a I'ETR et la\RRspectivement (96). Marcelin et al ont montré
gue lI'exposition a la NVP était associée a uneldarBponse virologique a 'ETR (62), qui est en
concordance avec d'autres études qui ont montnée$agNVP plus t6t que 'EFV était associée a un
nombre élevé de mutation a 'ETR. Cela supporteréssltats puisque la plus part de nos patients ont
éte exposeé a la NVP plutét qu'a 'EFV.

La mutation K103N conférant de la résistance aVé@ Mt a I'EFV était la plus fréquente soit 34,78%.
Aghokeng et al au Cameroun ont rapporté une fogegbence de cette mutation, soit 34% (80).

Les mutations suivantes ont été aussi trouvé :0819 chez 14,13%, Y188L chez 8,70%, la
Y181C/I/V chez 27,13%, la P225H chez 4,75%, la M1 tBez 18,48%, la E138A/K chez 9, 78% ... .

La mutation E138A/K rendant résistance a la RPVitauae prévalence de 9,78% dans notre
population d’étude. Cela pourrait expliquer la éogirévalence de la RPV par rapport a 'ETR.
D’autres études précédentes au Mali, au Cameroen Btalawi ont rapporté une prévalence nulle de
cette mutation (80,81,83).

6.6.4 Prévalence de la résistance par rapport a kKposition aux INNTI :

Le nombre de patients exposés a la NVP était léggme supérieur au nombre de patients résistants,
soit 76,09% contre 71,74%. 13,04% des patientetinexposé a I'EFV avec 69,57% de résistance,
aucun patient n'a été exposé a la RPV et a 'ETperdant une résistance de l'ordre de 47,53% et
31,52% respectivement ont été rapporté.

Ces résultats confirment bien une forte résistanoisée entre les INNTI de premiére génératioreet d
deuxieme génération.

6.6.5 Prévalence de la résistance aux IP :

Nous avons observé une faible prévalence de lataése aux IP (2,17%) dans notre population
d’étude. Cela pourrait s’expliquer par la fait deg IP sont majoritairement utilisés en deuxiemedi

de traitement or nos patients étaient sous traieme premiere. Maiga et al dans leur étude sur les
patients en échec de deuxiéme ligne ont rappofte dérésistance aux IP (83).

Les mutations associées aux IP rencontrées chepat@nts étaient : la K20M/R chez 7,61%, la
L33I/L/V chez 1,09%, la G16E chez 7,61%, la L63RZxI6,52%, la HE69K/R/Q, la M36I/L/V, la
L89M/V/I chez 69,57% qui sont tous des mutationeaures ou polymorphiques.

Les mutations H69K/R/Q, M36I/L/V et L89M/V/I entrant un haut niveau de résistance au
tipranavir ont été retrouvées comme des polymonpéss naturels dans les sous-types non B et
particulierement le sous-type CRF02_AG (24). N&sultats confirme ce résultat ou un haut niveau
de résistance au tipranavir du aux mutations H68B/RI361/L/V et LBIM/V/I a été observé dans
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notre population d’étude. Nous avons utilisés baithme de I'ANRS qui donne résistance au
Tipranavir pour les sous-types non B.

2,17% de nos patients était résistant au LPV cahif8% d’exposition, 1,09% de résistance a IDV
contre 1,09% d’exposition. Cependant nous avongrebsl,09% de résistance au Darunavir (qui
n'est pas encore utilisé dans les régimes au Malitre 0% d’exposition. Cela pourrait également
expliquer une croisée entre les IP. Une autre émeleée au Mali a rapporté 12% de résistance au
darunavir due a une résistance croisée avec le(BBV

6.7 Apparition des mutations en fonction de la duréeaus traitement

Les mutations T215Y/F qui sont sélectionnées peétéllement sous AZT/d4T étaient prévalentes
chez les patients ayant plus de 60 mois sousrraiteque ceux qui étaient seulement a 36 mois (p <
0,01).

De méme la mutation Y181C conférant la résistantERV, a la NVP, a 'ETR et a la RPV était
prévalente chez les patients ayant plus de 60 saonis traitement que ceux qui étaient seulement a 36
mois (p< 0,01).
Et nous avons aussi observé une prévalence refaivieélevée de la mutation M184V (conférant
principalement de la résistance aux molécules FIIC et secondairement a 'ABC) chez les patients
qui avaient plus de 60 mois sous traitement qu& qgeluétaient seulement a 36 mois et la différence
de la fréquence entre les deux périodes n’étaistaistiquement significative g0,41).
6.8 Les facteurs de risque associés a la résistance,l'@évation des CV plasmatique et a
d’apparition des mutations de résistance :
Une CV plasmatique 5000 copies/ml était un facteur de risque assadet résistance a I'ABC, a
'AZT, au d4T, au FTC/3TC, a 'ETR et a 'AZV aveates risque ratio de 2,2105, 1,8246, 1,9646,
1,2632, 1,2211, 1,8246 et 1,5263 respectivememtars un intervalle de confiance de 95% (voir
tableau 16). Ce risque était tres faiblement aésada résistance a la ddl, a la NVP, a 'EFV & a
RPV. Charles Kouanfack at en 2009 ont montré qu’il y'avait plus de résistanc& ARV chez les
patients ayant une CV > 10000 copies/ml que ceunt s CV étaient situées entre 1000 et 10000
copies/ml.
Une étude menée en Afrique du Sud a rapporté qudMelasmatique > 1000 copies/ml pourrait
compromettre I'efficacité du traitement de secoligige avec un risque ratio de 1,24 (0,58-2,64) dans
un intervalle de confiance de 95% (97).
Les mutations T215F/Y, Y188L, K103N, M184V, L210Wtaient associées aux CV plasmatigue
5000 copies/ml avec des risque ratio respectif8158, 1,4737, 1,4737, 1,356, 1,4737. Ce risque éta
faiblement associé a I'apparition de la mutatior8YT/I.
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La longue durée sous traitement ARV (durée >36 n@igit un facteur associé a la résistance a
'ABC, a I'AZT, au d4T, au TDF et a la ddl avec desques ratio de I'ordre de 1,4929, 1,5086,

1,3035, 1,8817, 1,5714 respectivement, avec unvaite de confiance de 95%.

L’étude menée en Afrique du Sud a aussi rapporigngudurée d’échec aux ARV > 24 mois pourrait

compromettre I'efficacité du traitement de deuxiéligae avec un risque ratio de 2,62 (0,32-21,23)
(97).

L’apparition des mutations T215Y/F et K103N étasaciée a la longue durée sous traitement ARV
(durée > 36 mois) avec des risque ratio respectifs714, 1,6971.

La baisse des lymphocytes CD& 350 celles/mri) était associée a la résistance & la résistance a
'ABC, I'AZT, le d4T, le TDF et la TPV avec des gse ratio respectifs de 2,0781, 1,3750, 1,8229,
5,6875, 1,6875 a un intervalle de confiance de 9%%résistance a la NVP, 'EFV, la RPV et 'TETR
était trés faiblement associée a la baisse deshgoypes CDA4.

La baisse des lymphocytes CD4 (< 350 cellesiétait associée a I'apparition de certaines mornati
de résistance comme : la Y115F, D67N, M 230L &186A/I/M.

Au Malawi, il a été rapporté que la baisse des GEH0 cellules/mr) est fortement associée & une
émergence des mutations K65R et K70E, I'émergenae ohoins 3 TAMs et I'émergence a la
résistance au pan-nucléoside (81).

Les résultats des facteurs de risque sont statestignt non significatifs. Ceci est probablementdi
la taille de notre échantillon. D’autres étudescaure taille d’échantillonnage beaucoup plus large

pourront donner des résultats significatifs.
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7 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS:

7.1Conclusion

Le traitement antirétroviral a significativementué la mortalité et la morbidité des patients atés

par le VIH aussi bien dans les pays développésdgns les pays a ressources limités. Cependant les
phénomenes de résistances aux traitements sontrdba un probléeme qui freine le succes
thérapeutique et limite l'utilisation des molécupesir les schémas thérapeutiques ultérieurs.

La présente étude a porté sur 92 patients infquaéde VHI-1 et en échec virologique de leurs
traitements antirétroviraux de premiére ligne apigsnoins 36 mois.

Les génotypes de résistances ont été realisésnpséquenceur (ABI 3130, Applied Biosystems) en
utilisant un kit prét a I'emploi qui est la techo@viroseq. L'alignement et I'analyse des séquences
ont été réalisés par des logiciels Sequencing Aimlguis Virosel" HIV-1 Genotyping System
(Abbott Molecular).

La majorité de nos patients était des femmes €p8%, et 51,1% des patients était dans la tranche
d’age de 30-44 ans avec une médiane d’age de 33 ans

Le régime Duovir § (AZT+3TC+NVP) représentait 36,96% des schémaisésil

Nos patients avaient une durée moyenne de 50,5 swmis traitement. La moyenne des CV
plasmatique et des lymphocytes T CDétait de 28266,5 copies/ml et 2915 cellules’mm
respectivement.

La prévalence de la résistance aux INTI était & #ssentiellement la FTC/3TC qui freine la
réplication virale. Une forte prévalence de lag&sice a été observé chez les INNTI soit 71,7394, et
résistance aux IP était de 2,17%.
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Nous avons observé de la résistance de facon speceiux FTC/3TC (73,91%), a la NVP (71,73%)
et 'EFV (67,57%). Et 'échec virologique était asg a un niveau élevé de résistance aux INNTI.

Ces résultats suggerent que la plus part de nésnimidevraient étre mis sous deuxieme ligne de
traitement. Ces traitements de relai IP, TDF, ARB@tssouvent compromis pour une utilisation en
deuxiéme ligne. Ceci montre qu’un certain nombreakéents doivent quitter d€'l a 3*™ ligne de
traitement.

Ces données nous montrent qu'’il est donc impodatendre le suivi des patients infectés par le VIH
par les tests de charge virale et de vulgarisetdsisde résistance aux patients sous traitement de
premiere ligne au long cours. Ceci permettra devgmmé 'émergence de la résistance chez ces

patients.

7.2Recommandations :

Au terme de cette étude et au vu des résultatsnedtenous formulons les recommandations
suivantes :

v'Aux cliniciens :

-Un meilleur suivi des patients sur le plan clirécgt biologique,

-Donner des renseignements cliniques suffisantdesufiches de demande de charge virale et de
génotypage pour une meilleure interprétation desltas.

v'Aux pharmaciens et biologistes:

-Un renforcement de I'éducation thérapeutique pme meilleure prise de conscience des patients en
vu d’améliorer I'adhérence aux traitements,

-De rendre les résultats des patients le plusuétmpssible en vu d’une éventuelle prise de détisio
rapide,

-De sensibiliser les médecins pour renforcer I'olsece aux traitements antirétroviraux et changer d
traitement dés que les patients présentent un édfudogique.

v'A la Cellule Sectorielle de Lute contre le Sida (ASS):

-Assurer la disponibilité constante des mesureshdege virale en approvisionnant régulierement les
laboratoires en réactifs et consommables,

-Assurer la maintenance des appareils,

-ldentifier un laboratoire de référence pour lalisééion des CV méme en cas de rupture dans les
autres sites,

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
99/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

-Assurer l'accés des tests de génotypage aux pmtemnéchec virologique de leurs traitements de
premiere ligne pour prévenir I'apparition des vimslti-résistants,

-Donner I'acces aux traitements de troisieme ligoer les pays a ressources limités comme le Mali.
v'Aux partenaires techniques et financiers :

Appuyer les laboratoires et les institutions déneeche par :

-La formation continue du personnel,

-La mise en place de contrble interne et externguadité.

v'Aux personnes vivant avec le VIH/SIDA :

-Etre adhérent aux traitements pour un meilleuc&sithérapeutique
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L’émergence et le développement de la résistancexaantirétroviraux était a craindre chez les
patients infectés par le VIH-1 ayant au moins 36 nis sous traitement de premiére ligne chez les
guels, le changement de traitement était basé su tlinique et la numération des lymphocytes T
CD4 et non sur la charge virale plasmatique a causde sa non disponibilité ou sa disponibilité
irréguliere. Le but de notre étude était de mesurerla prévalence de la résistance aux
antirétroviraux chez les patients ayant au moins 36nois de traitement antirétroviral. Nous
avons conduit une étude transversale prospectivelant de la période de Février 2012 a Mars
2013 chez des patients en échec virologique (changeal > 1000 copies/ml). Des échantillons de
sang ont été collectés pour la quantification deARN VIH-1 et le test de résistance génotypique
pour ces patients.

Notre étude nous a permis de réaliser les tests d&sistance chez 92 patients sur les 102 patients
en échec virologique (C\V> 1000 copies/ml). Environ 60,90 % de nos patientsaé des femmes.
Les médianes d’age, de CD4, de la CV et da la durde traitement étaient respectivement de 33
ans, 291,5 cellules/mry 28266,5 copies/ml et 50,5 mois. Les patients pemaient des centres de
prises en charge des PV VIH de Bamako, de I'hopitalle Ségou et de I'hopital de Kayes. La
majorité des patients était sous régime DuovitN (AZT + 3TC + NVP) soit 36,96%. Le
recombinant CRF02_AG était le sous-type de VIH-1 Iplus prédominant, suivi du CRF30_0206.
Environ 82,61% des patients portaient une mutatiormajeure rendant résistant a au moins une
molécule parmi les trois classes d’ARV utilisées aiali. La prévalence de la résistance aux
difféerentes classes d’ARV comme suit: 75% de résence aux INTI, avec comme mutation
fréquente la M184V (72,83% des patients), 71,73% deésistance au INNTI avec comme
mutation fréquente la K1 03N (34,78%), 2,17% de réstance aux IP. La prévalence des TAMs
était relativement faible environ 11,78% et une fale résistance croisée a été observé entre les
INNTI de premiére génération et ceux de deuxieme gération.

Environ 86,61% de nos patients était sous traitemensuboptimal et devrait étre mis sous
traitement de deuxiéme ligne. Ces données nous ni@nt qu’il est donc important d’étendre le
suivi des patients infectés par le VIH par les testde charge virale et de vulgariser les test de
génotypage de résistance aux patients sous traitemiede premiére ligne au long cours. Ceci
permettra de prévenir 'émergence de la résistancehez ces patients.

Mots clés : VIH-1, échec virologique, ARV, mutatios de résistance, Mali

ABSTRACT

The emergence and developpement of antiretroviral esistant was fear in HIV-1 infected
patients who had at least 36 month of first_ligne mtiretroviral therapy, in this population,
antiretroviral treatment management was based on atical and numeration of CD4 cell count
and not HIV RNA viral load test who was not availalbe. The aim of our study was to determine

Thése de Pharmacie 2013 Moussa DIAWARA
108/113



Résistance aux antirétroviraux chez les patients infectés par le VIH-1 et sous traitement de premiére ligne aprés au
moins 36 mois

the prevalence of antiretroviral resistant in HVI-1 infected patients who had at least 36 month of
ART. We conducted a cross-sectional study during # period from February 2012 to Mars
2013. Blood samples were collected for HIV RNA vidaload (VL) testing and drug resistance
testing mutation when HIV-1 RNA> 1000 copies/ml.

In our study we perfomed 92 genotyping test amondhé 102 patients who were failing. Approx
60,90 % of patients was women and the median (intguartile range) age, CD4 , VL and ART
duration were 33 years, 291,5 cell count, 28266,5mes/ml and 50,5 months respectively. Our
came were from HIV clinical care centers of BamakoSegou and Kayes hospital. The majority
of patients were under Duovi®N (AZT+3TC+NVP) regimen. CRF02_AG recombinant form
was majority of HIV-1 subtype followed by CRF30_026. Approx 82,61% of patients had at
least one major mutation that can lead drug résistace to at least one ARV among the third
ARV classes available in Mali. The prevalence of sistance was: 75% of patients was resistant
to NRTI, principaly M184V mutation (72,83%); 71,73% of patients was resistant to NNRTI,
principally K1I03N mutation ( 37,78%) and 2,17% of mtients was resistant to PIl. The prevalence
of TAMs was low (11,78%). And we found an importanicross-resistant between NNRTI of first-
generation and NNRTI of second-generation.

Approx 82,61% of patients was under a suboptimal AR and should be under second-ligne
regimen. These data show that it is important to eend the monitoring of patients infected by
HIV RNA viral load tests and popularize genotypingtest of resistance for patients failing to
first-line treatment in the long term. This will prevent the emergence of resistance in this
population

Keys words: HIV-1, Virological Failure, Resistant Mutation and Mali
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Université des Sciences des techniques et des technologies

de Bamako(USTTB) / NIH — USA
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UNIVERSITE DE BAMAKO

FACULTE DE MEDECINE, DE PHARMACIE ET
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Praticiens responsables : Pr. Ousmane KOITA et Dr.  Almoustapha |. MAIGA

GENOTYPE de RESISTANCE du VIH -1

PATIENT PRESCRIPTEUR PRELEVEUR

Nom :

Nom :

Nom :

Prénom : Tél. :

Date :
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ABE ettt esaees Centre/Service : Heure: ......neeniiieieiiciiiiniinnnene
Adresse /Tél. : e ] srreneneeesneeesnessne e ssesssassssssesssnnessasessnnesennes

NO. DOSSIEN : .ccvrierriririreirinrisnesssnessssessanessnns SIGNATURE ET CACHET

Sexe:MBF@E

Type de Prélevement : 1 tube EDTA de 7 ml (bouchon violet)

MOTIF DE LA DEMANDE

éme

0 Echappement:o2 " ligne
éme » éme .
o3 a5 " ligne

0 Protocole: onon O oui, lequel ? e
o> 5 lignes 0  Statut VIH1 VIH1 + VIH2
RENSEIGNEMENTS :
Traitement anti-VIH de 2 ome IGNE ot e depuis
I i
Traitement anti-VIH de 1
ligne: ..o du....coooeeeiin, T
Arrét du traitement par le médecin du au
Arrét du traitement par le patient : du au
Dernier suivi pharmacologique si disponible : le ........... [oviiininn, L
Derniére charge virale inférieure a 15 jours
Résultat.............coovieiiienns Date @i
Derniére valeur CD4: Résultat
Date & e
Intolérance sévere aux ARV
Co-infection: O VHC O VHB OTB O AULIES et e e
Remarques:

TOUTES MOLECULES ANTIRETROVIRALES PRESCRITES AUPARAVANT (historique) :

p AZT (Zidovudine) p Saquinavir p Efavirenz
p ddI (Didanosine) p Ritonavir P Nevirapine
p 3TC (Lamivudine) p Indinavir

p FTC (Entricitabine) e Lopinavir /r

p ABC (Abacavir)
p DAT (Stavudine)
p CBV (Combivir®)

p Autre :
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p TZV (Trizivir®)
p TDF (Tenofovir)
p D4T + 3TC + NVP (Triomune®)

Consentement a participer a une étude de recherche

Titre de I'étude

EVALUATION IMMUNO-VIROLOGIQUE DESECHECSDESTRAITEMENTSARYV DE PREMIERELIGNE 3ANS
CHEZLESPATIENTSINFECTESPARLE HIV-1 AU MALI

Nom du volontaire :

Prénom Deuxiéme prénom Nom de famille

Age: / en années

Numéro d’identification de I'étude : - -
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Nous vous invitons a participer a une étude de reelnche commanditée par le le centre de recherche @t formation

sur le VIH et la tuberculose « SEREFO » et menée dbentre Hospitalier Universitaire Gabriel TOURE, au CESAC
de Bamako, dans différents USAC a Bamako et dansdis de Kayes, Sikasso, Ségou et Mopti Il est imparit que

vous compreniez plusieurs points qui s’appliquent @haque personne participant a cette étude :

1. Votre participation a cette étude est entieremettntaire.

2. Vous pouvez cesser de participer a I'étude a tarhemt.

3. Vous ne perdrez aucun avantage thérapeutique sidétidez de ne pas participer a cette étude.

4. Votre médecin et vous-méme serez informés de émutitat touchant votre santé ou pertinent pourseass.
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